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I. RESUMEN.

En el presente trabajo se estudio la capacidad de las porinas de Salmonella enterica serovar
Typhi (S. typhi) de inducir inmunidad humoral de larga duracion. Se encontrd una respuesta de
anticuerpos de clase IgG que persistieron durante toda la vida en ratones BALB/c, sin el empleo
de adyuvante. La caracterizacion de las subclases de IgG observadas durante esta respuesta de
larga duracién mostré la presencia de IgG2b, IgGl, IgG2a y bajos titulos de IgG3. Las porinas
son proteinas muy conservadas, sin embargo la respuesta de anticuerpos de memoria dirigidos
contra las porinas de S. #yphi, no presentaron reactividad cruzada contra S. typhimurium. Cabe
destacar que los sueros anti-porinas mostraron capacidad bactericida contra S. typhi, mediante la
unién a su superficie y activacion de la via clésica del complemento (principalmente IgG2b e
IgGa), efecto que se mantuvo con titulos altos durante toda la vida en los ratones inmunizados,
aunque los titulos de anticuerpos anti-porinas, medidos por ELISA, mostraron un decremento al
paso del tiempo. Debido a que la preparacion de porinas estd compuesta por OmpC y OmpF,
también se purificaron en forma individual y se evalud su capacidad de inducir anticuerpos de
larga duracion, asi como su importancia en conferir proteccion al reto contra Salmonella. Se
observé que OmpC y OmpF indujeron titulos altos de anticuerpos, medidos por ELISA, que se
mantuvieron durante 300 dias (ultimo dia analizado). Sin embargo, aunque OmpC generd una
respuesta de anticuerpos bactericidas durante 300 dias, los titulos bactericidas inducidos por
OmpF no se detectaron en el dia 180. La inmunogenicidad de las porinas OmpC y OmpF se
evalu6 mediante experimentos de proteccion activa. Ratones BALB/c se inmunizaron y retaron
con la cepa virulenta de S. #yphi. Se encontr6 que OmpC confirio el 100% y 80% de
sobrevivencia al reto con 100 y con 500 dosis letales 50 (DLsg) de S. #yphi, mientras que OmpF
solo indujo el 70% y 60% de proteccion al reto con las mismas dosis, lo que indica que OmpC es
el principal componente que genera una respuesta de anticuerpos bactericidas de memoria y es
capaz de conferir la mejor capacidad protectora contra Sa/monella. En conclusion, nuestros
resultados demostraron la gran capacidad inmunogénica de las porinas de S. #yphi de inducir
anticuerpos bactericidas de larga duracidn, sin presentarse reactividad cruzada. Ademads, las
porinas son un ejemplo de una vacuna de subunidades constituida por antigenos proteicos que

confieren inmunidad humoral de larga duracién sin la necesidad de adyuvante exogeno.



II. ABSTRACT.

We studied the ability of porins from Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) to induce
a long-term antibody response in BALB/c mice. These porins induced a strong lifelong
production of immunoglobulin G (IgG) in the absence of exogenous adjuvant. Analysis of the
IgG subclasses produced during this antibody response revealed the presence of IgG2b, IgGl,
IgG2a and weak IgG3. Despite of the high homology among porins, long-lasting anti-S. #yphi
porin sera did not cross-react with S. typhimurium. Notably, the anti-porin sera showed a
sustained lifelong bacterial killing of S. typhi that required the concerted action of IgG binding to
live bacteria and complement-dependent bacteriolysis, although the porin-specific antibody titers

measured by enzyme-linked immunusorbent assay (ELISA) decreased over time.

Because our porin preparations contained the outer membrane proteins C and F (OmpC and
OmpF), we evaluated the individual contribution of each porin to generate long-lasting antibody
response and induce active protection against Salmonella challenge. OmpC and OmpF induced
long-lasting antibody titers, measured by ELISA, which were sustained for 300 days (last point
tested). In contrast, although OmpC induced sustained high bactericidal antibody titers for 300
days, the bactericidal antibody titer induced by OmpF was not detected at day 180. The high
immunogenicity of OmpC or OmpF were confirmed in active protection assays. Mice were
immunized with OmpC or OmpF and challenged against S. #yphi. OmpC induced 100% and 80%
survival to the challenged of 100 and 500 lethal dose 50 (LDsg) respectively, while OmpF
confered 70% and 60% to 100 and 500 LDs,. These results indicate that OmpC is the main
protein responsible for the antibody-mediated memory bactericidal response that mediates active
protection to the challenged against Salmonella. Taken together, our results show that porins are
strong immunogens that confer lifelong specific bactericidal antibody responses in the absence of

added adjuvant.



I11. INTRODUCCION.

3.1 Fiebre tifoidea.

La fiebre tifoidea es una infeccidn sistémica del hombre causada por la ingestion e invasion
intestinal de Salmonella typhi (1). Esta es una bacteria Gram-negativa mévil, que de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Kauffmann (2), posee serologicamente al antigeno somatico O
(lipopolisacérido) tipo 09, 012, al antigeno flagelar H tipo d y al antigeno capsular Vi expresado
en su superficie. La formula: 09,12 Vi:d representa la cepa de S. typhi en su forma abreviada.
Esta clasificacion seroldgica da como resultado la existencia de 2,463 serotipos del género
Salmonella. Existen otras clasificaciones donde agrupan a Salmonella de acuerdo a su homologia
genética, su relevancia clinica y sus caracteristicas bioquimicas (3). En 1986, durante el XIV
Congreso Internacional de Microbiologia, el Comité Internacional en Bacteriologia Sistemética
perteneciente al Subcomité del Género Enterobacteriaceae, acorddé un cambio de nomenclatura
del género Salmonella (4). La nueva nomenclatura la aceptd el Centro para el Control de
Enfermedades y Prevencion (CDC, Atlanta, GA) y se publicé por primera vez en el libro:
“Edward’s and Ewing’s Identification of Enterobactericeae”, 4° Edicion (5). En la actualidad la
nomenclatura del CDC se acepta internacionalmente y se basa en las recomendaciones del Centro
de Colaboracion perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud, la cual se describe a

continuacion:

3.2 Nomenclatura actual de Salmonella.

De acuerdo a la nomenclatura del CDC (3), el género Salmonella posee Unicamente dos
especies: S. enterica y S. bongori. S. enterica se subdivide en seis subespecies, que se indican por
un namero romano y el nombre: I, S. enterica subsp. enterica; Il, S. enterica subsp. salamae; Illa,
S. enterica subsp. arizonae; Illb, S. enterica subsp. diarizonae; 1V, S. enterica subsp. houtenae;
VI, S. enterica subsp. indica. Con respecto a S. bongori, no se ha descrito hasta este momento
alguna subespecie. Todas las subespecies presentan homologia a nivel gendémico, pero entre ellas
existen diferencias a nivel bioquimico, por lo que se agrupan en subespecies. Con respecto a la

nomenclatura de cada serotipo (serovar), el nombre debe de escribirse a continuacion de la



subespecie (p.ej. serovar Enteritidis, Typhimurium, Typhi y Chorelaesuis). Para indicar que el
serovar no es una especie diferente, la primer letra se escribe en mayuscula y la palabra completa
en tipo normal. Con respecto a la escritura de los serotipos no identificados, debe de efectuarse de
acuerdo a su serologia, de acuerdo al siguiente orden: (i) el nombre de la subespecie; (ii) el
antigeno somaticos (O); (iii) el antigeno flagelar (H, fase 1) y, (iv) el antigeno flagelar (H,
segunda fase) en caso de estar presente. La mayoria de los serotipos de Salmonella pertenecen a
S. enterica subs. enterica (59%) y provocan el 99% de las infecciones por Salmonella en
humanos (6). En resumen, la nomenclatura actual debe de escribirse de acuerdo al siguiente
orden: (i) el género (en cursiva) Salmonella; (ii) especie (en cursiva) enterica o bongori; (iii)
serovar (primer letra en mayuscula, tipo normal). Por ello, el nombre actual de Salmonella typhi

debe de escribirse como Salmonella enterica serovar Typhi (S. enterica serovar Typhi) (3).

3.3 Aspectos historicos.

Thomas Willis describié en 1659 los diferentes signos y sintomas de la fiebre tifoidea. Sin
embargo, durante muchos afios se confundié con el tifo. En 1782 Ruxham describi6 las dos
enfermedades febriles como entidades clinicas deferentes: la fiebre putrida maligna (fiebre
tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo). Jenner en 1850, en su libro titulado: “Sobre la identidad y la no
identidad de las fiebres tifoidica y tifosa”, demostré que las lesiones de las placas de Peyer y
ganglios linfaticos eran caracteristicas de la fiebre tifoidea. William Budd establecié en 1868, que
la enfermedad era trasmitida a través de los alimentos y aguas contaminadas con materia fecal

proveniente de individuos enfermos (7, 8).

Eberth describidé en 1880 la presencia del bacilo tifoidico en los cortes histolégicos de
ganglios linfaticos mesentéricos y de higado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfeiffer en 1885
realizd el primer aislamiento del bacilo a partir de las heces. Durante el mismo afo, Peiffer y
Kolle demostraron que el suero de pacientes en fase convaleciente protegié a cobayos contra el
reto del bacilo tifoidico. En 1895, Widal describi6 la presencia de aglutininas especificas en el
suero de paciente con fiebre tifoidea (8).



3.4 Epidemiologia.

La fiebre tifoidea es una enfermedad poco frecuente en los Estados Unidos y en Europa, no
obstante algunos individuos llegan a enfermarse cuando viajan a las zonas endémicas. Las areas
endémicas se localizan en Asia, Africa y Latinoamérica, regiones donde el deficiente entorno
sanitario, la falta de agua potable y la pobreza generan las condiciones propicias para el
desarrollo de la enfermedad. El diagnostico se fundamenta en el cuadro clinico y en la
determinacion de los titulos de anticuerpos contra los antigenos “O” y “H”, pero se confirma
mediante hemocultivo o mielocultivo. Se estima que se presentan 16 millones de casos de fiebre
tifoidea en el mundo anualmente, probablemente esta cifra podria llegar a los 33 millones y
provocar 600,000 muertes (9). En América Latina, se presentan alrededor de 595,000 casos al
afio; de éstos 197,000 casos se complican y ocasionan aproximadamente 10,000 muertes. En
México, en el 2005 se reportaron 29,910 casos, con una tasa de 28.09 casos/100 mil habitantes
(10). Esto significa que en nuestro pais la fiebre tifoidea ha presentado una tendencia ascendente,
debido a que durante el 2001 y 2002 se registraron 7,543 y 7,889 casos respectivamente (10). En
los afios siguientes 2003 y 2004 se presentaron 20,020 y 24,759 casos respectivamente,
demostrando el incremento de la enfermedad a nivel nacional (10). El grupo de edad mas
afectado por la enfermedad es el de los 15 a 44 afios, donde se presentan aproximadamente el

58% de los casos.
3.5 Patogenia.

La enfermedad se caracteriza por fiebre en el individuo, la replicacion de la bacteria y la
inflamacidn del sistema linfoide asociado a mucosas del intestino. Durante las etapas crénicas de
la infeccion, se presenta necrosis hemorragica en las placas de Peyer, con Ulceras y perforaciones
intestinales acompariadas de peritonitis y septicemia (1). En voluntarios humanos, la dosis de
infeccion varia entre 1 x 10°— 1 x 10° bacterias (8), siendo los primeros sintomas el vémito v el
dolor abdominal (12-72 h). Después de un periodo de incubacion de 5-9 dias, el siguiente sintoma
es la fiebre.



La infeccion natural por Salmonella se efectta por la via oral, continua su trayecto hacia el
estomago donde la bacteria posee la capacidad de resistir al pH acido (1). Posteriormente llega al
intestino delgado, donde de acuerdo a modelos experimentales, se adhiere a las células M y
enterocitos mediante diversas fimbrias denominadas Lpf, Fim, Agf y Pef (11-13). Las células M
son células especializadas que se encuentran en el epitelio asociado al foliculo que recubre las
placas de Peyer, cuya principal funcion es la captura de antigenos del lumen intestinal hacia los
foliculos linfoides gracias a su elevada capacidad pinocitica (14). También se ha reportado la
internalizacion de Salmonella mediante el receptor que regula la conductancia transmembranal de
la fibrosis quistica (CFTR) (15). Hay evidencias que muestran que existe un mecanismo alterno
de invasion por parte de Salmonella, mediante su captura por células dendriticas presentes en los
foliculos linfoides del intestino (16) y su transporte hacia el torrente sanguineo mediante una

subpoblacion de células fagociticas CD18" (17).

El proceso de invasion de Salmonella se caracteriza por la activacion especifica de genes en
la bacteria, ocasionando en las células epiteliales la reorganizacion de su membrana y el
citoesqueleto provocando la formacion de proyecciones citoplasmaticas “ruffles”, que permiten la
captura de la bacteria llevandola a compartimentos fagosomales (18). Estos efectos en las células
son ocasionados por SopE, SopB, SipA, SptP, etc., que son factores bacterianos que se translocan
mediante el sistema de secrecion tipo 1 (TTSS-1) (19-21). Una vez que la bacteria atraviesa el
epitelio, se dirige a los foliculos linfoides de las placas de Peyer donde activa a mas genes de
virulencia. En este sitio Salmonella posee la capacidad de infectar a las células de la estirpe
mieloide, en especial a los macrofagos (8, 22). Sin embargo, también puede llegar a infectar a las
células polimorfonucleares (GR1") (23) y células dendriticas (CD11c*, MCH-II") (24). Entre los
genes mas importantes que activa durante esta fase, se encuentran una pareja de sensor-
cinasa/activador transcripcional (PhoP/PhoQ). Al ser fosforilado, PhoQ activa a los genes
pagABCD vy reprime a los genes prg (25, 26). Estos genes son activados en el fagolisosoma de
los macrofagos, el mas estudiado de ellos es pagC que permite la sobrevivencia dentro del
macrofago (27). La principal caracteristica de la expresion coordinada de los genes pag es inhibir
el descenso del pH dentro del fagolisosoma. Las bacterias asi contenidas en las células infectadas,
evaden la accion del complemento (28) y la actividad del estallido respiratorio de las células

polimorfonucleares (PMN), en particular de los neutrofilos (29).



Una vez que la bacteria ha infectado a los macréfagos, se dirige a los ganglios mesentéricos
donde se induce una inflamacion local debido a la produccion de interleucina 1 (IL-1),
interleucina-18 (IL-18) y TNF-o. (1, 30). Posteriormente, la bacteria se multiplica y mediante la
activacion de la caspasa-1 (30), induce la apoptosis en los macréfagos y se libera al torrente
sanguineo, ocasionando una bacteremia primaria (1, 8, 30). Una vez en la sangre, la bacteria llega
al higado y al bazo donde puede multiplicarse nuevamente e inducir apoptosis en las células
infectadas para regresar a la circulacion sanguinea ocasionando una bacteremia secundaria (1, 8).
Eventualmente, Salmonella puede reinfectar otra vez las placas de Peyer provocando
inflamacién, ulceras y dafio celular (necrosis y apoptosis) (1). La trombosis capilar de las placas
de Peyer puede ocasionar hemorragias, generalmente durante la segunda semana de infeccién
acompariada de ulceracion y de perforacion intestinal durante la tercera semana (31). Estos
sintomas eventualmente ocasionan peritonitis y septicemia, siendo esta Gltima la causa mas
frecuente de muerte en los individuos con fiebre tifoidea (23). La mortalidad se presenta en el 1-
5% de los pacientes. Sin embargo, si no se administra un tratamiento inmediato en aquellos
pacientes quienes presentan perforaciones intestinales, el indice de mortalidad puede llegar al 40-
83%.

Aproximadamente el 1-6% de los pacientes que presentaron fiebre tifoidea se vuelven
portadores cronicos (generalmente la bacteria se localiza en la vesicula biliar), estado en el que se
persiste durante toda la vida. Estos individuos liberan bacterias contenidas en las heces durante
afios sin mostrar sintomas de la enfermedad. Por ello, la deteccién de los portadores y el
mejoramiento de las condiciones higiénicas, es esencial para el control y prevencién de la fiebre
tifoidea. Una vez que se presenta la enfermedad, el tratamiento inmediato con antibioticos es
importante para controlar la infeccion. Sin embargo, se ha reportado la existencia de cepas
resistentes la ampicilina, el cloramfenicol y el trimetropim-sulfametoxazol y recientemente
también a las quinolonas, siendo ain méas complicado el tratamiento de esta enfermedad (32, 33).
Por ello, una alternativa efectiva para la prevencion de esta enfermedad es la vacunacion, que
tiene como proposito el impedir la infeccion de S. enterica serovar Typhi y de este modo

disminuir la severa mortalidad y morbilidad que presenta esta enfermedad.



3.6 Vacunas para la fiebre tifoidea.

La primera inmunizacion experimental con una suspension de microorganismos vivos de S.
enterica serovar Typhi se realizd en conejos por Frankel y Simmons en 1886. Posteriormente se
efectud en ratones por Bauner y Pfeifffer en 1887. Klikovich empled bacterias muertas con el
mismo proposito. Esto indujo a Wright en Inglaterra y a Pfeiffer y Kolle en Alemania, a emplear
por primera vez en 1897, una vacuna inactivada para la inmunizacion en humanos. Cuando estas
vacunas se aplicaron en la India, Egipto, Italia y Sudafrica, se observé una disminucion
significativa de la morbilidad, asi como la disminucién de los sintomas en los individuos

vacunados que desarrollaron la enfermedad (34).

En 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas aplicadas por via oral, elaboradas a partir
de bacterias completas. El efecto de las mismas se evalué en el ejército francés, donde
desafortunadamente se presento un alto indice de mortalidad en los individuos vacunados (34).
Las vacunas anti-tifoidicas hechas a base de bacterias muertas continuaron utilizadndose durante
décadas sin conocerse su efecto protector real, ya que se carecia de modelos experimentales para
analizar su eficacia, ademéas de que no se lograba correlacionar el efecto protector con algun
indicador seroldgico. Actualmente, las vacunas disponibles contra la fiebre tifoidea se dividen en

tres clases:

a) Vacunas de bacterias muertas: vacuna parenteral K (muerta por acetona) y vacuna

parenteral L (muerta por calor-fenol).

En 1955, bajo los auspicios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se realizaron
estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Union Soviética, con el objetivo de
analizar la eficacia de las vacunas elaboradas a base de células completas de S. enterica serovar
Typhi muertas con acetona (vacuna K) y calor-fenol (vacuna L). Estos estudios demostraron que
la vacuna K fue la mejor y la proteccién era mayor cuando se aplicaban dos dosis (35-38).
Posteriormente, se demostrd que la vacuna K confirié un 79-88% de proteccion, mientras que la

vacuna L indujo una proteccion del 51-77% (39).



El hecho de que estas vacunas parenterales presentaron efectos secundarios indeseables
entre ellos la fiebre, el malestar general, el eritema en el lugar de la vacunacién y dolor, ademas
de la induccion de una baja inmunidad celular (40), motivo la basqueda de nuevas vacunas, como

lo son:

b) Vacuna de bacteria atenuada: vacuna oral Ty21a.

La vacuna atenuada de S. enterica serovar Typhi Ty2la, la desarrollé por Germanier
mediante mutagénesis quimica (41). A partir de la cepa tipo silvestre, por tratamiento con el
agente mutagénico nitrosoguanidina, se selecciondé una mutante (galE) que carecio
completamente de la actividad enzimatica uridin difosfato (UDP-galactosa 4-epimerasa), esta
enzima participa en la sintesis de galactosa que forma parte del antigeno O del LPS (42). Cuando
se crece esta cepa en la ausencia de galactosa, no expresa el antigeno O. En cambio, en presencia
de galactosa exdgena se metaboliza por otras enzimas, pero debido a la carencia de la enzima, se
acumula un exceso de galactosa-1-fosfato y UDP-galactosa, que ocasiona una acumulacién de
intermediarios que matan a la bacteria por lisis. Posteriormente, también se encontré que la cepa

Ty21a no es capaz de sintetizar el antigeno capsular Vi (43).

La eficacia de esta vacuna se comprobo6 en estudios de campo realizados durante 1978-
1990. En Egipto, nifios de 6 a 7 afios recibieron un esquema que incluia tres dosis en una semana,
a quienes previamente se les neutraliz6 la acidez gastrica con 1 g de NaHCOs. Se encontrd que
esta vacuna indujo una proteccion del 96% de la poblacion vacunada al cabo de 3 afios de
seguimiento (44). Cuando se aplicd en Chile, bajo una diferente formulacion: tres dosis de la
vacuna liofilizada administrada durante una semana en capsulas cubiertas resistentes a acido,
confirié una proteccion del 67% durante 3 afios y del 63% de proteccion por un periodo de 7 afios
(45). Estas diferencias en la proteccion conferida por esta vacuna en Egipto y Chile, pueden
atribuirse no solo a la diferente formulacion y fondo genético de la poblacién de estudio, sino al
hecho de que en Chile la incidencia de la fiebre tifoidea es el doble (103/100,000 habitantes) en
comparacion con Egipto (46,/100,000 habitantes) (39). Esto sugiere que probablemente la

infeccion y los mecanismos de transmision de la enfermedad difieren entre los dos paises.



A finales de los 80°s el Instituto Suizo de Vacunas y Sueros obtuvo una formulacion nueva
que consistio en dos partes: una que contenia la dosis de la vacuna liofilizada y otra que contenia
un amortiguador. Se mezclan los dos contenidos en 100 ml de agua y se ingiere la suspension.
Para comparar la eficacia de esta formulacién se realiz6 un estudio comparativo en Santiago de
Chile (46) y otro paralelo en Indonesia (47). Esta vacuna administrada en suspension resulto ser
mas efectiva que la vacuna en capsulas; sin embargo, los mejores resultados se encontraron con 4

dosis (46). En los 90"s se aceptd el uso de esta formulacion en muchos paises.

Estudios posteriores demostraron que la respuesta inmune inducida por la vacunacién con
Ty21a consiste en el desarrollo de anticuerpos dirigidos contra el antigeno O. En voluntarios se
encontr6 que la vacuna induce la generacion de linfocitos T CD4" y CD8" de memoria, ademas
se presento la expresion de moléculas de “homing” (integrina o y B-7) (48). Estos resultados se
confirmaron posteriormente y ademas se observo la presencia de células T CD8" efectoras,

productoras de IFN-y con capacidad de destruir a las células infectadas (49).

En resumen, la vacuna Ty21a es bastante exitosa debido a su facil administracion por la via
oral e induce una respuesta sistémica y local de la respuesta inmune humoral y celular, ademas de
que es bien tolerada en humanos. No obstante, sus desventajas son la necesidad de 3-4 dosis y la

generacion de proteccidn corta lo que hace que se requiera un refuerzo cada 5 afios (42, 43, 50).

c¢) Vacuna de subunidades: vacuna parenteral a base del antigeno capsular Vi.

El polisacarido Vi es un homopolimero lineal del &acido «-1,4-2-desoxi-2-N-
acetilglucosamina que cubre a la bacteria como un antigeno capsular. Los primeros estudios se
remontan al afio 1934 cuando Felix y Pitt reportaron la presencia del antigeno Vi en cepas de S.
enterica serovar Typhi aisladas de pacientes con fiebre tifoidea, asi como la presencia de
anticuerpos dirigidos contra dicho antigeno en el suero de estos mismos pacientes (51-53). El
antigeno Vi es un factor de virulencia que impide el reconocimiento de anticuerpos anti-antigeno
O y evita la activacion de la cascada del complemento y la fagocitosis (54). La participacion del
antigeno Vi en la generacion de proteccion la efectud Landy en 1954, cuando logré purificar el

antigeno Vi y encontré que fue capaz de inducir una respuesta de anticuerpos, pero no confirio



proteccion en ensayos experimentales de reto en chimpances y en voluntarios (55). Este resultado
controversial obtuvo una respuesta afios mas tarde, el antigeno Vi que purifico perdio los grupos
0-acetilo y N-acetilo, lo que sugirié que la forma nativa le confieren la inmunogenicidad a este
polisacarido (56, 57). En 1974, Wong logro purificar al antigeno Vi sin desnaturalizarlo y realiz6
los primeros estudios de inmunogenicidad, en modelos experimentales (58). Finalmente, durante
los 80"s Robbins desarrollé dos preparaciones del antigeno Vi no desnaturalizado, uno fue hecho
por el Instituto Nacional de la Salud de EU (NIH) y otro por el instituto Merieux en Lyon,
Francia. La seguridad y la inmunogenicidad de las ambas preparaciones se evaluaron en estudios
de campo. Debido a que la preparacién del Instituto Merieux contenia 0.2% de LPS y no causé
efectos adversos, se optd por utilizarse en estudios de campo posteriores (59). En estudios de
campo en Nepal y Sudéfrica, los resultados sefialaron que cuando se administro el antigeno Vi
por via subcutanea, no solamente indujo elevados titulos de anticuerpos, sino que confirié una

proteccion del 72% y 64%, respectivamente (60, 61).

Esta vacuna es una de las mas empleadas en el mercado, se administra a las personas que
van a viajar a las zonas endémicas de fiebre tifoidea. El esquema de inmunizacion consiste en una
dosis subcutanea de 25 ug, en personas mayores de 2 afios, y la generacion de proteccion se
observa a los 7-10 dias posteriores de la inmunizacion (50, 62). Sin embargo, la desventaja del
polisacarido Vi es la de ser un antigeno timo-independiente que no induce la generacion de
memoria inmunolégica (50, 62). Por esta razon, se requieren refuerzos cada 3 afios. Ademas,
como otros polisacaridos, el antigeno Vi es marcadamente menos inmunogénico en nifios y bebés
menores de 24 meses en quienes se observa una respuesta de anticuerpos débil y de corta
duracion (50). Por ello, se ha desarrollado una nueva vacuna que consiste en la conjugacion del
antigeno Vi a la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa. Los resultados encontrados fueron
alentadores: bien tolerada y altamente inmunogénica en adultos y nifios de 2-4 afios (63, 64). Se
deben aplicar al menos dos inmunizaciones para observar el incremento de la inmunogenicidad
del conjugado. Sin embargo, recientemente en la India se han reportado cepas de S. enterica
serovar Typhi que carecen del antigeno Vi y que causaron fiebre tifoidea, por ello la utilizacion

de la vacuna a base del polisacérido Vi seria ineficaz en esta region (65).



Actualmente se disponen de varias vacunas contra la fiebre tifoidea, desafortunadamente
en todas ellas se necesita la aplicacion de un refuerzo al cabo de 4-5 afios. Incluso, este refuerzo
debe de aplicarse cada 3 afios en los individuos con alto riesgo, como lo son el personal de
laboratorio e individuos quienes tengan contemplado viajar a zonas endémicas. En conclusion,
ninguna de las vacunas antes descritas es capaz de inducir una memoria inmunolégica. Por lo
anterior, surge la necesidad de caracterizar a nuevos antigenos que pudieran ser empleados en el
desarrollo de nuevas vacunas contra la fiebre tifoidea, enfocandose a identificar a antigenos que
pudieran generar una inmunidad de memoria. Entre los antigenos inmunodominantes que expresa
Salmonella y que pudieran ser buenos candidatos en la induccion de inmunidad de memoria se

encuentran las proteinas de membrana externa (PME) Ilamadas porinas.

3.7 Proteinas de la membrana externa (PME).

Schnaitmann fue el primero en caracterizar a una proteina que constituia el 70% de las
proteinas totales de la membrana externa en E. coli (66). Poco después, €l y otros investigadores
demostraron por electroforesis que esa proteina en realidad eran cuatro (67-69). Actualmente se
conoce que el nimero de las proteinas de membrana externa (PME) es variable y depende de la
informacidn genetica de la bacteria. Su expresion puede verse afectada por diferentes factores
como son las condiciones de cultivo, la temperatura, la osmolaridad, el pH, etc. (70). En 1978 Di
Rienzo, Nakamura e Inouye, y posteriormente en 1980 Osborn y Wu efectuaron una clasificacion
de las PME en principales y menores (71, 72).

1) Proteinas principales. Reciben este nombre porque pueden llegar a expresarse en mas de

100,000 moléculas/bacteria. Se dividen en dos siguientes grupos.

a) Proteinas matrices o porinas. Poseen un peso molecular entre 36,000-42,000 Da. Su
funcién es la de participar en el transporte pasivo de sustancias de bajo peso molecular a
través de la membrana externa. Como ejemplo de estas proteinas se encuentran OmpC,
OmpF, OmpD y PhoE (73).
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2)

b) Proteina modificable por el calor (OmpA). Esta proteina presenta una estructura nativa
en forma monomérica (35,000 Da). Cuando se calienta a 100°C, en presencia de SDS, se
desnaturaliza y de ahi que reciba el nombre de proteina modificable por el calor. Su
funcion es la de participar en los procesos de conjugacién y para mantener la integridad
estructural de la membrana externa. Ademas se ha descrito como receptor para fagos y
colicinas (73, 74).

c) Lipoproteina de Braun. Es una proteina con un peso molecular de 7,200 Da. Su extremo
carboxilo esta unido covalentemente a la peptidoglicana, mediante sus grupos g-amino.
Debido a esta caracteristica, su principal funcién es la de mantener la integridad

estructural y funcional de la membrana externa (75).

Proteinas menores. Con respecto a este grupo de proteinas se ha demostrado su funcién
como acarreadores durante el transporte de sustancias de alto peso molecular, ademas de estar
involucradas en la division celular. Como ejemplo de este grupo de proteinas se encuentra la

Unica proteina de membrana externa que posee actividad de fosfolipasa A (71, 72).

Existe otra clasificacion funcional de las PME de acuerdo a su participacion en el transporte

especifico de algunas moléculas. Esta clasificacion es la siguiente:

1)

2)

Canales especificos. Existen tres ejemplos representativos de este grupo. El primero de ellos
es la proteina LamB (receptor para el fago A; 47,393 Da) que participa en el transporte de
maltosa a través de la membrana externa. El segundo ejemplo es el receptor del fago T6
(31,418 Da), codificado por el gene tsx que permite el paso de nucleésidos. El tltimo ejemplo
es la proteina ScrY (55,467 Da) que estd codificada en un plasmido y su funcion es la de

permitir el paso de sacarosa (73).

Receptores de alta afinidad. La funcién de este grupo de proteinas es el transporte
especifico de moléculas a través de la membrana externa con altas constantes de afinidad
ligando-receptor. Por ejemplo, la proteina BtuB (66,400 Da) que transporta a la vitamina B12

presenta una Ky de 3 nM, esto induce una acumulacion la vitamina en el periplasma de la
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bacteria con una concentracion de 1,000 veces mayor con respecto a la del medio. Entre otros

ejemplos se encuentran la proteina FhuA (78,992 Da) que transporta ferricromos y FadL

(45,969) que participa en el transporte de acidos grasos (73).

En la figura 1 se muestra esquematicamente la disposicion de los principales componentes

de la envoltura celular de las bacterias Gram-negativas y arreglo de las principales proteinas de la
membrana externa.
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion molecular presente en la
envoltura celular de las bacterias Gram-negativas. Los principales componentes se
indican como: ME, membrana externa; PME, proteinas de membrana externa; LPS,
lipopolisacérido; FL, fosfolipidos; PD, peptidoglicana; MC, membrana citoplasmética.
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3.8 Porinas.

Las porinas son las proteinas principales de la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas, en cada bacteria se expresan 10° moléculas de porinas (73). Poseen pesos moleculares
de 36-42 kDa, por lo tanto 10°-10° bacterias expresan una concentracion de porinas de 500 ng
ml™ a 20 pg ml™ (0.02-0.8 mM) (76). La funcién de las porinas es la de ser uno de los principales
componentes activos de la membrana externa porque funcionan como un filtro molecular que
permite el paso de nutrientes y simultdneamente son una barrera hacia antibidticos, sales biliares,
defensinas, etc. Se ensamblan como trimeros y forman poros o canales que permiten la difusion
inespecifica de pequefias moléculas hidrofilicas (nutrientes) al interior de la bacteria. Las
estructuras de las porinas presentan una gran estabilidad al efecto de sales biliares y son
altamente resistentes a la accion de algunas proteasas (73). En las bacterias Gram-negativas, las
porinas son una de las proteinas con mayor homologia y solo difieren en su selectividad y
afinidad por grupos idnicos. La alta homologia de las porinas se confirmé mediante la reactividad
cruzada en el reconocimiento de diferentes porinas de S. enterica serovar Typhimurium y E. coli

por anticuerpos monoclonales (77).

Las porinas caracterizadas en E. coli y S. enterica serovar Typhimurium son OmpC, OmpF
y PhoE, las cuales se expresan en ambas bacterias. Sin embargo, existe otra porina denominada
OmpD que Unicamente se presenta en S. enterica serovar Typhimurium (73). Con respecto a S.
enterica serovar Typhi, esta cepa expresa en su superficie a las porinas OmpC y OmpF (78).
Ademas, también expresa a las porinas OmpS1 y OmpS2 las cuales se producen en bajas
concentraciones (79-81). En la Tabla 1 se resumen las principales caracteristicas de las porinas
presentes en E. coli, S. enterica serovar Typhimurium y S. enterica serovar Typhi.
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Tabla 1. Caracteristicas principales de las porinas presentes en la familia Enterobacteriaceae.

Expresion Regulacion en la sintesis:
en:

Peso
. .. E.coli Salmonella Salmonella . .
Nombre Mol.  Posicién K-12  typhimurium typhi E. coli Salmonella typhi
Induccion en Induccidn en alta
OmpC |37,083| 47 + + + alta : aita y
. baja osmolaridad
osmolaridad

Represion en

OmpF 38,306 21 + + " alta Represion en alta

osmolaridad osmolaridad
ompD |38000| 28 i " ] DSE?SA%TG i
PhoE  |36782| 6 " " " '”d“CCP'iO” PO | Induccion por Pi
OmpS1: Represion
OmpSY/ " 5 5 " . 5 en alta osmolaridad
OmpS2 ' ' ' ' ' OmpS2: Induccién

por LeuO

3.9 Estructura de las porinas.

Las porinas estan formadas por trimeros de subunidades idénticas de forma cilindrica
semejante a la estructura de un barril (figura 2). La entrada del poro la delimitan las largas
prolongaciones del cilindro que, al inclinarse hacia el centro del canal, restringen su acceso. A la
mitad de la altura, el didmetro del poro se reduce por el doblamiento de una de sus paredes hacia
el interior. Esta zona de restriccion determina el paso de las moléculas de diferente tamafio y
polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva sus dimensiones hacia el otro extremo, el cual se

dirige hacia el espacio periplasmatico de la bacteria (82).

Hasta el momento solo se disponen de las estructuras cristalogréficas de las porinas OmpF
y PhoE de E. coli efectuadas a 2.4 A y 3.0 A respectivamente (82), en ellas se sefiala que la
unidad estructural (monomero) la forma un barril o cilindro con estructuras 3 plegadas formadas

por 16 regiones de hojas anti-paralelas enlazadas con sus extremos por 8 asas larga externas y 8
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asas cortas hacia el espacio periplasmico, también presentan algunas o-hélices intercaladas
(figura 3). El cilindro se forma al cerrarse las estructuras B de manera pseudociclica, mediante un
enlace ionico entre el extremo carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja -1,
ambos son residuos de alanina y fenilalanina muy conservados entre las porinas. Aunque se ha
logrado la cristalizacion de la porina OmpC de E. coli (4.0 A) y S. enterica serovar Typhi (7.0 A),
ambos cristales son inestables para su difraccion por rayos X debido a la impureza de las
preparaciones proteicas, principalmente por la contaminacion con LPS, lo que implica que por el
momento no se dispongan de datos exactos sobre la estructura terciaria y cuaternaria de las porina
OmpC (83, 84).

Figura 2. Modelo tridimensional de la porina OmpF de E. coli. Estructura definida por
cristalografia de rayos X a una resolucién de 2.4 A. Tomado de Cowan, S. W. y col.

L, asas externas; T, asas internas; N, extremo amino terminal; C, extremo carboxilo
terminal.

! Cowan, S.W., Schirmer, T., Rummel, G., Steiert, M., Ghosh, R., Pauptit, R.A., Jansonius, J.N. y
Rosenbusch, J.P. 1992. Crystal structures explain functional properties of two E. coli porins. Nature 358:
727-733
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Figura 3. Estructura secundaria de la porina OmpF de E. coli. Estructura definida
mediante el cédigo de aminoacidos de una letra. Los aminoacidos dentro de un rombo
representan a la hojas B-plegadas (en negritas si el residuo se encuentra en disposicion
externa), los rectangulos muestran a los residuos contenidos en las regiones de a-
hélices y los circulos sefialan a los aminoacidos que conforman a las asas. Las dos

ultimas hojas p-plegadas estan repetidas para indicar la estructura ciclica de la porina.
Tomado de Cowan, S. W. y col.? L, asas externas; T, asas internas.

2 Covmmel, G., Steiert, M., Ghosh, R., Pauptit, R.A., Jansonius, J.N. y

Rosenbusch, J.P. 1992. Crystal structures explain functional properties of two E. coli porins. Nature 358:
727-733.
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En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal, el cual
esta rodeado por dos cinturones de aminoacidos aromaticos que por su interaccién con la
membrana le permiten anclarse a la misma (85). La entrada del poro esté restringida por las asas
largas y disparejas que se extienden hacia el centro generando un diametro de 11 A a 19A. La
salida del poro al espacio periplasmico, en cambio, tiene dimensiones de 15 x 22 A y esta
definida por las vueltas B. EI mayor nimero de modificaciones en la secuencia proteica entre las
diferentes porinas se localiza en las 8 asas externas, y por lo tanto son éstas las responsables de la
diferencia en el tamafio de entrada de los poros (82). En la figura 4 se representa la estructura de
las porinas en forma tridimensional, donde puede apreciarse la disposicion espacial del trimero en

una vista superior.

Figura 4. Modelo tridimensional de la porinas. Disposicion espacial propuesto para las
porinas basado en la estructura definida por cristalografia de rayos X, en vista superior
del trimero. Tomado de Schirmer, T.3

3 Schirmer, T. 1998. General and specific porins from bacterial outer membranes. J Struct Biol 121: 101-
109.
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La presencia del LPS es importante para el ensamblaje de las porinas en el espacio
periplasmico, para posteriormente incorporarse en forma de trimeros en la membrana externa de
la bacteria. Esto se concluye por el hecho de que cepas mutantes de E. coli carentes en la
expresion del antigeno O no son capaces de expresar a las porinas OmpC y OmpF en su
membrana (86). La fuerte interaccion del LPS con alguna PME, la logré demostrar Ferguson y
cols al cristalizar FhuA a 2.7 A de resolucion. FhuA es una proteina constituida por 22 regiones
B-plegadas antiparalelas que la bacteria emplea como receptor para el hierro-ferricromo. A esta
proteina de membrana externa se le asocia una molécula de LPS en unién nocovalente a la region
transmembranal de FhuA (87) (figura 5). Estas evidencias sugieren que el LPS es una molécula
muy importante en la conformacion estructural de las PME.

Figura 5. Modelo tridimensional de FhuA-LPS. Estructura definida por cristalografia de
rayos X a una resolucion de 2.7 A, donde puede apreciarse la unién nocovalente de una
molécula de LPS a FhuA. Tomado de Ferguson, A.D. y col.* LPS, lipopolisacarido;
Ligando: hierro-ferricromo.

4 Ferguson, A.D., Hofmann, E., Coulton, J.W., Diederichs, K. Y Welte, W. 1998. Siderophore-mediated
iron transport: crystal structure of FhuA with bound lipopolysaccharide. Science 282: 2215-2220.
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3.10 Las porinas de Salmonella como antigenos protectores.

Debido a que las porinas estan expuestas al medio externo, indica que estas proteinas
pueden ser el blanco de los anticuerpos y funcionar asi como antigenos en el desarrollo de
vacunas contra la fiebre tifoidea. Ademas los antigenos proteicos ofrecen la ventaja sobre los de
naturaleza polisacaridica de inducir anticuerpos de diferente isotipo y mayor afinidad, activar la
respuesta inmune celular y favorecer una respuesta inmune de memoria, siendo este ultimo

aspecto un concepto muy importante para el desarrollo de una vacuna.

Las primeras evidencias que sugirieron que las porinas podian emplearse como
inmunogenos protectores se remontan a los estudios de Kuusi y cols, quienes demostraron que las
porinas extraidas de una cepa rugosa de S. enterica serovar Typhimurium confirieron proteccion
al reto con una cepa lisa homéloga en un modelo marido. También encontraron que la capacidad
de inducir proteccion dependia, en parte, de la produccion de anticuerpos debido a que la

transferencia pasiva de éstos confirié proteccion (88, 89).

En el estudio de la fiebre tifoidea, un problema radica en que S. enterica serovar Typhi es
patogena solo en el humano y en chimpancés (90, 91). Esta desventaja impide o hace costoso el
efectuar estudios in vivo de proteccion. EI modelo experimental aceptado para el estudio
comparativo de los mecanismos de virulencia y patogenicidad, es el raton infectado por S.
enterica serovar Typhimurium (92). Sin embargo, la gran desventaja de dicho modelo es que la
cepa infectante difiere de la patdgena natural del humano. En 2001 se publicd la secuencia
completa de S. enterica serovar Typhi (4,809,037 pb) y se reportd que esta bacteria posee 601
genes que Unicamente se presentan en S. enterica serovar Typhi con respecto a S. enterica
serovar Typhimurium, lo que representa el 13.1% de su genoma (93). La infeccion con S.
enterica serovar Typhimurium en ratones produce reacciones febriles, infeccion sistémica y
ausencia de diarrea, debido un infiltrado de células mononucleares en el intestino delgado (3-5
dias) e incremento de la temperatura (4-8 dias) (94). En cambio, la infeccion de S. enterica
serovar Typhimurium en humanos ocasiona enterocolitis caracterizada por diarrea, vomito y
dolor abdominal a las 12-72 hrs posteriores de la infeccion. Durante la enterocolitis, la bacteria

permanece en intestino y ganglios mesentéricos por lo que la infeccion sistémica (bacteremia) es
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un sintoma poco frecuente. Ademas el infiltrado lo constituyen principalmente los neutrofilos que
provocan necrosis en el ileo terminal y en el colon (94). En conclusion, esto sugiere que la
infeccion causada por S. enterica serovar Typhimurium en ratones y humanos presentan
diferentes sintomas y patologias, por lo que probablemente la respuesta inmune hacia S. enterica
serovar Typhimurium pudiera ser diferente en el ratéon y los resultados obtenidos tal vez sean

dificiles de extrapolar al humano.

No obstante, para determinar la eficacia protectora de las vacunas anti-tifoidicas, algunos
investigadores prefieren emplear el modelo de raton de infeccidn con S. enterica serovar Typhi
que consiste en inyecciones intraperitoneales de S. enterica serovar Typhi suspendida en mucina
(95-98). La administracion de la bacteria en mucina, induce una inflamacion local que permite
que los macrofagos residentes en la cavidad peritoneal sean susceptibles a la infeccion por el
serotipo Typhi (99). Empleando este modelo, Isibasi y cols analizaron el papel que poseen la
PME de S. enterica serovar Typhi en la induccion de proteccion activa contra el reto de la
bacteria homologa, asi como la capacidad que poseen los anticuerpos anti-PME de conferir
proteccion pasiva al raton. Este modelo consistié en inmunizar por la via intraperitoneal (i.p.) a
ratones de la cepa NIH, con una preparacion de 30 ug de PME del serovar Typhi en los dias 0 y
15. En el dia 25 los ratones fueron infectados con diferentes dosis letales 50 de S. enterica
serovar Typhi (1 DLsy = 1.5 x 10°). Los resultados obtenidos demostraron que las PME
confirieron proteccidn especifica del 100% al reto con 1,000 DLs, de S. enterica serovar Typhi y
una proteccion cruzada del 20% al reto con 1,000 DLsp de S. enterica serovar Typhimurium,
debido probablemente a la homologia que existe entre las porinas de las dos especies de
Salmonella. Ademas la proteccion esta mediada, al menos, por los anticuerpos, debido a que el
suero de conejo anti-PME confiri6 el 100% de proteccién al reto con 100 DLs (96). En humanos,
Verdugo y cols encontraron anticuerpos de clase 1gG (60%), IgM (20%) e IgA (12%), en los
sueros de pacientes con fiebre tifoidea en la fase aguda (primer semana de sintomas clinicos), que
reconocieron a las PME de S. enterica serovar Typhi (100, 101).

Debido a que las PME son una mezcla de alrededor de 17 bandas proteicas que presentan

pesos moleculares entre los rangos de 36-42 kDa, 23-28 kDa y proteinas menores a 17 kDa, fue

necesario caracterizar cual de todas estas proteinas tenian mayor relevancia en la proteccion. Los
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primeros datos los aportd Calderon y cols quienes mediante ELISA observaron la induccion de
anticuerpos anti-porinas de clase 1gG e IgM en los sueros de pacientes con fiebre tifoidea (102).
Posteriormente, Ortiz-Navarrete y cols mediante la técnica de Inmunoblot encontraron la
presencia de anticuerpos de clase IgG, en los sueros de pacientes con fiebre tifoidea en fase
aguda, que reconocieron las proteinas de membrana externa de 36-42 kDa, es decir a las porinas
(103). Estos resultados sugirieron que las porinas podian ser uno de los principales antigenos
inmunodominantes que se reconocen durante la fiebre tifoidea y, por lo tanto podrian generar

proteccion.

Para evaluar la capacidad protectora de las porinas, Isibasi y cols purificaron a las porinas
de S. enterica serovar Typhi y encontraron que confirieron protecciéon del 90% al reto con 500
DLso del serovar Typhi (104). En cambio, no se indujo proteccion al reto con S. enterica serovar
Typhimurium bajo las mismas condiciones, lo cual demuestra una respuesta especifica de especie
a las porinas (104). De igual forma, Paniagua-Solis y cols evaluaron la participacion de los
anticuerpos en los mecanismos de proteccion inducidos por las porinas y observaron que el
empleo de anticuerpos monoclonales de isotipo IgM anti-porinas confirieron una proteccién del
60% al reto con 20 DLs, del serovar Typhi (105). Poco después, Isibasi y cols purificaron a la
porina OmpC en forma recombinante (OmpC;), a partir de la cepa de E. coli UH302 la cual
carece de la expresion de porinas endogenas; ellos encontraron que OmpC; confirio proteccién
del 40% al reto con 100 DLsg del serovar Typhi (106). Finalmente, para evaluar la participacion
del LPS en la proteccion, debido a que la preparacion de PME estaba contaminada con 4% de
LPS y, por ello cabia la duda en cuanto al papel real de las PME como antigenos protectores, se
inmunizaron ratones con 1.25 ug LPS (concentracion de LPS presente en 30 ug de PME) y se
encontré que confirié una proteccion debil contra la bacteria del 40% y 10% al reto con 100 y
300 DLsy respectivamente (96), por lo tanto la accion protectora se debe principalmente a la

fraccion proteica.

Por otra parte, estudios efectuados por Singh y cols demostraron que la capacidad
protectora de las porinas de S. enterica serovar Typhi se incrementa si estas se conjugan al
antigeno capsular Vi. Este conjugado indujé en ratones inmunizados la produccion sistémica de

IgM, IgG e IgA y la secrecion local de IgA (97).
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3.11 Inmunogenicidad de las porinas de Salmonella.

Alurkar y Kamat analizaron la respuesta celular inducida por las porinas S. enterica serovar
Typhi, quienes encontraron un incremento en la respuesta de hipersensibilidad tardia (DTH) y un
aumento en la respuesta de anticuerpos hacia un antigeno heterélogo, lo que sugiere que las
porinas poseen propiedades inmunoestimuladoras (107). Posteriormente, Gonzélez-Bonilla y cols
mediante ensayos de proliferacion in vitro, a partir de células de bazo de ratones previamente
inmunizados observaron que las porinas inducen una proliferacién de linfocitos T (108). Ademas
esta respuesta es dependiente del tipo de MHC: ratones de haplotipo H-2 (C3HeB/FeJ, C3H/Hel
y CBA/J) presentaron la mejor respuesta en comparacion con los ratones de haplotipo H-2
(BALB/c) (109). No obstante, a pesar de presentar la mas baja respuesta de linfocitos T y
produccion de anticuerpos anti-porinas en los ratones con haplotipo H-2% es decir en ratones
BALBI/c, las porinas fueron capaces de conferir proteccion del 90% en estos ratones. En
humanos, Blanco y cols evaluaron la respuesta celular inducida por las porinas de S. enterica
serovar Typhi mediante ensayos de proliferacion de células mononucleares de sangre periférica 'y
observaron una alta respuesta de proliferacion inducida por las porinas en células provenientes de
pacientes con fiebre tifoidea y de voluntarios a quienes se les administrd la vacuna antitifoidica
Ty21a; de igual modo, la administracion de la vacuna indujo la produccion de anticuerpos anti-

porinas en las personas estudiadas (110).

La capacidad de las porinas de activar a la respuesta inmune celular y humoral, con la
generacion de una respuesta protectora, ha motivado el estudio méas profundo sobre su
antigenicidad, es decir, sobre la caracterizacion de las regiones de la proteina que son las
responsables de la induccion de la proteccion. Por ello, Diaz-Quifionez y cols caracterizaron a los
péptidos TRVAFAGL73.50 ¥ RNTDFFGL13,.139 de la porina OmpC y encontraron que son
presentados por MHC de clase | con haplotipo K”; ambos péptidos poseen la habilidad de activar
la capacidad citotoxica de linfocitos T (CTL) (111). Previamente, Paniagua-Solis y cols
caracterizaron las regiones de la porina OmpC GTSNGSNPST,6255 (asa 6) vy
QSKGKDISNGYGASYGDN3ss-303 (asa 7) que resultaron presentar residuos no compartidos (asa
6) y parcialmente homologos (asa 7) a las porinas de E. coli. Ambas asas de OmpC se

caracterizaron como epitopos de linfocitos B, debido a que los sueros anti-asa 6 y anti-asa 7
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fueron capaces de reconocer a la bacteria intacta, demostrando que ambas regiones estan
expuestas sobre la superficie de la bacteria (112). La expresion de las asas 6 y 7 de OmpC en el
extremo amino terminal de la subunidad B de la toxina del célera (CTB), por Secundino y cols
hizo posible la caracterizacion de al menos uno de los epitopos de OmpC responsable del efecto
protector; se encontré que la proteina asa 6 de OmpC-CTB confirié el 20% de proteccion al reto
con 20 DLsp de Salmonella, mientras que la proteina asa 7 de OmpC-CTB no tuvo el mismo

efecto protector (113).

Recientemente, Salazar-Gonzalez y cols evaluaron la respuesta inmune celular y humoral
en humanos (Fase 1), quienes recibieron la administracion subcutanea de 10 pg de porinas
purificadas a partir de S. enterica serovar Typhi. Este candidato a vacuna no presentd efectos
secundarios adversos y a partir de células mononucleares de sangre periférica se observd una
proliferacion alta con produccion de interferon gamma (IFN-y) a los 7 dias en los individuos
vacunados. También encontraron la produccion de anticuerpos anti-porinas, caracterizados por
IgM, 1gG1 e 1gG2 con capacidad bactericida a los 7 y 15 dias después de la vacunacion y estos
anticuerpos anti-porinas no presentaron reactividad cruzada hacia las porinas de E. coli (114).

Con respecto a la respuesta inmune inducida por las porinas de S. enterica serovar
Typhimurium, Matsui y Arai observaron un incremento en la respuesta de hipersensibilidad
tardia (DTH) con produccion de IL-2 e IFN-y (115). Gupta observé que la inmunizacion previa
con porinas por la via subcutanea generd que los linfocitos CD4" fueran resistentes a la apoptosis
inducida por S. enterica serovar Typhimurium (116). Esta resistencia a la apoptosis se caracterizé
por un incremento en la poblacion de linfocitos CD4" y una mayor expresion en su superficie de
las moléculas B7 e ICAM-1, ademéas de una predisposicion de esta poblacion de generar un
respuesta de linfocitos T cooperadores tipo 1 (Thl) productores de IFN-y (116). Galdiero y cols
reportaron que la inmunizacion intraperitoneal de porinas de S. enterica serovar Typhimurium
induj6 una respuesta de linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2) productores de IL-4 e incapaces de
secretar IFN-y (117). Al efectuar los experimentos de proteccion encontraron que los ratones
inmunizados con porinas presentaron una proteccién del 80% al reto con 2.5 x 10° bacterias via
intraperitoneal, sin embargo, una dosis sub-letal (2 x 10*) protegi6 en mayor grado (100%) en

comparacion con la inmunizacion con porinas (117).
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La capacidad de proteccion de las porinas del serotipo Typhimurium puede deberse a su
capacidad de generar radicales libres del oxigeno (118) y produccion de Oxido nitrico en
macrdofagos peritoneales (119). También existen reportes en los que se describe la capacidad de
estas porinas de inducir la produccion del factor de crecimiento de macréfagos/granulocitos
(120), el factor estimulador de plaquetas (121) y citocinas proinflamatorias: TNF-a, IL-1a, IL-
1B, IL-6 e IL-8 en la linea celular THP1 (122) y monocitos humanos (123, 124). Ademas de la
secrecion de IL-4 a partir de linfocitos CD4" (117). Cabe destacar que la capacidad de secrecion
de las citocinas proinflamatorias dependen del reconocimiento de la familia de B2-integrinas
CD11aCD18 (122), lo que sugiere que estas proteinas pueden ser uno de los receptores que las

porinas emplean para ser reconocidas por las células maridas.

Recientemente Galdiero y cols reportaron que las porinas de S. enterica serovar
Typhimurium estimulan el incremento en la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86 en linfocitos B (125). También se ha encontrado que los efectos bioldgicos inducidos por
las porinas se deben a la activacion de los mecanismos de sefializacion intracelular que causan el
aumento en la actividad de la proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa A (PKA) y la proteina
tirosina cinasa (NT-PTK) (126). Todos estos eventos celulares generan un aumento en el
contenido de Ca®" intracelular, inositol trifosfato (IPs) (127) e inducen la fosforilacién de las
proteina cinasas activadas por mitogenos (MAPKs): ERK-1, ERK-2, JNK y p38 (76).
Eventualmente estos eventos celulares inducen la activacion y translocacion nuclear de varios
factores de transcripcion, entre los mas importantes se encuentran AP-1 (formado principalmente
por los heterodimeros c-jun y c-fos) y el factor transcripcional NF-kB, los cuales regulan la
expresion de una gran variedad genes que codifican para citocinas, moléculas costimuladoras y
de adhesion, etc (128).

3.12 Importancia de los anticuerpos en la respuesta inmune contra Salmonella.
Todas estas evidencias muestran que las porinas son antigenos protectores mediante la

induccion de la respuesta inmune celular y humoral. La caracterizacion de la respuesta inmune

celular ha sido estudiada ampliamente en macrofagos y linfocitos T (76, 110, 129). Sin embargo,
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con respecto a la respuesta inmune humoral, hasta el momento no se ha evaluado a detalle las
caracteristicas de los anticuerpos anti-porinas, asi como la funcion efectora que pudieran

presentar estos anticuerpos contra Salmonella.

La importancia de los anticuerpos en la inmunidad contra Salmonella se ha demostrado a
través de experimentos de proteccion pasiva, mediante la transferencia de suero hiperinmune a
ratones susceptibles que posteriormente son infectados con S. enterica serovar Typhimurium
(130-132). Eisenstein y cols demostraron que la transferencia de suero anti-Salmonella protegi6 a
la cepa de ratones C3H/HeNCrIBR (resistentes a Salmonella), pero no causé el mismos efecto en
los ratones congénitos C3H/HeJ y C3HeB/FeJ (susceptibles a Salmonella) (131). La capacidad de
estas cepas de ser resistentes/susceptibles a la infeccion se basa en la expresion de la proteina 1
de resistencia asociada al macréfago (Nrampl), donde el cambio de glicina a acido aspartico en
la posicién 169 (G169D) causa que la cepa sea susceptible (133). Estos resultados indican que la
proteccion conferida por los anticuerpos depende del fondo genético (131). En otro estudio, el
empleo de la cepa de ratones xid, la cual presenta una mutacion (localizada en el cromosoma X)
del gene btk, que codifica para la tirosina cinasa de Bruton y que trae como consecuencia que
estos ratones tengan una deficiencia en la maduracion de linfocitos B (carecen de linfocitos B1 'y
la poblacion de linfocitos B2 esta disminuida) y presentan una baja produccién de IgM e 1gG3
(134). Por lo tanto los machos de esta cepa de ratones son mas susceptibles a la infeccion con S.
enterica serovar Typhimurium. No obstante, en los ratones xid puede inducirse la resistencia a
Salmonella mediante la transferencia pasiva de un suero hiperinmune anti-Salmonella (135). La
inmunizacion de un hibridoma anti-Salmonella en ratones indujo la produccion sistémica y local
de IgA que confirio proteccion al reto oral contra la bacteria (136). En humanos, la vacunacion
con el antigeno capsular Vi induce altos titulos de anticuerpos que confieren proteccion (62).
Debido a que el antigeno Vi posee naturaleza polisacaridica, no activa a la respuesta de linfocitos

T v, por ello se cree que la proteccion esta mediada principalmente por los anticuerpos (63).

Recientemente, se generaron ratones “knockout” para la cadena pesada 6 de las
inmunoglobulinas (Igh67/), en un fondo C57BL/6, que ocasiona que la maduracion de los
linfocitos B se detengan en la etapa pre-B (137). Empleando estos ratones, Kaufmann y cols

encontraron que son mas susceptibles a la infeccion con la cepa tipo silvestre de S. enterica
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serovar Typhimurium. Sin embargo, son capaces de controlar la infeccion al reto con la bacteria
atenuada aroA (138). McSorley y cols confirmaron lo anterior, pero ademas encontraron que la
transferencia de suero anti-Salmonella en los ratones Igh6/ podia conferir resistencia a la
infeccion (139).

3.13 Importancia de los linfocitos B de memoria.

La respuesta inmune de memoria es un evento muy importante en la generacion de
inmunidad a largo plazo y, consecuentemente confiere resistencia a las reinfecciones. La
memoria inmunologica se define como la capacidad del organismo de responder de manera mas
rapida y eficiente durante una segunda exposicion al antigeno (140). Por ello, la induccién de

memoria inmunoldgica es un evento central en el éxito de una vacuna.

Existen dos tipos de memoria inmunoldgica: la memoria de los linfocitos T CD4", CD8" y
la memoria de los linfocitos B. En ambas poblaciones celulares, ésta se caracteriza por la
presencia de un mayor numero de linfocitos especificos provenientes de la expansion clonal
ocurrida durante la primera exposicion al antigeno y, se mantienen en un estado preactivado
permitiéndoles tener un umbral de activacion menor con respecto a las células virgen, dando
lugar a una respuesta mas rapida en las exposiciones antigénicas subsecuentes (141, 142).
Ademas la caracteristica que distingue a la memoria de los linfocitos B es la presencia de titulos
de anticuerpos por largo tiempo (143-145)

La presencia del antigeno y cooperacion con el linfocito T inducen la activacion y
proliferacion del linfocito B virgen, proceso que se efectla en la zona marginal de los ganglios
linfaticos y bazo (140, 146). El linfocito B activado permanece en la zona marginal y se
diferencia hacia celulas plasmaticas de vida media corta productoras de IgM (140, 146). Algunas
de estas clonas migran a los foliculos linfoides, sitio donde gracias a la cooperacion con el
linfocito CD4" forma centros germinales (147, 148). En los centros germinales los linfocitos B se
diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos y efectian el cambio de isotipo
hacia 1gG, IgA, IgE (149-151). En este proceso es importante la interaccion CD40-CD40L, asi

como el microambiente constituido por las citocinas IFNy, IL-4, etc (152, 153). Las clonas de
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linfocitos B que se generan son sometidas a un proceso revision de su BCR, en donde las células
autoreactivas son eliminadas y por otra parte, las que reconocen al antigeno son seleccionadas
con mayor afinidad (154, 155). De éstas ultimas algunas terminaran su diferenciacion a células

plasmaticas y otras formaran células B de memoria (147, 148).

Entre las caracteristicas de una célula B de memoria se encuentran la presencia de un
isotipo diferente al de IgM, los marcadores CD27 y CD148 (156, 157). A diferencia de los
linfocitos B virgen, expresan CD80 y CD86, asi como las moléculas anti-apoptoticas Bcl-2 (158).
Actualmente, existen algunos mecanismos propuestos para explicar la presencia de la respuesta

de memoria mediada por linfocitos B, entre los cuales se encuentran:

Dependiente del antigeno:

1) La formacion de depositos antigenicos en las células dendriticas foliculares
residentes en los centros germinales, las cuales mantienen la poblacion de
linfocitos B de memoria diferenciadas a células plasmaticas (150).

2) La estimulacion continua de linfocitos B de memoria, mediante la infeccion
cronica o continta del patdgeno (159).

3) La existencia de células de memoria que se diferencian continuamente en células
plasmaticas productoras de anticuerpos (146). En la generacion de linfocitos B de
memoria es importante la proteina asociada a la molécula SLAM denominada
SAP (160). Esto se ha demostrado en experimentos empleando a los ratones
deficientes en SAP (SAP/), los cuales presentaron una respuesta primaria normal
de IgG dirigida contra los virus (160). Sin embargo, en estos ratones se desarrolld

un menor numero de linfocitos B de memoria (160).

Independiente del antigeno:

4) La presencia de células plasméticas de vida media larga que residen en la médula

Osea y, son capaces de secretar anticuerpos protectores continuamente (145). Para
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la generacion de esta poblacién, se ha destacado la participacion de SAP vy el
factor Ailos (161).

5) La activacion de células B de memoria mediante estpimulo policlonal o
“bystander”, la cual mantiene la poblacion de linfocitos B de memoria y es una

fuente importante de nuevas células plasmaticas (162).

Las hipdtesis mencionada anteriormente, no son excluyente, lo que significa que

probablemente se pueden presentar uno o varios mecanismos simultaneamente in “vivo”.

La informacion es muy limitada con respecto en la participacion de la respuesta de
anticuerpos y linfocitos B de memoria en la infeccion contra Salmonella. Los pocos estudios los
ha efectuado Mastroeni y cols., quienes encontraron que los ratones Igh6’/" inmunizados con la
cepa atenuada aroA de S. enterica serovar Typhimurium presentaron una menor proteccion al
reto con la bacteria virulenta S. enterica serovar Typhimurium después de 4 meses posteriores de
la inmunizacién, mientras que los ratones normales si fueron capaces de sobrevivir (163). Esta
disminucion en la inmunidad se debi6 a que esta cepa de ratones no fue capaz de producir IFN-y
e IL-2, sugiriendo que presentan una deficiencia en la generacion de una respuesta tipo 1 (Thl)
(163).

Un estudio posterior publicado por Ugrinovic y Mastroeni mostraron que durante la primer
semana de infeccion con la cepa atenuada aroA, los ratones Igh6/ presentaron un incremento en
la produccion de IL-4 por los linfocitos T CD4" (164). Ademas los linfocitos B provenientes de
ratones infectados a los 3 meses con Salmonella aumentaron la expresion de la molécula
coestimuladora CD86 y fueron capaces de presentar antigenos induciendo la proliferacion de
linfocitos T CD4" (164). Estos resultados sugieren que los linfocitos B son importantes para la
generacion de células de memoria, particularmente durante la fase de activacion, con capacidad

protectora de largo plazo contra Salmonella
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha demostrado que las porinas de S. enterica serovar Typhi es un inmunodgeno capaz de
inducir proteccioén en un modelo del raton mediante la activacion de la respuesta inmune celular y
humoral, por lo que se le considera como un candidato a vacuna contra la fiebre tifoidea. Sin
embargo, la contribucion de los anticuerpos anti-porinas, y de manera independiente, de los
anticuerpos anti-OmpC y anti-OmpF en el establecimiento del estado inmune y la inmunidad
protectora de larga duracidon no ha sido explorada. Ademas, se desconocen las caracteristicas de
estos anticuerpos y su funcioén durante la infeccion por Salmonella durante la respuesta inmune

humoral primaria, secundaria y de memoria.



V. Objetivo general

¢ Evaluar la contribucion de las porinas de S. enterica serovar Typhi en la induccién de una

respuesta inmune especifica de larga duracion mediada por anticuerpos protectores.

VI. Objetivos particulares.

¢ Evaluar las caracteristicas de los anticuerpos anti-porinas (los isotipos, subclases,
capacidad bactericida y reactividad cruzada de los anticuerpos presentes en los sueros de
ratones inmunizados con las porinas de S. enterica serovar Typhi).

¢ Determinar la duracion de la respuesta de anticuerpos anti-porinas y su capacidad
bactericida.

¢ Caracterizar la contribucion individual de las porinas OmpC y OmpF en la induccion de

proteccion y de anticuerpos bactericidas de larga duracion.



VII. MATERIALES Y METODOS.
METODOS BACTERIOLOGICOS.
7.1 Cepas bacterianas.

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas. S. enterica serovar Typhi: ATCC 9993,
STYF302, STYC171, VALE39; S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028; E. coli de flora
normal de ratén. Las principales caracteristicas de estas cepas de bacterias se describen en la

Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de bacterias empleadas.

Cepas Descripcion Referencia

S. enterica serovar Typhi

ATCC 9993 Cepa tipo silvestre, aislada de un ATCC
paciente con fiebre tifoidea.
STYF302 AompF Km' (165)
STYC171 AompC Km' (165)
VALE39 Cepa STYF302; AompC/AompF Km'  Este estudio
S. enterica serovar Typhimurium Cepa tipo silvestre. ATCC
ATCC 14028
E. coli Bacteria aislada y caracterizada a partir  Este estudio
Flora normal de raton de las heces de ratones BALB/c.

7.2 Cultivo de bacterias.

Las diferentes cepas de bacterias se crecieron durante 3.5-4.0 h a 37°C y 200 rpm, en un
agitador rotatorio (New Bruswick Scientific, Co.), en medio minimo A [K,HPO,, KH,POy,,
(NH4),SO,, Citrato de Sodio], suplementado con 0.1 % de extracto de levadura, 0.5% de glucosa

y 0.1% de MgSO,. Al alcanzar la bacteria la fase final de crecimiento logaritmica (D.O. 1.0 a 540



nm), se cosecharon por centrifugacion a 7,000 x g durante 15 min a 4°C. Se pes6 la biomasa

himeda y la pastilla se resuspendi6 en Tris-HCI pH=7.7 para su ruptura.

7.3 Animales de laboratorio

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c y C3H/HeJ, hembras de 8-10 semanas de edad,
mantenidos en el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental, Facultad de Medicina,
UNAM. Se decidio realizar los estudios con la cepa BALB/c (/ty°) porque son ratones que son
susceptibles a infecciones causadas por bacterias intracelulares, debido a que son incapaces de
controlar la multiplicacion temprana de Salmonella dentro de los macrofagos y mueren
rapidamente por la enfermedad (166, 167). Por ello radica la importancia de estudiar la respuesta
inmune humoral y capacidad protectora en una cepa de raton naturalmente susceptible a la
infeccidn por la bacteria. Por otra parte, la cepa C3H/HeJ presentan una mutacion en el dominio
intracelular de TLR4 que trae como resultado que no sean capaces de responder al LPS(168)

(molécula presente en cantidades pequefias en nuestra preparacion proteica de porinas).

METODOS BIOQUIMICOS

7.4 Aislamiento de porinas, OmpC y OmpF de S. enterica serovar Typhi.

La obtencion de porinas (OmpC/OmpF) de la cepa de S. enterica serovar Typhi ATCC
9993, asi como de las porinas OmpC y OmpF a partir de las cepas deficientes en la expresion de
OmpF (STYF302) y OmpC (STYC171) (165), se efectud de acuerdo al método de Nikaido (169)
con breves modificaciones descritas recientemente (114). Este protocolo se detalla a

continuacion.

Las bacterias cosechadas en fase de crecimiento logaritmico se rompieron mediante una
prensa francesa. Para eliminar las bacterias enteras de la suspension bacteriana, ésta se centrifugod
a 7,000 x g durante 15 min. El sobrenadante se tratdé durante 30 min a 37°C con DNAsa (10,000
u/ml), RNAsa (10,000 u/ml) y MgCl, 1.0 M, con el objeto de eliminar los 4cidos nucleicos

contaminantes en el sobrenadante. Se sediment6 la envoltura celular por ultracentrifugacion a



200,000 x g durante 45 min a 4°C, la cual se solubilizé en Tris-HCI-SDS 2%, (Tris-SDS 2%)
pH=7.4 y se incubd durante 30 min a 32°C. Se volvio a ultracentrifugar nuevamente a 200,000 x
g durante 45 min a 20°C y la fraccion insoluble (membrana externa y peptidoglicana) se incub6
con el mismo amortiguador antes descrito (Tris-SDS 2%) y se sediment6 por ultracentrifugacion
en las condiciones antes mencionadas (200,000 x g durante 45 min a 20°C). Finalmente para
lograr la extraccion de las porinas, se resuspendio la fraccion insoluble en Tris 0.05M, SDS 1%,
NaCl 0.4 M, EDTA 0.005 M, pH=7.7 (amortiguador de Nikaido) y se incubd por 2 ha 37°Cy
posteriormente se ultracentrifugé a 200,000 x g durante 45 min a 20°C. Las porinas se
recuperaron en el sobrenadante y se purificaron mediante una columna de Sephacryl S-200
(XK100 Pharmacia) con un flujo de 5 ml/min en amortiguador de Nikaido-SDS al 0.5% pH=7.7.
Se colectaron las fracciones correspondientes a las porinas (primer pico de elusion) y se

analizaron mediante métodos bioquimicos e inmunoldgicos para analizar su pureza e integridad.

METODOS ANALITICOS

7.5 Cuantificacion del contenido de proteinas por el Método de Lowry.

La cuantificacion de la concentracion proteica se efectué de acuerdo al método de Lowry
(170) que consiste en hacer reaccionar a la proteina con el cobre en medio alcalino formando un
complejo colorido, cuya intensidad se incrementa al agregar el reactivo de Folin-Ciocalteau.

Como proteina de referencia se utilizé albumina sérica bovina (Sigma, Co).

Cuantificacion del lipopolisacarido (LPS), por el Método de Karkhanis y Limulus.

7.6 Método de Karkhanis.

La cantidad de LPS contaminante en las muestras se determindé de manera indirecta
cuantificando el contenido de acido 2-ceto 3-desoxioctonato (KDO) de acuerdo al método de
Karkhanis (171), empleando como referencia una curva patron de KDO (Sigma, Co.) en un rango
de 1-20 mg/ml. Se trataron las muestras problema con 4cido sulftrico 0.2 N a 100°C durante 30

min para liberar el LPS. Posteriormente se hizo reaccionar con HIO4 0.04 M y se incub6 por 20



min a temperatura ambiente. Después se agregd NaAsO, 2.6 N y posteriormente acido
tiobarbittrico 0.6%. Las muestras se incubaron a 100°C durante 15 min. El compuesto colorido
(rojo) que se formd se mantuvo a temperatura ambiente y en solucion agregando
dimetilsulfoxido. La intensidad del color se determiné a 548 nm y la cantidad del KDO se

cuantifico interpolando en la curva patron.

7.7 Prueba de Limulus.

Simultdneamente, el contenido de LPS también se determind mediante la prueba bioldgica
de Limulus de acuerdo al método descrito por Thye Yin (172) [Limulus Amoebocyte Lysate
Assay (LAL) Endosafe® KTA, Charles River Endosafe laboratories, Charleston SC. EU].

7.8 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-dodesil sulfato de sodio (SDS-
PAGE).

La electroforesis SDS-PAGE de las porinas se realizdé en una unidad electroforética para
geles verticales en placa (Biorad System), de acuerdo al método de Laemmli (173). El gel
concentrador estaba compuesto de 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en
amortiguador de Tris-HCI 0.125 M, pH=6.8. El gel separador contuvo 11.2 % de acrilamida,
2.5% de bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.35 M pH=8.8. Como
amortiguador de muestra se empleo Tris-HCI 0.125 M pH=6.8 que contenia SDS al 2%, B-

mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%.

El corrimiento electroforético se llevdo a cabo empleando 15 mA por placa y como
amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 0.0192M, SDS al 0.1%, pH=8.3. Al final del
corrimiento los geles se tifieron durante 30 min en una solucion de azul de Coomasie R-250 al
0.25% en metanol-acido acético-agua (40:40:20) y el exceso de colorante se elimind con una

solucion de metanol-acido acético-agua (40:40:20).



7.9 Inmunoelectrotransferencia.

La electrotransferencia de las porinas de los geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa
(PNC) (Micron Hybond-C, Amershan), se efectué de acuerdo al método de Towbin (174) y se
llevo a cabo durante 16 h a 18 V en un equipo de transferencia (BioRad). Se emple6 como
amortiguador para la transferencia glicina 0.192 M, metanol al 20% en Tris 0.02 M, pH=8.3. Al
cabo del tiempo indicado y para comprobar que la transferencia se efectud, el PNC se tifio con
rosa de Ponceau al 1% durante 5 min. Posteriormente se retird el colorante mediante lavados con
H,O bidestilada. El PNC se incub6o durante 1.5 h a 37°C en soluciéon de bloqueo [leche
descremada 5% (Svelty) en PBS (NaCl 0.15 M, fosfatos 0.01%, pH=7.2)]. Después de 4 lavados
con la solucion TBS-T [TBS (NaCl 0.9%, Tris-HCI1 0.1 M, pH=7.5) y Tween 20 (Sigma, Co) al
0.05%], el PNC se incubd por 2 h a 37°C con un suero hiperinmune de raton anti-porinas en una
dilucién 1:500. Posteriormente se lavo 4 veces con TBS-T y se incub6 durante 1 h a 37°C con un
anticuerpo de cabra anti-IgG totales de raton conjugado a peroxidasa (Zymed, San Francisco,
EU) a una dilucion 1:500. Una vez pasado este tiempo de incubacion, se lavo 6 veces con TBS-T
y dos veces con TBS para finalmente colocar el PNC en la solucion reveladora que contenia 4-

cloro-a-naftol 2 mM (Sigma, Co) en metanol, H,O, al 0.08% en PBS.

7.10 Ensayo inmunoenzimatico en fase solida (ELISA).

Para determinar los titulos de anticuerpos anti-porinas, anti-OmpC, anti-OmpF y anti-LPS,
se utilizé el método de ELISA (175). Para ello, se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos
(Corning, NY, EU) con una solucién de 10 pg/ml de los diferentes antigenos: porinas, OmpC,
OmpF y LPS de S. enterica serovar Typhi en amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato
de sodio, pH=9.6), durante 1 h a 37°C y posteriormente por toda la noche a 4°C. Una vez
transcurrido este tiempo se lavo 4 veces con PBS-Tween al 0.1 % (PBS-T) y se le agrego la
solucion de bloqueo PBS-L (PBS-leche 5%) y se incubd 1.5 h a 37°C. Después se lavo 4 veces
con PBS-T y se agregaron las muestras problema en diluciones seriadas dobles iniciando de una
dilucion 1:40 en PBS-L y se incub6 por 2 h a 37°C. Después de 4 lavados con PBS-T se agrego el
anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén: IgM, IgG totales, I1gGl, IgG2a, IgG2b
(Zymed, San Francisco, EU) e IgG3 (Rockland, Gilbertsville, EU) conjugado a peroxidasa en una



dilucién 1:1000 y se incubd durante 1 h a 37°C. Al cabo de este tiempo se lavo 4 veces con PBS-
T y por ultimo 2 veces solo con PBS y se le agregé la solucion reveladora [0-fenilendiamina 0.5
mg/ml y H,O; (30%) al 0.04% en amortiguador de citratos pH=5.6]. A los 10 min, la reaccion se
detuvo agregando una gota de H,SO4 2.5 N. Se tomaron las lecturas a 490 nm mediante un lector
de microplacas (Dynex, Technologies, MRX II). Los titulos de anticuerpos se expresaron como
(-logy x 40) y se definieron como el nimero de diluciones seriadas antes de perder la sefal de

lectura, considerando el triple del valor promedio del control preinmune.

METODOS INMUNOLOGICOS.

7.11 Esquema de inmunizacion.

Grupos de 3 ratones BALB/c de 8-10 semanas de edad se inmunizaron dos veces con 10 pg
de antigeno en su forma nativa (trimeros), con intervalos de 15 dias mediante las vias
intraperitoneal (i.p.), subcutanea (s.c.) e intravenosa (i.v.). Los antigenos se disolvieron en
solucion salina isoténica sin adyuvante. Como grupo control, se utilizé6 un grupo de animales
inyectados con solucion salina. Se colectaron los sueros de los ratones, por puncion retroorbital,
cada 4 dias durante el primer mes después de la inmunizacioén y posteriormente cada mes hasta
que se observo la muerte de los ratones por vejez. El titulo de anticuerpos se evalué mediante la

técnica de ELISA.

Con el propésito de estudiar la importancia de la estructura antigénica, los trimeros de
porinas recibieron un calentamiento a 70°C durante 30 min para obtener monomeros, los cuales
se analizaron mediante su corrimiento electroforético (SDS-PAGE). Posteriormente se procedio a

la inmunizacion de los mondémeros de porinas siguiendo el protocolo antes descrito.

7.12 Citometria de flujo (FACS).

Para analizar la capacidad de unioén de los anticuerpos anti-porinas contra la bacteria, se

realizaron ensayos de citometria de flujo, empleando el protocolo previamente descrito (112). La

bacteria tipo silvestre de S. enterica serovar Typhi ATCC 9993 se crecio durante toda la noche a



37°C, se lavo 3 veces con PBS y suero normal de bovino al 2% (PBS-SNB), se incub6 1 h a 37°C
con los anticuerpos anti-porinas en una dilucion 1:100. Después de lavar nuevamente se agregd
un anticuerpo anti-IgG de ratdén conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Immunotech),
en dilucion 1:200 y a continuacion se lavd para eliminar el exceso de anticuerpo, para
posteriormente resuspender el paquete bacteriano en PBS-SNB al 2% y finalmente efectuar la
lectura en el citometro de flujo (Becton Dickinson), empleando el software Cell Quest version
3.2.1. Las ventanas de adquisicidn se ajustaron a un “forward” y “side scatter” de tal manera que
se excluyeran la células lisadas y los agregados celulares. Se analizaron 10,000 células en cada

muestra.
7.13 Ensayos de anticuerpos bactericidas.

La capacidad bactericida de los anticuerpos anti-porinas dependiente de la activacion de la
via clésica del complemento se evalud de acuerdo al método de Peteers y cols (176), con breves
modificaciones como se describe a continuacion. Los sueros se descomplementaron mediante su
calentamiento a 56°C durante 30 min. Se emplearon placas estériles de fondo redondo (Corning,
NY, EU) para agregar las muestras problema en diluciones seriadas dobles iniciando de una
dilucién 1:40 en PBS. Después se incubaron los sueros con 200+50 bacterias de las cepas de S.
enterica serovar Typhi ATCC 9993 y VALE39 (AompC/AompF) con una fuente de complemento
proveniente de suero de cobayo al 9%. Esta mezcla se incubd a 37°C durante 1 h. Los controles
consistieron en: i) Un control positivo, suero hiperinmune anti-Sa/monella; ii) bacteria y suero
anti-porinas; iii) bacteria y suero de cobayo; iv) bacteria, suero anti-porinas y suero de cobayo
descomplementado. La cuenta de colonias viables se efectu6 como unidades formadoras de
colonias (UFC), 18 h después por plaqueo, y por duplicado en agar soya-tripsicaseina. Los titulos
bactericidas se expresaron como (-log, x 40) y se definieron como el niumero de diluciones

seriadas en el que se presento un efecto litico >50% del inoculo inicial.
7.14 Determinacion de la dosis letal 50 (DLs).

Los cultivos bacterianos cosechados en la fase de crecimiento logaritmica se ajustaron a

una concentracion de 1 x 10° bacterias/ml (0.6 +/- 0.05 a 540 nm); a partir de esta suspension, se



efectuaron varias diluciones de la bacteria resuspendida en mucina (Sigma Co, mucina gastrica
de cerdo al 5% en TE pH=7.4), empleando para ello un factor de diluciéon constante en la

preparacion de las siguientes concentraciones.

Tabla 3. Determinacion de la DLs.

S. enterica serovar Typhi ATCC 9993

600,000 bacterias / ml
300,000 bacterias / ml
150,000 bacterias / ml
75,000 bacterias / ml
37,500 bacterias / ml

Como grupos control se emplearon ratones inyectados solo con mucina al
5% en TE. El porcentaje de sobrevivencia se registrd durante los 10 dias

posteriores al reto.

Cada una de estas 6 concentraciones bacterianas fueron administradas intraperitonealmente
(i.p.) a grupos de 6 ratones BALB/c de 8-10 semanas de edad. Se registr6 la sobrevivencia
durante los diez dias posteriores a su inoculacion y la Dosis Letal al 50% (DLs) se determiné por

el método de Reed y Muench (177), de acuerdo a la siguiente férmula.

Log DLs, = log dil <50% - (DP) x log factor de dilucién

En donde:
Log dil <50% = Logaritmo de la dilucion inmediata inferior a la dilucion en la que se observa el
50% de la mortalidad de la poblacion.
DP = Distancia Proporcional = 50% - <50%
>50% - <50%

50% = Dilucion de la concentracion en la que se observa el 50% de la mortalidad de la poblacion.



<50% = Dilucion inmediata inferior a la dilucion en la que se observa el 50% de la mortalidad de
la poblacion.
>50% = Dilucion inmediata superior a la dilucion en la que se observa el 50% de la mortalidad de

la poblacion.

7.15 Modelo de proteccion activa.

La capacidad de las porinas de inducir inmunidad activa, se evalué empleando el modelo
experimental murido de infeccién con S. enterica serovar Typhi (99). Para ello, grupos de 10
ratones hembras de la cepa BALB/c de 8-10 semanas de edad se inmunizaron y se retaron
mediante la via intraperitoneal (i.p.) con bacteria resuspendida en mucina 5% (Sigma, Co) en
buffer de amortiguamiento TE (Tris-HCI 0.05 M, EDTA 0.0025M, pH=7.2), de acuerdo al

siguiente esquema de proteccion:

Tabla 4. Esquema de proteccion activa.

Dia Inmunizacion i.p. Reto i.p.
(10 pg) (DLso)

0 Porinas, OmpC, OmpF y mezcla
OmpC/OmpF

15 Porinas, OmpC, OmpF y mezcla
OmpC/OmpF

25 20, 100, 500

Como grupos control se emplearon ratones inyectados con: a) solucion
salina isotonica y b) mucina al 5% en TE. El porcentaje de sobrevivencia

se registro durante los 10 dias posteriores al reto. 1 DLsp=1.17 x 10°.



VIIl. RESULTADOS.

8.1 Purificacion y caracterizacion inmunogenica de las porinas OmpC y OmpF de S.

enterica serovar Typhi.

La obtencion de porinas mediante la técnica de Nikaido se fundamenta en el hecho de que
estas proteinas se encuentran unidas por enlaces ionicos al peptidoglucano, por lo tanto se pueden
separar de ésta mediante su solubilizacion en un amortiguador que contenga SDS. Las proteinas
asi obtenidas se purifican mediante cromatografia de exclusién molecular en una columna de
Sephacryl S-200, la cual descarta a las otras proteinas de la membrana externa incluida OmpA y
la mayor parte del LPS. Las proteinas que se obtienen después del paso por la columna
corresponden a las porinas en estado nativo las cuales se obtienen en forma de trimeros de 108
kDay 114 kDa.

Las porinas purificadas a partir de la cepa de S. enterica serovar Typhi tipo silvestre ATCC
9993, se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12.0 % en condiciones reductoras y se
observaron dos bandas proteicas de 36 y de 38 kDa (figura 6A, carril 2). La porina OmpC
purificada a partir de la cepa de S. enterica serovar Typhi STYF302 (AompF), presentd una banda
de 36 kDa (figura 6A, carril 3). Mientras que la porina OmpF, purificada a partir de la cepa de S.
enterica serovar Typhi STYC171 (AompC), mostré una banda proteica de 38 kDa (figura 6A,
carril 4). Las tres preparaciones de porinas estuvieron libres de LPS, cuantificado a través del
contenido de KDO. Sin embargo, cuando se emple6 una técnica mas sensible, como es la prueba
de Limulus, se encontrd que el LPS presente en las muestras fue del 0.02% que correspondié a

0.2 ng de LPS/ug de proteina.

Para evaluar la integridad estructural y la antigenicidad de las tres preparaciones proteicas,
se efectud una inmunotransferencia y se inmunodetectd con un suero hiperinmune anti-porinas
(1:500). Se encontrd que el suero reconocio a las tres preparaciones proteicas: porinas, OmpC y
OmpF (figura 6B). Cabe destacar que se analizd el gel en concentraciones iguales de proteina

para todas las muestras (2 ug proteina/carril), y el reconocimiento fue mayor para la banda que



correspondié a OmpC (figura 6B, banda inferior carril 2 y 3), lo que sugiere que esta proteina

posee una mayor antigenicidad.
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Figura 6. Analisis electroforético e inmunogénico de las porinas de S. enterica serovar Typhi. A)
SDS-PAGE: Carril 1, marcadores de peso molecular (New England Biolabs); carril 2, porinas purificadas a
partir de S. enterica serovar Typhi ATCC 9993; carril 3, porina OmpC purificada a partir de S. enterica
serovar Typhi STYF302 (AompF Km®); carril 4, porina OmpF purificada a partir de S. enterica serovar
Typhi STYC171 (AompC KmF). B) Inmunoblot: Carril 1, marcadores de peso molecular (New England
Biolabs); carril 2, porinas; carril 3, porina OmpC; carril 4, porina OmpF. En cada carril la concentracién
proteica fue de 2 pg. Las flechas indican a las porinas OmpC (banda inferior) y OmpF (banda superior).

8.2 Respuesta de anticuerpos inducida por las porinas de S. enterica serovar Typhi.

Para analizar la respuesta de los anticuerpos inducida por las porinas, se tomé en cuenta los
datos publicados por lIsibasi y cols, donde la inmunizacién con 10 ug y 30 ug de porinas por la
via intraperitoneal confirio la mejor proteccion en ratones (104). Por ello, se emple6 la dosis de
10 ng de porinas para inmunizar i.p. a ratones BALB/c en los dias 0 y 15, en ausencia de
adyuvante. Los sueros de los ratones inmunizados se titularon mediante un ensayo de ELISA,
empleando como antigeno a las porinas. Los resultados se muestran en la figura 7, donde se

analizo los titulos de anticuerpos durante 476 dias. Se encontré que las porinas indujeron una



respuesta rapida de 1gG e IgM a los 4 dias después de la inmunizacion, con titulos que se
incrementaron 16 veces con respecto al control. Posteriormente, durante la respuesta secundaria
(refuerzo al dia 15), los niveles de 1gG alcanzaron su titulo maximo al dia 30 al presentar un
incremento de 1,024 veces; mientras que los titulos de IgM presentaron el incremento mas alto en
64 veces al dia 22 (figura 7). Con respecto a las respuesta de larga duracion, se observo un
decremento paulatino en los titulos de IgG hasta mantenerse constantes desde el dia 300 al 476,
con titulos que presentaron 16 veces de incremento con respecto al control. Esta reportado que la
vida media de esta cepa de ratones es de alrededor de 575 dias (http://www.informatics.jax.org),
dado que los ratones se inmunizaron al dia 56 de vida (8 semanas), en realidad el dia 476
correspondid al dia 532 de vida de los ratones. Por ello, al siguiente mes no fue posible tomar la

siguiente sangria, debido a la muerte de los ratones por vejez.
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Figura 7. La inmunizacion con porinas de S. enterica serovar Typhi induce una respuesta de
anticuerpos que persisten durante toda la vida en ratones. Grupos de 3-6 ratones BALB/c fueron
inmunizados intraperitonealmente (i.p.) con 10 ug de porinas de S. enterica serovar Typhi disueltas en
solucién salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se
determinaron mediante ELISA: IgM, rombos abiertos; IgG, rombos cerrados; control (ratones inyectados
con solucién salina), cuadros abiertos. La respuesta de anticuerpos se evalué en forma individual durante
476 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.



8.3 Determinacion de la via de inmunizacion dptima.

La via de inmunizacion de un antigeno es un factor muy importante para activar a
determinadas poblaciones celulares del sistema inmune y conferir proteccion. Por ello se
determind la via de inmunizacion 6ptima para las porinas. Los ratones fueron inmunizados con
10 pg de porinas a los dias 0 y 15, sin adyuvante, mediante las vias intraperitoneal (i.p.),
subcutanea (s.c.), intravenosa (i.v.) y oral. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8,
donde se observd que la respuesta de IgM (figura 8A) e IgG (figura 8B) indujeron titulos de
anticuerpos anti-porinas muy similares entre las vias i.p., s.c. e i.v. Sin embargo, la via oral no

genero presencia de anticuerpos en el suero (datos no mostrados).

La Unica diferencia se presentd inmunizando bajo la via s.c., la cual indujé una respuesta de
IgM e IgG con cinética mas lenta durante la respuesta primaria (dias 4-8) (figura 8),
probablemente porque el antigeno tarda mas tiempo en llegar a los érganos linfoides secundarios.
Estos resultados muestran que las porinas inducen una respuesta de anticuerpos de larga
duracion, independientemente de la via de inmunizacién. Dado que en los experimentos de
proteccion activa publicados por Isibasi y cols (104), se emple6 la administracion de porinas por

la via intraperitoneal, se decidié usar esta via en los experimentos subsecuentes.
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Figura 8. La via de inmunizacion no influye en la respuesta de anticuerpos de larga
duracién, inducido por las porinas de S. enterica serovar Typhi. Grupos de 3-6 ratones BALB/c
fueron inmunizados mediante las vias intraperitoneal (rombos), subcutanea (tridngulos) e intravenosa
(triangulos invertidos) con 10 pg de porinas S. enterica serovar Typhi disueltas en solucion salina, sin
adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Como grupo control los ratones fueron inyectados
con solucion salina (cuadros abiertos). Los titulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA: A)
IgM anti-porinas; B) IgG anti-porinas. La respuesta de anticuerpos se evalué en forma individual durante
476 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.



8.4 Subclases de 1gG presentes en los sueros anti-porinas.

Para estudiar las subclases de los anticuerpos inducidos por las porinas, se analizaron las
subclases de 1gG presentes en los sueros anti-porinas. Se observé una respuesta rapida de 1gG3,
con titulos que mostraron un incremento de 16 veces durante el dia 4 (figura 9); la presencia de
IgG2b, 1gG1 e 1gG2a se detectd a partir del dia 8 (figura 9). La respuesta secundaria se
caracterizd por la presencia de todas las subclases de I1gG en el siguiente orden
1gG2b>1gG1>1gG3>1gG2a (figura 9). Durante la respuesta de larga duracién se observaron
titulos elevados de las subclases 1gG2b=lgG1>lgG2a (figura 9). Sin embargo, aunque los titulos
de 1gG3 fueron los primeros en inducirse (dia 4), las 1gG3 no son representativas de la respuesta

de larga duracion, puesto que sus titulos son muy bajos a partir del dia 180 (figura 9).
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Figura 9. Las porinas de S. enterica serovar Typhi inducen todas las subclases de IgG. Grupos de
3-6 ratones BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 10 pg de porinas de S. enterica serovar
Typhi disueltas en solucién salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos
de anticuerpos se determinaron mediante ELISA: IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 (cuadros cerrados). Como
grupo control se empleo ratones inyectados con solucién salina (cuadros abiertos). La respuesta de
anticuerpos se evalué en forma individual durante 476 dias. Los resultados se representan como el
promedio +/- SD.



8.5 Importancia efectora de los anticuerpos anti-porinas: Capacidad de unién y efecto
bactericida.

Para evaluar la funcidn biol6gica de los anticuerpos anti-porinas, se procedio al analisis de
la capacidad de unién a la superficie bacteriana y el efecto bactericida contra Salmonella. Para
analizar la capacidad de unidn, se realizaron ensayos de citometria de flujo para determinar si
estos anticuerpos podian reconocer de manera directa a la bacteria intacta. S. enterica serovar
Typhi tipo silvestre se incub6 con los sueros de la respuesta primaria (dia 4), secundaria (dia 25)
y de larga duracion (dia 300) y después de eliminar mediante lavados aquellos anticuerpos que no
se unieron, se detecto la reaccidon con un anticuerpo anti-cadena pesada de 1gG, conjugado a
fluoresceina. La unién no especifica de los anticuerpos se midid utilizando un suero de raton
preinmune (figura 10), suero de raton inyectado solo con solucion salina (datos no mostrados) y
como control de especificidad se incub6 solo la bacteria con el anticuerpo secundario (datos no
mostrados). Se encontro que las 1gG inducidas en forma temprana (figura 7, dia 4) fueron capaz
de reconocer a la bacteria, demostrado por el aumento en la media de intensidad de fluorescencia
(MIF=3.82), con respecto al control preinmune (MIF=2.41) (figura 10). Esta capacidad se
incremento utilizando el suero de los ratones inmunizados al dia 25, donde se observo la maxima
unién con una MIF=47.73 (figura 10). Interesantemente, el suero anti-porinas del dia 300 posee
una capacidad similar de continuar uniéndose a la bacteria (MIF=42.91), muy parecido a la
observada con el suero de la respuesta secundaria, a pesar de que los titulos de anticuerpos
medidos por ELISA disminuyeron 64 veces en la respuesta de larga duracion. Esto demuestra que
los anticuerpos 1gG contenidos en los sueros anti-porinas poseen la capacidad de unirse
directamente a la superficie de la bacteria y con ello probablemente activar a los mecanismos

efectores de la respuesta inmune.



Preinmune

No. de celulas

Intensidad de fluorescencia

Figura 10. Los anticuerpos IgG anti-porinas reconocen la superficie de S. enterica serovar
Typhi. El histograma muestra un experimento representativo de la unién de IgG anti-porinas contra la
cepa tipo silvestre de S. enterica serovar Typhi ATCC 9993, mediante citometria de flujo. Suero anti-
porinas del dia 4 (linea azul), dia 25 (linea verde) y dia 300 (linea roja). El grupo control corresponde al
suero preinmune (histograma cerrado, linea negra).

La unidn de los anticuerpos a la superficie de la bacteria es el primer evento que causa la
lisis bacteriana mediante la activacion de la via clasica del complemento. Por esta razon, se
procedié a evaluar la funcion de los anticuerpos anti-porinas en los mecanismos de defensa
contra la infeccion de Salmonella, mediante el analisis de su capacidad bacteriolitica. Para ello, se
incubo la cepa tipo silvestre de S. enterica serovar Typhi con los diferentes sueros anti-porinas
descomplementados (30 min a 56°C) y suero de cobayo como fuente de complemento. Despueés
de su incubacién durante 1 hy plaqueo en agar-TSI, se determiné el porcentaje de lisis bacteriana
y los resultados se expresaron como titulos bactericidas (aquella dilucion en donde se observo el

50% de lisis bacteriana).

En la figura 11, se observé que al dia 4 los titulos bactericidas incrementaron Gnicamente 2
veces. La mejor respuesta se presento a partir del dia 25, con titulos bactericidas que mostraron
un aumento de 512 veces. La eficiente actividad bactericida se mantuvo constante hasta el dia
300 (figura 11). Después de este tiempo, al dia 476 los titulos bactericidas disminuyeron
solamente un titulo para mostrar un incremento en 128 veces con respecto al control (figura 11).

Cabe destacar que esta actividad bactericida de los sueros anti-porinas de memoria se mantuvo



muy similar, con respecto a la actividad mostrada durante la respuesta secundaria, aunque los
titulos anti-porinas de la respuesta de larga duracion, medidos por ELISA, mostraron un
decremento en 64 veces. Esto sugiere que la inmunizacién con porinas induce una respuesta de
anticuerpos con capacidad bactericida de memoria, siendo ésto un mecanismo efector importante
contra Salmonella, en particular en la fase de bacteremia cuando la bacteria se encuentra en el

torrente sangu ineo.

Para evaluar la posible contribucion de otros anticuerpos (p. ej. anticuerpos anti-LPS) en la
respuesta bactericida de los sueros anti-porinas, se repitieron los ensayos con una cepa de S.
enterica serovar Typhi deficiente en la expresion de las porinas OmpC y OmpF (OmpC/OmpF’)
(Tabla 2). En la figura 11 se muestran los resultados donde solamente se analizaron los sueros de
la respuesta secundaria (dia 25) y de larga duracion (dia 300 y 476). Se encontrd que la capacidad
bactericida de los sueros es dependiente del reconocimiento especifico de las porinas OmpC y
OmpF en la superficie de la bacteria, debido a que cuando se utilizd como célula blanco la cepa
de Salmonella OmpC/OmpF’, no se observa efecto bacteriolitico. Este resultado ademas descarta
la posibilidad de que la actividad bactericida sea mediada debido a la presencia de otros

anticuerpos que se presentan de manera natural o inducida como lo son los anticuerpos anti-LPS.
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Figura 11. Las porinas de S. enterica serovar Typhi inducen una respuesta de anticuerpos con
capacidad bactericida de larga duracién. Los titulos bactericidas de los sueros anti-porinas se
determinaron contra la cepa de S. enterica serovar Typhi tipo silvestre (rombos cerrados) y S. enterica
serovar Typhi OmpC/OmpF (cruces). Como control se empled el suero de ratones inyectados con
solucion salina (cuadros abiertos). La respuesta se evalué durante 476 dias posteriores a la
inmunizacion.



8.6 Los anticuerpos anti-porinas de larga duracion no muestran reactividad cruzada contra

porinas de S. typhimurium.

Debido a la gran homologia que existe entre las porinas de las bacterias Gram-negativas
(73), surgid la necesidad de evaluar la reactividad del suero anti-porinas en contra S. enterica
serovar Typhimurium (ATCC 14028) y E. coli (flora normal de ratén) (Tabla 2). En la figura 12,
se observo que los anticuerpos IgG anti-porinas de larga duracion (dia 300) no presentaron
reaccién cruzada en contra la cepa de S. enterica serovar Typhimurium (MIF=2.32), comparada
con el suero preinmune (MIF=2.41). Sin embargo, se obtuvd una ligera reactividad cruzada en
contra E. coli (MIF=3.28), lo cual sugiere que la respuesta de anticuerpos de larga duracion esta
dirigida principalmente contra epitopos especificos de las porinas que estan expuestos en la
superficie de la bacteria. Como control positivo se observd que los anticuerpos anti-porinas

reconocieron altamente a S. enterica serovar Typhi (MIF=47.73).

No. de celulas

Intensidad de fluorescencia

Figura 12. Los anticuerpos IgG anti-porinas de larga duracion no presentan reactividad cruzada
contra S. enterica serovar Typhi. El histograma muestra un experimento representativo, mediante
citometria de flujo, de la union de IgG anti-porinas del dia 300 contra S. enterica serovar Typhi ATCC
9993 (linea roja), S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (linea azul) y E. coli de flora normal de
ratén (linea verde). El grupo control corresponde al suero preinmune (histograma cerrado, linea negra).
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8.7 Las trazas de LPS contaminante presentes en las porinas no contribuyen
significativamente en la induccién de una respuesta de anticuerpos bactericidas de larga

duracion.

En forma natural el LPS se encuentra unido mediante enlaces no covalentes a las regiones
B-transmembranales situadas dentro de la membrana externa de las PME (87). Ademas el LPS es
importante para el ensamblaje de la estructura trimérica de las porinas y su estabilidad en la
membrana externa (86). Por ambas razones, es muy dificil obtener una preparaciéon de porinas
totalmente libre de LPS empleando las herramientas bioquimicas que actualmente se disponen.
Durante el proceso de purificacion, la contaminacion es del 0.2 ng LPS/ug proteina. Dado que los
ratones se inmunizaron con 10 ug de porinas, esto implica que recibieron 2 ng de LPS en cada
una de las inmunizaciones. Dado lo anterior, para evaluar la contribucion del LPS contaminante
en la respuesta de anticuerpos se emplearon dos estrategias experimentales con resultados
similares. La primera, a partir de los mismos sueros de los ratones BALB/c inmunizados con las

porinas, se determinaron mediante ELISA los titulos de anticuerpos anti-LPS.

Los resultados se muestran en la figura 13, donde puede observarse que el titulo de IgM en
los sueros anti-porinas presentdé un incremento de 4-8 veces durante los dias 14-22. Los
anticuerpos IgM anti-LPS ya no se detectaron después del dia 40. Con respecto a la respuesta de
IgG, durante la respuesta secundaria presentaron titulos muy bajos de alrededor de 2 veces mayor

que el titulo previo a la inmunizacion.

La segunda estrategia consistié en inmunizar a ratones de la cepa C3H/HeJ, animales que
presentan una mutacion en el dominio intracelular de TLR4 que trae como resultado que sean
hiporespondedores al LPS (168). Los ratones C3H/HeJ se analizaron bajo el mismo protocolo
empleado para inmunizar a los BALB/c y los resultados encontrados consistieron en una
respuesta de 1gG rapida al dia 4 (figura 14), que al ser caracterizada consistio en la subclase
IgG2b (figura 15). Durante la respuesta secundaria, la méxima respuesta se presento al dia 22 con
un titulo de 1gG que incrementd 256 veces y éste se mantuvo elevado hasta el dia 390, con un
incremento en 16 veces (figura 14), fecha en la cual este grupo de ratones murieron por vejez.
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Figura 13. Los anticuerpos provenientes de ratones BALB/c inmunizados con porinas no
presentan una respuesta de larga duracion contra el LPS. Los mismos sueros de los ratones BALB/c
inmunizados con porinas fueron analizados mediante ELISA, para determinar la presencia de anticuerpos
anti-LPS de S. enterica serovar Typhi. IgM, rombos abiertos; 1gG, rombos cerrados. Como grupo control
se empleo ratones inyectados con solucion salina, cuadros abiertos. La respuesta de anticuerpos se
evalud en forma individual durante 476 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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Figura 14. La baja concentracion de LPS presente en la preparacién de porinas S. enterica serovar
Typhi, no afect6 la respuesta de anticuerpos de larga duraciéon. Grupos de 3 ratones C3H/HeJ fueron
inmunizados intraperitonealmente con 10 pg de porinas de S. enterica serovar Typhi disueltas en solucion
salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se
determinaron mediante ELISA: IgM, rombos abiertos; IgG, rombos cerrados. Como grupo control se
utilizé ratones inyectados con solucién salina, cuadros abiertos. La respuesta de anticuerpos se evalué
en forma individual durante 390 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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Cabe destacar que la cepa de ratones C3H/HeJ presentd una diferencia muy importante en
la generacion de 1gG3 anti-porinas, puesto que ésta no se detecté durante el transcurso del
experimento (figura 15). Ademas la respuesta secundaria estuvo caracterizada por la presencia de
IgG2b, IgGl e 1gG2a. Importantemente, durante la respuesta de larga duracion existio la

produccion de 1gG2b>1gG2a>IgG1 (figura 15).
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Figura 15. La baja concentracion de LPS presente en la preparacién de porinas S. enterica serovar
Typhi, posee efecto en la induccion de IgG3. Grupos de 3 ratones C3H/HeJ fueron inmunizados
intraperitonealmente con 10 pg de porinas de S. enterica serovar Typhi disueltas en solucion salina, sin
adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se determinaron
mediante ELISA: IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 (cuadros cerrados). Como grupo control se empled ratones
inyectados con solucion salina, cuadros abiertos. La respuesta de anticuerpos se evalué en forma
individual durante 390 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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Los sueros anti-porinas de los ratones C3H/HelJ se analizaron para conocer su capacidad
bactericida. Se encontr6 un bajo efecto bacteriolitico durante la respuesta primaria, pero la
maxima respuesta bactericida se presentd al dia 22, con un titulo que aumenté en 128 veces
(figura 16). Esta respuesta se mantuvo constante hasta el dia 390, siendo la capacidad bactericida
de larga duracion solamente dos titulos menores con respecto a la encontrada en los ratones
BALB/c (figura 11 y figura 16).

En resumen, estos resultados indican que la presencia de LPS en la preparacion de porinas
no influye en la generacion de anticuerpos 1gG2b e 1gG2a anti-porinas con capacidad bactericida
de memoria. Sin embargo, no puede descartarse la participacion del LPS como un adyuvante en
la induccién de 1gG3 y probablemente IgG1l. Esta ultima hipdtesis se basa porque los ratones
C3H/HeJ no produjeron 1gG3, subclase que reconoce a moléculas de naturaleza polisacaridica
(178, 179).
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Figura 16. La baja concentracion de LPS presente en la preparacién de porinas S. enterica serovar
Typhi, no afecta la induccidon de anticuerpos con capacidad bactericida de larga duracién. Los
titulos bactericidas de los sueros anti-porinas generados en ratones C3H/HeJ (resistentes al efecto del
LPS) se determinaron por ELISA. Se empleé la cepa de S. enterica serovar Typhi tipo silvestre para
analizar el efecto de los sueros anti-porinas (rombos cerrados) y como control se utilizé el suero de
ratones inyectados con solucién salina (cuadros abiertos). La respuesta se evalué durante 390 dias
posteriores de la inmunizacion.
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8.8 Importancia de la organizacion antigénica en la respuesta de anticuerpos.

Esta demostrado que la alta organizacion de antigenos derivados de virus es primordial para
la generacion de anticuerpos con actividad neutralizante (180). Con respecto a las moléculas de
origen bacteriano, no existen estudios en los cuales se haya evaluado esta importante
caracteristica del antigeno para la induccion de una respuesta de anticuerpos. Solamente se
disponen de evidencias indirectas donde al examinar los sueros provenientes de ratones
inmunizados con mondmeros de la porina recombinante PorB (PorB;) de Neisseria meningitidis,
solo se encontro la produccién de IgG1 anti-PorB (181). Sin embargo, cuando PorB; se inmuniza
en liposomas, en combinacidn con el lipido A, se generd la produccion de 1gG2b e 1gG2a (181).
Estos resultados sugirieron que el lipido A podia restablecer la conformacion nativa en forma de
trimeros de la porina PorB cuando ésta se incorporo a los liposomas.

Este antecedente torno a la estructura nativa y organizacion de las porinas en forma de
trimeros, sugirié evaluar si la organizacién del antigeno representa una caracteristica importante
para la induccién de una alta inmunogenicidad. Para estudiar ésto, los trimeros de porinas que se
obtuvieron en estado nativo se calentaron a 70°C durante 30 min (en presencia de SDS) para
generar monomeros, los cuales fueron caracterizados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (datos no mostrados). Este tratamiento ya esta demostrado que no desnaturaliza a
estas proteinas, Unicamente ocasiona la desorganizacion de los trimeros en monoémeros (73). Los
sueros provenientes de los ratones BALB/c inmunizados con mondmeros, se analizaron mediante
ELISA para determinar los titulos de anticuerpos anti-mondémeros durante 30 dias. En la figura
17A se muestra que la respuesta de IgM fue similar entre monémeros y trimeros. Sin embargo,
los titulos de IgG presentaron una disminucion en 6-4 veces durante la respuesta primaria y
secundaria (figura 17B). Lo mas importante fue un cambio en la subclase de 1gG, puesto que
solamente se indujo 1gG2b durante la respuesta primaria y para que se efectuara el cambio de
isotipo hacia 1gG2a, 1gG1 e 1gG3 fue necesaria la reinmunizacion al dia 15 (figura 18). Estos
resultados confirmaron la importancia de la estructura nativa trimérica de las porinas en la
generacion de altos titulos de anticuerpos caracterizados por todas las subclases de 1gG. Ademas

esta caracteristica se debe de considerar cuando se estudia la respuesta inmune empleando
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antigenos recombinantes, los cuales no necesariamente conservan su estructura nativa y, son por

ello menos inmunogénicos por ejemplo la porina PorB de Neisseria (181).
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Figura 17. La organizacion del antigeno (monomeros de porinas de S. enterica serovar Typhi),
afecta la respuesta primaria de anticuerpos. Grupos de 3 ratones BALB/c fueron inmunizados
intraperitonealmente con 10 ug de monodmeros y trimeros de porinas disueltas en solucion salina, sin
adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se determinaron
mediante ELISA: A) IgM anti-trimeros de porinas (rombos abiertos); IgM anti-mondémeros de porinas
(circulos abiertos). B) IgG anti-trimeros de porinas (rombos cerrados); IgG anti-mondmeros de porinas
(circulos cerrados). Como grupo control se utilizé ratones inyectados con solucién salina (cuadros
abiertos). La respuesta de anticuerpos se evalud en forma individual durante 30 dias. Los resultados se

representan como el promedio +/- SD.
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Figura 18. Los mon6meros de porinas de S. enterica serovar Typhi inducen un menor titulo de
anticuerpos en todas las subclases de IgG anti-porinas. Grupos de 3 ratones BALB/c fueron
inmunizados intraperitonealmente con 10 ug de monémeros y trimeros de porinas disueltas en solucién
salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se
determinaron mediante ELISA: IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 anti-trimeros de porinas (rombos cerrados);
IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 anti-mondmeros de porinas (circulos cerrados). Como grupo control se utilizo
ratones inyectados con solucién salina (cuadros abiertos). La respuesta de anticuerpos se evalud en
forma individual durante 30 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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8.9 Caracterizacion de la respuesta de anticuerpos inducida por la porina OmpC u OmpF,

inmunizadas en forma independiente.

La purificacién de las porinas mediante la técnica de Nikaido a partir de la cepa tipo
silvestre de Salmonella, da como resultado la obtencidn de dos bandas que corresponden a OmpC
(banda inferior) y OmpF (banda superior) (figura 6A, carriles 3y 4). Por ello, resulta importante
caracterizar los anticuerpos que son generados por cada una de las porinas OmpC u OmpF, asi
como su contribucion en la capacidad protectora. Ya previamente se habia obtenido la
purificacion de la porina OmpC en forma recombinante (OmpC,), expresada en una cepa de E.
coli carente de porinas (pST13/UH302) (106). Sin embargo, nuestros resultados anteriores (figura
17 y figura 18), indicaron que se deberia de estudiar a las porinas nativas, en forma de trimeros,
purificadas a partir de Salmonella. Para ello, se emplearon dos cepas de S. enterica serovar Typhi
que ya fueron descritas previamente: STYF302 y STYC171 (165). La porina OmpC fue
purificada a partir de la cepa silvestre de Salmonella a la cual se le elimino la secuencia del gene
ompF, a la cual se le llamo STYF302 (AompF)(Tabla 2), por lo tanto la Unica porina que expreso
fue la correspondiente a OmpC. Se siguié la misma estrategia para la generacion de la cepa
carente de OmpC denominada STYC171 (AompC) (Tabla 2), para que a partir de ella se
purificara OmpF. Las proteinas asi obtenidas se caracterizaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida y Western blot (Figura 6A y 6B, carriles 3 y 4). Se empled el mismo protocolo
de inmunizacion descrito antes para inmunizar a los ratones BALB/c con estas porinas. Se
analizo la respuesta de anticuerpos, durante un periodo de 300 dias, para determinar la capacidad

de generacion de anticuerpos bactericidas de larga duracion.

Durante la respuesta primaria, OmpC indujo una respuesta rapida y con mayores titulos de
IgG e IgM al dia 4 de inmunizacion (figura 19A y 19B). Esta respuesta de IgG rapida se
caracteriz6 por consistir en la subclase 1gG3 (figura 20). Durante la respuesta secundaria, los
titulos de IgM fueron muy similares para ambas porinas (figura 19A). Los titulos altos de IgG
anti-OmpC continuaron observandose durante la respuesta secundaria, en los dias 20 y 25 (figura
19B). Los titulos de anticuerpos IgG anti-OmpC y anti-OmpF fueron similares durante los dias
31-33, con titulos que aumentaron 512 veces comparados con los titulos de los mismos animales

antes de ser inmunizados (figura 19B). Ambas porinas indujeron una respuesta de IgG de larga
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duracion con titulos que presentaron un incremento en 256 veces (anti-OmpC) y 16 veces (anti-
OmpF) a los 300 dias posteriores de la inmunizacion (figura 19B). Los anticuerpos 1gG de la
respuesta de larga duracion consisti6 en 1gG1>1gG2b>1gG2a>>IgG3 (anti-OmpC) e
1gG1>1gG2b>1gG2a>>>1gG3 (anti-OmpF) (figura 20).
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Figura 19. Las porinas OmpC y OmpF S. enterica serovar Typhi, inducen una respuesta de
anticuerpos de larga duracidn. Grupos de 3 ratones BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente
con 10 ug de OmpC 6 10 ug de OmpF disueltas en solucién salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15
(indicado por una flecha). Los titulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA: A) IgM anti-OmpC
(rombos abiertos) e IgM anti-OmpF (triangulos invertidos abiertos); B) IgG anti-OmpC (rombos cerrados)
e IgG anti-OmpF (triangulos invertidos cerrados). Como grupo control se empleo ratones inyectados con
solucion salina (cuadros abiertos). La respuesta de anticuerpos se evaluo en forma individual durante 300
dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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Figura 20. Las porinas OmpC y OmpF de S. enterica serovar Typhi, inducen las cuatro subclases
de IgG. Grupos de 3 ratones BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 10 ug de OmpC 6 10
ug de OmpF disueltas en solucién salina, sin adyuvante, a los dias 0 y 15 (indicado por una flecha). Los
titulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA: IgG1, 1gG2a, IgG2b e 1gG3 anti-OmpC (rombos
cerrados); IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 anti-OmpF (tridngulos invertidos cerrados). Como grupo control se
empleo ratones inyectados con solucién salina (cuadros abiertos). La respuesta de anticuerpos se evalué
en forma individual durante 300 dias. Los resultados se representan como el promedio +/- SD.
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8.10 Funcion efectora de los anticuerpos anti-OmpC y anti-OmpF: capacidad de union y

efecto bactericida.

Cuando se evalud la capacidad de unidén y el efecto bactericida de los sueros anti-OmpC y
anti-OmpF, se observo que las IgG anti-OmpC correspondientes a la respuesta primaria (dia 4),
secundaria (dia 25) y de larga duracion (dia 300) presentaron capacidad de union a la bacteria
intacta en diferente intensidad, siendo el reconocimiento en el siguiente orden: respuesta
secundaria (MIF=29.08) > respuesta de larga duracién (MIF=14.72) >> respuesta primaria
(MIF=3.82) (figura 21A). La capacidad de reconocimiento del suero anti-OmpC contra
Salmonella (figura 21A) correlaciono con su capacidad bactericida de memoria (figura 22). Este
efecto bacteriolitico fue importante ya que mostré un incremento de 64 veces en los titulos
bactericidas de anti-OmpC al dia 300 (figura 22). Por su parte, los anticuerpos IgG anti-OmpF
unicamente fueron capaces de unir a la bacteria al dia 25 (MIF=26.65) (figura 21B). Este dato se
confirmd cuando se evalud su actividad bactericida, puesto que la propiedad de lisar a Salmonella

solo se presento en el suero de la respuesta secundaria (figura 22).

Nuestros resultados que muestran una induccion de anticuerpos de larga duracion anti-
OmpF, pero carentes de actividad bactericida son muy importantes, puesto que demuestran que
no en todos los casos los anticuerpos detectados mediante ELISA tienen una funcion efectora. Es
decir, ésto sugiere que los anticuerpos de memoria presentes en el suero anti-OmpC reconocen a
epitopos accesibles y expuestos en la superficie de la bacteria; mientras que los anticuerpos de
larga duracion producidos por OmpF reconocen a epitopos no expuestos. Ademas estos
experimentos indican que OmpC es la porina mas inmunogénica, resultado que fue comprobado
mediante Western blot donde se encontrd un reconocimiento mayor de OmpC cuando se utilizé

un suero hiperinmune anti-porinas (figura 6B, carril 3).
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Figura 21. Los anticuerpos IgG anti-OmpC y anti-OmpF reconocen en forma diferente a S. enterica
serovar Typhi. El histograma muestra un experimento representativo de la uniéon de IgG contra la cepa
tipo silvestre de S. enterica serovar Typhi ATCC 9993, mediante citometria de flujo. A) Suero anti-OmpC
del dia 4 (linea azul), dia 25 (linea verde) y dia 300 (linea roja); B) Suero anti-OmpF del dia 4 (linea azul),
dia 25 (linea verde) y dia 300 (linea roja). El grupo control correspondi6 al suero preinmune (histograma

cerrado, linea negra).
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Figura 22. La porina OmpC induce una respuesta de anticuerpos bactericida de larga duracion,
mientras que la porina OmpF s6lo induce una respuesta de anticuerpos bactericida durante la
respuesta secundaria. Los titulos bactericidas de los sueros anti-OmpC (rombos cerrados) y anti-OmpF
(triangulo invertido cerrado) se determinaron contra la cepa de S. enterica serovar Typhi tipo silvestre.
Como control se emple6 el suero de ratones inyectados con solucidn salina (cuadros abiertos). La
respuesta se evalué durante 300 dias posteriores a la inmunizacion.

8.11 La porina OmpC posee mayor capacidad protectora.

Para confirmar la mayor inmunogenicidad de la porina OmpC, se evalud la capacidad de
las porinas OmpC u OmpF de inducir inmunidad protectora mediante el empleo del modelo
experimental utilizado en el laboratorio desde 1988 (96). Este consiste en determinar la
sobrevivencia durante los 10 dias posteriores al reto por via intraperitoneal con la cepa virulenta

de S. enterica serovar Typhi ATCC 9993, resuspendida en una suspension de mucina al 5%.

Previamente se efectud la determinacion de la dosis letal 50 (DLsg) en ratones BALB/c, la
DLso bajo nuestras condiciones experimentales consistié en 1DLsy = 1.17x10° bacteria. En la
figura 23, se muestran los resultados del experimento de proteccién activa representados como
una curva de sobrevivencia. Los ratones BALB/c recibieron dos inmunizaciones con 10 ug de
OmpC y 10 pug de OmpF al dia 0 y 15, sin adyuvante. Como se puede observar en la curva de
sobrevivencia, la porina OmpC confirié una proteccion del 100% al reto con 20 y 100 DLsy,
mientras que se presentd un 80% de proteccion al reto con 500 DLsg. En cambio, la porina OmpF
indujo una proteccion del 100%, 70% y 60% al reto con 20, 100 y 500 DLs,, respectivamente.
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Como grupos control se incluyeron un grupo de ratones inmunizados sélo con solucion salina, los
cuales murieron al reto con la dosis mas baja de bacteria; también se incluy6 un grupo de ratones
inmunizados con una mezcla de OmpC + OmpF, en los cuales se observo un 100% de proteccion
bajo todas las dosis empleadas. Estos resultados confirman la mayor inmunogenicidad de OmpC

e induccidn de inmunidad protectora contra la bacteria virulenta.
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Figura 23. La porina OmpC posee mayor capacidad protectora comparada con OmpF. Grupos de
10 ratones /c fueron inmunizados con porinas, OmpC y OmpF a los dias 0 y 15. Al dia 25, se retaron con
20 DLsg 100 DLsp y 500 DLgp de S. typhi respectivamente. 1 DLgy = 1.17 X 10°. La supervivencia se
observé durante los 10 dias posteriores al reto.
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IX. DISCUSION.

Los resultados del presente estudio sefialaron la capacidad de las porinas de S. enterica
serovar Typhi de inducir titulos altos de anticuerpos con actividad bactericida, durante toda la
vida en ratones BALC/c inmunizados con 10 ug de porinas, sin adyuvante (figura 7 y figura 11).
La unidn de los anticuerpos bactericidas se confirmaron mediante citometria de flujo, donde se
encontrd que los anticuerpos 1gG contenidos en el suero anti-porinas fueron capaces de reconocer
a la cepa tipo silvestre de S. enterica serovar Typhi (figura 10). Ademas, mediante ELISA estas
IgG se identificaron como 1gG2b e 1gG2a (figura 9), las cuales son las subclases que poseen la
mejor capacidad de activar la via clasica del complemento (182).

La respuesta de anticuerpos de larga duracion se define como la presencia de
inmunoglobulinas, a nivel sistémico o local, en los individuos inmunizados durante afios que
puede conferir inmunidad contra reinfecciones. Estos anticuerpos funcionan como la primera
defensa contra bacterias, virus y parasitos (141, 159). Sin embargo, en muchos casos la presencia
de titulos altos de anticuerpos no necesariamente correlacionan con una actividad biolégica de
ellos. Por ello, es necesario estudiar algunos parametros muy importantes de los anticuerpos
como lo son su especificidad, isotipo, subclase y concentracion los cuales van a determinar su
funcién efectora, tal como la neutralizacion, la opsonizacion, la fagocitosis y capacidad de activar
al complemento (183, 184). Durante el proceso de infeccion por Salmonella se ha descrito que se
generan anticuerpos en el suero de pacientes con fiebre tifoidea dirigidos contra los antigenos O,
H y Vi. Sin embargo, en muchos casos los altos titulos de estos anticuerpos no poseen relacion

con el estado de proteccion ni con la evolucion de la enfermedad (8, 185).

Por estas razones, cuando se observaron titulos altos de anticuerpos anti-porinas (figura 7),
se preocedid a evaluar la funcién efectora de estos anticuerpos en los mecanismos de defensa
contra Salmonella, mediante su capacidad bactericida a través de la activacion de la via clasica
del complemento. Se encontraron titulos altos de anticuerpos bactericidas en los sueros de los
ratones inmunizados que se mantuvieron hasta la muerte de los ratones por vejez (figura 11).
Desde el dia 300 los titulos de 1gG permanecieron sin cambio hasta el dia 476 (aumento de 16

veces con respecto al suero del grupo control); mientras que se observé un decremento en los
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titulos de IgM después del dia 300 (figura 7). Por ello, estos resultados indican que las 1gG de
larga duracion fueron las responsables de la activacion de los mecanismos efectores

bacterioliticos.

En el caso de las bacterias, la reaccion antigeno-anticuerpo se lleva a cabo sobre su
superficie, provocando la activacién de los diferentes componentes del complemento de manera
que se ejerce un efecto litico. Por lo tanto, se evalud si las IgG presentes en los sueros anti-
porinas tenian la capacidad de reconocer de manera directa a la bacteria intacta. Esto se realizo
mediante citometria de flujo. Se observo que los anticuerpos IgG anti-porinas de larga duracién
fueron capaces de reconocer a Salmonella en forma directa (figura 10). Dado que las subclases
que mejor fijan el complemento son la IgG2a y la IgG2b (182), por lo tanto, la presencia de
ambas subclases en la respuesta de larga duracién (figura 9) indica que ambas son las
responsables del efecto bactericida de memoria. No obstante, la presencia de las otras subclases
IgG1l e 1gG3 anti-porinas (figura 9), sugiere la existencia de otras funciones bioldgicas no
bactericidas de los anticuerpos presentes en los sueros anti-porinas, como lo son la neutralizacion
de la bacteria y fagocitosis mediada por los receptores Fc (183). Este mecanismo bacteriolitico
presente en los sueros anti-porinas, representa uno de los mecanismos efectores del sistema

inmune contra Salmonella durante la bacteremia.

Para que una vacuna tenga éxito se busca que ésta genere una respuesta de memoria. Uno
de los mecanismos que se han estudiado para la induccion de una inmunidad humoral de larga
duracion es el antigeno, el cual esta presente durante la inmunizacién o infeccion. Las infecciones
periddicas o0 endémicas generan una reexposicion al antigeno que mantiene una respuesta
prolongada contra el agente infeccioso; mientras que las infecciones crénicas o latentes
representan un reto antigénico continuo (159). Sin embargo, se ha observado una inmunidad
humoral de larga duracion en ausencia de infecciones, es decir, independiente del estimulo
antigénico. Se han propuesto dos hipdtesis para explicar lo anterior: i) existe una poblacién de
células plasmatica de vida media larga, residentes en la médula dsea, que potencialmente son
productoras de anticuerpos durante probablemente toda la vida de un individuo (145, 186); ii) los
linfocitos B de memoria se pueden diferenciar continuamente hacia células plasmaticas

productoras de anticuerpos, independientemente del estimulo especifico del antigeno, mediante la
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activacion policlonal via TLRs (162). Sin embargo, es muy probable que todos estos mecanismos
no sean excluyentes y se presenten simultdneamente durante la inmunidad humoral de larga
duracion. Sin embargo, por el momento no se disponen de datos que apoyen alguna de las
hipétesis anteriores.

Se detectd la presencia temprana de 1gG3 al dia 4 de inmunizacion (figura 9). Dado que
para el cambio de isotipo se requiere mas tiempo para que el linfocito B inicie la produccién de
IgG, probablemente esta respuesta de IgG3 rapida pudiera ser originada por la poblacién de
linfocitos B1 residente en zona marginal que presenta los marcadores (CD21°°, CD23"°) (187).
Ademas, estas inmunoglobulinas pudieran ser anticuerpos naturales, con capacidad protectora
contra infecciones por patdgenos gastrointestinales (188). Por otra parte, un resultado inesperado
fue observar la presencia de IgM (su vida media es solo algunos dias) de larga duracién. Los
titulos de anticuerpos IgM presentaron 6 y 4 veces de incremento a los 180 y 300 dias posteriores
de la inmunizacion (figura 7). Este resultado basados en los datos publicados por Alugupalli y
cols. (189), sugiere la especulacion que estas IgM de larga duracion pudieran ser producidas por
una subpoblacién de linfocitos B, denominados B1b (IgM™®", 1gD"", Mac1*, CD5") que se han
reportado que residen en la cavidad peritoneal e incluso pueden sostener una respuesta de IgM

hasta los 230 dias posteriores de la inmunizacion (189).

Debido a que las porinas son moléculas muy conservadas en la familia de
Enterobacteriaceae (73), por ello también se evalud la reactividad cruzada en contra de otras
bacterias Gram-negativas. La capacidad del suero anti-porinas de larga duracion de reconocer a S.
enterica serovar Typhimurium y una cepa de E. coli de la flora normal de raton se analizé por
citometria de flujo. Se encontré una ligera reactividad cruzada hacia E. coli y no se observé
reconocimiento en contra de S. enterica serovar Typhimurium (figura 12). Esto confirma los
datos publicados recientemente en donde se reportd que los sueros de voluntarios inmunizados
con porinas de S. enterica serovar Typhi no poseen reactividad cruzada hacia las porinas de E.
coli (114). Por lo tanto, nuestros resultados muestran que los anticuerpos inducidos por las
porinas reconocen principalmente a determinantes antigénicos especificos de especie (serotipo
Typhi), que se encuentran expuestos en la superficie de la bacteria, haciendo posible la fijacion

del complemento y causando la lisis de Salmonella.
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Recientemente se publicé que Salmonella es capaz de infectar y sobrevivir en una vacuola
tardia endosomal-lisosomal en linfocitos B activados. Sin embargo, el linfocito B no posee la
capacidad de activar los mecanismos efectores bacterioliticos que permiten la destruccion de la
bacteria, por lo que Salmonella puede persistir y diseminar la infeccion (190). Este trabajo, en el
contexto de nuestros resultados, sugiere el estudio de las vias de procesamiento de las porinas y
éstas proteinas pudieran ser interesantes candidatos que le permitan al linfocito B activar a sus

mecanismos efectores.

Mediante el proceso de obtencion de las porinas por el método de Nikaido y su purificacion
mediante exclusién molecular utilizando una columna de Sephacryl S-200, se obtiene
principalmente un complejo formado por OmpC, OmpF y 0.2 ng de LPS/ug de proteina. Por esta
razén, fue necesario evaluar la participacion del LPS en la inmunogenicidad que inducen las
porinas. Para ello, se determinaron los anticuerpos anti-LPS presentes en los sueros de los ratones
BALB/c inmunizados y se encontraron bajos titulos de IgM que al cabo de 40 dias dejaron de
presentarse (figura 13). Ademas de lo anterior, el experimento mas importante para determinar la
influencia del LPS lo fue la inmunizacion de la cepa de ratones C3H/HelJ (168), que presentan
una mutacion en el dominio intracelular de TLR4 (dominio TIR) que impide la interaccion del
dominio TIR con otra(s) molécula(s) adaptadoras. Dado ello, estos ratones no son capaces de
sefializar mediante TLR4 haciéndolos hiporespondedores al efecto del LPS (191). En estos
ratones, la cinética de anticuerpos que se presentd fue muy similar a la observada en el fondo
BALBI/c, sin embargo los titulos de anticuerpos durante la respuesta primaria y secundaria fueron
ligeramente menores (figura 11 y figura 16). Los ratones C3H/HeJ no fueron capaces de producir
IgG3 y la subclase IgG1 present6 una disminucion en los titulos de anticuerpos comparados con
los observados en BALB/c (figuras 15 y 9), ambas subclases se caracterizan por reconocer
antigenos timo independiente como lo son las moléculas de naturaleza polisacaridica (178, 179).
Mientras que las subclases 1gG2a e 1gG2b presentaron titulos de anticuerpos muy similares
comparados con los presentes en BALB/c (figuras 15 y 9). Esto sugiere que probablemente el
LPS contaminante pudiera participar como adyuvante en la produccion de 1gG3 e IgGl; sin
embargo, la produccion de las subclases 1gG2a e 1gG2b con capacidad bactericida de larga
duracion no son afectadas por el LPS.
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Se ha demostrado que el LPS es importante en la organizacién estructural de los trimeros y
en la expresion de las porinas en la membrana externa (86). Ademas esta organizacion estructural
puede regular la inmunogenicidad de un antigeno, como es el caso de la porina PorB de N.
meningitidis. Se ha reportado que la capacidad bactericida de un suero anti-PorB se incrementa si
la proteina se inmuniza en liposomas (probablemente esta porina en estas condiciones tiene una
conformacién muy similar a la nativa), incluso la presencia del lipido A en los liposomas también
se ha encontrado que incrementa la inmunogenicidad de PorB (el lipido A puede causar su
reensamblaje mediante la ocupacién de sitios de unién hacia el LPS que en forma natural se
encuentra asociado a las porinas en la membrana) (181). Sin embargo, en el caso de las porinas
de Salmonella, no se disponen de datos experimentales en los cuales se haya evaluado la
participacion de la organizacion estructural en la respuesta inmune. Por ello, las porinas que al
purificarse se encuentran formando trimeros (estructura nativa) recibieron un ligero
calentamiento (sin llegar a desnaturalizarse) para generar mondmeros, los cuales indujeron una
respuesta de IgG con bajos titulos de anticuerpos (aproximadamente 6 veces menores con
respecto a los trimeros) (figura 17B). Ademas, durante la respuesta primaria solo se generd la
subclase 1gG2b (figura 18) y fue necesario un refuerzo para promover el cambio de isotipo hacia
las otras subclases de 1gG. Esto demuestra que la forma nativa de las porinas, a nivel de su
organizacion estructural, es importante para la activacion del linfocito B, tal y como fue

propuesto originalmente para antigenos de origen viral (180).

La preparacion proteica de porinas esta compuesta por dos proteinas de membrana externa:
OmpC y OmpF de 36 y 38 kDa, respectivamente. Utilizando las cepas de Salmonella que sélo
expresan a la porina OmpC (STYF302) y OmpF (STYC171) (Tabla 2) fue posible la purificacion
independiente de cada una de estas porinas (figura 6, carril 3 'y 4). Unas vez caracterizadas a nivel
bioquimico, se inmunizaron bajo el mismo protocolo descrito para las porinas, con el objetivo de
conocer la contribucion de cada una de estas proteinas en la induccién de anticuerpos bactericidas
de larga duracién, asi como su participacion en la capacidad protectora empleando un modelo
marido de infeccidn. Los resultados mas importantes fueron que la respuesta de 1gG3 réapida, al
dia 4, la indujo la porina OmpC (figura 20). Ademas el suero anti-OmpC presenté mayores titulos

de anticuerpos bactericidas (figura 22). Aun cuando los titulos de 1gG inducidos por OmpC y
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OmpF, determinados por ELISA, durante el dia 30 fueron similares, existen claras diferencias en
su capacidad bactericida: la porina OmpC indujo titulos de 16 veces mayor capacidad
bacteriolitica con respecto a OmpF (figura 19 y figura 22). Incluso ambas porinas presentaron
una respuesta de IgG larga duracion hasta el dia 300 (Gltimo dia en la que se midid la respuesta
de anticuerpos) (figura 19). Sin embargo, los titulos de IgG inducidos por OmpF presentaron una
disminucion de 16 veces con respecto a OmpC y la capacidad bactericida del suero anti-OmpF
dejo de observarse a partir del dia 180 (figura 19 y 22). Es decir, la porina OmpC gener6 una
respuesta de anticuerpos 1gG con efecto bactericida de larga duracion con capacidad de reconocer
a la bacteria intacta (figura 21A). Mientras que la porina OmpF presentd una respuesta de
anticuerpos, pero estas inmunoglobulinas dejaron de reconocer a la bacteria y promover una
capacidad bacteriolitica (figuras 21B y 22). Los resultados anteriores sugieren que las IgG de
larga duracion inducidos por la porina OmpC reconocen a epitopos expuestos y estos anticuerpos
poseen la capacidad de activar a los componentes del complemento, mientras que los anticuerpos

generados por OmpF probablemente reconocen a epitopos no accesibles.

Es importante considerar que los ratones que se utilizaron para caracterizar a la respuesta de
anticuerpos y los ensayos de proteccion fue la cepa BALB/c. Estos ratones poseen una
predisposicion a desarrollar una respuesta de linfocitos T tipo 2 (Th2), es decir, con mayor
produccion de IL-4 e 1gG1. La influencia del fondo genético fue evidente en los resultados de
Thatte y Galdiero quienes inmunizaron a ratones BALB/c con una cepa de Salmonella inactivada
por calor y porinas purificadas de S. enterica serovar Typhimurium y encontraron una respuesta
Th2, con produccion de IL-4, baja respuesta de DTH vy altos niveles en suero de 1gG1 (117, 192).
Sin embargo, aunque todavia no se evalta la produccion de citocinas por las porinas, nuestros
resultados muestran que se inducen todas las subclases de IgG con capacidad bactericida, a pesar
del fondo genético, comprobando la alta inmunogenicidad de las porinas.

Los primeros estudios de proteccion por las PME de S. enterica serovar Typhi los efectud
Isibasi y col en 1988 quienes encontraron que las PME confirieron proteccion especifica del
100% al reto con S. enterica serovar Typhi (96). Posteriormente, se purificaron las porinas y se
encontrd que confirieron proteccion del 90% al reto con 500 DLso (104). Finalmente se encontro

que la porina OmpC; fue capaz de inducir una proteccion del 40% al reto con 100 DLs, (106). Sin
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embargo, éste es un antigeno recombinante: la porina OmpC de S. enterica serovar Typhi
expresada en la cepa de E. coli UH302/pST13. Por ello, los resultados empleando este antigeno
recombinante pudieran estar limitados debido a que nuestros resultados mostraron que es muy
importante la estructura nativa del antigeno a nivel de su organizacion estructural para la
activacion del linfocito B (figura 17 y 18). Por esta razon, fue necesario efectuar los estudios de
proteccion con los antigenos nativos. Se encontré que la porina OmpC confirié 100% y 80% de
proteccion al reto con 100 y 500 DLso, respectivamente; mientras que la porina OmpF indujo
70% y 60% de proteccion al reto con 100 y 500 DLso, respectivamente (figura 23). Es decir, al
reto con 100 y 500 DLsy, la porina OmpC confiri6 el 100% Yy 80 % de proteccién, en cambio
OmpC; solo indujo el 40% y 0% de proteccion. Estos resultados sugieren, que los antigenos
nativos son las mejores moléculas inmunogénicas y deben de emplearse en el desarrollo de

vacunas.

Finalmente, considerando que las actuales vacunas contra la fiebre tifoidea poseen algunas
desventajas como lo son la induccién de proteccion durante corto tiempo, presencia de cepas
resistentes a antibidticos y existencia de cepas carentes en la expresion del antigeno Vi. Por ello,
es necesario caracterizar nuevos antigenos que pudieran inducir una inmunidad protectora a largo
plazo. Por tal motivo, se decidio estudiar a las porinas ya que que son moléculas altamente
conservadas y poseen una abundante expresion en la membrana externa de Salmonella y, por lo
tanto son accesibles al reconocimiento por los anticuerpos. Ademas los antigenos de naturaleza
proteica ofrecen la ventaja sobre los de naturaleza polisacaridica de inducir anticuerpos de
diferente isotipo con mayor afinidad y, eventualmente favorecer una respuesta inmune de
memoria. En este trabajo se reporta la caracterizacion de las porinas de S. enterica serovar Typhi
como inmundgenos protectores que generan y mantienen una respuesta de anticuerpos con efecto
bactericida especifico de larga duracién. En conclusion, nuestros resultados poseen una valiosa

implicacion para confirmar a las porinas como candidato a vacuna contra la fiebre tifoidea.

31



X. CONCLUSIONES.

La inmunizacién con las porinas de S. enterica serovar Typhi, sin adyuvante, induce una

respuesta de anticuerpos IgG2a e IgG2b con capacidad bactericida de larga duracion.

Los anticuerpos bactericidas anti-porinas no presentan reactividad cruzada contra S.
enterica serovar Typhimurium, sin embargo se observd una ligera reactividad cruzada

contra E. coli de la flora normal.

El LPS contaminante presente en las preparaciones proteicas, no afecta la generacion de

los anticuerpos IgG2a e IgGG2b anti-porinas con capacidad bactericidas de larga duracion.

OmpC es la proteina presente en la preparacion proteica de porinas que posee mayor

inmunogenicidad y efecto protector.
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Introduction

Summary

We examined the ability of porins from Salmonella enterica serovar typhi
to induce a long-term antibody response in BALB/c mice. These porins
triggered a strong lifelong production of immunoglobulin G (IgG) anti-
body in the absence of exogenous adjuvant. Analysis of the IgG subclasses
produced during this antibody response revealed the presence of the sub-
classes IgG2b, IgGl, IgG2a and weak IgG3. Despite the high homology of
porins, the long-lasting anti-S. typhi porin sera did not cross-react with
S. typhimurium. Notably, the antiporin sera showed a sustained lifelong
bactericidal-binding activity to the wild-type S. typhi strain, whereas
porin-specific antibody titres measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) decreased with time. Because our porin preparations con-
tained the outer membrane proteins C and F (OmpC and OmpF), we
evaluated the individual contribution of each porin to the long-lasting
antibody response. OmpC and OmpF induced long-lasting antibody titres,
measured by ELISA, which were sustained for 300 days. In contrast,
although OmpC induced sustained high bactericidal antibody titres for
300 days, postimmunization, the bactericidal antibody titre induced by
OmpF was not detected at day 180. These results indicate that OmpC is
the main protein responsible for the antibody-mediated memory bacteri-
cidal response induced by porins. Taken together, our results show that
porins are strong immunogens that confer lifelong specific bactericidal
antibody responses in the absence of added adjuvant.

Keywords: bactericidal antibodies; memory B-cell
OmpF; porins; Salmonella typhi

response; OmpC;

different subclasses of immunoglobulin G (IgG) memory
B cells, depending on the cytokine environment.'? Fol-

Upon antigen contact in the presence of cognate T-cell
help, naive B cells differentiate into antibody-secreting
plasma cells and memory B cells. During this process,
which occurs in germinal centres, B cells undergo affinity
maturation and class-switch recombination, giving rise to
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lowing re-exposure to the same antigen, memory B cells
undergo rapid proliferation, culminating in differentiation
into plasma cells and in the secretion of high-affinity IgG,
which might persist in the circulation for years, thus
providing long-term antibody production.'” However,
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because the half-life of serum IgG is <3 weeks,* continu-
ous antibody production is necessary to sustain IgG anti-
body titres for long-term antibody-mediated immunity.
Thus, memory B-cell differentiation into short-lived or
long-lived plasma cells represents an important source
of protective antibodies for long-term immunity.>*®
Although some studies have demonstrated that high
systemic antibody titres measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) correlate with immunity
against pathogens, efficient B-cell memory and protection
depend critically on the bactericidal or neutralizing activ-
ity of these antibodies.*” This long-term production of
bactericidal-neutralizing antibody constitutes a hallmark
of adaptive immunity and is the basis of most effective
vaccines.

The mechanisms proposed to explain the long-lasting
persistence of antibody titres include the following four
explanations. (1) The existence of long-lived memory B
cells that survive in the absence of the specific antigen,
and which clonally expand to increase the number of
antigen-specific cells available for another encounter with
their specific antigens. After antigen re-exposure, these
cells require less activation than naive B cells to differenti-
ate into antibody-secreting cells. During the recall
response, the host is able to respond faster, with higher
antibody titres, to the specific antigen.' (2) Long-lived
antibody-producing plasma cells survive in the bone mar-
row for long periods, maintaining high protective anti-
body titres for a long time in the absence of specific
antigen.*” (3) An independent antigenic stimulation via
polyclonal or bystander activation maintains memory B
cells and provides a continuous source of new plasma
cells.'” (4) An antigen-dependent mechanism, in which
the persisting antigen is retained on follicular dendritic
cells in germinal centres and maintains the specific
switched B cells or memory B cells differentiated into
short-lived plasma cells.>''""* Any or all of these non-
exclusive mechanisms could be responsible for maintain-
ing the memory B-cell response.

Long-term, high-affinity protective antibodies are main-
tained following infection or immunization.>” However,
only a few purified antigens have been studied and found
to induce a long-lasting, persisting antibody response in
the absence of adjuvants.7 For this reason, the characteri-
zation of novel antigens with the ability to induce a neut-
ralizing or bactericidal antibody memory response
constitutes an important endeavour in understanding
protective immunological memory.

Antibody responses are important to achieve protection
against salmonella infection. We have previously reported
that heat-inactivated sera specific for Salmonella enterica
serovar typhi (hereafter referred as S. typhi) outer mem-
brane proteins protected mice against challenge with 50
and 100 lethal doses of the virulent bacteria.'* In humans,
high antibody titres specific to S. typhi surface antigens
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such as Vi polysaccharide correlate with protection
against infection.'”” These studies portray the anti-
body response as essential to achieving protection
against S. typhi. In mice, the contribution of the anti-
body-mediated immune response during salmonella infec-
tion has been studied in B-cell-deficient animals.'®™""
These experiments established that protective immunity
to S. typhimurium depends on the combined action of
specific antibodies, B cells and T-cell-acquired immune
responses.'®'* In addition, antibodies to lipopolysaccha-
ride (LPS) O-chains, porin-LPS complexes and, to a les-
ser degree, native porins are important in acquired
resistance to infection by S. typhimurium.'?

Because of the ability of porins to elicit a host immune
response and thus protection of the host against infection,
our group and others have studied porins from S. typhi
as candidates for a vaccine against typhoid fever,’™?' a
life-threatening systemic disease that remains an import-
ant health problem in some developing countries.”* With
up to 10° molecules per cell, porins are the most abun-
dant proteins found in the outer membrane of Gram-neg-
ative bacteria; porins assemble in trimers and form stable
pores that allow the passive transport of nutrients.”> The
first evidence of the immunogenicity of porins was that
the serum of patients in the acute and convalescent
phases of typhoid fever induced IgM and IgG antibodies
that recognize mainly these proteins.**2* Moreover,
porins from several pathogens have been described as
activators of the innate and adaptive immune
responses.””?® These proteins are agonists for Toll-like
receptor 2 (TLR2) and induce the expression of costimu-
latory molecules, up-regulation of major histocompati-
bility complex class Il molecules, cytokine release by
macrophages, and increased antibody production by B
cells,”' Immunization with purified porins can pro-
tect mice against challenge with virulent salmonella
strains.**® During the host immune response, S. typhi
porins induce T-cell and antiporin antibodies.?**"~*!

Previous studies have demonstrated that salmonella
porins induce the production of predominantly IgG1 after
30 days in BALB/c mice.*> We have recently reported that
human volunteers vaccinated with S. typhi porins pro-
duced bactericidal IgG1 and IgG2 antibodies 2 weeks after
immunization.?® These studies have demonstrated that po-
rins are good immunogens. Because the ability of S. typhi
porins to induce a B-cell memory response has not been
analysed and bactericidal-neutralizing antibodies are
essential for protective B-cell memory, we were interested
in studying the capacity of porins to induce a long-term
bactericidal antibody response.

We report that immunization of mice with S. typhi
porins induces a bactericidal antibody response for life.
Despite the high homology among porins of different sal-
monella strains, the long-lasting antiporin sera did not
cross-react with S. typhimurium, suggesting that the
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selection of bactericidal antibodies is directed at unshared
exposed epitopes. Analysis of the specific antibody
response against OmpC and OmpF porins showed that
OmpC is the main component of porins responsible for
the antibody-mediated memory bactericidal response.

Materials and methods

Bacterial strains

The wild-type S. typhi strain was obtained from ATCC
9993. Isogenic Salmonella mutant strains STYF302
(AompF Km®™) and STYC171 (AompC Km®) expressing
OmpC and OmpF, respectively, have been previously des-
cribed.*® The isogenic mutant strain VALE39 (AompF
Km® AompC CmP®), deficient in both the OmpF and
OmpC porins, was generated for this study. To evaluate
cross-reactivity, an Escherichia coli strain was isolated
from mouse faeces and characterized biochemically.

Immunogens

The salmonella porins (i.e. OmpC and OmpF) were puri-
fied from the wild-type S. typhi as previously described.”
Salmonella typhi strains STYF302 (OmpF~) and STYC171
(OmpC™) were used as the source of OmpC and OmpF
porins, respectively. LPS content was determined by
means of the Limulus amoebocyte lysate assay (LAL)
(Endosafe® KTA, Charles River Endosafe Laboratories,
Charleston SC). LPS-free ovalbumin (OVA) Grade VI
was purchased from Sigma Chemical Co., St Louis MO.
Protein-free S. typhi LPS was kindly provided by Dr John
S. Gunn, Ohio State University, Columbus, OH.

Mice

Female BALB/c or C3H/He] LPS-hyporesponsive mice, 8—
10 weeks old, were used and kept in the animal facilities
of the Experimental Medicine Department, Faculty of
Medicine, National Autonomous University of Mexico
(UNAM), and cared for in conformity with good laborat-
ory practice guidelines.

Immunizarions

Groups of mice (three or six mice/group) were immun-
ized intraperitoneally (i.p.) on day 0 and boosted on day
15 with 10 pg of native antigen preparations: porins,
OmpC, OmpF. Antigens were diluted in sterile isotonic
saline solution (saline) to a total volume of 0-5 ml. No
added adjuvant was used for these immunizations. Con-
trol mice were injected with saline only. Blood samples
were collected from the retro-orbital sinus at various
times as indicated in each figure. Individual serum sam-
ples were stored at —20° until analysis.

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, /mmunology, 117, 59-70

Determination of antibody titres by ELISA

IgM and IgG antibodies. High-binding 96-well polystyrene
plates (Corning®, New York NY) were coated with
10 pg/ml of porins, OmpC, OmpF, or LPS and 150 pg/ml
for experiments using OVA in 0-1 M carbonate-bicarbon-
ate buffer, pH 9-5. Plates were incubated for 1 hr at 37°
and then overnight at 4°, Before use, plates were washed
three times in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2)
containing 0:05% Tween-20 (PBS-T) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). Non-specific binding was blocked with 5%
non-fat dry milk diluted in PBS (PBS-M) for 2 hr at 37°.
After washing, mice sera were diluted 1:40 in PBS-M
and two-fold serial dilutions were added to the wells.
Plates were incubated for 2 hr at 37°, followed by six
washes with PBS-T. The optimal dilution, 1000 : 1, of
peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse IgM or IgG
antibodies (Zymed, San Francisco, CA) was added, fol-
lowed by 1 hr of incubation at 37° and eight additional
washes with PBS-T.

IgG subclasses. Peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse
IgGl, IgG2a, IgG2b (Zymed) or IgG3 (Rockland, Gilberts-
ville, PA) antibodies were used to titrate the specific sub-
classes. All conjugates were used at 1:1000 dilution in
PBS-M and incubated for 1 hr at 37°, followed by eight
washes with PBS-T. Ortho-phenylenediamine (0-5 mg/ml;
Sigma) in 0-1 M citrate buffer, pH 5-6, containing 30%
H,0, was used as the enzyme substrate. The reaction was
stopped with 1:25 M H,S0O, and the optical densities were
read at 490 nm using an automatic ELISA plate reader
(Dynex Technologies MRII, Chantilly, VA) with BioLINX
222 software. Antibody titres are given as -log, dilu-
tion x 40. Positive titres were defined as 3 SD above the
mean values of the negative controls. In the graphs, sym-
bols indicate the mean £SD of three to six mice per
group.

Flow cytometry

The ability of antiporin, antiOmpC and antiOmpF sera to
bind to live bacteria was evaluated using the wild-type
S. typhi strains, ATCC 9993 and S. typhimurium ATCC
14028, and commensal E. coli. We used a previously
reported method with minor modifications.** Bacteria
were washed with PBS and diluted to a final concentra-
tion of 107 cells/ml. Preimmune or hyperimmune sera,
1: 100, were incubated with 10® bacteria for 60 min at
37°, Cells were washed and incubated with goat fluoresc-
ein-labelled anti-mouse IgG, 1 : 200 (Immunotech, Mar-
sella, France) for 30 min at 37°. Analyses were performed
on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Frank-
lin Lakes, NJ) using the ceiL quest Software (version
3.2.1). Acquisition gates were set on forward-scatter and
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side-scatter modes to exclude lysed cells and cell aggre-
gates, Ten thousand cells were analysed for each sample.

Complement-mediated bactericidal assay

Serum bactericidal activity was determined using a previ-
ously described method with minor modifications.*®
Briefly, antiporin, antiOmpC and antiOmpF sera were
heat-inactivated for 30 min at 56°. Sterile U-bottomed
96-well polystyrene microtitre plates (Corning®) were
used for the bactericidal assay. Duplicates of complement-
inactivated sera were prediluted 1 : 40 in PBS, and two-
fold serial dilutions were added to wells containing
200 + 50 colony-forming units (CFU) of the wild-type
S. typhi or the isogenic VALE39 strain, and a complement
source (guinea-pig serum) 9% (v/v). Controls included
samples containing: (1) a known positive sample; (2) bac-
teria and complement-inactivated antiporin sera; (3) bac-
teria and guinea-pig serum; and (4) bacteria, antiporin
sera, and heat-inactivated guinea-pig serum. Plates were
incubated for 18 hr at 37° and the CFU were counted.
Bactericidal titres are given as —log; dilution x 40, and
represent the lowest dilution at which >50% killing of
bacteria was observed.

Statistical analysis

The Mann-Whitney U-test was used to compare antibody
titres between the experimental groups.

Results

Porins induce a strong lifelong antibody response

In a previous study, we reported that 10 pg of native
porins confer strong active protection in mice.”* Thus, to
evaluate the time span of the antibody response induced
by porins, BALB/c mice were immunized with 10 pg of
native porins on day 0 and an identical booster dose was
given on day 15. These antigens were diluted in saline as
a vehicle, and injected i.p. in the absence of added adju-
vant. During the primary antibody responses, an early
16-fold elevation of IgM and IgG antibody titres was
observed on day 4 (Fig. 1a). After boosting (i.e. during
the secondary response), the highest antibody titres were
seen around day 30, with a 1024-fold increase in IgG titre
over control values (Fig. 1a), On day 90, IgG titres had
decreased to half their maximal values, and continued to
decrease slowly to reach levels similar to those at day 4.
The antibody titres remained 16 times the control levels
until the last mouse died of apparently natural causes
476 days after the first immunization (Fig. 1a). Although
the IgM antibody titres were lower, a long-lasting IgM
response was observed, with a four-fold elevation at day
476 (Fig. la).
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To examine whether the route of administration influ-
enced the antibody response, BALB/c mice were immun-
ized intravenously (iv.) and subcutaneously (s.c.). The
kinetics of the antibody titres were similar in these groups
to those in animals immunized i.p. (data not shown).
These results indicate that porins induce a lifelong anti-
body memory response in the absence of exogenous adju-
vants, regardless of the route of immunization.

Porins induce a lifelong bactericidal antibody
memory response

Because efficient B-cell memory depends on the concerted
capacity of antibodies to achieve bactericidal or neutral-
izing activity, we used a complement-dependent bacteri-
cidal assay to examine whether antiporin antibodies could
mediate S. typhi bacteriolysis. Although a weak bacteri-
cidal response was observed on day 4 after immunization,
by day 10, the bactericidal titres had rapidly increased to
128 times the control level (Fig. 1b). During the secon-
dary response, bactericidal activity showed a 512-fold
increase on day 25, and remained at this level until day
476, even though the ELISA antibody titres markedly
decreased after day 150 (Fig. 1b). The bactericidal activity
of these sera was directed against porins, because sera
from immunized mice failed to induce bacteriolysis of a
porin-deficient S. typhi strain (OmpC~ OmpF") (Fig. 1b).

The capacity of antibodies to recognize bacteria is
essential for the induction of a bacteriolytic response.
We next compared the antibody-binding capacities of
sera (ie. the ability of antibodies to recognize live bac-
teria). Antiporin IgG antibodies obtained from mice
during the primary (day 4), secondary (day 25), and
long-lasting (day 300) responses were analysed by flow
cytometry. We found low reactivity at day 4, but specific
binding on days 25 and 300 (Fig. 2a). In contrast, we
observed no binding to S. typhi (OmpC™ OmpF; data
not shown). Taken together, these data indicate that the
low memory antiporin antibody titres measured by
ELISA were as efficient in killing and binding to bacteria
as the high antiporin antibody titres observed during the
secondary response.

Anti-S. typhi porin antibodies are species-specific

Because porins are conserved proteins among different
salmonella strains,*® we next asked whether long-lasting
antiporin antibodies could cross-react with other related
bacterial porins. Using flow cytometry, we evaluated the
capacity of these antibodies to recognize surface-exposed
epitopes on the bacteria. Day 300 antiporin IgG sera were
incubated with S. typhimurium and commensal E. coli.
Antiporin IgG antibodies did not bind to S. typhimu-
rium, but exhibited a low cross-reactivity with E. coli
(Fig. 2d). These results agree with previous findings that

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 117, 59-70
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Figure 1. The lifelong bactericidal antibody memory response induced by porins. BALB/c mice were immunized ip. with 10 pg of porins at
day 0 and 15 (marked with an arrow). (a) ELISA antibody titres. Antiporin IgM (<), antiporin IgG (#), and saline immunized controls (CJ).
(b) Bactericidal antibody response. Sera from experimental groups were pooled and the bactericidal effect was analysed against wild-type S. typhi
(#®) and S. typhi (OmpC™ OmpF") (x); saline immunized controls (CJ). (c) The antiporin IgG subclasses IgGl, IgG2a, IgG2b, and IgG3 (#®);
saline immunized controls (0J). The antibody response was evaluated in each mouse for 476 days after immunization until the last mouse died.
Results are expressed as the mean + SD, with three mice per group (a and c). Data correspond to one representative result from five independent

experiments.

monoclonal antibodies directed to surface-exposed epi-
topes of porins are not cross-reactive, whereas antiporin
antibodies toward buried regions present high cross-reac-
tivity."” Overall, our data suggest that memory antiporin
antibodies recognized specific S. typhi B-cell epitopes not
shared between different bacterial strains.

Porin-specific antibodies are composed of
all 1gG subclasses

To characterize the porin-specific IgG response, we iden-
tified the IgG subclass composition in the antiporin sera.
As shown in Fig. 1(c), the IgG3 response was rapid at day
4, followed by the IgG subclasses: IgG2b, IgG1 and IgG2a
at days 8-14. We observed different IgG subclass antibody
titres (IgG2b, IgGl, IgG3 and IgG2a) during the secon-
dary response (Fig. 1c). During the long-lasting antibody
response, the IgG subclass titre profile included IgG2b,
IgGl, IgG2a and weak IgG3 (Fig. lc). Because IgGl is
a poor complement-activating subclass,*® these results

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, immunology, 117, 59-70

suggest that IgG2b and IgG2a are the main contributors
to the long-lasting bactericidal memory response. More-
over, the presence of all IgG subclasses shows the strong
immunogenicity of porins and suggests that additional
protective biological activities are mediated by the
non-bactericidal IgG subclasses.

LPS traces in the porin preparations are unlikely
to account fully for the induction of lifelong
bactericidal antibody memory responses

Porins form tight complexes with LPS.** We estimated
that the LPS content in the porin preparations, determined
by the LAL assay, was 0-02% (wt/wt), equivalent to 0-2 ng
of LPS/ug of protein. We examined if such a low level of
LPS contamination might play a role in the long-lasting
bactericidal antibody memory response through three par-
alle] approaches, which produced the following results.
First, antiporin sera from BALB/c mice (Fig. 1) were
analysed by ELISA to detect anti-LPS antibody titres.
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Anti-LPS IgM antibody titres increased by about four-
fold, but this response was no longer seen after day 40
postimmunization (Fig. 3a), and background anti-LPS
1gG titres were detected only after day 19 (Fig. 3a).
However, these anti-LPS antibodies were unable to lyse
S. typhi (OmpC™ OmpF) (Fig. 1b and data not shown),
indicating that these antibodies do not play a role in the
observed bactericidal activity. Second, because C3H/He]
mice posses a missense mutation in the tir4 gene and are
hyporesponsive to LPS,*® they provide a useful model to
evaluate whether possible LPS contamination induced the
bactericidal memory response. Figure 3(b) shows that
C3H/He] mice produced a rapid antiporin IgG antibody
response at day 4, which peaked on day 22 with a 256-
fold increase, and which remained elevated 32-fold above
control levels throughout the lifetime. These antibodies
also exhibited bactericidal activity, with a 128-fold
increase at day 22, which remained unchanged until day
390, even though ELISA titres decreased over time
(Fig. 3c). In addition, IgGl, IgG2a and IgG2b antiporin
subclasses were observed during this long-term memory
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bactericidal response in C3H/He] mice. Notably, we
found IgG2a and IgG2b until the last mice died on day
390 postimmunization, supporting the role of both sub-
classes in the long-lasting bactericidal activity (Fig. 3d). In
contrast to BALB/c mice, in C3H/He] mice, anti-LPS IgM
and IgG antibody titres were barely detected (1 to 2 + 1
log titres) on day 12 after porin immunization (data not
shown).

Third, we studied the adjuvant effect induced by 0-2 ng
of S. typhi LPS/pg of protein using the model antigen
OVA. Groups of six BALB/c mice were immunized i.p.
on day 0 with 10 ug OVA, 10 pg OVA + 2 ng LPS,
10 pg OVA + 5 pg LPS, or saline. Mice were boosted on
day 15 using the same antigen composition and dose.
Specific antibody titres in sera from immunized animals
were measured by ELISA. The Mann—-Whitney U-test was
used to compare the groups. OVA induced only 2 £ 1 log
specific IgG1 antibody titres on day 12 after immuniza-
tion, and the antibody titres increased 4 * 2-fold on
day 5 after boosting (day 20). Antibody titres did not
increase significantly in animals immunized with 10 pg

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 117, 59-70
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Figure 3. LPS traces in porin preparations are unlikely to account fully for the induction of lifelong bactericidal antibody memory responses. All
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body memory responses in C3H/He] mice against wild-type S. typhi (#); saline-immunized controls (O). (d) Antiporin IgG subclasses in C3H/
He] mice: IgG1 (#), IgG2a (A), IgG2b (V) and IgG3 (®); saline-immunized controls (CJ). Results are expressed as the mean + SD with six mice
per group. Data correspond to one representative result from three independent experiments.

OVA + 2 ng LPS (P > 0-05) and antibody titres of other
IgG antibody subclasses such as IgG2a, IgG2b (1 = 1 log
titre) and IgG3 were not detected (data not shown). In
contrast, the antibody titre increased 64-fold in mice
immunized with 10 pg OVA + 5 pg LPS on day 12 and
512-fold on day 20. The IgG2b antibody titres increased
16-fold on day 20, whereas IgG2a and IgG3 antibody
titres were not detected (data not shown). The experi-
ment was repeated to confirm these results. Because OVA
is a poor immunogenic protein compared with porins,
the OVA dose-response experiment was performed to
determine the optimal OVA dose to be used for control
experiments. Groups of five BALB/c mice were immun-
ized i.p. with 10 pg, 100 pg, 1 mg, 2 mg or 5 mg OVA.
Blood from immunized animals was collected for 30 days
and OVA-specific antibody titres were measured in sera
using ELISA. The optimal dose-response was observed in
mice immunized with 2 mg OVA (data not shown). Two
milligrams of OVA was then used for immunizations.
OVA induced a 64-fold increase in IgG1 antibody titre on
days 12 and 20 compared with that induced by 10 pg
OVA. Two milligrams of OVA also induced a 16-fold
increase in IgG2b antibody titre but only on day 20,
whereas no IgG2a or IgG3 antibody titres were detected.
A similar pattern of antibody titres and curve kinetics
was observed when mice were immunized with 2 mg
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OVA + 2 ng LPS. In contrast, mice immunized with
2 mg OVA + 5 pg LPS exhibited a 128-fold increase in
specific IgG2b titres and 8-fold to 32-fold increases in
OVA-specific IgG2a antibody titres, showing the adjuvant
effect of 5 pg LPS (data not shown). These results indi-
cate that traces of LPS present in porin preparations do
not significantly contribute to the high specific antibody
titres or to the high IgG subclass titres induced by porins.

Taken together, these results suggest that the small
amount of LPS contamination detected in the porin prep-
arations is unlikely to account fully for the induction of
the long-lasting antibody memory response.

OmpC is the main porin responsible for the
antibody-mediated memory bactericidal response

Porins purified from wild type S. typhi consist of a mix-
ture of OmpC and OmpF porins.”** To evaluate the
contribution of independently isolated OmpC or OmpF
porins in the antibody memory response, we purified
each protein from either OmpF or OmpC salmonella-
deficient strains (data not shown). During the primary
and long-lasting responses, OmpC induced a stronger
production of IgG antibody than OmpF (Fig. 4a). The
initial IgG3 production observed with porin immuniza-
tion (Fig. 1c) was induced by the OmpC porin, which
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Figure 4. The long-lasting binding-bactericidal antibody memory response induced by OmpC and OmpF porins. BALB/c mice were immunized
i.p. with 10 pg OmpC or OmpF porins at days 0 and 15 (marked with an arrow). (a) Serum IgM (O antiOmpC, V antiOmpF); IgG (4 anti-
OmpC, ¥ antiOmpF); and saline-immunized controls (CJ). (b) The long-lasting bactericidal antibody memory response against wild-type S. typhi
was evaluated using a pool of either antiOmpC (#) or antiOmpF (¥), and control sera (O). (¢) AntiOmpC () or antiOmpF (V) IgG sub-
classes IgGl, IgG2a, IgG2b and IgG3. In all cases, the antibody response was evaluated for 300 days postimmunization (latest point tested).
Results are expressed as the mean + SD, with three mice per group. The Mann-Whitney U-test was used to compare groups; P < 0-05 is indi-
cated by asterisks. The experiment was repeated three times with similar results.

presented an eight-fold elevation on day 4 (Fig. 4c). After
boosting, whereas antiOmpC IgG titres reached maxi-
mum titres with a 1024-fold increase above control levels
on day 25, the greatest response of antiOmpF titres
occurred on day 31, with a 512-fold elevation (Fig. 4a).
During this secondary response, both porins showed a
similar pattern of production of IgG subclasses: IgG2b,
IgGl, 1gG3 and IgG2a (Fig. 4c). Notably, whereas anti-
OmpC IgG titres remained unchanged until day 300 (the
last point tested) with a 256-fold increase, antiOmpF IgG
titres decreased to a level that was 16-fold above the con-
trol level at day 300 (Fig. 4a). The long-lasting antiOmpC
IgG subclass profile changed to a gradual decrease of
1gG3 compared with the other subclasses: IgGl, IgG2b,
IgG2a and weak IgG3 at day 300 (Fig. 4c).

The presence of high bactericidal antibody titres con-
firmed that OmpC had the strongest immunogenicity.
AntiOmpC and antiOmpF antibodies reached their
maximum bactericidal titres during the secondary
response (Fig. 4b). AntiOmpC bactericidal titres exhib-
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ited a 256-fold increase, whereas antiOmpF bactericidal
titres were elevated only 16-fold above control levels
(Fig. 4b). Moreover, the strong bactericidal response
induced by OmpC was sustained at a level 64 times the
control level at day 300, the last point tested (Fig. 4b).
In contrast, the bactericidal activity induced by OmpF
decreased to a level only twice that of the control level
at day 90, and was no longer detected at day 180, even
though the ELISA showed antiOmpF IgG antibody titres
(Figs 4a—). Consistent with these data, antiOmpC anti-
bodies still bound S. typhi at all the time points stud-
ied. The antiOmpC IgG primary response showed a
weak recognition on day 4, which increased to its high-
est capacity at day 25 and was still present at day 300
(Fig. 2b). This pattern contrasted with the observation
that antiOmpF IgG antibodies bound S. typhi only at
day 25, and then decreased below the detection limit
after day 180 (Fig. 2c). These results suggest that OmpC
induced a persistent bactericidal-binding antibody mem-
ory response, whereas the long-lasting antiOmpF anti-
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bodies recognized B-cell epitopes not exposed on the
bacterial surface.

Discussion

Maintaining the production of bactericidal and neutral-
izing antibodies over time is essential to achieve an effi-
cient protective B-cell memory response. Long-term
protective antibodies are apparent after vaccination with
live-attenuated micro-organisms (e.g. smallpox, polio-
virus, or rubella) or by the application of several booster
doses of subunit antigens (e.g. tetanus toxoid or hepatitis
B surface antigen).”®' Because micro-organisms contain a
mosaic of antigens, the elicited memory immune response
is complex. Thus, characterizing antigens that can sustain
the production of long-term protective antibodies would
help identify and explain the mechanisms responsible for
the induction of immunological memory.

We found that immunization with S. typhi porins in
mice induced a sustained lifelong bactericidal/binding
antibody response, even in the absence of added adju-
vants (Figs | and 2). Notably, these antiporin antibodies
did not cross-react with S. typhimurium (Fig. 2d). The
long-lasting antiporin IgG antibodies showed a sustained
bactericidal/binding activity to S. typhi, even though the
long-lasting antibody titres measured by ELISA were
lower (Figs 1 and 2). This notable immunogenicity of
porins to sustain bactericidal antibody memory response
could be explained by either of the following non-exclu-
sive mechanisms. First, because salmonella porins are
good immunogens®®*"*7**342 and porins from other
pathogens have been identified as TLR2 agonists.”*"
Thus, during the initial immune response, it is possible
that salmonella porins might be simultaneously recog-
nized by B-cell receptors and innate receptors, such as
TLRs, thereby inducing the differentiation of naive B cells
into effector antibody-secreting plasma cells. We speculate
that this strong initial activation would sustain antibody
production by inducing the efficient generation of mem-
ory B cells or long-lived plasma cells. Second, porins are
highly hydrophobic proteins,” a property that could
favour the formation of antigenic deposits in germinal
centres, which might maintain the persisting antiporin
antibody titres for life.

The long-term antibody titres measured by ELISA
decreased over time (Fig. la). For example, at day 180,
antibody titres decreased 32-fold compared with the
maximum peak (secondary response). However, the bac-
tericidal-binding capacities of these antibodies did not
decrease with time (Figs Ib and 2a) and showed no
cross-reactivity (Fig. 2d). These results might indicate that
a process of selection or affinity maturation of species-
specific antiporin antibodies occurs during the antibody-
mediated memory bactericidal response. The mechanisms
involved in the induction of porin-specific memory anti-
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body response are currently under investigation. Because
IgM has a short half-life, the presence of low long-lasting
antiporin IgM antibody titres (Fig. la) was an intriguing
result. Consistent with our observation, a previous study
described the production of anti-Borrellia IgM by Blb
lymphocytes (IgM"® 1gD'™™ Macl* CD57) for 230 days
after infection.®® It is possible that the long-term anti-
porin IgM antibody levels are produced by Blb cells.

The predominantly IgG subclasses in the antiporin
memory response were IgG2b, IgGl and IgG2a (Fig. lc).
Because IgGl has been described as a poor complement-
fixing subclass,*® it appears that the IgG2b and IgG2a are
the main subclasses responsible for the long-lasting bacte-
ricidal effect. In addition, we found all IgG subclasses in
the secondary response (Fig. 1c), despite the Th2-prone
predisposition in BALB/c mice. This supports the role of
porins as strong immunogens with the ability to generate
a microenvironment that efficiently favours the immuno-
globulin switch independent of genetic background. In
addition, the presence of the poor complement-fixing
IgG1 and IgG3 subclasses suggests that additional protect-
ive biological activities are mediated by these non-bacteri-
cidal IgG subclasses.

Because our antigen preparations contained traces of
LPS, we addressed the possible adjuvant role of LPS in
the generation of the long-lasting bactericidal antibody
memory response by immunizing the LPS-hyporesponsive
C3H/He] mice with our porin preparation. We found
strong antiporin bactericidal titres for life (Fig. 3b), indi-
cating that the long-lasting bactericidal memory response
induced by porins did not depend on the TLR4 adjuvant
signal mediated by LPS.*® This observation is supported
by the low anti-LPS antibody titres in BALB/c mice
(Fig. 3a) unable to kill the porin-deficient salmonella
strain (Fig. 1b); this rules out the possibility that the bac-
tericidal activity mediated by antiporin antibodies was the
result of the presence of natural or induced anti-LPS
antibodies. In addition, control experiments using
OVA + 2 ng LPS (equivalent to the calculated trace
amount of LPS present in porins) for immunization had
no adjuvant effect on OVA-specific IgG1 antibody titres
or on the induction of other IgG subclasses. In contrast,
immunization with OVA + 5 pg LPS induced a strong
adjuvant effect, which was reflected in the increase in
OVA-specific IgG1 antibody titres and in the induction of
OVA-specific IgG2a and IgG2b antibody titres. Taken
together, these results indicate that LPS was unlikely to
account fully for the bactericidal antibody memory
response induced by porins.

Because porins are composed of OmpC and OmpF, we
investigated whether the OmpC or the OmpF porin is
required for induction of the long-lasting antibody mem-
ory response. Although antiOmpC and antiOmpF IgG
subclasses showed similar kinetics, mostly during the sec-
ondary response (Fig. 4a), we found high antiOmpC bacte-
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ricidal titres after 300 days (the last point tested), whereas
antiOmpF bactericidal titres increased after boosting and
were not detected by day 180 (Fig. 4b). These results sug-
gest a differential contribution of antiOmpC or antiOmpF
antibodies to the bactericidal memory response: OmpC
induces a persistent bactericidal response and OmpF gener-
ates only bactericidal antibodies after boosting, suggesting
that the long-lasting antiOmpF antibodies recognize
mainly epitopes not exposed on the bacterial surface. These
results support the predominant role of OmpC in inducing
the memory B-cell bactericidal immune response.

Porins, especially OmpC, are highly conserved proteins
among different salmonella strains.** Despite the high
homology of porins, there have been reports of specific
regions of the S. typhimurium OmpC porin that corres-
pond to external loops.*” Additionally, we have previously
reported that strain-specific epitopes on the S. typhi
OmpC porin, which correspond to external loops 6 (L6)
and 7 (L7) expressed at the bacterial surface, are available
for non-cross-reactive antibody-binding recognition.***?
The observed lack of cross-reactivity to S. typhimurium in
our current study indicates a strong bactericidal/binding
specificity of the long-lasting antiporin sera (Figs 1 and
2d). Thus, it seems likely that antiporin IgG antibodies
are directed against species-specific B-cell epitopes in the
OmpC porin, such as L6 and L7.

In conclusion, our study showed the capacity of S. typhi
porins to induce a sustained, lifelong and specific bacteri-
cidal antibody response, independent of a possible TLR4-
adjuvant signal delivered by traces of LPS present in our
porin preparation. These unique antigenic characteristics
are not found in most antigens, particularly in bacterial
subunit vaccines. Our data support the use of porins as a
suitable model to study the induction of immunological
memory and to improve the development of subunit vac-
cines with the ability to confer long-lasting immunity.
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HINTS AND TIPS

A Cloning Vector for Efficient Generation
of Cholera Toxin B Gene Fusions for Epitope Screening

Ismael Secundino,’ Jorge Paniagua-Solis,’
Armando Isibasi,” and Joaquin Sanchez*?

ping; gene fusion banks.

Abstract

Gene fusion proteins with epitopes attached to the amino end of cholera toxin B subunit (CTB) are useful
to raise immunological responses. We describe a cloning vector, designated pCTBtet, carrying a tetracy-
cline resistance gene (Tet®) between the leader peptide and mature CTB. Removal of Tet® to insert oligo-
nucleotides encoding fusion epitopes allowed for screening of tetracycline-sensitive clones. Restoration of
the correct CTB reading phase was subsequently used to choose gene fusion candidate colonies. The use of
pCTBtet permitted the rapid construction of 8 fusion proteins carrying 9-24 aa from Salmonella typhi OmpC
and 6 hybrids with 7-31 aa from Escherichia coli colonization factor CFAL ‘

Index Entries: Gene inactivation cloning vector; fusion proteins; cholera toxin B-subunit; epitope map- ‘

Introduction

The use of the B subunit of cholera toxin (CTB)
as an adjuvant has been of particular interest to
raise humoral and mucosal immune responses
(1,2). More recently, CTB has also been proposed
as an agent to induce immune tolerance (3,4). For
immunological studies, CTB has been either
coadministered or chemically coupled to the anti-
gen of interest. Genetic attachment of epitopes to
CTB has also been developed. Epitopes from an
Escherichia coli enterotoxin (5), from the capside
VP4 rotavirus protein (6), from Streptococcus
mutans glucosyltransferase (7), from an Entam-
oeba histolvtica surface protein (8), and from Sal-
monella tvphi OmpC (9) have been fused to the
amino end of the protein. Genetic addition of
epitopes has also been carried at the carboxy end
of CTB (10), whereas epitopes from the GP120
protein of HIV and from the pre-S2 hepatitis B
virus protein have been introduced at internal
positions in CTB (11). The diversity of epitopes

fused to the amino end of CTB, including those
here reported, suggests that this site in the protein
may be particularly permissive. For fusions to the
amino end of CTB, all vectors to date utilize
closely located restriction sites at in-frame junc-
tions between the leader peptide and mature CTB
(5.7,12). To avoid inefficiency in double digests
for directional insertion of fusion epitopcs 1o
CTB, we decided to split neighboring restriction
sites apart through insertion of an unrelated DNA
fragment. To be more useful, the fragment should
be long enough to facilitate visual follow-up of
double digestions in agarose gels. Furthermore, il
the inserted DNA interrupted the CTB gene, suc-
cessful epitope insertion could be monitored by
restitution of the correct reading phase. To com-
ply with these requirements, but to improve the
screening methodology further, we decided to
insert an expressible tetracycline resistance gene
(TetR) into pJS752-3 (10). This offered the extra
possibility of substituting the Tet® fragment by
oligonucleotides encoding fusion epitopes. This

*Author to whom all correspondence and reprint requests should be addressed: 'Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica. Hospital de :
Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XX1, IMSS. México, D.F. *CISEL Instituto Nacional de Salud Piblica. Present address: Facultad "
de Medicina, UAEM. Av. Universidad No. 1001. Col. Chamilpa, Cuemavaca, Mor. 62210 Mexico. E-mail: joaquin.sanchez@microbio.guse |

Molecular Biotechnology £ 1999 Humana Press Inc. All rights of any nature whatscever reserved. 1073-6085/1999/11:1/101-104/§11.00

Motecuiar BiorecivoLocy

101

Voolume 11, 1999



102

Fig. 1. Plasmid vector pCTBtet. An approximate
restriction map shows relevant single restriction sites.
The positions and transcription orientation for pro-
moter tacP and Tet® are shown with heavy arrows.
The interrupted CTB gene is represented by filled-in
squares. Note: Plasmid pCTBtet is available to all
interested. Requests (to J. S.) are to be accompanied
by a noncommercial exploitation statement.

step was very useful for simple screening recom-
binants for tetracycline-sensitive phenotypes.

2. Materials and Methods

A 1.2-kbp tetracycline (ter) gene from plasmid
pBR322 (13) was amplified using Tag Poly-
merase (Promega, Madison, WI) with the synthetic
(NBI) upstream primer: 5'GCGCGGAGCTCA
TGTTTGACAGC3', introducing an Sacl site and
downstream primer: 5' GCGAGGTGCCGCCCG
GGCTTCC 3' introducing an Xmal site. The ampli-
fied ter gene included its natural promoter (13).
The amplification product was digested with Sacl
and Xmal (New England Biolabs) and joined to
Sacl/Xmal cut pJS752-3 using T4 DNA ligase
(Promega). Ligation mixtures were electroporated
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, cell-porator) into
E. coli strain DH10B (Gibco-BRL). Colonies were
selected on LB agar containing ampicillin and tet-
racycline. The resulting plasmid pCTBtet (Fig. 1)
was doubly digested (Sacl/Xmal) to be ligated to
pairs of synthetic complementary oligonucleotides
bearing compatible single-stranded ends. Inserted
oligonucleotides, designed to contain optimized
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E. coli codons, encoded postulated OmpC-
exposed loop sequences (to be published) as
follows: loopl (L1) SDDKGSDGD; L2 GNQTEG
SNDSWT; L3 PEFGGDTYGADNFMQQRGN;
L4 KNGSVSGENTNGRSLLNQNGDGYG; L5
RTADQNNTANARLYGNGDRA; L6 GTSNGS
NPSTSYGFAN;L7DISNGYGASYGDQDI;
L8 LLDKNDFTRDGINTDD or the enterotoxi-
genic Escherichia coli colonization factor anti-
gen (CFAI) (14) related sequences AIDLLQP,
AVIDLLQP, AVIDLLQVIDLLQP, APVEKNIT
VTASVDPTIDLLQP; DPVIDLLQADGNAL, and
VEKNITVTASVDPTIDLLQAD
GNALPSAVKL. Concentrations of CTB were
estimated by GM1-ELISA using ganglioside
GM-coated plates, specific anti-CTB mono-
clonal antibodies and an anti-mouse IgG peroxi-
dase conjugate (15).

3. Results and Discussion

Recombinant ampicillin-resistant tetracycline-
sensitive colonies were assayed by GM1-ELISA
(15). Approximately 80% of all tetracycline-
sensitive clones expressed CTB, and of these,
80-90% had a recombinant plasmid with the cor-
rect insert. GMI1-ELISA CTB levels in culture
supernatants of positive clones ranged between 55
and 280 ng/mL/culture absorbance unit (600 nm)
(not shown). GM1-ELISA-positive clones were
subjected to plasmid DNA isolation (Wizard mini-
prep, Promega). The sizes of BamHIl/Xmal restric-
tion fragments demonstrated the presence of
inserted oligonucleotides (Fig. 2). Equivalent
results were obtained for CFAI constructs (not
shown). Western blot analysis, with polyclonal anti-
CTB goat antiserum (Gibco-BRL), of concentrated
cell sonicates has shown CTB-reactive protein
bands with sizes fully compatible with those antici-
pated for the eight OmpC hybrids (not shown).
Similarly, reactivity with anti-CFAI and anti-CTB
monoclonal antibodies (MAbs) in GM1-ELISA and
Western blots of the three longest CFAl-related
fusions (Sanchez, J., et al., to be published)
proved the correct constructs have been obtained.

As detailed, oligonucleotide insertions into
pCTBtet simultaneously led to a tetracycline-sen-
sitive CTB-positive phenotype, making screcning
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Fig. 2. BamHU/Xmal restriction patterns for pCTBtet
derivatives on a 3% agarose gel. From left to right,
50-bp ladder (Gibco-BRL), control plasmid pJS752-3,
pCTBtet derivatives with OmpC loops L1-L8. The
bands shown contain the fused oligonucleotides, and
migration varies accordingly.

simple, fast, and economical. Confirmation by
restriction analysis was necessary only at the last
cloning stage. At the end of the procedure, there
was a very high probability of having selected the
correct recombinant. For OmpC constructs, ini-
tial detection of the fused epitopes was not neces-
sary. Therefore, pCTBtet was especially useful
because antibodies against the joined peptide
loops were not previously available.

4. Conclusion

Use of vector pCTBtet allowed for the fast and
convenient construction of 14 fusion proteins with
insertions of 7-31 amino acids residues. The pep-
tides attached were either highly charged, pre-
dominantly hydrophobic, or uncharged hydrophilic.
When considering these sequences together with
others previously joined (5-10), it emerges that
the amino end of CTB might be particularly suit-
able for indiscriminate gene fusions. To obtain
CTB-derived fusion protein banks, plasmid
pCTBtet could prove very valuable owing to ease
of screening and practical independence of
epitope-specific antibodies. Potential applications
include B- and T-cell epitope mapping and cre-
ation of large sets of viral and bacterial recombi-
nant antigens for mucosal administration.
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