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RESUMEN

El objetivo de la vacunacion es generar proteccion de larga duracion contra un
patdgeno especifico. Para lograr esto es necesario que la vacuna genere de
manera eficiente un estado de memoria inmunolégica, es decir inmunidad. La
generacion de altos titulos de anticuerpos protectores correlaciona con el estado
inmune de larga duracion de la vacunas actualmente en uso. Sin embargo,
aunque muchos antigenos vacunales son capaces de generar altos titulos de
anticuerpos de larga duracién muchas veces estos no son capaces de conferir
proteccidon, por lo tanto es de suma importancia estudiar los mecanismos
involucrados en la generacion de anticuerpos de memoria y sus caracteristicas.
Para estudiar los mecanismos efectores de los anticuerpos de memoria contamos
como antigeno modelo con las porinas de Salmonella enterica serovar Typhi (S.
typhi) que son proteinas de la membrana externa de la bacteria y que actualmente
se estudian como candidato a vacuna contra la fiebre tifoidea. La inmunizacion
con porinas, sin adyuvantes, induce de manera vitalicia altos titulos anticuerpos
bactericidas. No obstante, se desconoce si estos anticuerpos poseen capacidad
opsonizante que permita la fagocitosis y eliminacion mas eficiente de la bacteria.

Aqui se reporta que los anticuerpos anti-porinas de memoria poseen capacidad
opsonizante y median un incremento en la fagocitosis de la bacteria. Se
inmunizaron ratones libres de patdgenos especificos (SPF) con 10 ug de porinas
de S. typhi y se obtuvieron muestras de suero en los dias 4, 8, 12, 20, 30, 90, 150,
210 y 288 posteriores a la inmunizacién. Se midieron los titulos de anticuerpos
especificos de clase IgM, 1gG, 1gG1, IgG2a, 1gG2b e 1IgG3. Se evalud la capacidad
opsonizante de los anticuerpos a través de la fagocitosis de los complejos
inmunes formados por estos anticuerpos y una S. typhi que expresa la proteina
verde fluorescente (GFP) en macrofagos de ratdon de la linea J774 A.1, por medio
de citometria de flujo. Este estudio contribuye asi al conocimiento sobre los
mecanismos efectores de los anticuerpos de memoria y su papel en la proteccion

inducida por las porinas de S. typhi.



1. ANTECEDENTES

Durante su evolucion, el hombre ha desarrollado mecanismos de defensa con
gran capacidad para combatir las infecciones causadas por virus, bacterias,
protozoos, hongos y helmintos. Al conjunto de estos mecanismos se conoce como
sistema inmune, el sistema inmune ha desarrollado una variedad de respuestas
apropiadas para combatir cada tipo de patégeno, al mismo tiempo que mantiene la

tolerancia a los componentes del propio organismo1.

Se denomina inmune al individuo que habiendo padecido una infeccion, mantiene
luego una defensa permanente contra los patdgenos que la provocaron, la
inmunidad generada por las vacunas es similar a la originada por las

enfermedades®®.

La inmunologia se cred a partir de los estudios de proteccion a enfermedades
infecciosas®®. Las vacunas durante la infancia protegen en contra de agentes
infecciosos, pero los detalles de los mecanismos responsables de proteccién aun

no son esclarecidos®.

Cuando un individuo se expone a un antigeno el sistema inmune monta una
respuesta primaria, cuando posteriormente se expone al mismo antigeno se
produce una respuesta secundaria caracterizada por la rapida aparicion de titulos
de anticuerpos y anticuerpos con mayor afinidad por el antl'geno7. Esta capacidad
de respuesta de manera acelerada e intensas a un segundo estimulo inmunitario
se le ha llamado memoria inmunolégica. Por lo que entendemos como memoria la
idea que el sistema inmune pueda “recordar” encuentros previos con un antigeno
o vacuna. Que no necesariamente correlaciona con la proteccion contra

patégenos?.

Quiza la consecuencia mas importante de una respuesta inmunitaria adaptativa es

el establecimiento de un estado de memoria inmunolégica®.
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La base de la memoria inmunoldgica ha sido dificil de explorar experimentalmente,
a pesar de que el fendmeno fue descrito por vez primera por los chinos en el siglo
X'y se ha utilizado de forma habitual en programas de vacunaciéon durante mas de
200 afos, no esta totalmente establecido si la memoria refleja una poblacion de
células de larga vida o depende de la persistencia de niveles de antigeno
indetectables que reestimulan de forma continua linfocitos especificos de
antigenos®. Algunos investigadores apoyan que la memoria es mantenida por
células de larga vida inducidos por la exposicidon original, que persisten en estado
de reposo hasta un segundo encuentro con el agente patégeno'®'™, otros
investigadores apoyan que los linfocitos activados por la exposicidn original al
antigeno son reestimulados repetidamente aun en ausencia de reinfeccién por el
agente patdgeno, esto puede ocurrir de diversas maneras; una posibilidad es que
el agente patdégeno persista en pequefias cantidades suficiente para reestimular
las células activadas pero no para extender la infeccion a otras' '8 otra
posibilidad es que la reestimulacién se produzca mediante la exposicion a otros
antigenos con reaccién cruzada o la reestimulacién podria ser mediada también
por citocinas producidas durante el curso de respuestas inmunitarias especificas

de antigenos™®.

La clave del éxito de las vacunas es generar una respuesta protectora de larga
duracién, todas las vacunas que protegen clinicamente en la actualidad son

152021 No existen

dependientes de una respuesta de anticuerpos neutralizantes
en la actualidad vacunas capaces de proteger exclusivamente a través de células
T 3. La importancia de los mecanismos mediados por anticuerpos es apoyada por
la proteccion conferida por la transferencia feto-materno de anticuerpos y la
indiscutible demostracion de la inmunidad protectiva conferida por la

administracion pasiva de anticuerpos inducidos por vacunas®?'.

La memoria inmunolégica es un hito en el sistema inmune, la evolucién puede

ensefiarnos, que brazos efectores de la memoria inmunoldgica, son

biolégicamente relevantes contra agentes infecciosos, los anticuerpos parecen ser
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un mecanismo protector critico contra algunos patdégenos, por lo que evaluar la
induccion de anticuerpos y sus funciones efectora resulta necesario como

parametro de eficacia de una vacuna®?

Para la eliminacién de un patégeno que haya atravesado las barreras epiteliales
provocando una infeccion, lo primero que hace el sistema inmune es reconocerlo
como tal y a continuacion desarrollar una respuesta adecuada para destruirlo, para
ello el sistema inmune ha desarrollado dos tipos de mecanismos innatos y

adaptativos’.

La estrategia de la inmunidad innata no consiste en reconocer cada patégeno en
particular, si no en reconocer un grupo de patrones moleculares altamente
conservados comunes a un grupo o familia entera de patégenos, llamados
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs)'. Las células de la
inmunidad innata reconocen de manera selectiva estos PAMPs mediante
receptores presentes en la superficie de las células efectoras del sistema inmune,
a tales receptores se les denomino receptores de reconocimiento de patégenos
(PRRs)??,

Los PAMPs al ser reconocidos por PRRs, inducen senalizaciones de traduccion al
interior de la célula dando como consecuencia la activacién y el inicio de la

respuesta inmune contra patégenos’?.

La inmunidad innata es, por tanto, capaz de combatir la infeccion desde el mismo
momento de su inicio y durante sus primeras fases con gran eficacia, sin embargo
no puede protegernos de todas las infecciones, por lo que los vertebrados han
desarrollado una estrategia de reconocimiento que se conoce como inmunidad
adaptativa, los responsables principales de la inmunidad adaptativa son un tipo de
leucocitos denominados linfocitos T y B % que tienen unos receptores de
reconocimiento de patégenos extremadamente especificos, el receptor de células

T (TCR) y el receptor de células B (BCR) respectivamente?.
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Tanto la inmunidad innata como la adaptativa dependen de las actividad de los
leucocitos, la inmunidad innata emplea principalmente células polimorfonucleares,
macrofagos, células asesinas naturales (NK) y células dendriticas, en cambio la
respuesta adaptativa depende de los linfocitos B vy T."?* La integracién de los
sistemas inmunitarios innato y adaptativo constituye un sistema de defensa
notablemente eficaz gracias al cual, si bien pasamos nuestra existencia
continuamente rodeados de microorganismos potencialmente patégenos,

experimentamos enfermedades infecciosas con una relativa baja frecuencia®*%’.

Cuando existe infeccién en la periferia, grandes cantidades de antigeno son
captadas por células presentadoras de antigeno (APC), que viajaran desde el
lugar de la infeccion a través de los vasos linfaticos aferentes hasta los ganglios
linfaticos. Alli estas células mostraran el antigeno a los linfocitos a los cuales
ayudan a activarse, una vez estos linfocitos activados experimentan un periodo de
proliferaciéon y diferenciacion a células efectoras que son capaces, en el caso de
las células B, de secretar anticuerpos, o en el caso de las células T de destruir
células infectadas o activar otras células del sistema inmunitario, ademas esta
activacion provoca cambios en la expresidon de moléculas de la superficie
especializadas en adhesion, provocando que los linfocitos cesan de circular entre
la sangre y la linfa para migrar entre las células endoteliales de los vasos del lugar

de la infeccion®?®,

Las células del sistema inmunitario innato desempefian un papel esencial en la
iniciacion y subsiguiente direccion de la respuesta inmune adaptativa, ademas,
dado que existe un retraso de 4 a 7 dias antes de que la respuesta inmunitaria
adaptativa primaria sea ejecutada, la respuesta inmunitaria innata desempefa una

funcién crucial para controlar la infeccién durante ese periodo de tiempo®.

La induccién de una respuesta adaptativa confiere inmunidad protectora frente a la

reinfeccion por el mismo patégeno, durante toda la vida, a este fendmeno
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caracteristico de la respuesta inmune adaptativa se le conoce como memoria

inmunoldgica y es la caracteristica clave para el éxito de la vacunacion'.

El mecanismo mediante el cual la mayoria de las vacunas utilizadas actualmente
generan proteccion de larga duracion es a través de la induccidén y mantenimiento
de altos titulos de anticuerpos protectores (anticuerpos de memoria)zo. A pesar de
que muchos antigenos vacunales son capaces de generar y mantener altos titulos

de anticuerpos muchas veces estos no son capaces de mediar la proteccion?®.

1.1. Respuestainmune humoral

La respuesta inmune humoral es mediada principalmente por las
inmunoglobulinas. Los linfocitos B una vez activados se diferencian a células
plasmaticas que son las células productoras de anticuerpos, estas células se
producen en la médula 6ésea donde maduran para luego migrar hacia los érganos
linfoides secundarios o periféricos, donde llevan a cabo las etapas de

reconocimiento antigénico y activacion®.

La respuesta inmunitaria humoral produce la destruccion de microorganismos

extracelulares y previene la propagacion de las infecciones intracelulares®.

1.1.1. Anticuerpos

Las inmunoglobulinas son un grupo amplio de proteinas presentes en el suero y
fluidos de todos los mamiferos, pueden encontrase principalmente en forma
soluble conocidas como anticuerpos o anclados a la membrana de los linfocitos B

constituyendo el receptor para antigeno de estas células BCR 2°3037,

Todas las moléculas de anticuerpos comparten caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales muy semejantes. Cada molécula de anticuerpos esta constituida por

cuatro cadenas polipeptidicas dos cadenas polipeptidicas que oscilan entre 55 y
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77 KDa conocidas como cadenas pesadas y otras dos cadenas polipeptidicas de
25 KD conocidas como cadenas ligeras, que se unen por puentes disulfuro
conformando una estructura en forma de Y. Tanto las cadenas pesadas como
ligeras tienen una region variable y otra conservada. Ambas cadenas pesadas por
un lado y las cadenas ligeras por otro son idénticas. La region variable de los
anticuerpos se conoce como fraccion de unién al antigeno (Fab) mientras que la

region constante se conoce como fraccion cristalizable (Fc).

Se conocen cinco clases o isotipos principales de cadenas pesadas [, 8, y, a y €
y dos de cadenas ligeras K y A. Las inmunoglobulinas formadas por cada uno de
estos tipos de cadena pesada se conocen como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE

respectivamente y pueden contener cualquiera de los isotipos de cadena Iigeras.

Pequerias variaciones dentro de las moléculas de los isotipos 1gG e IgA permiten
diferenciar cuatro subclases de inmunoglobulinas en humanos 1gG (IgG1, 19G2,

IgG3 e 1IgG4) y dos de inmunoglobulinas IgA (IgA1 e IgA2).

Tanto las cadenas pesadas como las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas
estan formadas por una unidad estructural basica de 110 aminoacidos (dominio
inmunoglobulina), que se repite cuatro o cinco veces en las cadenas pesadas y
dos veces en las cadenas ligeras. Este dominio esta constituido por dos laminas j3,
cada una integrada por tres o cuatro hélices antiparalelas, estabilizada por efecto

hidrofobico y un puente disulfuro intracatenario®.

El primer dominio préximo al extremo amino terminal se conoce como dominio o
region variable de la inmunoglobulina (V. para las cadenas ligeras y Vy para las
pesadas), el resto de los dominios hacia el extremo carboxilo terminal se
encuentra conservado y por ellos se denomina dominios constantes (C, y Cy para

cadenas ligeras y pesadas respectivamente).
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La variabilidad en las regiones V no es uniforme, sino que se concentra en tres
segmentos cortos (aproximadamente de 10 aminoacidos) no contiguos de la
secuencia denominada regiones de hipervariabilidad Illamadas regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) y estas son CDR1, CDR2 y CDR3.
Las secuencias flanqueantes a las regiones de hipervariabilidad se denominan
regiones marco (FRs). Cuando las cadenas se pliegan las regiones CDR se
aproximan, proyectandose hacia el exterior de la molécula y generando la
superficie de interaccion con el antigeno conocido como paratopo®. Existe una
region no globular de 10-60 aminoacidos entre el primer y segundo dominios
constante de las cadenas pesadas conocida como region flexible, que confiere
flexibilidad a la inmunoglobulina entre estas dos regiones, reduciendo
impedimentos estéricos, lo que incrementa la fuerza de la unién antigeno-

anticuerpo®.

Cuando son secretadas las IgM e IgA pueden polimerizarse, las IgM se
encuentran en el plasma en forma de pentameros principalmente, mientras que en
las secreciones de mucosas las IgA se encuentran en forma de dimeros, la
formacion de polimeros se produce gracias a la asociacion de una proteina
llamada J que mantiene unida la estructura polimérica mediante puentes disulfuro

con los extremos carboxilo terminal de la cadena pesada correspondiente?®.

1.1.2. Generacion del repertorio de anticuerpos

El elevado numero de antigenos que pueden ser reconocidos por las células B es
un reflejo de la gran diversidad de anticuerpos que pueden producir esas células
B 34

La suma total de los anticuerpos que puede generar un individuo se conoce como
repertorio de anticuerpos se ha estimado que su valor esta en torno a la 10"®
especificidades diferentes y refleja todos los posibles clones de linfocitos B
capaces de sintetizar y secretar inmunoglobulinas en respuesta a una estimulacion

antige’nicazg. Esta gran diversidad en la produccion de anticuerpos puede
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explicarse si se tiene en cuenta que existe un numero muy grande, aunque
limitado, de genes con informacion para la sintesis de las diferentes partes de la
molécula de inmunoglobulina, que estos genes se reordenan de forma aleatoria en
el momento de su sintesis y que existen procesos de recombinacion somatica en

las células B que afectan selectivamente a estos genes.

1.1.3. Recombinacion somatica

Para codificar las regiones variables y, a menudo, las constantes de sus cadenas,
el genoma contiene multiples versiones, ligeramente distintas, de los genes
correspondientes. Cada precursor de linfocito B podra elegir para cada una de las
cadenas cualquiera de las versiones disponibles que codifican para cada region.
Este fendmeno ocurre al azar y es el principal responsable de la gran diversidad

de BCRs posibles en los linfocitos B.

Las regiones constantes son codificadas por un numero reducido de segmentos
geénicos a los que se denomina C. Si se trata de cadenas pesadas los segmentos
génicos se denominan Cy y en humanos son nueve, uno por cada isotipo de
inmunoglobulina. La cadena ligera Kk tiene copia uUnica de su segmento, mientras
que la cadena A tiene al menos seis, aunque funcionalmente no hay diferencias
entre ellas. Por analogia con las cadenas pesadas, los genes de las regiones

constantes de las cadenas ligeras se denominan C_%°.

Las regiones variables (Vy en cadenas pesadas y V. en cadenas ligeras) no son
codificadas por una unica familia de segmentos génicos, sino por dos (Vy J) o tres

(V, DY J), segun se trate de cadenas ligeras o pesadas.

Los segmentos génicos que codifican las regiones variables de las
inmunoglobulinas se encuentran muy separados en el genoma, la aproximacién de
estos genes se produce en la médula ésea durante el proceso de maduracion de
los linfocitos B y tiene lugar por un proceso de recombinacion entre los diferentes

segmentos génicos denominado recombinacion somatica®+°.
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Cada uno de las cadenas que constituyen las inmunoglobulinas esta codificado
por un complejo génico diferente. Existen tres o cuatro segmentos en cada una de
estos complejos: V (variable), D (diversidad), J (unién) y C (constante), aunque el
segmento D soélo existe en el caso de las cadenas pesadas. Los grupos de
segmentos geénicos V, D y J codifican los aminoacidos de la regién variable y el
segmento C codifica los aminoacidos de la porcidn constante de la
inmunoglobulina, aunque ninguno de estos segmentos génicos se expresa como
una unidad independiente. Para la sintesis de una unidad proteica que pueda ser
expresada como cadena pesada o ligera, es necesario que los segmentos de la

region variable se unan fisicamente a uno de la regién constante®.

Durante el proceso de diferenciacion de las células B en la médula 6sea, los
genes V recombinan con el segmento de genes J asociado, dando lugar a una
combinacion génica tipo VJ. EI DNA reordenado de esta manera puede ser
entonces trascrito a RNA conteniendo intrones y exones. A continuacién este
transcrito primario es procesado, se eliminan los intrones y se produce la unién VJ
con el segmento C y se forma el RNA mensajero maduro que va a ser traducido a

proteina®’.

La region variable de las cadenas pesadas también es codificada por genes Vy J
aunque, en este caso, un tercer grupo de genes D confiere algo mas de diversidad
al sistema. La diversidad adicional conferida por los genes D es debida a que
estas regiones son muy variables en secuencia y numero, a que varios segmentos
D pueden unirse y a que pueden ser leidos en tres fases de lectura diferentes sin

que se generen codones de terminacion®*%>%7,

La asociacién de cualquiera de las posibles cadenas pesadas que se pueden
producir con cualquiera de las cadenas ligeras, constituye el mecanismo basico de
generacion de diversidad en los linfocitos B. Sélo este mecanismo podria generar
mas de 4 x 10° inmunoglobulinas distintas, un mecanismo adicional que aumenta

la variabilidad es la diversidad de unién®=¢. Este proceso se produce porque la

-18 -



recombinacion somatica VDJ o VJ no es un mecanismo de alta precision, de modo
que las uniones entre los exones codificantes no son siempre iguales, aunque se

elijan los mismos segmentos®’.

Durante el proceso de maduracion de la célula B es cuando tiene lugar el
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas. El reordenamiento debido a
la gran importancia de sus consecuencias se encuentra muy finamente regulado,
de modo que cada célula B generada presenta en su membrana un unico tipo de
BCR, consistente en una unica clase de cadena pesada asociada a una unica
clase de cadena ligera. El anticuerpo asi resultante tiene dos sitios de union a

antigeno idénticos®®.

1.1.4. Activacion de los linfocitos B

Los receptores para el antigeno de los linfocitos B son inmunoglobulinas IgM o IgD
unidas a la membrana. Asociadas a cada receptor se encuentran dos cadenas,
denominadas Iga e IgB, que constituyen el médulo de senalizacién propiamente
dicho del receptor para el antl'geno38. Aunadas a estas senales, se combinan
aquellas generadas por moléculas co-receptoras tales como CR2 (receptor de
complemento, CD21), CD19 y CD81. El reconocimiento simultaneo de un antigeno
(opsonizado por complemento) por el co-receptor CR2 y por las inmunoglobulinas

de superficie de un linfocito B intensifica mucho la magnitud del estimulo®.

Los antigenos reconocidos por los anticuerpos pueden ser tan diversos como
polisacaridos, lipidos, péptidos, acidos nucleicos y pequefas sustancias quimicas.
Los anticuerpos pueden reconocer epitopes lineales o bien determinantes
conformacionales, resultantes del plegamiento de las cadenas polipeptidicas. El
reconocimiento antigénico induce la endocitosis del antigeno, y su procesamiento

para ser presentado por el linfocito B mediante moléculas MHC 11 %°.

Los receptores de linfocitos B que no han tenido contacto con antigenos (células

virgenes), son del isotipo IgM e IgD. Estas células B virgenes circulan
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continuamente por los diversos tejidos linfoides hasta encontrar el antigeno

especifico de su receptor®’.

En el momento en que esto sucede, los linfocitos B dejan de migrar, y como
resultado de una secuencia de eventos moleculares se transforman en células
plasmaticas productoras de anticuerpos dentro de los ganglios linfaticos o tejidos
linfoides asociados a mucosas. Dependiendo de las caracteristicas del antigeno,
los linfocitos B pueden activarse con o sin ayuda de linfocitos T CD4+
(ayudadores)®®. Aquellas macromoléculas que contienen antigenos polivalentes,
es decir que constan de multiples epitopos idénticos como es el caso de
polisacaridos y glicolipidos de las capsulas de algunas bacterias (Haemophilus
influenzae, pneumococo y meningococo), pueden unirse simultaneamente a varios
receptores IgM, lo cual lleva al entrecruzamiento de los receptores y a la

activacion del linfocito B 34941

1.1.5. Cooperacion de los linfocitos T CD4+ para su activacion

Cuando las caracteristicas del antigeno no inducen el entrecruzamiento de varias
moléculas de inmunoglobulinas, sino que solo comprometen a un receptor IgM, el
linfocito B requiere de la ayuda de linfocitos T CD4+ para su activacion*’. En este
caso, los antigenos proteicos unidos a un receptor IgM son endocitados,
procesados y expuestos de nueva cuenta en la superficie celular por las moléculas
MHC 1l del linfocito B®. Este proceso permite iniciar lo que se conoce como
“cooperacion entre linfocitos T y B”, proceso mediante el cual un linfocito T CD4+
cuyo TCR es especifico para ese antigeno, reconoce al antigeno y genera una

serie de sefales intracelulares que finalmente van activar al linfocito B 24,

Esta interaccion molecular entre linfocitos T y B depende de la presencia

simultanea de linfocitos B y T con receptores que reconocen determinantes

antigénicos de un mismo microorganismo en los mismos érganos linfoides*.
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Gracias a la migracion constante de ambos grupos de linfocitos por el sistema
linfoide, esto es posible. Actualmente se piensa que un linfocito T especifico contra
un antigeno microbiano determinado es activado previamente, y de manera
independiente, por células presentadoras de antigeno que capturaron, procesaron
y presentaron determinantes antigénicos del microorganismo a ese linfocito T en
los ganglios linfaticos**. El determinante antigénico del microorganismo
reconocido por los receptores de los linfocitos B puede ser totalmente distinto a los
que le presente la célula B a los linfocitos T, y sin embargo la ayuda proporcionada
por el linfocito T, favorece la produccién de anticuerpos dirigidos contra el

determinante antigénico inicial**

. En otras palabras, los anticuerpos que produce el
linfocito B activado reconoceran el mismo determinante antigénico que fue
reconocido inicialmente por los anticuerpos que constituyen el receptor para el

antigeno del linfocito B.

Las senales intracelulares generadas cuando los receptores para el antigeno
reconocen a su antigeno no son suficientes para la activacion adecuada del
linfocito B y se requiere la participacion de moléculas co-receptoras tanto de
células B como T. Las moléculas co-receptoras expresadas por el linfocito B
incluyen B 7.1 (CD80) y B 7.2 (CD86) cuyo ligando en células T es CD28. El
linfocito T CD4+ a su vez expresa la molécula co-estimuladora CD40L cuyo
ligando en la célula B es CD40 *2. Esta co-estimulacién, o segunda sefial, es
indispensable para la activacidon mutua, ya que sin ella los linfocitos entran en un
estado de anergia. Adicionalmente, la IL-2 secretada por el linfocito T CD4+
induce la activacion y proliferaciéon del linfocito B, transformandolo en célula

plasmatica productora de anticuerpos*>*°.

1.1.6. Hipermutacién somatica
Uno de los eventos que ocurren en el linfocito B estimulado, es la activacion del

gen que codifica para la enzima TdT *’ (desoxinucleotidil transferasa terminal),

responsable de generar mayor polimorfismo en la regién variable de los
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anticuerpos producidos por los linfocitos B, produciendo anticuerpos con distinta
afinidad para el antigeno®®. La maduracién de la afinidad permite generar un
polimorfismo adicional al generado durante la recombinacién genética de los
receptores de linfocitos B, incrementando aun mas (hasta10®) el numero de
posibles diferentes anticuerpos de muy alta afinidad*®. Aquellos linfocitos B que
expresan receptores de mayor afinidad para el determinante antigénico son
seleccionados para seguir su desarrollo hacia células plasmaticas productoras de
anticuerpos de mayor afinidad que los receptores originales de membrana de los
linfocitos B, mientras que los linfocitos B cuyos receptores tienen menos afinidad
por el antigeno, mueren por apoptosis*®. En general, los anticuerpos que se unen
al antigeno durante la fase de reconocimiento antigénico son de menor afinidad y
de otro isotipo que los que llevan a cabo la fase efectora de la respuesta

humoral®.
1.1.7. Cambio de isotipo

Mediante los cambios de isotipos de los anticuerpos se generan anticuerpos con
una misma especificidad antigénica (determinada por su fraccion Fab), pero que
tienen distintas regiones Fc 0 El isotipo es determinado por el tipo de citocinas
secretadas por los linfocitos T CD4+: IL-4 favorece la produccién de IgE °',
mientras que IL-5 y TGF-B inducen IgA °? e IFN-y favorece la diferenciacién hacia
las subclases IgG1 e IgG3 °°. Esto es importante, ya que distintos isotipos de
anticuerpos llevan a cabo distintas funciones efectoras, a través de los distintos

tipos de receptores para Fc expresados por diferentes células linfoides®.

Las células plasmaticas pueden salir de los ganglios linfaticos donde sufrieron su
estimulacion, proliferacion y expansion clonal y migrar a distintos sitios del sistema
inmune (ganglios o médula ésea) y secretar anticuerpos mientras persista el reto
antigénico o bien, transformarse en células de memoria', con capacidad de
producir anticuerpos de alta afinidad muy rapidamente, en caso de la reaparicion

del reto antigénico“. Mientras que la respuesta primaria tarda de 7 a 10 dias para

-22 -



llegar a su maxima expresion, la respuesta inmune secundaria generada por
linfocitos B de memoria, tarda entre 3 y 4 dias'®'. Los anticuerpos circulan por la
sangre y dependiendo de su isotipo, se asocian preferentemente a distintos tejidos
o células efectoras, siendo que IgA se encuentra asociada a mucosas'®, mientras
que IgE se une a receptores FceRIl de alta afinidad en células cebadas y

basofilos®.

1.2. Respuestade anticuerpos de larga duracién

Después de que los linfocitos B son activados por el reconocimiento del antigeno
estos forman un centro germinal y se diferenciaran a células plasmaticas
productoras de anticuerpos y a linfocitos B de memoria. Como producto de esta
diferenciacion se obtendran células de memoria con la capacidad de producir

anticuerpos de diferentes clases dependiendo del microambiente de citocinas®®*’.

Después que se entra nuevamente en contacto con el antigeno los linfocitos B de
memoria generados previamente, proliferan rapidamente y se diferencia a células
plasmaticas que secretan anticuerpos, principalmente de clase IgG, de mayor
afinidad’®"*,

En el suero los niveles de anticuerpos pueden mantenerse detectables durante
varios afos, sin embargo, la vida media de estas proteinas en el suero es de 3
semanas aproximadamente®®, quedando implicita la necesidad de mantener la
produccidn de nuevos anticuerpos y asi mantener la proteccion mediada por

estos.

Se han propuesto cuatro mecanismos para explicar la persistencia de titulos de
anticuerpos, estos estan basados en la diferenciaciéon de los linfocitos B de
memoria a células plasmaticas de vida larga o corta. Entre las teorias mas

aceptadas estan:
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a) La existencia de linfocitos B de memoria que sobreviven por largos periodos de
tiempo en ausencia del antigeno y cuyo umbral de activacién es mucho menor que

el de los linfocitos B virgenes'.

b) La existencia de células plasmaticas que sobreviven durante largos periodos de

tiempo en ausencia del antigeno'""2.

c) Los linfocitos B de memoria son activados policlonalmente o por estimulacion no

especifica produciendo nuevas células plasmaticas'®.

d) El antigeno persiste acumulado en células dendriticas dentro de los centros
germinales manteniendo la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas de

vida corta'#16-18:59

Actualmente no existe evidencia suficiente que nos permita determinar cual o
cuales de estas hipotesis es la responsable de mantener los titulos de anticuerpos

durante largos periodos de tiempo.

A pesar de que algunos estudios han demostrado que la persistencia en los
niveles de anticuerpos medidos por ELISA correlaciona con la inmunidad en
contra de patdgenos, la capacidad neutralizante, opsonizante y bactericida es la

que determina la eficiencia de la memoria de los linfocitos B en la proteccion 4.

1.3. Funciones efectoras de los anticuerpos

La funcidn principal de los anticuerpos es unirse de forma especifica a un
determinado antigeno, debido a que las moléculas antigénicas son mucho mas
grandes que su regidon de unién con el anticuerpo este se une a ciertas regiones
denominadas epitopos o determinantes antigénicosm. Una vez que el anticuerpo
se une al antigeno pueden surgir diferentes consecuencias, como la

neutralizacién, activacion del complemento, opsonizacion o citotoxicidad
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dependiente de anticuerpos (ADCC), la funcién efectora de los anticuerpos

dependera de la estructura, la localizacion anatémica y el isotipo del anticuerpo™®.

Diversas células del sistema inmune expresan en su membrana receptores
especificos de isotipo para las moléculas de inmunoglobulinas que se unen a ellos
a través de su extremo carboxilo®®. La mayoria de los FcR sélo se une a la
inmunoglobulina cuando estd unida al antigeno, ya que ésta sufre un cambio
conformacional en la regién Fc que lo permite®®. Otras veces su afinidad por la
inmunoglobulina es tan alta que la célula que los expresa va unida con las

inmunoglobulinas que haya a su alrededor en cada momento®.

1.3.1. Neutralizacion del antigeno

Muchos agentes nocivos como las toxinas y los farmacos o agentes infecciosos
como los virus, las bacterias y los parasitos, inician la lesion celular o el proceso
infectivo al unirse a receptores especificos de la superficie celular, los anticuerpos
pueden dificultar estéricamente esta interaccion mediante la unién a los
determinantes antigénicos del agente, neutralizando por lo tanto el proceso toxico
o infeccioso, esta accion puede estar mediada por anticuerpos de cualquier

isotipo.

1.3.2. Activacién del complemento

La union de los anticuerpos a los patdégenos dirige la formacion complejos
antigeno-anticuerpo y permite la activacion de la via clasica del complemento,
dando como resultado la formaciéon de la molécula de ataque a la membrana
(MAC) ® que provoca la muerte de la célula blanco, asi como la formacion de

anafilatoxinas y opsoninas®.

La via clasica del complemento, se desencadena cuando una proteina del

complemento se une a la regién de la IgG o IgM unidas al antigeno, ni la IgG ni la
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IgM libres se unen a la primera proteina implicada en la activacion del
complemento, llamada C1q, de forma que el complemento no se activa por los
anticuerpos libres circulantes®®®*. En el caso de la IgG se necesitan dos moléculas
de inmunoglobulina para que se pueda unir C1q, que se forman cuado multiples
moléculas de IgG se unen a antigenos sobre la superficie celular®. La interaccion
de C1qg se produce a través del dominio Cy2 de las moléculas de IgG. Los
diferentes subtipos de IgG tienen diferentes capacidades para iniciar esta
reaccion, por ejemplo la 1gG3 activa eficazmente el complemento, la 1gG1 algo
menos, la IgG2 muy poco y la IgG4 no activa con respecto a humanos, en ratones
la IgG2a. la 1IgG2b y la IgG3 activan el complemento, pero no la IgG1 85,67

La activacion del complemento por la IgM es mas eficiente al ser esta
pentamérica, la unidn con la superficie celular provoca cambio en la conformacion
del anticuerpo, permitiendo el acceso de la molécula C1q a las regiones Fc,
entonces el C1q puedo unirse al dominio Cp3 .

1.3.3. Opsonizacion

Los patdgenos que se replican afuera de las células pueden ser eliminados por
mecanismos mediados por la interaccidon de la fraccion Fc de los anticuerpos con

sus especificos receptores en la superficie de células efectoras®®°.

Las células fagociticas expresan receptores para las porciones Fc de los
anticuerpos, cada uno con una afinidad y selectividad diferente para los distintos
subtipos de inmunoglobulina. Por ejemplo, el receptor FcyRIl (CD64) exhibe
apreciable afinidad por los anticuerpos de clase 1gG1 y 1gG3, el receptor FcyRII
(CD32) presente en células fagociticas une complejos monoméricos de IgG1 y
IgG3, y el receptor FcgRIll-b (CD16) une polimeros de 1gG1 y IgG3 %2 |a
mayoria de los FcR sdélo se unen a las inmunoglobulinas cuando esta unida al

antigeno’""2. Otras veces su afinidad por la inmunoglobulina es tan alta que la
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célula que los expresa va unida con las Inmunoglobulinas que haya a su alrededor

en cada momento®.

Cuando las moléculas de IgG se unen a una particula antigénica y la recubren, a
este proceso se conoce como opsonizacion, la IgG unida es reconocida por los
receptores FcyR de las células fagociticas, o que sirve para aumentar la eficacia
de la fagocitosis, los subtipos que mejor se unen a estos receptores son la IgG1 e

IgG3 siendo los que mejor favorecen la fagocitosis®®°.

La opsonizacion puede dar lugar algo mas que el simple incremento de la unién de
particulas a los fagocitos. Los receptores FcyR de alta y baja afinidad también
estan implicados en la activacion metabdlica de la fagocitosis, aumentando la

eficacia de la posterior degradacién intracelular de las particulas ingeridas™.

1.3.4. Citotoxicidad dependiente de anticuerpos

Los eosindfilos y especialmente las células Natural Killer (NK), son capaces de
lisar diferentes tipos de células blanco, pero requiere que este recubierta por IgG
especifica, denominandose al proceso litico citotoxicidad mediada por células

dependientes de anticuerpos (ADCC)™

. El reconocimiento de los anticuerpos
unidos se produce a través del receptor de baja afinidad FcyRIIl (CD16)"°. En el
caso de las células NK la IgG tiene dos funciones diferentes. Primero una funcién
de reconocimiento; es decir, aquellas células diana a las que se ha unido la IgG
seran lisadas de forma preferente respecto a las que no muestran IgG. Segundo,
la ocupacion de los FcyRIll sirve para activara las células NK para que sinteticen
y secreten citocinas como factor de necrosis tumoral TNF y el interferon gamma

INF-y C.

Los eosindfilos median un tipo especial de ADCC dirigida contra parasitos, en este

caso, la IgE sirve como principal isotipo para proporcionar reconocimiento y
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activacion de células efectoras, por que los eosindfilos expresan receptores para

el Fc de los anticuerpos IgE >,

1.4. Modelo de Estudio

1.4.1. Porinas

Las porinas son las proteinas mas abundantes de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. Cada bacteria expresa alrededor de 10° moléculas en
su superficie’’. El término porina fue utilizado por primera vez para clasificar a las
proteinas que formaban poros en la membrana externa de Escherichia coli. Su
funcion principal es la de permitir el paso selectivo de moléculas protegiendo a la

bacteria de los efectos de los antibidticos, sales biliares, defensinas, etc. "®7°.

Estas proteinas se ensamblan en trimeros compuestos de subunidades idénticas,
cada subunidad consiste en 16 B-plegadas antiparalelas unidas por asas con
algunas a-hélices intercaladas. Cada mondmero expone ocho asas cortas hacia el
espacio periplasmico y 8 asas largas situadas hacia el exterior de la membrana
externa. La forma cilindrica que caracteriza a las porinas se forma al cerrarse las
estructuras p-plegadas de forma pseudociclica, mediante un enlace ionico entre el

extremo carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja -1. (Figura 1).
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Figura 1. 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.

La entrada del poro esta restringida por las asas largas que se extienden hacia el
centro generando un didmetro de 11-19A %8 | a salida del poro al espacio
periplasmico, en cambio, tiene dimensiones de 15-22A y esta definida por las asas
B. EI mayor numero 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®'.

1.4.1.1. Inmunogenicidad de las porinas de S. typhi

S. typhi expresa en su superficie a las porinas OmpC y OmpF principalmente®? con
un peso molecular de ~36 y 38 kDa respectivamente, también puede expresar a
las porinas, OmpS1 y OmpS2 las cuales se producen en bajas

83,84

concentraciones y la porina OmpA que es termosensible”®.
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En ensayos de proteccion realizados con extractos completos de las proteinas de
membrana externa (OMPs), obtenidas con el método de Schnaitman®® se observo
que el 100% de los ratones inmunizados con 30 uyg de OMPs sobrevivian al reto

con 1000 DLsp de S .typhi®® inmunizada con mucina.

Por otra parte, un estudio realizado en pacientes con fiebre tifoidea en fase aguda
demostré que 60% de los anticuerpos de clase IgG y 20% de los anticuerpos de

clase IgM reconocian a las OMPs de S. typhi®” %,

A partir de estos estudios se comenzo a caracterizar la respuesta inmune inducida
por las porinas de S. typhi. Los primeros ensayos de proteccion utilizando porinas
purificadas en vez de la mezcla de OMPs y se encontré que 90% de los ratones

inmunizados con porinas sobrevivieron al reto con 500 DLs®°.

Las respuesta inmune celular inducida por las porinas ha sido caracterizada y
provoca un incremento en la respuesta de hipersensibilidad tardia (DTH) . En
ensayos de proliferacion in vitro, utilizando células de bazo de ratones

previamente inmunizados, las porinas inducen una proliferacién de linfocitos T °'.

La caracterizacion de la respuesta inmune celular contra S. typhi ha sido estudiada
ampliamente en los macréfagos y linfocitos T %494,

Diversos estudios®>®

sobre la respuesta protectora contra S. typhi que inducen
las porinas de esta bacteria han puesto en evidencia que la participacion de los

anticuerpos es importante para conferir proteccion.

En pacientes con fiebre tifoidea en fase aguda o fase convaleciente presentan una
mayor respuesta de anticuerpos de clase IgG contra las porinas que contra los

95,99

antigenos O y H de S. typhi

-30 -



En estudios con voluntarios sanos que recibieron la administracién subcutanea de
10 pg de porinas (Fase |) se encontro la produccion de anticuerpos anti-porinas,
caracterizados por IgM, IgG1 e 1gG2 con capacidad bactericida a los 7 y 15 dias

después de la vacunacion'®.

En ratones la importancia de los anticuerpos contra Salmonella ha sido
demostrada a través de experimentos de proteccion pasiva mediante la
transferencia de suero hiperinmune a ratones que posteriormente son infectados

con Salmonella enterica serovar Typhimurium®1°1%2,

En ratones deficientes de linfocitos B se demostré que se requiere de la accion
combinada de Linfocitos T y B para alcanzar la maxima protecciéon. Otro estudio
realizado con anticuerpos monoclonales y sueros de ratones hiperinmunes se vio
que la transferencia de los anticuerpos dirigidos contra el LPS, complejos porinas-
LPS y en menor proporcion contra las porinas conferia proteccion contra S.

typhimurium®”193-1%°,

La participacion de los anticuerpos en los mecanismos de proteccién inducidos por
las porinas se evalué mediante un experimento de proteccion pasiva y se observo
que el empleo de anticuerpos monoclonales de isotipo IgM anti-porinas confirid

una proteccion del 60% al reto con 20 DLs'%.

Recientemente se demostré que los anticuerpos inducidos por la inmunizacién de
10 pg de porinas y una reinmunizacion con la misma dosis inducen anticuerpos
bactericidas de clase IgM e IgG que se mantienen durante toda la vida del

raton'?’.

Finalmente, se demostré que la inmunizacion intraperitoneal de porinas inducia

también la produccion de IgA %°.
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La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa sistémica causada
por la ingestidén e invasién intestinal de S. typhi, esta enfermedad es frecuente en
los paises en vias de desarrollo, se estima que anualmente hay al menos 16
millones de casos de fiebre tifoidea y 600,000 muertes. Por lo que es necesario

contar con una vacuna que sea capaza de conferir proteccion de larga duracion.

La vacuna experimental contra la fiebre tifoidea hecha a base de Porinas de S.
typhi induce titulos de anticuerpos bactericidas en forma vitalicia en ratones, por lo
que resulta un buen modelo de estudio para evaluar la funcion efectora de estos

anticuerpos de memoria.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las vacunas eficaces inducen una respuesta de anticuerpos protectores de larga
duracion (anticuerpo de memoria), a pesar de que muchos antigenos son capaces
de generar altos titulos de anticuerpos que se mantienen por tiempos prolongados,
muchas veces estos no son capaces de mediar la protecciéon. La vacuna
experimental contra la fiebre tifoidea hecha a base de porinas de S. typhi induce
de manera vitalicia, altos titulos anticuerpos bactericidas. Sin embargo, se
desconocen otras propiedades efectoras de estos anticuerpos que participen en el
establecimiento del estado protector (inmunidad) como es la capacidad
opsonizante de estos anticuerpos que facilitaria la fagocitosis y la eliminacion mas

eficiente de la bacteria.
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3. HIPOTESIS

Los anticuerpos de memoria inducidos por las porinas de Salmonella typhi son

opsonizantes y favorecen la fagocitosis de la bacteria.

4. OBJETIVO GENERAL

= Evaluar la capacidad de los anticuerpos de memoria anti-porinas para

opsonizar e incrementar la fagocitosis de S. typhi en macréfagos de raton.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Purificar porinas de S. typhi.
e Evaluar los titulos de anticuerpos de memoria anti-porinas de clase IgM,
IgG, IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG3 en suero de ratones inmunizados con

porinas.

e Generar Salmonella enterica serovar Typhi verdes a través de un plasmido

pVFPV25 que expresa la proteina verde fluorescente.

e Analizar la capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos inducidos por las

porinas de S. typhi.
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6. MATERIALES

6.1. Cepas Bacterianas:

Se utilizé la cepa ATCC 9993 de Salmonella enterica serovar Typhi, para la
purificacién de las porinas por el método de Nikaido™® y para la trasformacion
con el plasmido pVFPV25 %8,

Se utilizé la cepa de Salmonella typhimurium con un plasmido (pFPV25) que

expresa la proteina verde fluorescente para evaluar la capacidad

opsonofagocitica de los anticuerpos anti-porinas.

6.2. Linea celular:

Se utilizé la linea celular de macréfagos de raton J774 A.1 para evaluar la
capacidad fagocitica de los complejos inmunes formados por los anticuerpos

anti-porinas y S. typhi-GFP.

6.3. Animales de laboratorio:

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c hembras, de 6-8 semanas de edad,
adquiridos en Harlan® de México, mantenidos en condiciones libres de
patdogenos especificos (SPF) en el Bioterio de la Unidad de Medicina

Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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6.4. Sueros de ratéon:

Los ratones fueron sangrados por cavidad retroorbital colectando la sangre en
tubos microtainer con gel separador (Becton Dickinson®). La sangre se
centrifugd a 5 000 rpm durante 10 minutos para separar el suero del paquete
celular. El suero fue descomplementado a 56 °C durante 30 minutos y

posteriormente almacenado a —70°C hasta el momento de su utilizacion.

7. METODOS

7.1. Obtencion de porinas de S. typhi, a través del método de
Nikaido modificado.

Se cultivd S. typhi en 10 L. de medio minimo A ( 70g KoHPO4, 30g KH,PO4, 10g
(NH4)2S0O4, 5g citrato de sodio, 10g extracto de levadura, 50g glucosa, 0.1%
MgSOQ, ) hasta obtener una densidad éptica de 1.0 a 540 nm que corresponde a la
fase logaritmica tardia del crecimiento de la bacteria. Se cosechd centrifugando a
7,000 rpm 15 minutos a 4°C. La biomasa bacteriana se peso y se resuspendio en
solucion de Tris-Cl 0.05M (pH 7.7) hasta obtener 50 mL de suspension bacteriana.
Se rompid por sonicacion (Sonicator Ultra Sonic) durante una hora treinta minutos
y la suspensién de bacteria rota se centrifugd a 7,000 rpm 30 minutos a 4°C.

El sobrenadante se retir6 y se traté con 25uL de DNAsa 10 000 U/mL y 25uL de

RNAsa 10 000 U/mL y 2.77 mL de solucion de MgCl, 1M por cada 10g de biomasa
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humeda obtenida de la cosecha, por 30 minutos a 37°C 120 rpm para eliminar el
DNA y RNA.

Se ultracentrifugd a 45 000 rpm durante 45 minutos a 4°C. El boton se
resuspendié en 100 mL de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se incub6 30 minutos a
32°C 120 rpm y se ultracentrifugd a 40 000 rpm, 30 minutos a 20°C. El botdn
resultante se resuspendié en 25 mL de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se incubd
nuevamente por 30 minutos a 32°C 120 rpm y se ultracentrifugé a 40,000 rpm 30
minutos 20°C. El botdn se resuspendié en 20 mL de amortiguador de Nikaido SDS
1% (Tris 0.05M, NaCl 0.4M, EDTA 0.005M) pH 7.7. Se incub6 2 horas a 37°C 120
rom y se ultracentrifugd a 40 000 rpm 45 minutos a 20°C. Se recuperd el

sobrenadante.

El sobrenadante se purific6 en una columna de Sephacryl S-200 (XK100
Pharmacia) a un flujo de 5mL/min con amortiguador de Nikaido SDS 0.5% pH 7.7.
Se colecto el pico obtenido en el cromatograma y se dializé con solucién de PBS
durante 4 dias para eliminar el SDS. La concentracion de la proteina se determiné

por medio de la técnica de Lowry'®.

7.2. Esquemade Inmunizacion

Se utilizaron dos grupos de 6 ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad,
el grupo uno fue inmunizado via intraperitoneal (i.p) con 10 ug de porinas de S.
typhi, las porinas fueron disueltas en solucién salina isotonica sin adyuvante en un
volumen de 500 uL. Al segundo grupo se le administro via i.p. amortiguador de

Nikaido SDS 0.5%, en el cual se encuentran disueltas las porinas de S. typhi. Se
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obtuvieron muestras de suero en los dias 0, 4, 8, 12, 20, 30, 90, 150, 210 y 288
posteriores a la inmunizacion, las muestras se obtuvieron por la cavidad
retroorbital. Los ratones fueron adquiridos en Harlan® México y mantenidos en
condiciones de esterilidad y en campana de flujo laminar en el bioterio de la

Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina.

7.3. Ensayo Inmunoenzimatico en Fase Sélida (ELISA)

El titulo de anticuerpos especificos se evalué mediante la técnica de ELISA. Para
ello se sensibilizaron placas de 96 pozos para inmunoensayo (Corning®) con 100
Ml por pozo de amortiguador de carbonatos (pH 8.6) conteniendo: 1 ug de porinas
de S. typhi, se incubaron a 37°C durante una hora (incubadora Shel-lab, 2100) vy
toda la noche a 4°C.

Se lavaron las placas cuatro veces con solucién de lavado (solucion de PBS al 0.1
% de Tween 20) y se bloquearon con 150 pyL de leche descremada al 5.0%
(Svelty, Nestle) disuelta en PBS incubando las placas a 37°C por una hora.
Posteriormente, se lavaron cuatro veces con la solucién de lavado, las placas se

refrigeraron hasta su empleo.

Los sueros fueron diluidos 1:40 (5uL en 195 uL) en PBS-Leche al 5%, a partir de
esta dilucion se realizaron diluciones seriadas en factor de dos transfiriendo 100
ML de la dilucién a otro pozo que contenia 100 ul de PBS-Leche hasta completar
los 12 pozos de la placa de micro dilucién de fondo coénico (Corning). Se
transfirieron las diluciones a la placa para inmunoensayo sensibilizada con

porinas, se incubaron a 37°C por una hora, se lavaron 4 veces con solucion de
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lavado y se adicionaron 100 pL por pozo de anticuerpo anti-lg respectivo
(anticuerpo de cabra anti IgM, IgG totales, IgG1, IgG2a, 1gG2b, 1gG3 de raton
conjugado a peroxidasa de rabano, Zymed, USA) diluido 1:1000 en PBS-Leche, se
incubaron por una hora a 37°C, se lavaron cuatro veces con solucién de lavado y
se revelaron con la solucion reveladora (0.5mg/mL de o-fenilendiamina en
solucion amortiguadora de citratos pH 5.6 y H,03) se incubando en ausencia de
luz por diez minutos, se detuvo la reaccion adicionando 10 pl de acido sulfurico 2.5
N. Las placas fueron leidas en un lector de microplacas (Dynex Technologies,
MRX 11) a 410 nm. Los titulos de anticuerpos especificos se determinaron como
aquella dilucion en donde la absorbancia fuera equivalente a 3 veces el fondo
(generalmente fue igual a 0.3) y se graficaron en forma logaritmica los titulos
contra el dia a que corresponda el suero. Se utilizaron como controles positivos

sueros de raton previamente titulados para el antigeno respectivo.

7.4. Ensayos opsonofagociticos

Se evalud la capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos anti-porinas mediante
la fagocitosis de los complejos inmunes formados por estos anticuerpos y S. typhi-
proteina verde fluorescente (GFP) en una linea celular de macrofagos (J774 A.1)
de raton, utilizando citometria de flujo''®""!. Para esto se ajustd la concentracion
de S. typhi-GFP considerando una DO*®™ = 0.930 + 0.005 como 1.0x10°
UFC/mL. Se lavaron 5 mL de la suspension bacteriana previamente ajustada a
1.0x10° UFC/mL con PBS. El botdn de bacterias se resuspendié en 2.5 mL, se
agrego en un eppendorf 100 uL de la suspension de bacterias y se adiciono 100

ML de la dilucion 1:50 de los sueros a evaluar. La suspension bacteriana con el
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suero se incubo durante 15 minutos a 37 °C, para opsonizar la bacteria.
Transcurrido el tiempo se lavo la suspensidn bacteriana en dos ocasiones, para

retirar el anticuerpo en exceso.

Se colocaron 1 x 10° macréfagos de la linea J774 A.1 por pozo en placas de 6
pozos en medio libre de SFB, se adicioné 50 uL de la suspension S. typhi-GPF
opsonizada con los sueros a evaluar, que equivale a 50 x 10° bacterias. Después
de 60 minutos de incubacion a 37°C y 5% CO, se agrego 15 pL de gentamicina (1
Mg/mL) para inactivar a la bacteria que no fue internalizada. Se realizaron dos
lavados con PBS y finalmente se resuspendié en boton final en 500 pL para ser
leidas en el clitémetro de flujo (CyAn™ ADP Dako®). Se capturaron al menos 10
000 eventos en el citometro de flujo. Se analizaron los datos obtenidos mediante el
Software Summit version 4.3.

7.5. Extracciéon del DNA plasmidico de la cepa bacteriana
Salmonella typhimurium-GFP

Para extraer el plasmido pFPV25'%

que tiene la cepa Salmonella typhimurium-
GFP se utilizo un kit comercial denominado QUIAGEN Plasmad Midi®. Para esto
se sembro la bacteria S. typhimurium-GFP por estria cruzada en placas de LB-
Amp (Bacto peptonal/tristona 1%, NaCl 1 %, extracto de levadura 0.5 %, agar 2 %,
ampicilina 100 pg/mL, pH=7.0.). Se incubo durante 18 horas a 37°C, se transfirio
una colonia a un tubo con 5 mL de LB-Amp y se incubo durante 8 horas a 37°C

con agitacién. Se paso 1 mL del cultivo anterior a un matraz con 100 mL de LB-

Amp y se incubo por 16 horas a 37°C en agitacion. Se cosecho la bacteria por
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centrifugacion (6 000 rpom en Sorvall, 15 minutos a 4°C), se elimino todos los
restos del sobrenadante por inversion del tubo y se resuspendio el botén en 10 mL
de Buffer P1 (adicionado con RNAasa A, 0.18 ug/mL). Se adicion6 10 mL del
Buffer P2 (Solucién de Lisis: NaOH/SDS) y se dejo actuar durante 5 minutos,
finalmente se adicioné 10 mL de Buffer P3 (Solucion neutralizante). Se centrifugo
a 6 000 rpm durante 1 hora a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se hizo
pasar por una columna QUIAGEN-Tip 100 previamente eluida con 5 mL de Buffer
QF. Se lavo la columna en dos ocasiones con 10 mL de Buffer QF y se alicuoto el
eluido en tubos Eppendorf. Se centrifugo a 14 000 rpm durante 30 minutos a una
temperatura de 4°C y se resuspendio el botén en 100 puL de agua nanopura.

7.6. Cuantificacion, verificacion de pureza e integridad del DNA
plasmidico

Con el DNA plasmidico obtenido se hace una dilucion 1:100 en agua nanopura y
se leyo en una celda de cuarzo a una longitud de onda de 260 nm, utilizando como
blanco el agua nanopura. La absorbancia obtenida es directamente proporcional a
la cantidad de DNA plasmidico presente en la muestra. Para verificar la integridad
del DNA plasmidico se realizé6 un gel de agarosa al 1% en regulador de tris-
boratos-EDTA (TBE) con Bromuro de etidio en una concentracién de 0.5 pg/mL,
se vertié en un sistema para electroforesis y se dejoé polimerizar al menos treinta
minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se llend la
camara con regulador TBE, se colocaron 5 pL de marcadores de peso
moleculares en el carril numero uno y 1 ug de DNA plasmidico en el carril nUmero

2. Se aplico un voltaje constante de 60 V durantes una hora para separar las
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muestras. Trascurrido el tiempo se observd el gel en el analizador de imagenes

Alpha Innotech Corporation®.

7.7. Preparacion de células competentes de S. typhi.

Para obtener células competentes de S. typhi, se sembrd una colonia en 5 mL de
caldo LB y se incubo a 37 °C toda la noche. Se sembrd 300 pL del cultivo anterior
en 300 mL de caldo LB, se incubo a 37 °C en agitacion hasta obtener un D.O de
0.7 a una longitud de onda de 540 nm. Una vez alcanzada esa absorbancia se
centrifugo 15 minutos a 7 000 rpm a 4 °C, se decanto, se resuspendié en 75 mL
de CaCl; dihidratado 0.1 M y se dejo 60 minutos en hielo. Trascurrido el tiempo se
centrifugo 5 minutos a 5 000 rpm a 4 °C. Finalmente se decanto y se resuspendio
el boton en 5 mL de CaCl, 0.1 My 5 mL de glicerol al 40%. Se realizaron alicuotas

de 100 pL en tubos eppendort y se congelo a -70 °C hasta su utilizacion.

7.8. Transformacion de S. typhi competente.

Se adiciond 150 ng de DNA plasmidico a 100 yL de células competentes, se
incubo por 45 minutos en hielo, posteriormente se incubo durante 90 segundos a
42 °C en bafio de agua y finalmente se incubo durante 5 minutos en hielo.
Trascurrido el tiempo de incubacién se adiciono 1 mL de medio SOC (Triptona 2%,
Extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10
mM, glucosa 20 mM) y se incubo a 37 °C por 1 hora con agitacion. Se sembré

200 pL sobre una placa de LB con 100 yg/mL de ampicilina y se incubo toda la
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noche a 37 °C. Se selecciona una colonia para transferir a 5 mL de caldo LB
adicionado con 100 pg/mL de ampicilina y se incubo durante 8 horas a 37°C en
agitacion. Se transfirid 2 mL del cultivo anterior a un matraz con 200 mL de caldo
LB con ampicilina 100 ug/mL y se incubo a 37°C en agitacion hasta alcanzar una
absorbancia de 1 a 540 nm. Una vez alcanzada la absorbancia se cosecho por
centrifugacion a 6 000 rpm, se decanto y el botén se resuspendié en 10 mL de
caldo LB-Ampicilina adicionado con 10% de glicerol. Se realizaron alicuotas de

100 pL y se almacenaron a -70 °C.
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8. RESULTADOS

8.1. Purificacion de las porinas de S. typhi.

Las porinas de S. typhi se purificaron por el método de Nikaido y fueron separadas
por cromatografia de exclusion molecular en una columna de Sephacryl S-200, la
cual descarta a las otras proteinas de membrana externa y la mayor parte de LPS,
se obtuvieron diferentes fracciones que se representan en el cromatograma de la
figura 1A. Las porinas 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 KDa y 114 kDa. Las porinas fueron identificadas con el numero de
lote PO07/0504, la concentracion de estas proteinas fue de 188.18 ug/mL
determinada por el método de Lowry'®. El contenido de LPS fue de 0.02 % que
correspondi6é a 0.2 ng de LPS/ug de proteina, determinado por medio de la prueba

de Limulus.

Con el objetivo de analizar la eficiencia de la purificacién de las porinas de S. typhi
e identidad, se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (Figura
1B). La presencia de dos bandas con un corrimiento electroforético relativo a 36 y
38 KDa corresponde a la porinas OmpC y OmpF de S. typhi, indicando que se
obtuvo un producto sin contaminacion con otras proteinas de diferentes pesos

moleculares.
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Figura 1. Purificacion de las porinas de S. typhi. A) Perfil de purificacion de las
porinas de S. typhi, por cromatografia de exclusion molecular, se obtuvieron las
porinas en la fraccion 15 a la 28. B) SDS-PAGE Acrilamida al 12% en condiciones
reductoras; carril 1, marcadores de pesos moleculares; carril 2, porinas purificadas a
partir de S. typhi; carril 3, Porina OmpF purificada a partir de S. typhi STYF302
(AompC KmR); carril 4, porina OmpC purificada a partir de S. typhi STYF302 (AompF
KmR). En cada carril la concentracion proteica fue de 2 ug.

8.2. Obtencion de S. typhi - GFP.

Se obtuvo el plasmido pPFv25 que tiene el gen que codifica para la proteina verde
fluorescente y confiere resistencia a ampicilina de una cepa de Salmonella
typhimurium-GFP utilizando un kit comercial denominado QUIAGEN Plasmid
Midi®. La integridad del plasmido se comprobé mediante un gel de agarosa al 1%
(Figura 2A). Se hicieron S. typhi competentes y se trasformaron con el plasmido
pPFv25 por choque térmico. Se verifico la expresiéon del la proteina verde
fluorescente en la bacteria S. typhi transformada con el plasmido pPFv25 (S. typhi-

GFP) mediante un citometro de flujo (CyAn™ ADP Dako®) evaluando la intensidad de

-45 -



fluorescencia en el canal FL1 y se capturaron al menos 10 000 eventos (Figura

2B).
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Figura 2. Generacion de S. typhi verde. A) Gel de agarosa al 1 %; Carril 1, pesos
moleculares 1Kb DNA Invitrogen®; carrili 2, DNA plasmidico extraido de S.
typhimurium-GFP. Se observan tres bandas en el carril numero dos perteneciente al
DNA plasmidico en sus diferentes topoisémeros. B) Histograma de la proteina verde
fluorescente de la bacteria S. typhi transformada con el plasmido pFPV25. En verde se
muestra el cultivo de S. typhi después de ser trasformada con el plasmido pFPV25, en
gris se muestra el cultivo de S. typhi antes de ser transformada.

8.3. Caracterizacion de linea celular J774 A.1 a través de la
expresion de CD14

Para determinar la identidad, homogeneidad y pureza de la linea celular J774 A.1
de macréfagos de ratdn a utilizarse en el presente estudio, se evalud la expresion
del marcador CD14 utilizando un anticuerpo especifico conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las muestras se leyeron en un citometro de
flujo (CyAn™ ADP Dako®) evaluando la intensidad de fluorescencia en el canal

FL1 y se capturaron al menos 10 000 eventos. Las células analizadas mostraron
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un patron de expresion homogéneo en el 96.4 % de las células J774 A.1 (Figura
3).
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Figura 3. Verificacion de la expresion del marcador CD14 en la linea celular
de macrofagos de raton J774 A.1 Se incubo 1x10° macréfagos con  un
anticuerpo anti-CD14 conjugado con FITC y se analizé el porcentaje de células
positivas por citometria de flujo utilizando un citémetro CyAn™ ADP Dako®. Para
el andlisis se capturaron al menos 10 000 eventos de la zona seleccionada. A)
Gréfica de puntos de tamafio contra granularidad donde se muestra la poblacion
de macréfagos B) Histograma de las células sin anticuerpo (autofluorescencia)
¢) Histograma de las células con el anticuerpo anti-CD14 conjugado con FITC
se obtuvo un 96.4 % de células positivas para la expresion de CD14.

8.4. Las porinas de S. typhi inducen unarespuesta de anticuerpos
de larga duracion en ratones mantenidos bajo condiciones
libres de patdgenos especificos.

Los estudios previos realizados con porinas de S. typhi han demostrado que la
administracion de dos dosis de 10 pg de porinas a los dias 0 y 15 pueden inducir
la produccion de anticuerpos especificos detectables hasta el dia 500 post-
inmunizacion (anticuerpos de memoria), sin embargo no se descarto la posibilidad
de que este efecto no fuera causado por la estimulacién cruzada con otras

proteinas de membrana externa provenientes de microorganismos ambientales.
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Por lo tanto en este estudio decidimos caracterizar la capacidad de las porinas de
S. typhi para inducir la produccién de anticuerpos de larga duracion con una sola
dosis, en ratones BALB/c (adquiridos en Harlan® México) mantenidos en
condiciones libres de patdgenos especifico. Estos experimentos fueron realizados
en ratones de la cepa BALB/c de 6 y 8 semanas de edad mantenidos en
condiciones SPF. Los ratones fueron inyectados i.p con 10 ug de porinas de S.
typhi resuspendidos en SSI en un volumen final de 500 pL. Las muestras de
sangre fueron obtenidas por la cavidad retroorbital en los dias sefialados en las
graficas. Los sueros obtenidos fueron congelados a -70°C y analizados al mismo
tiempo por el método de ELISA indirecta. Se detectaron anticuerpos de clase IgM,
IgG totales y todos los isotipos de 1gG.

Estos datos (Figura 4) nos muestran que una sola inmunizacién con 10 ug de
porinas de S. typhi es suficiente para generar altos titulos de anticuerpos de larga
duracion (anticuerpos de memoria). La cinética de produccion de anticuerpos se
caracterizo por la rapida produccion de anticuerpos de clase IgM, IgG y los
isotipos de IgG, se observa titulo de anticuerpos a partir del dia 4 y se alcanzan
niveles maximos de anticuerpos entre los dias 20 y 30. En los subsecuentes dias
se mantienen niveles detectables de anticuerpos hasta el dia 288 posterior a la

inmunizacion.
Sin embargo, que las cinéticas de produccién de anticuerpos, sean evaluadas y

permanezca durante 288 dias posteriores a la inmunizacion no implica que se

mantenga la capacidad efectora de estos anticuerpos
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Figura 4. . La inmunizacién con una sola dosis de porinas de S. typhi induce la
produccién de altos titulos anticuerpos especificos de memoria. Grupos de 6 ratones
BALB/c mantenidos en condiciones SPF fueron inmunizados intraperitonealmente con 10 ug
porinas de S. typhi sin adyuvante. Los titulos de anticuerpos especificos se determinaron
mediante ELISA hasta el dia 288 posterior a la inmunizacién (cuadros cerrados). Como grupo
control se empleo ratones inmunizados con solucidon de Nikaido (cuadros abiertos) A) Se
produjeron anticuerpos de clase IgG e IgM hasta el ultimo dia analizado. B) Se produjeron
anticuerpos especificos de todas las subclases de IgG hasta el ultimo dia analizado.
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8.5. Los anticuerpos de memoriainducidos por las porinas de S.
typhi son opsonizantes y median la fagocitosis de la bacteria.

La cinética de produccion de anticuerpos inducida por las porinas S. typhi
presentan titulos de anticuerpos detectables durante toda la vida del raton y estos
anticuerpos poseen capacidad bactericida a través de la fijaciéon del

107

complemento -, sin embargo esto no implica que los anticuerpos generados

presenten capacidad opsonizante y favorezcan la fagocitosis de la bacteria.

Para evaluar si los anticuerpos generados por la inmunizacion de 10 pg de porinas
de S. typhi presentan capacidad opsonofagocitica, opsonizamos una cepa de S.
typhi-GFP y se incubo con macrofagos de raton de la linea celular J774 A.1. La
cantidad relativa de bacteria que fue internalizada por los macrofagos fue
determinada mediante un citémetro de fluyjo CyAn™ ADP Dako®. Analizando a lo

menos 10 000 eventos.

Como se muestra en la figura 5 las porinas inducen anticuerpos que presentan
capacidad opsonizante desde el dia 4 después de la inmunizacion y alcanza el
nivel maximo al dia 30 y mantienen esta capacidad hasta el dia 288 posterior a la

inmunizacion con porinas de S. typhi.
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Figura 5. Los anticuerpos de memoria inducidos por lainmunizaciéon con porinas de S. typhi
son opsonizantes y median la fagocitosis de la bacteria. Se evalué la capacidad
opsonofagocitica, poniendo el suero de los diferentes dias posteriores a la inmunizacion con
porinas en contacto con S, typhi-GFP e incubando con macréfagos de la linea celular J774 A.1.La
cantidad relativa de bacteria que fue internalizada se midié en el citometro de flujo CyAn™ ADP. A
la izquierda se muestra los histogramas de la intensidad de fluorescencia de los macréfagos que
internalizarén S. typhi-GFP, a la derecha se muestran las graficas de puntos del porcentaje de
macréfagos que internalizaron  S. typhi-GFP. BF= Porcentaje de bacteria Internalizada.
IMF=Intensidad Media de Fluorescencia. A) Macréfagos de la linea celular J774 A.1
(autofluorescencia). B) Bacteria opsonizada con suero anti - S. typhi C) S. typhi-GFP con
macrofagos de la linea celular J774 A.1 (entrada basal de la bacteria). D, E, F, G, H, |, J, K, L, M)
S. typhi-GFP opsonizada con los diferentes sueros de los dias posteriores a la inmunizaciéon con
macroéfagos de la linea J774.A 1.
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Figura 6. Las porinas de S. typhi inducen una respuesta de anticuerpos de memoria con
capacidad opsonofagocitica. Se evalud la capacidad opsonofagocitica, poniendo el suero de los
diferentes dias con S. typhi-GFP y se incubd con macroéfagos de la linea celular J774 A.1 La cantidad
relativa de bacteria que fue internalizada se midi6 en el citometro de flujo CyAn™ ADP.(cuadros
cerrados). Como grupo control se empleo ratones inmunizados con solucion de Nikaido (cuadros
abiertos). A) Se muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los macrofagos que

internalizardn S. tyhpi-GFP. B) Se muestra el porcentaje de macréfagos que internalizarén S.typhi-
GFP.
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8.6.

typhi no presentan capacidad opsonizante en contra de

Salmonella typhimurium.

Los anticuerpos de memoria inducidos por las porinas de S.

Una sola inmunizaciéon con porinas de S. typhi induce titulos de anticuerpos

especificos de manera vitalicia con capacidad bactericida y ademas estos

anticuerpos presentan capacidad opsonofagocitica. Debido a la homologia que

existe entre las porinas de S. typhi con las porinas de Salmonella typhimurium,

nos preguntamos si existe algun efecto opsonizante de estos anticuerpos de

memoria contra Salmonella typhimurium-GFP.

Se encontré6 que no existe una capacidad opsonizantes en contra de S.

typhimurium de los anticuerpos de memoria inducidos por la inmunizacion de una

sola dosis de 10 ug de porinas de S. typhi.
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Figura 7. Los anticuerpos de memoria inducidos por las porinas de S. typhi no presentan
capacidad opsonizante en contra de S. typhimurium. Se evalud la capacidad opsonofagocitica,
poniendo el suero de los diferentes dias posteriores a la inmunizacién con porinas de S. typhi en
contacto con S, typhimurium-GFP e incubando con macréfagos de la linea celular J774 A.1.La
cantidad relativa de bacteria que fue internalizada se midi6 en el citémetro de flujo CyAn™ ADP. A
la izquierda se muestra los histogramas de la intensidad de fluorescencia de los macréfagos que
internalizarén S. typhimurium-GFP, a la derecha se muestran las gréaficas de puntos del porcentaje
de macréfagos que internalizarén S. fyphimurium-GFP. BF= Porcentaje de bacteria Internalizada.
IMF=Intensidad Media de Fluorescencia. A) Macrofagos de la linea celular J774 AA
(autofluorescencia). B) Bacteria opsonizada con suero anti - S. typhimurium con macréfagos de la
linea celular J774 A.1 C) S. typhimurium-GFP con macrofagos de la linea celular J774 A.1 (entrada
basal de la bacteria). D, E, F, G, H, |, J) S. typhimurium-GFP opsonizada con los diferentes sueros
de los dias posteriores a la inmunizacién con porinas de S. typhi en contacto con macréfagos de la
linea J774 A.1.
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9. DISCUSION

Pocos son los antigenos que pueden inducir titulos de anticuerpos de forma
vitalicia, con una sola administracion y sin la necesidad de adicionar adyuvante,
sin embargo la presencia de altos titulos de anticuerpos no necesariamente
correlaciona con proteccién®, por lo que evaluar la funcién efectora como
capacidad opsonizante, bactericida y neutralizante dependiente de anticuerpos

podria ser un mecanismo efector que participe en la proteccion.

El objetivo de un antigeno vacunal es general proteccién de larga duracion, en la
actualidad se conoce que las vacunas exitosas clinicamente son capaces de
generan proteccién a través de mantener titulos de anticuerpos neutralizantes

principalmente®.

En estudios previos se ha reportado que las porinas de S. typhi inducen de forma
vitalicia titulos de anticuerpos y estos tienen capacidad bactericida'®, en el
presente estudio se observo que estos anticuerpos son capaces de opsonizar y
favorecer la fagocitosis de estos complejos inmunes, esta capacidad se mantiene
hasta el ultimo dia de analisis (dia 288 posterior a la inmunizacién), aunque la
cinética de anticuerpos muestra un descenso después del dia 30, la capacidad
opsonofagocitica se mantienen, por o que nos sugiera que no necesariamente se

necesitan tener altos titulos de anticuerpos.

Sin embargo existe la posibilidad que la presencia de anticuerpo opsonizantes
favorezca la infeccion de las células del sistema inmune, y ser utilizadas como
acarreadores para diseminar la infeccidn. Por otra parte el contar con anticuerpos
de larga duracion que sean opsonizantes no necesariamente nos indica la
eliminacion de la bacteria, por lo que sera necesario evaluar en estudios

posteriores la eliminacion de la bacteria mediada por los macrofagos.
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De acuerdo a los resultados obtenidos de la cinética de anticuerpos especificos se
necesita una constante migracion de las células plasmaticas para mantener una
respuesta de anticuerpos de larga duracion, esto podria ser un indicio que existe
una generacion constante de células plasmaticas. Ademas el hecho de que los
anticuerpos aumenten su capacidad efectora en poco tiempo implica que las
células efectoras han pasado por un proceso de competencia y seleccion
continua, lo que nos llevaria a proponer que el mecanismo de generacion de una
respuesta de anticuerpos de memoria es dependiente del antigeno y que las

células plasmaticas generadas son de vida corta.

Estos resultados junto con los antecedentes de que las porinas son proteinas de
membrana externa, altamente hidrofdbicas, con una organizacion repetitiva (8

asas externas y formacion de trimeros)''? 113

y reconocidas por PRRs '~ apoyan a la
teoria de que los antigenos-PAMP son altamente inmunogénicos. Estas
caracteristicas del antigeno podrian participar en la generacion de anticuerpos de
memoria ya que facilitan la estimulacién sostenida de los linfocitos B bajando el

umbral de activacion y formando agregados antigénicos.
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10. CONCLUSIONES

Las porinas son capaces de inducir la producciéon de altos titulos de anticuerpos
especificos de larga duracién que muestran capacidad opsonizante y que median

la fagocitosis de la bacteria.
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11. ANEXO

Reactivos utilizados para las determinaciones por ELISA.

Solucién reguladora de fosfatos (PBS) pH 7.4

Pesar exactamente:

Cloruro de sodio 8.79

Fosfato monobasico de sodio  0.7g

Fosfato dibasico de sodio 2.7g

Disolver en 500mL de agua Milli Q, ajustar pH y llevar a volumen de1000 mL con
agua MilliQ.

Solucion reguladora de Carbonatos (SAC) pH 9.5

Pese exactamente:

Bicarbonato de sodio 7.0 g

Carbonato de sodio 2.8 g

Disolver en 500 mL de agua MilliQ, ajustar el pH y llevar a volumen de 1000 mL
con agua MilliQ.

Solucién reguladora de citratos (SBC) pH 5.6

Pesar exactamente:

Acido citrico 4.1g

Citrato de sodio 29.0g

Disolver en 500 mL de agua MilliQ, ajustar pH y aforar con agua MilliQ a 1000mL

Solucién de lavado (agua Tween 0.1%)
A cada litro de agua agregar 1 mL de Tween 20 y disolver.

Solucién de Bloqueo (PBS + leche 5%)

Pesar 5 g de leche descremada, agregar PBS suficiente para hacer un volumen de
100 mL.

Nota: Esta solucidon debes ser utilizada el mismo dia en que es preparada.

Solucion de revelado.

Por cada 12 mL de SBC agregar 0.006g de OPD (SIGMA) y 10 uL de H,0, al
30% (SIGMA).

Nota: Esta solucion debe utilizarse inmediatamente después de haberse
preparado y debe mantenerse protegida de la luz.

Solucion de H,SO4 2.5 N

Medir 6.66 mL de &cido sulfurico (98% pureza, 6 1.84) y transferir a un matraz
volumeétrico de 100mL con 50 mL de agua destilada, dejar enfriar y llevar al aforo
con agua destilada.
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