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RESUMEN

En el presente trabajo, se purificO por primera vez la proteina OmpD de
Salmonella Typhimurium cepa I, (S. Typhimurium 1) por el método de Nikaido
modificado. Se evalud su integridad, rendimiento y pureza; finalmente, se estudio la
capacidad de la porina OmpD de inducir inmunidad humoral de larga duracion en un
modelo de ratén. Se observd que OmpD indujo altos titulos de anticuerpos de
memoria, medidos por Ensayo Inumunoenzimatico en Fase Sodlida (ELISA),
prevaleciendo los isotipos IgM e IgG, los cuales se mantuvieron hasta por 260 dias
(dltimo dia analizado) después de la inmunizacion con la porina OmpD en ratones

BALB/c, sin empleo de adyuvante.

La caracterizacion de las subclases de IgG observadas durante la respuesta
primaria y secundaria, mostré la presencia de 1gGi, 19G2a, 19G2, € 1gG3, que son
capaces de reconocer y unirse a la superficie de la bacteria completa S. Typhimurium
l,. Se inmunizaron tres grupos de ratones con dosis de 1ug, 10ug y 30ug de porina
OmpD con el objetivo de establecer la dosis 6ptima de inmunizacion en ratones, los
resultados mostraron que con 30ug de porina OmpD se genera la mayor cantidad de

anticuerpos anti- OmpD de larga duracion.

En conclusion, los resultados demuestran la gran capacidad inmunogénica de la
porina OmpD para inducir titulos de anticuerpos especificos de larga duracién que
podrian contribuir al estado de inmunidad contra Salmonella; por lo que se podria
considerar a la porina OmpD como un componente para formular una vacuna

experimental contra la salmonelosis no tifoidica.



ABSTRACT

Here is reported for the first time the purification of OmpD porin from Salmonella
Typhimurium (S. Typhimurium) using the method of Nikaido with modifications made
by us. Integrity, yield and purity were assessed, and finally the ability of OmpD porin
to induce long lasting antibody responses in mice was examined. OmpD
immunization without adjuvants induced high titers of long lasting antibody responses,
characterized by the presence of IgM and IgG isotypes. The antibody response was

observed for 260 days (last day analyzed).

Characterization of the IgG subclasses observed during primary and secondary
response, showed the presence of 1gG;:, 190Gz, 1gGay and IgGs antibody titres.
Furthermore, these antibodies were able to recognize and bind to the surface S.
Typhimurium. Groups of mice were immunized with 1 ug, 10 ug and 30 pg of OmpD
to determine the optimal dose immunization, the results showed that 30 ug dose was

the most efficient inducer of long lasting antibody responses.

In conclusion, the results show that purified OmpD porin is highly immunogenic able
to induce specific long-lasting antibody titers suggesting that OmpD could contribute
to generate immunity against Salmonella and therefore could be considered as one of
the components for the development of a vaccine against Non-typhoidal

Salmonellosis.



1. INTRODUCCION

1.1 El género Salmonella

El género Salmonella esta constituido por bacilos Gram-negativos entéricos,

anaerobios facultativos. En la clasificacion actual

dos especies, denominadas Salmonella enterica y Salmonella bongori. Salmonella
enterica se subdivide en seis subespecies, indicadas por nombre o por numero
romano: S. enterica subsp. enterica (S. enterica subsp. I); S. enterica subsp. salamae
(S.enterica subsp. Il); S. enterica subsp. arizonae (S.enterica subsp. llla); S. enterica
subsp. diarizonae (S.enterica subsp. llIb); S. enterica subsp. houtenae (S.enterica

, €l género Salmonella se divide en

subsp. IV); y S. enterica subsp. indica(S.enterica subsp. VI) (Figura 1).

Cada subespecie, a su vez, estd subdividida en serotipos 0 serovares, que son

alrededor de 2500, de acuerdo al tipo de antigeno flagelar (H) o somatico (O) del

LPS [1-3].

Salmonella

sp. / H“‘“-x\ sp. bongori

enterica

ssp. enterica (1)
serovars

ssp. salamae (Il)
ssp. arizonae (llla)
ssp. diarizonae (llIb)

ssp. houtenae (1V)

ssp. indica (V1)

(formerly ssp. V)

Abortusovis
Enteritidis
Infantis
Miami
Montevideo
Muenchen
Muenster
Paratyphi A, B, & C
Poona
Sendai
Senftenberg
Stanley
Typhi
Thompson
Typhimurium

Figura 1. Clasificaciéon del género Salmonella

(Swearingen, 2012).




1.2 La salmonelosis no tifoidica

Las salmonellas estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y causan un
espectro de enfermedades en el hombre y los animales. En los seres humanos, la
salmonelosis incluye varios sindromes tales como fiebre entérica, la gastroenteritis,
la septicemia e infecciones focales. El 99% de éstas infecciones son causadas por
integrantes de S. enterica subsp. |, generando de un alto indice de morbilidad a nivel
mundial [1, 2].

Las gastroenteritis son causadas por muchos serotipos considerados Salmonellas no
tifoidicas (NTS). Los serotipos mas comunes de NTS son S. Typhimurium y S.
Enteritidis [3]. Este tipo de cepas no generan una infeccion sistémica, como
Salmonella Typhi (S. Typhi) y Salmonella Paratyphi A o B causantes de las fiebres
entéricas [3]. Sin embargo, recientemente y cada vez con mayor frecuencia se
describen brotes de infecciones sistémicas o invasoras causadas por algunos de

estos serovares NTS, especialmente en paises en vias de desarrollo [4, 5].

NTS invasora es endémica en Africa Subsahariana, donde es la principal causa de
infecciébn del torrente sanguineo en adultos y nifios. El cuadro clinico de la
enfermedad por NTS invasiva es: fiebre, hepatoesplenomegalia y neumonia,
generalmente con ausencia de enterocolitis. Los factores de riesgo para el desarrollo
de esta enfermedad son la infeccion por VIH, malaria y desnutricion. El desarrollo de
vacunas dirigida a los principales serotipos de NTS invasoras es prometedora,
ademas de nuevas estrategias de salud publica para prevenir infecciones e
interrumpir la transmision [5, 6].

En Meéxico se han presentado cepas de S. Typhimurium multirresistentes a
antibioticos en pollos, cerdos y bovinos, que son los reservorios mas frecuentes de
diferentes serovares de Salmonella. No se cuenta con vacunas disponibles para
estas patologias ya que el uso de antibidticos es la medida mas frecuente para
controlar a este patbgeno, sin embargo, los casos de salmonelosis se han
incrementado de manera alarmante ocasionando enfermedades graves y muerte en

pacientes lactantes menores de 6 meses [7].



1.3 Epidemiologia

El impacto global de Salmonellas no tifoidicas en la salud humana es alto, con un
estimado de 93,8 millones de infectados, de los cuales 80,3 millones de los casos
son cepas NTS transmitidas por los alimentos, y son responsables de 155 000
muertes cada afio [8-10].

Se estima que el 1% de las infecciones entéricas producidas por NTS se convierten
en bacteremia; no obstante, las estadisticas estan muy por debajo de la realidad ya
que la mayoria de las infecciones intestinales no se diagnostican adecuadamente
[11]. En Africa la situacion es alarmante ya que factores de la poblacion como la alta
incidencia de VIH, malaria y desnutricion provocan que alrededor del 25% de los

infectados con NTS desarrollen un cuadro mortal [6, 12].

1.4 Infeccidon por Salmonellas no tifoidicas

La salmonelosis no tifoidica se adquiere principalmente por el consumo de agua y
alimentos contaminados con Salmonella. La transmision zoonética de Salmonella
spp. también puede ocurrir a través de la exposicion directa a las heces de los
reptiles, animales de granja, mascotas, golosinas para mascotas y otros animales
[13].

En pacientes inmunocompetentes, la gastroenteritis causada por NTS es una
infecciobn que se mantiene localizada en el intestino y ganglios linfaticos
mesentéricos, no coloniza el higado, el bazo ni la médula 6sea. El inicio de la
gastroenteritis es de 12-72 h con una duracion menor a 10 dias, y se manifiesta con
fiebre, dolor abdominal, nduseas, diarrea y vémitos; el breve curso clinico sugiere el
inicio de una respuesta inmune adaptativa resultando en el aclaramiento de la
infeccion [14]. La infeccion por NTS se caracteriza por el reclutamiento de neutréfilos
[15] en el ileon terminal y colon con inflamacién que sirve para prevenir la
propagacion de la infeccion y promover la liquidacién de los patdgenos; se propone

que las células fagociticas son las que transportan a la bacteria a los ganglios
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linfaticos mesentéricos induciendo una inflamacién local por la produccion de TNF-q,
IL-1 e IL-18 [16]. La combinacion de estas citocinas induce un ambiente inflamatorio
fuerte en el intestino, que se caracteriza por un aumento de la produccion de
péptidos antimicrobianos y un reclutamiento de neutréfilos que conduce a la diarrea y
la privacion de nutrientes, lo que afecta tanto a bacterias comensales como al

patégeno [17].

Por el contrario, las cepas causantes de las fiebres entéricas pueden evadir la
respuesta inmune de la mucosa intestinal y causar una enfermedad sistémica,
posiblemente analoga al cuadro clinico observado en Africa por la infeccién de NTS
invasiva [6]. Algunos factores de riesgo asociados al huésped que predisponen a la
bacteriemia por NTS son: el estado nutricional, edad, enfermedades cronicas,
tratamientos con inmunosupresores, cancer, enfermedades reumatoldgicas, infeccion

por VIH y defectos congénitos inmunes [3, 18].

NTS invasiva es capaz de evitar el desencadenamiento de una respuesta
inflamatoria en la mucosa intestinal. El primer paso para el desarrollo de la
enfermedad requiere de la salida de la bacteria del lumen intestinal para llegar a la
lamina propia; esto se lleva a cabo por dos mecanismos principales 1) a través de las
células M que transportan a la bacteria hacia el lado basolateral por transcitosis; 2) y
a través de los enterocitos que cubren las placas de Peyer, dondela bacteria invade
formando una vacuola endocitica que pasa a través del enterocito para liberarse en
la ldmina propia. En este lugar se encuentra con la siguiente capa de defensas
inmunes innatas, las células fagociticas: macrofagos y células dendriticas, cuya
funcién principal es eliminar a las bacterias invasoras por fagocitosis y alertar a otras
células del sistema inmune de la infeccién, ya sea directamente o mediante la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Después de la fagocitosis, Salmonella
puede establecerse en un compartimiento intracelular llamado vacuola contenedora
de Salmonella (SCV). En este compartimento, la bacteria es capaz de replicarse a
altos numeros antes de salir de la célula por pyroptosis y liberarse al sistema
reticuloendotelial, que es la via principal por la cual la bacteria llega al torrente
sanguineo (bacteriemia primaria). Posteriormente, los bacilos pueden llegar al higado

8



y al bazo, donde se multiplican y se liberan nuevamente al torrente sanguineo

(bacteriemia secundaria) [6, 17, 19-22].

1.5 Respuestainmune innata contra Salmonella no tifoidica

Después de la ingestion, la bacteria resiste el ambiente acido del estbmago para
posteriormente colonizar el intestino delgado donde puede evadir enzimas digestivas,
bilis, IgA secretora y péptidos antimicrobianos. La respuesta inmune innata inicia
desde el momento en que la bacteria ingresa al tejido epitelial del intestino,
redistribuyendo diferentes tipos de células hacia el sitio de la infeccidon en respuesta
a quimiocinas y citocinas (TNF-a, IL-2, IL-6) liberadas por las células epiteliales del
intestino [22, 23].

Las células fagociticas son cruciales para la defensa contra Salmonella,
especialmente los macréfagos/monocitos, neutréfilos, las células dendriticas
residentes y las que se reclutan al sitio de la infeccion [24]. Las sefales
quimiotacticas liberadas tras la infeccién provocan el reclutamiento de monocitos y
neutréfilos de la medula 6sea a la sangre, resultado de la estimulacion de TLR-5 por
flagelina, que induce la produccién de Interleucina IL-8 [25]; posteriormente, estas
células se dirigen al sitio de infeccion [26], las placas de Peyer se agrandan por el
infiltrado inflamatorio en cuestién de dias, y su arquitectura sufre cambios radicales

en la distribucion de las células [27].

Las células reclutadas al sitio muestran gran actividad, entre 1-2% de los monocitos y
los neutrofilos se asocian con bacterias y juntas estas células fagocitan alrededor del
80% de las bacterias [28]. Se ha observado que monocitos inflamatorios y neutréfilos
son eficaces para combatir a Salmonella y son los principales productores de TNF- a
y Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) [23] que son moléculas que favorecen la
reaccion inflamatoria y el control de la bacteria. Sin embargo, existen datos que
sugieren que para el control de la infeccion se requiere la participacion orquestada de

la inmunidad innata y adquirida [28].



1.6 Respuesta inmune adaptativa contra Salmonella no tifoidica

1.6.1 Respuestade linfocitos T

La infeccion con Salmonella induce una fuerte respuesta de linfocitos T CD4 y CDS,
asi como de células B que en conjunto contribuyen para establecer inmunidad contra
la bacteria [29-31], los ratones deficientes de linfocitos T CD4 son incapaces de
controlar la infeccion [32] mientras que aquellos deficientes de CD8 vy linfocitos B
logran controlarla, no obstante la transferencia de linfocitos T CD4 de memoria a
ratones naive no logra inducir proteccién a menos que sea transferida con el suero
de ratones inmunes [33].

Se ha observado que en las placas de Peyer, los linfocitos T CD4 especificos para
flagelina se activan 3 h posteriores a la infeccion oral incrementando la expresion de
CD69 y la produccion maxima de IL-2 ocurre a las 12 h [34]. Esta rapida activacion
indica que el procesamiento y presentacion de antigeno ocurre de manera
vertiginosa. Recientemente se ha reportado la importancia de IL-17/IL-23 para el
desarrollo de inmunidad contra S. Typhimurium y otras bacterias intracelulares en el
sentido de que células T CD4 productoras de IL-17 orquestan la respuesta de células
de inmunidad innata en mucosas durante la fase inicial de la infeccién [35]. Se han
buscado epitopos restringidos a las moléculas del MHC de clase | [30] y MHC de
clase Il como el péptido 339-350 de flagelina [36], sin embargo, no se han
encontrado epitopos relacionados con proteccion.

1.6.2 Respuesta de linfocitos B

El papel de los anticuerpos en la proteccion contra Salmonella ha sido un debate
constante ya que esta bacteria pasa la mayor parte del tiempo dentro de las vacuolas
de células fagociticas, sin embargo, se ha demostrado que la opsonizacion de la
bacteria impide la colonizacion de la bacteria in vivo [37] y la presentacion de

antigenos a células T [38, 39].
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Se sabe que la respuesta de anticuerpos es muy importante para el control de la
bacteria. Andlisis del suero de pacientes pediatricos con VIH, en donde la infeccién
tiene una letalidad alta, se demostré la existencia de anticuerpos contra la bacteria,
sin embargo, estos no son capaces de provocar la lisis in vitro de las bacterias;
cuando a los sueros se les adsorbe con LPS, estos son capaces de lograr la lisis de
la bacteria y al analizar el antigeno contra el que reaccionan, se determind que los
anticuerpos que provocan lisis bacteriana van dirigidos contra proteinas de
membrana externa, lo cual sugiere fuertemente que estas proteinas pueden ser un

blanco importante de anticuerpos contra la infeccion por NTS [40].

1.7 Proteinas de membrana externa

Las porinas son una familia de proteinas formadoras de canales presentes en la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas [41], mitocondrias y cloroplastos
[4]. Actualmente se conoce que el nimero de proteinas de membrana externa (PME)

es variable y depende de la informacién genética de la bacteria.

La estructura tridimensional de las porinas es de gran importancia ya que explica
muchas de sus propiedades funcionales. Estudios cristalograficos han demostrado
gue éstas se ensamblan como trimeros (estructura nativa) y cada monémero forma

una estructura de barril con 16 6 18 cadenas que atraviesan la membrana (Figura 2).

Figura 2. Estructura de la porina OmpF de E. coli. (A) Vista del trimero
de la parte superior, es decir, en una direccion perpendicular al plano
de la membrana. (B) Vista de la unidad monomérica de lado, en la
direccion de la flecha en el panel A (Hiroshi Nikaido, 2003).
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Las estructuras de las porinas presentan una gran estabilidad ya que tienen una
asociacion muy estrecha entre trimeros, que genera resistencia a su despliegue en
condiciones extremas [42], es por eso que son muy estables al efecto de sales
biliares y son altamente resistentes a la accion de algunas proteasas, altas
temperaturas y a los reactivos desnaturalizantes como el Dodecil-Sulfato de Sodio
(SDS) y urea [42-44]. Secundino y cols. mostraron que la organizacion estructural de
las porinas es importante, inmunizaron ratones con porinas en su forma de trimero y
de monomero, y observaron que ambas inducen la produccion de anticuerpos,

siendo mas inmunogénica la estructura de trimero [43].

La expresion de las porinas puede verse afectada por diferentes factores como son
las condiciones de cultivo, temperatura, osmolaridad, pH, etc [45, 46]. El perfil de
PME se altera cuando las enterobacterias encuentran condiciones adversas durante
la infeccidn y supervivencia en el hospedero.

La funcion de las porinas es la de ser uno de los principales componentes activos de
la membrana externa porque funcionan como poros [41] o filtro molecular que
permite el paso de pequefias moléculas hidrofilicas (nutrientes) al interior de la
bacteria como azlcares, aminoacidos, vitaminas y cofactores metélicos [47].
También han demostrado ser una barrera hacia antibiéticos, sales biliares,

defensinas, etc; asi como, receptores de fagos y células B [44, 45, 48].

En 1978 Di Rienzo, Nakamura e Inouye, junto con Osborn y Wu en 1980, efectuaron

una clasificacién de las PME en principales y minoritarias.

1. Proteinas mayoritarias: a) Proteinas matrices o porinas. Poseen un peso
molecular entre 36,000-42,000 Da. Su funcidon 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 [43, 44]. b) OmpA, esta proteina presenta una
estructura nativa en forma monomeérica (35,000 Da), es modificable
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conformacionalmente al calor; y su funcién es la de participar en los
procesos de conjugacion y mantener la integridad estructural de la
membrana externa, ademas puede ser empleada como receptor de
bacteriofagos y colicinas [49, 50].

2) Proteinas minoritarias. Con respecto a este grupo de proteinas se ha
demostrado su funcibn como acarreadores durante el transporte de
sustancias de alto peso molecular. Como ejemplo de este grupo de
proteinas se encuentran la proteina OMPLA y otras que también poseen

actividad de fosfolipasa A.

1.8 Porinas de Salmonella Typhimurium

S. Typhimurium expresa tres porinas mayoritarias cuando se cultiva bajo condiciones
normales (caldo Lennox o LB a 37 °C): OmpD (34, 40 kDa), OmpF (35 kDa), y OmpC
(36 kDa) [51-53]. En conjunto, suman alrededor de 1 x 10° a 2 x 10°> moléculas por
célula; siendo OmpD la proteina de membrana externa mas abundante;
representante, aproximadamente, de la mitad de las porinas y del 1% de la proteina
celular total [54]. Existen otras porinas como OmpA, TsX, Omp 28 kDa, Vac J,
OmpX, OmpW, OmpS1 y la lipoproteina asociada al peptidoglicano, las cuales se
expresan en bajas cantidades [55].

A diferencia de las porinas OmpC y OmpF, la expresién de OmpD en la membrana
externa no cambia en respuesta a los cambios de osmolaridad (10% de sacarosa o
0,3 M de NaCl) y curiosamente, OmpR que regula la expresion de los genes que
codifican para las porinas OmpC y OmpF; no parece regular la expresion de OmpD
[56]. La abundancia de OmpD aumenta en respuesta a la anaerobiosis, disminuye en
respuesta a un pH bajo y esta sujeta a la represion catabdlica (adenilato ciclasa y la
proteina reguladora de AMP c-iclico), estas condiciones son encontradas durante la

infeccion de su huésped [52-54].
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OmpD esta presente en todos los serotipos de S. enterica con la excepcion de S.
Typhi. Otras bacterias Gram-negativas como Enterobacter cloacae [57],
Actinobacillus pleuropneumoniae y Pseudomonas aeruginosa [58] también expresan
OmpD en su membrana externa. En el caso de Escherichia coli (E. coli), se han
encontrado proteinas homdélogas a OmpD como las porinas NmpC (identidad 75%),
Lc (75%) y OmpC (70%). En S. Typhimurium OmpD tiene un 68% de similitud con la
propia porina OmpC [53, 54, 59, 60]. Poco se sabe acerca de la estructura
tridimensional de OmpD, salvo que cuenta con dominios que son muy similares a los
de la porina OmpF de E. coli [61].

Dentro de las funciones fisiologicas de OmpD, estan la resistencia al compuesto
toéxico metil violégeno, un agente de generacién de superoxido y radicales libres de
oxigeno; y a la ceftriaxona, ya que un aumento de la porina OmpD genera una
reduccion en la resistencia a este antibiético, por lo que puede estar implicado en el
flujo de compuestos toxicos [62]. Ademas, es probable que OmpD participe en la
adhesion de S. Typhimurium a los macréfagos [54, 59, 63].

¢, Cual es el papel de OmpD en la infeccién por Salmonella? La porina OmpD no
parece jugar un papel importante en la virulencia de Salmonella, debido a que los
efectos de las mutaciones en éste gen, en la virulencia de S. Typhimurium, son
sutiles [53, 54, 59]. No obstante, recientemente se ha identificado en ratones que las
porinas de S. Typhimurium, son el blanco de la respuesta de anticuerpos bactericidas

en pacientes infectados con S. Typhimurium [56].

1.9 Las porinas de Salmonella como antigenos protectores

Los estudios en ratones han demostrado que la inmunizacién con PME de Neisseria
gonorrhoeae,Neisseria meningitides,Haemophilus influenzae, Shigella flexneri y
Pseudomonas aeruginosa genera proteccion contra las infecciones causadas por
estas bacterias [64].

Dado que la produccion de anticuerpos contra las proteinas es una respuesta inmune

de células T-dependiente, las porinas deben activar las células T (CD4+) que liberan
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citocinas especificas para células B (IL-4, IL-5 e IL-6), células T (IL-2 ), y macréfagos
(INF-y). Las interacciones de todas estas células, citocinas, y anticuerpos debe
generar un estado de inmunidad protector [65, 66]. Singh y cols. encontraron que la
inmunizacion con porinas provoca ambas respuestas de tipo Thl y Th2, pero
predominantemente el tipo Thl, que se caracteriza por la induccion de la

proliferacion de linfocitos y la predominancia de IL-2 y de IFN-y [65].

En el caso de Salmonella Typhi, durante el proceso de infeccion se ha descrito que
se generan anticuerpos en el suero de pacientes con fiebre tifoidea dirigidos contra
los antigenos O, H, Vi [43, 67]. La ventaja sobre los antigenos polisacaridos es que
los antigenos de proteina tienen la capacidad de inducir anticuerpos de mayor
afinidad y también provocar la inmunidad celular, lo que podria dar lugar a una
proteccion mas larga contra las bacterias [64].

En S. Typhi, se ha comprobado que ésta expresa en su superficie dos porinas
mayoritarias OmpC y OmpF; y las porinas OmpS1 y OmpS2 las cuales se producen
en bajas concentraciones. La porina OmpC de S. Typhi, es un homotrimero con 357
aminoéacidos y peso molecular de 36 kDa por monémero; que ha demostrado ser un
potente inmundgeno que podria emplearse para el disefio de vacunas [41, 42, 45].

Se ha informado que la inmunizacién de ratones con porinas de S. Typhi induce una
respuesta de anticuerpos bactericidas para toda la vida [41]. En humanos se
encontraron anticuerpos de larga duracion de clase IgG (60%), IgM (20%) e IgA

(12%) que reconocen de forma especifica a las PME de S. typhi [4, 43, 65, 66, 68].

Varios investigadores han observado un efecto protector en ratones inyectados
pasivamente con suero de conejo hiperinmune anti-PME [64]. En México el grupo del
Dr. Isibasi ha demostrado que las porinas son blancos importantes durante la
respuesta inmune en pacientes con fiebre tifoidea y en humanos vacunados, y
también que las porinas de S. Typhi son antigenos que inducen 90% proteccién al
reto con 500 DLsp en ratones [43, 64]. A partir de estos estudios, los doctores Isibasi

y Lopez Macias han desarrollado en la Unidad de Investigacibn Médica en
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Inmunoquimica del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI
del IMSS una preparacién vacunal para uso en humanos con porinas mayoritarias
(OmpC y OmpF) de S. Typhi a la que se le denomind Isipor [4]. La vacuna es estable
a temperatura ambiente y no indujo fiebre ni efectos toxicos en estudios preclinicos
en modelos animales. Salazar-Gonzalez y cols. evaluaron la respuesta inmune
celular y humoral inducidas por estas porinas en humanos (Fase 1), quienes
recibieron la administracion subcutdnea de 10 ug de porinas. La vacuna de porinas
no induce efectos secundarios adversos y generd la produccion de anticuerpos
especificos caracterizados por IgM, IgG; e 1gG, con capacidad bactericida, al igual
que una respuesta inmune celular caracterizada por la produccién de IFN-y, es decir,
una respuesta de tipo Thl [7, 41]. Ademas, estos anticuerpos anti-porinas no
presentaron reactividad cruzada hacia las porinas de E. coli [43, 69], lo que sugiere
que existen epitopos especie- especificos de gran importancia en el area de
diagnéstico [16, 68, 70].

Todas estas evidencias indican que las porinas principales de S. Typhi inducen una
respuesta inmune celular y humoral en ambos niveles sistémicos y de la mucosa [43,
65, 66]. Y son un modelo adecuado para estudiar la induccibn de memoria
inmunoldgica, para el desarrollo de nuevas formas de diagndstico [45, 67, 70, 71] y

vacunas [41, 43].

1.10 Candidatos a vacunas contra Salmonellas no tifoidicas

Hoy en dia no existe una vacuna eficiente disponible contra la NTS, ya que el uso de
antibidticos es la medida mas frecuente para controlar a este tipo de patégenos [7];
sin embargo, se han realizado estudios en ratones utilizando flagelina [65, 72-74], el
antigeno O del LPS [75] y PME de S. Typhimurium para evaluar el potencial de estas

moléculas como vacunas.

Grupos de investigadores han empleado tanto bacterias muertas como bacterias

vivas atenuadas para el desarrollo de vacunas, sin embargo sus resultados indican
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gue no producen una proteccién adecuada contra la infeccién [76]. Recientemente un
estudio de protedmica de S. Typhimurium report6 una molécula prometedora, la
proteina sseB, que parece conferir proteccion contra la infeccion, sin embargo esta
molécula solo se expresa cuando la bacteria se encuentra en forma intracelular por lo
que probablemente proteja solo cuando la bacteria logra salir de los macrofagos [77].
Gil-Cruz y cols. han identificado que la porina OmpD de S. Typhimurium es un blanco
importante de la respuesta inmune humoral mediada por linfocitos B1b. Demostraron
que una sola inmunizacion con porinas de S. Typhimurium, pero no S. Typhi, puede
contrarrestar la bacteriemia y proporcionar una proteccion equivalente contra S.
Typhimurium virulenta y atenuada [56]. Recientemente, identificaron que las porinas
son el blanco de la respuesta de anticuerpos bactericidas en pacientes infectados

con Salmonella con y sin co-infeccién con VIH [78].

Esto indica que OmpD es un objetivo importante de anticuerpos contra S.
Typhimurium; estos anticuerpos anti- OmpD por si solos son suficientes para
disminuir la infeccion por S. Typhimurium. Por lo tanto, ésta proteina puede ser un

candidato para una vacuna de subunidad contra la infeccion sistémica por NTS [56].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que S. Typhimurium expresa tres porinas principales OmpD, OmpC, y
OmpF [52, 53]; se ha demostrado que éstas proteinas inducen anticuerpos
especificos y que una sola inmunizacion con estas proteinas puede contrarrestar la
bacteremia y proporcionar una proteccion contra S. Typhimurium virulenta, también
se ha identificado que la porina OmpD es el blanco de la respuesta protectora
mediada por linfocitos B1b en ratones y que en humanos los anticuerpos anti-porinas

son capaces de matar a S. Typhimurium [56].

Estos resultados sefialan que OmpD es un objetivo importante de la respuesta
inmune contra S. Typhimurium. Sin embargo, no se conoce la capacidad
inmunogénica inducida por la porina OmpD de S. Typhimurium purificada. Con base
en lo descrito anteriormente, se decidio purificar por primera vez a la porina OmpD y

evaluar su inmunogenicidad en ratones.

3. JUSTIFICACION

Un porcentaje importante de las personas afectadas por NTS no cuentan con acceso
a la atencion medica apropiada, especialmente en los paises en vias de desarrollo, lo
cual impacta severamente en el desarrollo social y en la economia de dichas
regiones. Las infecciones por NTS en los paises desarrollados no son por lo general
letales; Sin embargo, la aparicion de cepas que generan cuadros severos y algunas
muertes, los constantes brotes por alimentos importados y el riesgo al contagio
durante los viajes, han modificado la percepcion en estas sociedades sobre la
necesidad de nuevas alternativas para esta enfermedad. Un grupo importante
afectado por NTS son nifios desnutridos y personas inmunodeficientes como las
afectadas por el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, para las cuales esta

infeccion llega a ser letal.
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Desafortunadamente no se cuenta con una vacuna para prevenir la NTS que seria
de gran ayuda en particular para los grupos mas susceptibles a la enfermedad, por lo
que la busqueda de candidatos para desarrollar dichas vacunas es de gran

relevancia para enfrentar este problema de salud.

4. OBJETIVO GENERAL.

Purificar a la porina OmpD de S. Typhimurium I, caracterizar su integridad

estructural y estudiar sus propiedades inmunogénicas en ratones.

5. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Purificacion de la porina OmpD de S. Typhimurium, utilizando una cepa
modificada genéticamente que no expresa las porinas OmpC ni OmpF (cepa
2)

2. Evaluar la pureza, integridad y calidad de la porina OmpD de S. Typhimurium
l,.

3. Caracterizar la respuesta de anticuerpos anti-OmpD en suero de ratones
previamente inmunizados con la porina de interés.

4. Determinar la dosis 6ptima de inmunizacién de la porina OmpD.

5. Evaluar la capacidad de los anticuerpos anti-OmpD de reconocer a la bacteria

S. Typhimurium I5.

6. HIPOTESIS.
La porina OmpD de S. Typhimurium |, sera altamente inmunogénica, capaz de

inducir una respuesta inmune humoral de larga duracion en un modelo experimental

de ratones.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Cepas bacterianas

e Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC14028 (OmpC, OmpF vy
OmpD)

e Salmonella enterica serovar Typhimurium cepa (l;) fenotipo SL3261 aroA A

OmpC::aph Kanamicina (25ug/ml) A OmpF::cat Cloranfenicol (25ug/ml). Esta

cepa fue modificada genéticamente en el laboratorio del Dr. Adam

Cunningham en Birminham, Reino Unido, de tal manera que solo expresa la

porina OmpD.

7.2 Antigenos

Porinas de S. Typhimurium (OmpC, OmpF y OmpD) purificadas por el
método de Nikaido modificado en la UIMIQ a partir de S. Typhimurium
ATCC14028. Lotes:1705 y 1706.

Porina OmpD purificada por el método de Nikaido modificado en la UIMIQ
a partir de S. Typhimurium I,. Lotes: 18103 y 18117

7.3 Anticuerpos

Anti IgM de ratén con peroxidasa (HRP): Lote: 871926B. No. M31507.
Marca: Invitrogen

Anti IgG total de ratdén con peroxidasa (HRP). Lote: 1022208A.

No. 626520. Marca: Invitrogen

Anti 1gG; de raton con peroxidasa (HRP). Lote: 941905A. No. 046120.
Marca: Invitrogen

Anti 1gG2, de raton con peroxidasa (HRP). Lote: 711174A. No. 04-6220.
Marca: Invitrogen

Anti 1gGz, de raton con peroxidasa (HRP). Lote: 671301A. No. 61-0320.

Marca: Invitrogen
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e Anti IgGs de raton con peroxidasa (HRP). Lote: 13100. No. 610-4343.
Marca: ROCKLAND

7.4 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 7 a 8 semanas de edad de peso que oscila
entre 16-19 g adquiridos en Harlan México, mantenidos en condiciones libres de
patégenos especificos en el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

7.5 Sueros de ratén

Los ratones fueron sangrados por la vena facial colectando la sangre en tubos
microtainer con gel separador (Becton Dickinson). La sangre se centrifugo a 5000
rpm durante 10 minutos para separar el suero del paquete celular. Los sueros fueron

almacenados a —20°C (Congelador American) hasta el momento de su analisis.

7.6 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon en matraces de vidrio previamente esterilizados
en horno (GallenKamp) a 300 °C durante 3 h. Se pesaron los reactivos en balanza
analitica (Mettler AE160), se diluyeron en agua inyectable (PiSA) y se esterilizaron en
autoclave (Fehlmex Azteca plus) a 15 Ib de presion, 121 °C durante 15 min.
Finalmente se suplementdé el medio minimo A con glucosa, MgSO, y extracto de
levadura en campana de flujo laminar (Forma Scientific) y se dejaron en prueba de
esterilidad al menos 12 h a 37 °C y 200 rpm (Shaker innova 4300 New Brunswick

Scientific).

Los medios de cultivo utilizados para cada cepa fueron los siguientes:
Cepa S. Typhimurium I,.- medio Luria Broth [1% Peptona, 0.09M NaCl y 0.5%

extracto de levadura]
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Cepa S. Typhimurium ATCC14028.- Medio Minimo A [0.002M NaCgHs07 (2H,0),
0.05M Na,HPO,4, 0.03M NaH,PO,4, 0.008M (NH,4).SO4extracto de levadura al 5 %,
MgSO4 al 25 % Yy CeH1206 al 0.5 %]

7.7 Cultivo y obtencidon de células bacterianas

Se inocularon 80 pL de la cepa [5.2X10"UFC/mL] en 10 L de los respectivos
medios Luria Broth y Medio Minimo A en zona estéril. Posteriormente se incubd
durante 3.5-5.0 h a 37°C en un agitador rotatorio. Cuando la bacteria alcanzo la fase
final de crecimiento logaritmico (DO de 1.0 a 540 nm) se cosechd por centrifugacion

a 14,500 g durante 15 min a 4 °C y se almacend a -70 °C.

7.8 Obtencidn de la porina OmpD de S. Typhimurium por el método de
Nikaido modificado en la UIMIQ

Las células se descongelaron y se les adicion6 Tris-HCI 0.05 M pH 7.7 hasta obtener
50 mL de suspension bacteriana. Las células bacterianas se rompieron por presion
en un homogenizador APV1000 y la suspension de bacteria rota se centrifugo a
16,000 g por 20 minutos a 4 °C para eliminar la envoltura celular y las bacterias
enteras de la suspension.

El sobrenadante se retir0 y se tratdo con 50 uL de DNasa 10 000 U/mL, 50 uL de
RNasa 10 000 U/mL y 5.6 mL de solucién de MgCl, 1 M para eliminar el ADN y ARN,
y se incubd por 30 minutos a 37 °C.

En tubos de ultracentrifuga estériles (Beckman Coulter) y sin burbujas de aire, se
ultracentrifugé a 15,000 g durante 45 minutos a 4 °C, eliminando asi ADN, ARN y
proteinas del citoplasma. El boton (membrana celular) se resuspendié en 100 mL de
solucion de Tris HCI-SDS 2% y se trasvas0 a un homogenizador, se introdujo el
pistilo hasta el fondo evitando hacer espuma, repitiendo por 40 veces hasta que no
gueden solidos. En un matraz se incub6 el homogeneizado durante 30 minutos a
32°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se ultracentrifugo la suspension a 29,000
g por 40 minutos a 20 °C. El botdn resultante (membrana externa y peptidoglicana)

se resuspendié en 100 mL de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se homogeneiz6 e
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incub6 nuevamente por 30 minutos a 32 °C, y se ultracentrifugd a 29,000 g por 40
minutos a 20 °C. Para lograr la extraccion de las porinas, el botdn se resuspendio en
20 mL de amortiguador de Nikaido desnaturalizante SDS 1% (Tris 0.05M, NaCl 0.4M,
EDTA 0.005 M + B- mercaptoetanol) pH 7.7; se homogeneiz6 nuevamente y se
incub6 2 horas a 37 °C, 120 + 20 rpm. Terminado el tiempo de incubacion, se
ultracentrifugd a 45 000 + 2000 rpm, 45 minutos a 20 °C. Finalmente, las porinas se
recuperaron en el sobrenadante y se colectaron en un tubo Corning de 50 mL estéril,

se filtré en otro tubo Corning y se almacend a 4 °C hasta su purificacion.

Posteriormente, se purificaron por cromatografia de exclusion molecular en una
columna de Sephacryl S-200 (XK100 Pharmacia) exclusiva para un solo tipo de
porina, a un flujo de 5 mL/min con 4 L de amortiguador de Cromatografia pH 7.7. Se
colectaron las fracciones correspondientes a las porinas (primer pico de elusion) y se
dializé con solucion de PBS cambiandolo cada 12 h durante 3 dias, para eliminar el
SDS.

7.9 Cuantificacion de proteinas por el método del acido bicinconinico (BCA)

La proteina obtenida en la purificacion de las porinas (OmpD) de S. Typhimurium se
cuantificé por método del Acido Bicinconinico (“Kit” para la determinacion de proteina
por BCA, Pierce®, EU); para ello, se utiliz6 una curva patron de albumina sérica
bovina (ABS) de 0.0— 1 500 pg/mL. Se tomé 0.05 mL de la solucién de proteina y se
adicion6 1 mL de reactivo de trabajo (reactivo A: carbonato de sodio, bicarbonato de
sodio, acido bicinconinico, tartrato de sodio en hidréxido de sodio 0.1 M; y reactivo B:
sulfato caprico al 4%) y se colocaron en bafio de agua protegidos de la luz a 37 °C
durante 30 min. La lectura de la densidad Optica (DO) se realizé a 562 nm. La
concentracion de proteina se calculo interpolando la DO de cada una de las

muestras en la curva patrén.
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7.10 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteinas se realiz6 en geles (Bio-Rad, US) al 12% de
poliacrilamida; como amortiguador de muestra se utiliz6 Tris-HCI 0.125 M pH 6.8,
que contiene SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0.005% para las proteinas analizadas en su forma reducida y nativa.

El corrimiento electroforético se llevé a cabo a 200 V, el amortiguador de corrimiento
contiene Tris 0.025 M, glicina 0.0192 M, SDS al 0.1 %, pH 8.3.

Una vez terminado el corrimiento electroforético, se realizd la tincion de plata,
colocando el gel en una solucién fijadora (5 mL de acido acético al 10% y 25 mL de
metanol al 50%) durante 12 h, se adiciond la solucion de lavado (metanol:agua 1:2)
durante 15 min, posteriormente se lavo con agua destilada y se adicioné la solucién
de oxidacion (tiosulfato de sodio 0.05 M) durante 1 min, se realizé un lavado con
agua destilada y se adiciond la solucién de impregnacion (nitrato de plata 0.01 M y
37.7 uL de formaldehido al 37%) durante 15 min, finalmente se lavé nuevamente con
agua destilada y se adicion6 la solucion reveladora (tiosulfato de sodio 0.01 M,
carbonato de sodio 0.15 M y 125 uL de formaldehido al 37%) hasta observar las

bandas de proteinas; la reaccion alcalina se detuvo con acido acético al 5%.

La tincibn de Coomasie se realizd colocando el gel en una solucion fijadora (azul
brillante G-250 0.02 M, 10 mL de metanol y 2 mL de &cido acético) durante 1 h,
posteriormente se destifid con una solucién destefiidora (10 mL de acido acético

glacial y 10 mL de metanol) hasta que las bandas se observaron claramente.
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7.11 Endotoxina bacteriana por el método de lisado de amebocitos de
Limulus (LAL)

La contaminacion con carbohidratos como el Lipopolisacéarido (LPS) fue determinada
mediante la prueba de LAL (Pyrogent-5000, LONZA, Endosafe®, Charleston SC.
EU). Es un ensayo cinético cuantitativo para la deteccion de endotoxinas
bacterianas. La prueba se realiz6 utilizando una placa de 96 pozos de fondo plano y
libre de pir6genos, donde se colocaron 10 pg de porina por triplicado, posteriormente
se preparo la curva estandar de endotoxina en tubos libres de pir6genos empleando
diluciones seriadas con base 10 (0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 EU/mL) del reactivo
estandar de endotoxina en agua libre de pirégenos.

Finalmente la placa fue colocada en el lector de placa (BIOTEC Instruments, USA)
para su incubacion a 37 °C por 10 min y posterior adicion de reactivo LAL
reconstituido previamente siguiendo las instrucciones del fabricante (100 pL en cada

uno de los pozos), el software utilizado para este analisis es WinKQCL®4, Lonza.

7.12 Ensayo inmunoenziméatico en fase sélida (ELISA)

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Corning, NY, EU) con una
solucién de 10 ug/mL de los diferentes antigenos: porina OmpD de S. Typhimurium y
porinas de S. Typhimurium (OmpC, OmpF, OmpD) en solucibn amortiguadora de
carbonatos (carbonato/bicarbonato de sodio, pH 9.6), se dejé fijando el antigeno
durante 1 h a 37 °C y a 4 °C toda la noche. Posteriormente se lavé 4 veces con
Tween al 0.1% en PBS (PBS-T). Las placas se bloquearon adicionando a cada pozo
200 pL de solucion de bloqueo leche descremada Svelty al 5% en PBS (PBS-L), se
incub6 1 h a 37 °C y se lavo 4 veces con PBS-T.

Los sueros analizados se diluyeron 1:40 en solucion de bloqueo. Se adicionaron
195uL de solucion de bloqueo y 5 ul de suero a los primeros pozos de las placas de
dilucion, se hicieron diluciones seriadas 1:2 con solucion de bloqueo. Los sueros se
transfirieron en el orden correspondiente a la placa de ELISA. Se incubaron a 37°C

durante 1 h y al término de ese tiempo se lavaron cuatro veces con PBS-T.
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Se agrego el anticuerpo secundario de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén: IgM,
IgGr, 19G1, 19G2a, 1gG2p, € 1gG3 conjugados a peroxidasa en una dilucion de 1:3000,
1:4000, 1:2000, 1:2000, 1:2000 y 1:3000 respectivamente, disueltos en solucion de
bloqueo; se incubd durante 1 h a 37 °C y se lavo 4 veces con PBS-T y 2 veces mas
solo con PBS. Para revelar, se agregaron 100 pL de la solucion reveladora (10 mL
solucién reguladora de citratos pH=5.6, 0.006 g de orto-fenilendiamina (OPD) y 10 uL
de peroxido de hidrégeno, por placa) a cada pozo. Se incub6 en la oscuridad a
temperatura ambiente 10 min y la reaccion se detuvo con 10 pL de H,SO,4 2.5 N por

poZzo.

Se tomaron las lecturas a 490 nm mediante un lector de microplacas (Thermo
Electron Corporation, Multiskan ascent, USA). Los titulos de anticuerpos se
expresaron como (-log, x 40) y se definieron como el nimero de diluciones seriadas
antes de perder la sefial de lectura, considerando el triple del valor promedio del
control preinmune. Los datos fueron tratados con el programa de elaboracién de

graficas GraphPad Prism version 5.

7.13 Inactivacion por calor de S. Typhimurium I,

Adicionalmente se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Corning, NY,
EU) con una suspension de bacteria S. Typhimurium I, 1X10” UFC/pozo.
Para ello se descongeld del banco de trabajo una alicuota de la bacteria S.
Typhimurium y se inocul6 (100 pL) en un tubo Corning de 15 mL con 5 mL de medio
LB. Se dejo6 en incubacién durante 24 h a 37 °C con agitacion constante. Después de
la incubacién se tomaron 300 pL del cultivo y colocaron en un tubo Corning de 50 mL
con 15 mL de medio LB. Se incubé nuevamente a 37 °C con agitacion constante
(200 rpm). Se tomo una muestra del cultivo y se midio la absorbancia a 540 nm cada
hora durante las primeras 4 horas y cada media hora a partir de la cuarta hora hasta
alcanzar una DO de 1.0. Posteriormente se centrifug6 a 4000 rpm durante 20 min, se
decanto y se resuspendié en 15 mL de PBS estéril. Se tomé una alicuota de 100 uL

para las diluciones seriadas; y el resto se colocé en bafio maria a 70 °C durante
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1:30h para la inactivacion de la bacteria; finalmente, se guardd en refrigeracion a
4°C.

Por triplicado, se realizaron 6 diluciones seriadas 1:10 tomando 100 pL de la muestra
y colocandolo en 900 pL de PBS estéril, se homogenizé cada dilucion en Vortex
durante 30 segundos. De la dltima dilucion de las tres series, se tomaron 100 pL
para cultivarlos por separado en cajas Petri, a las cuales se les adicion6 15 mL de
medio Agar Soya Tripticaseina (TSA). Se incubaron las placas a 37 °C durante 24
horas, se contaron las colonias de cada una de las placas y se determinaron las
UFCs del cultivo inicial.

Finalmente, por el método de ELISA se determinaron los titulos de anticuerpos IgGt
anti-bacteria, se utilizO como antigeno a la bacteria inactivada, y se analizaron los
sueros de la respuesta primaria (dia 12), respuesta secundaria (dia 30) y respuesta a

largo plazo (dia 260) de las tres dosis a prueba.

7.14 Esquema de inmunizacion.

Grupos de 5 ratones BALB/c de 7-8 semanas de edad fueron inmunizados dos veces
con 1ug, 10pg y 30 ug de OmpD en su forma nativa (trimeros), con intervalos de 15
dias via ip. El antigeno fue disuelto en solucién salina isoténica (SSI) sin adyuvante
en zona estéril (Campana Forma Scientific). Como grupo control, se inmunizaron 5
ratones con SSI; y como grupo control positivo, se inmunizaron 5 ratones con porinas
de S. Typhimurium (OmpC, OmpD y OmpF). Los sueros de los ratones se colectaron
por puncion en la vena facial los dias 0, 4, 8, 12, 20, 30, 90, 120 y 260.
Posteriormente se mantuvieron almacenados a —20 °C (Congelador American) hasta

el momento de su analisis.
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8.- RESULTADOS

8.1 Purificacion de OmpD: Crecimiento de S. Typhimuriumy obtencién de

biomasa

Una vez que la prueba de esterilidad de los medios fue negativa a crecimiento
bacteriano, se llevdé a cabo la produccién de biomasa de S. Typhimurium I, en

matraces de vidrio bajo condiciones controladas (37 °C, 200 rpm y pH 7.0).

En la Figura 3A se observa que la bacteria alcanz6 la fase final de crecimiento
logaritmico dado que se registr6 una DO mayor a 1.0; esto indica, que las
condiciones controladas y el medio Luria Broth para la Cepa S. Typhimurium I,
fueron las adecuadas. Para la cepa S. Typhimurium tipo silvestre, el medio minimo A

fue suficiente para un 6ptimo crecimiento (datos no mostrados).

Entre las 4 y 6 horas del cultivo de S. Typhimurium (Figura 3A) empieza la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano, antes de que la falta de disponibilidad de
nutrientes lleve al descenso de la bacteria. Esta fase estacionaria es la éptima para
llevar a cabo la cosecha de la bacteria, ya que se encuentra en su maximo
crecimiento, y se puede obtener la mayor cantidad de biomasa.

En la Tabla 1 se reporta el rendimiento obtenido y controles de calidad donde se
observa que el lote fue elaborado con éxito y bajo buenas practicas, ya que no
presenta contaminacion de bacterias, y la concentracion de LPS cumple con no

sobrepasar el limite 2 ng/10 pg porina.
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Figura 3.- Purificacion de la porina OmpD.A) Cinética de crecimiento de la cepa

S.Typhimurium |, fenotipo SL3261 aroA A OmpC::aph Kanamicina (25ug/ml) A OmpF::cat

Cloranfenicol (25 pg/ml) que solo expresa OmpD, en medio sintético LB. La cinética se siguio

a A 540 nm cada 30min, utilizando como blanco medio de cultivo estéril. B) Se llevé a cabo la

extraccion de la porina OmpD por el método de Nikaido modificado en la UIMIQ, el producto

de la extraccién fue purificado por cromatografia de exclusibn molecular utilizando una

columna empacada con Sephacryl S-200. ElI cromatograma muestra un pico principal a

119.57 mAU (Unidades de Absorbancia), OmpD se colect6 a partir del min 110 al min 130.

Tabla 1- Controles de calidad del lote purificado L-18103

LOTE 18103

BIOMASA 20.3g
CONCENTRACION DE PROTEINA 397.50ug/MI
RENDIMIENTO 23.85mgde proteina
LPS 1.6ng LPS/10ug porina
ESTERILIDAD Negativo
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8.2 Extraccion y purificacion por cromatografia de la porina OmpD de S.

Typhimurium

El metabolito bacteriano de interés es una proteina que se encuentra en la
membrana de la bacteria, por lo que la ruptura celular es el primer paso del proceso
de recuperacion de las porinas. Esta se llevd a cabo por un método mecanico de
corte utilizando una prensa francesa, la ventaja de este método es la rapidez en que
se logra la ruptura de las células.

Posteriormente, se llevo a cabo la extraccion de la porina OmpD por el método de
Nikaido modificado [79], ésta técnica se fundamenta en el hecho de que estas
proteinas se encuentran unidas por enlaces idnicos al peptidoglucano, por lo tanto se
pueden separar de ésta mediante su solubilizacion en un amortiguador

desnaturalizante que contenga SDS.

Las proteinas asi obtenidas se purificaron mediante cromatografia de exclusiéon
molecular en una columna de Sephacryl S-200, la cual descarta a las otras proteinas
de la membrana externa y la mayor parte del LPS (el gel permite la discriminacion
entre proteinas y demas contaminantes segun su tamafio y forma, de tal manera,
que eluyen mas rapido las moléculas de mayor peso molecular). Las proteinas que
se obtienen después del paso por la columna corresponden a la porina OmpD, la
cual se obtiene en su forma nativa o trimérica. Como se observa en la figura 3B, se
obtuvo un pico principal en el cromatograma que abarca de 110 a 130 min que,
tedricamente, representa la porina de interés, el peso molecular determinara si se

trata de OmpD.
Una vez concluida la purificaciéon de la porina OmpD, se cuantificé y se obtuvo un

rendimiento de 23.85 mg de proteina (Tabla 1). Finalmente el lote fue sometido a las

pruebas de control de calidad.
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8.3 Caracterizacion de la porina OmpD de S. Typhimurium

Con el objetivo de analizar la eficiencia de la purificacién de la porina OmpD obtenida
en la cromatografia de exclusion molecular y confirmar su identidad e integridad, se
realizd una electroforesis. En la figura 4 se muestra la proteina purificada a partir de
la cepa S. Typhimurium I, que Unicamente expresa la porina OmpD. Las porinas se
analizaron en un gel de poliacrilamida al 12.0% en condiciones reductoras. Para
corroborar la presencia de carbohidratos como LPS se realiz6 una tincion de plata
(figura 4B); y para demostrar la presencia de proteinas se realizé la tincion de

Coomasie (figura 4A).

Los trimeros de porinas que se obtuvieron fueron calentados a 96 °C durante 8 min,
en presencia de SDS para generar mondmeros; estd demostrado que este
tratamiento no desnaturaliza a estas proteinas, Unicamente ocasiona la
desorganizacion de los trimeros en monémeros. En el carril 2, se observa una Unica
banda a 34 kDa que corresponde a la porina OmpD en su forma desnaturalizada o
de mondmero. En el carril 3 se muestra la proteina nativa o en su forma de trimero
(condiciones no desnaturalizantes) aproximadamente a la altura de 75 kDa; éstos
datos de peso molecular coinciden con los reportados anteriormente [53, 60, 80]. No
se observa presencia de degradacién de las porinas, ni de otras bandas
contaminantes que correspondan a otras proteinas; tampoco se observa
contaminacion por LPS. De estos datos, se concluye que tanto el tratamiento de la
bacteria, desde su modificacion genética, como la purificacion de la porina OmpD fue
exitosa, ya que la Unica banda obtenida descarta la presencia de proteinas como
OmpC (36 KDa), OmpF (34 KDa) u otras porinas minoritarias; obteniendo asi, por
vez primera, un lote puro de OmpD. Sin embargo, cabe destacar que es posible la
existencia de otras proteinas que no se observen en el gel debido a que su
concentracion en el lote es demasiado baja para su reconocimiento por este tipo de

tinciones.
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Figura 4.- Analisis electroforético de la porina OmpD de S.
Typhimurium purificada por el método de Nikaido modificado en la
UIMIQ. SDS-PAGE: En cada carril se adicion6 lo equivalente a 3ug de porina
OmpD y se llevo a 15 uL con buffer de carga. Carril 1 marcadores de peso
molecular (US Promega); Carril 2 porina OmpD purificada a partir de
S.Typhimurium 1, en su forma monomérica; Carril 3 porina OmpD en su forma
nativa o de trimero. A) Tincion de Coomasie para presencia de proteinas, B)

Tincion de plata para presencia de carbohidratos.

8.4 Evaluacion de la capacidad inmunogénica de la porina OmpD de S.

Typhimurium

Se ha observado que las porinas mayoritarias de S. Typhi son antigenos que inducen
altos titulos de anticuerpos de larga duracion con actividad bactericida. La porina
mayoritaria OmpD de S. Typhimurium, es una porina que se requiere comenzar a
caracterizar, empezando por conocer la capacidad inmunogénica que posee Yy la
dosis a la cual se genera una alta respuesta inmune humoral.
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Para ello, se inmunizaron grupos de 5 ratones BALB/c con 1, 10 y 30 ug de la porina
OmpD en su forma nativa, sin adyuvante y por via ip. Como grupo control positivo se
administré 10 ug de porinas de S. Typhimurium y como control negativo se inmunizo
Gnicamente SSI. Se tomaron muestras de sangre a los dias 4, 8, 12, 20, 30, 90, 120
y 260. Los sueros de los ratones inmunizados se titularon mediante un ensayo de
ELISA, empleando como antigeno a la porina OmpD de la cepa S. Typhimurium I5.
Los resultados se muestran en la Figura 5, donde se observan los titulos de

anticuerpos analizados durante 9 meses (260 dias).

Se encontré que durante la respuesta primaria, la porina OmpD induce anticuerpos
de tipo IgGt e IgM a los 4 dias después de la inmunizacién en las tres dosis
probadas, siendo mayores los titulos de IgM al dia 4. Posteriormente, durante la
respuesta secundaria (refuerzo al dia 15), los niveles de IgG+ alcanzaron su maximo
en el lapso de los dias 30 y 90 (figura 5a); mientras que los titulos de IgM
presentaron el maximo incremento al dia 4 (figura 5b).

En la respuesta de anticuerpos de larga duracién, se evalué la produccion de
anticuerpos especificos durante 260 dias posteriores a la inmunizacién; se observo
que los titulos de IgGt se mantienen constantes desde el dia 90 al 260, por otro lado

los titulos de IgM decrecen paulatinamente.
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Figura 5. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium induce una
respuesta de anticuerpos IgGt e IgM en ratones. Ratones BALB/c de 7 a 8
semanas se inmunizaron ip con 1ug (m), 10 yg (A ), 30ug (V) y SSI (e) de la porina
OmpD de S. Typhimurium con una reimunizacién al dia 15 (marcado con una flecha).
El titulo de anticuerpos anti-OmpD se evalué mediante ELISA los dias 4, 8, 12, 20,
30,90, 120 y 260 después de su inmunizacién. (a) Titulos de anticuerpos anti- OmpD
de clase IgGr utilizando tres dosis diferentes de inmunizacion. b) Titulos de
anticuerpos anti- OmpD de clase IgM utlizando tres dosis diferentes de
inmunizacion. Los resultados se expresan como la media £ SD, de cinco ratones por
grupo (ay b). Los datos corresponden al resultado representativo de un experimento.
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8.5 Subclases de IgG presentes en los sueros anti-porina OmpD.

Para estudiar las caracteristicas de los anticuerpos inducidos por las porinas, se
analizaron las subclases de IgG presentes en los sueros anti-porina OmpD. Se
observo una respuesta rapida, principalmente de IgG2, e 1gGs (figura 6¢ y 6d), con
titulos que mostraron un incremento al dia 4 después de la primera inmunizacion; la
presencia de IgG; se detectd a partir del dia 8 (figura 6a), en el caso de IgGz, nO
hubo mayor respuesta hasta la reinmunizacion al dia 15 (figura 6b). La respuesta
secundaria se caracteriz6 por la presencia de todas las subclases de IgG en el
siguiente orden 1gG2,>1gG1> 1gG3> 1gGaa.

Durante la respuesta de larga duracion (dia 260) se observaron titulos elevados
de las subclases 19G1>lgGap>1gGs>lgGaa (anti-OmpD), que no desaparecen,
manteniéndose constantes del dia 90 al 260; unicamente en el caso de IgGs, si se

observa un decremento al dia 260.

8.6 Dosis Optima de inmunizacion de la porina OmpD

Se inmunizaron tres grupos ratones con las dosis 1, 10 y 30 ug de OmpD, se puede
observar en las Figuras 5 y 6 un efecto dosis dependiente, a mayor cantidad de
antigeno inmunizado mayor titulo de anticuerpos. Las dosis de 10 y 30 ug de porina
indujeron los titulos mas altos; y se puede observar en todas las subclases de IgG
una gran diferencia entre los titulos de estas dos dosis, con excepcion de la grafica
de IgM donde no se observa dicho efecto.

En base a lo anterior, se considera la dosis de 30 ug de porina OmpD como la mas

adecuada porgue induce una mayor cantidad de anticuerpos en comparacién con las

otras dos dosis probadas.
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Figura 6. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium induce varias
subclases de IgG en ratones. Ratones BALB/c de 7 a 8 semanas se inmunizaron ip
con 1l ug(e), 10 ug (A), 30 ug () y SSI (o) de la porina OmpD de S. Typhimurium I,
con una reimunizaciéon al dia 15 (marcado con una flecha). El titulo de anticuerpos
anti-OmpD se evalué mediante ELISA los dias 4, 8, 12, 20, 30, 90,120 y 260 después
de su inmunizacién. a) Titulos de anticuerpos anti-OmpD subclase IgG;, b) Titulos de
anticuerpos anti-OmpD subclase 1gGz,, ¢) Titulos de anticuerpos anti-OmpD
subclase 1gG,p, d) Titulos de anticuerpos anti- OmpD subclase IgGs. Los resultados
se expresan como la media = SD, de cinco ratones por grupo (a, b, c y d). Los datos
corresponden al resultado representativo de un experimento.
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8.7 Importancia biolégica de los anticuerpos anti-OmpD: Capacidad de unién a

la bacteria S. Typhimurium inactivada

Para evaluar la funcién bioldgica de los anticuerpos anti-OmpD, se procedi6 a
evaluar la capacidad de union a la superficie de la bacteria S. Typhimurium. Se
realizaron ensayos de ELISA para determinar si estos anticuerpos podian reconocer
de manera directa a la bacteria completa S. Typhimurium I,; se analizaron los sueros
de la respuesta primaria (dia 12), respuesta secundaria (dia 30) y a largo plazo (dia
260). Se encontr6 que la rapida respuesta de IgG (figura 7) es capaz de reconocer
a la bacteria. Esta capacidad se incrementa utilizando el suero de los ratones
inmunizados al dia 30, donde se observa la méxima union, siendo el reconocimiento
en el siguiente orden: respuesta secundaria> respuesta a largo plazo> respuesta

primaria.

Esto demuestra que los anticuerpos IgG contenidos en los sueros anti-OmpD
poseen la capacidad de reconocer epitopos accesibles y expuestos en la superficie
de la bacteria. Esto es de gran importancia para la actividad biolégica de los
anticuerpos, ya que la unién de éstos a la superficie de la bacteria es el primer
evento que causa la lisis bacteriana mediante la activacion de la via clasica del
complemento. En el ratén, las subclases que mejor fijan el complemento son IgG2, €
IgG2p; por lo tanto, la alta presencia de estas subclases sugiere que son las
responsables del efecto bactericida y de proteccién prolongada contra Salmonella.
No obstante, la presencia de las otras subclases: 1gG; e IgGs anti-OmpD, sugiere la
existencia de otras funciones bioldgicas de los anticuerpos presentes en los sueros
anti-OmpD como lo son la neutralizacion de la bacteria y fagocitosis.
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Figura 7. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium induce
anticuerpos capaces de reconocer y unirse a la superficie de la bacteria S.
Typhimurium. Ratones BALB/c de 7 a 8 semanas se inmunizaron i.p. con 1 ug (9),
10 pg (©), 30 pg (#) de la porina OmpD de S. Typhimurium, PBS (X) y 10 ug de
porinas de S. Typhimurium (e). Con una reimunizacion al dia 15. Se determiné por
ELISA el titulo de anticuerpos anti-OmpD de clase IgGt capaces de unirse a la
superficie de la bacteria. Fueron evaluados los dias 12 (respuesta primaria), 30
(respuesta secundaria) y 260 (respuesta a largo plazo). Los resultados se expresan
como la media £ SD de cinco ratones por grupo. Los datos corresponden al resultado
representativo de un experimento.
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9.- DISCUSION

En este trabajo se describe por primera vez la purificacion y caracterizacion
inmunogénica de la PME mas abundante de S. Typhimirium, la porina OmpD.

Una forma de facilitar la purificacion de esta porina es la eleccion de una cepa
modificada genéticamente que no expresa las porinas OmpC y OmpF; estas porinas
son mayoritarias en S. Typhimurium pero se expresan en menor cantidad que OmpD.
S. Typhimurium cepa |, es una bacteria que no se ha utilizado en investigaciones
anteriores para la purificacion de PME. En la figura 3A se aprecia una cinética de
crecimiento tipica de un microorganismo que no presentd limitacion de crecimiento
por ningun factor. Esto permite afirmar que las condiciones de oxigeno (aerobiosis),
temperatura (37°C), agitaciéon (200rpm), control del pH (7.0) y nutrientes son las
mejores para el crecimiento de S. Typhimurium I, en matraz. Santiviago y cols. han
observado que, a diferencia de OmpC y OmpF, la expresién de OmpD no varia a los
cambios de osmolaridad pero si a los cambios en la concentracién de oxigeno y pH;
demostraron que cuando la bacteria se cultiva en anaerobiosis y a pH 7 la expresion
de OmpD aumenta considerablemente con respecto a las otras porinas. Estas
condiciones son encontradas durante la infeccion en su hospedero (ratén) donde S.
Typhimurium sobrevive a un ambiente bajo en oxigeno y cambios bruscos de pH
[54].

Para la extracciéon de las porinas el método de Nikaido modificado en la UIMIQ fue
elegido por su relativa facilidad de trabajo en la solubilizacion de PME en SDS, que
puede ser removido facilmente por dialisis. Este método ha sido usado para la
extraccidn de varias porinas con anterioridad [60, 61], y se han logrado buenos
resultados en el laboratorio del Hospital de Especialidades del IMSS Centro Médico
Siglo XXI [41].

Después de la purificacibn mediante exclusion molecular, se obtiene principalmente
un complejo formado por moléculas de naturaleza proteica, ademas de LPS. Varios
investigadores han purificado porinas de S. Typhimurium y han observado en geles

SDS-PAGE cuatro porinas principales OmpC, OmpF, OmpD, y OmpA, siendo OmpD
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la mas abundante [53, 54, 59, 63]. Sin embargo, hasta ahora no habia sido posible la

purificacion unicamente de OmpD, para evaluar exclusivamente sus propiedades.

En la Figura 3B y 4 se observa por primera vez la purificacion de la porina OmpD
mediante el método de Nikaido modificado, el peso molecular obtenido es muy
similar a los reportados con otros métodos de purificacion [53, 60, 80], el rendimiento
corresponde al 0.1% de la biomasa total hiumeda y, aunque el lote se obtuvo libre de
microorganismos, se encontré LPS contaminante (Tabla 1).La presencia del LPS es
importante para el ensamblaje de las porinas en el espacio peripldsmico para
posteriormente incorporarse en forma de trimeros en la membrana externa de la
bacteria [51]. Por esta razén, es muy dificil obtener una preparacién de porinas
totalmente libre de LPS empleando las herramientas bioquimicas que actualmente se
disponen. La contaminaciéon total del lote fue de 0.16 ng LPS/ug proteina, esto
implica que si los ratones se inmunizaron con 1 - 30 ug de porinas, recibieron
alrededor de 0.16 - 4.8 ng de LPS en cada inmunizacion. Secundino y cols.
establecieron un parametro que ha sido utilizado en el control de calidad de los lotes
obtenidos, evaluaron la contribuciébn del LPS contaminante en la respuesta de
anticuerpos inmunizando ratones con 2 ng LPS/10ug porina y concluyeron que el
LPS no funciona ni como adyuvante ni en la generacién de anticuerpos de larga
duracion [41]. Satisfactoriamente, el lote obtenido si cumple con este parametro
preestablecido. Otro aspecto importante reportado por Secundino, es la contribucion
de la organizacion antigénica de las porinas para la induccibn de una alta
inmunogenicidad. Las porinas que al purificarse se encuentran formando trimeros
(estructura nativa) recibieron un ligero calentamiento (sin llegar a desnaturalizarse)
para generar monémeros; inmunizando estos monémeros demostraron que la forma
nativa de las porinas, a nivel de su organizacién estructural, es importante para la
activacion del linfocito B, siendo menos inmunogénica la forma desnaturalizada [43].
Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se inmuniz6 la porina OmpD

en su forma nativa (trimero).
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El estudio de la estructura e inmunoquimica de las PME de las bacterias Gram-
negativas es inmunologicamente importante debido a que poseen epitopos con
amplia accesibilidad al sistema inmune; y son un punto critico para entender la
respuesta inmune frente a la infeccién por este tipo de bacterias. Sin embargo, la
informacion acerca del potencial para conferir proteccion de estas PME contra la

salmonelosis es limitada.

Se sabe que la respuesta inmune en los sujetos con fiebre tifoidea se encuentra
dirigida contra algunas PME entre otros antigenos. Se ha visto que PME de las
bacterias Gram-negativas son altamente inmunogénicas y en algunos casos capaces
de conferir proteccién; por ejemplo, la porina PorB de Chlamydia trachomatis protege
contra la infeccion genital de esta bacteria, la porina PorB de Neisseria meningitidis y
Neisseria gonorrhoeae induce altos niveles de anticuerpos bactericidas y es capaz
de conferir proteccién, las porinas de Pseudomonas aeruginosa induce titulos de
anticuerpos IgA, las proteinas principales de membrana externa de Campylobacter
jejuni son inmunogénicas y son los blancos de la respuesta inmune en una infeccion
natural, las proteinas de superficie celular de Brucella melitensis son inmunogénicas
y capaces de proteger, proteinas de membrana externa de Porphyromonas gingivalis

inducen proteccion en raton.

Se sabe que las porinas mayoritarias de S. Typhi son un blanco especifico de la
respuesta inmune, induciendo altos titulos de anticuerpos durante toda la vida del
ratén con actividad bactericida y opsonofagocitica [41, 64]. Isibasi y cols. inmunizaron
en ratones entre 2.5 y 30 ug de porinas OmpC y OmpF, purificadas de S. Typhi
virulenta. Los ratones inmunizados con 10 ug de porinas se sometieron al reto con
dicha bacteria y se obtuvo el 90% de proteccion a 500 DLso, y 30% de proteccion en
ratones inmunizados con la misma dosis de porinas pero retados con S.
Typhimurium [81].

Nowsheen y Jain purificaron las PME de S. Typhimurium e inmunizaron algunas
fracciones en ratones, encontraron una proteina de 49 kDa que confirio el 100% de

proteccion a 100 DLsp, otras fracciones confirieron distintos grados de protecciéon a
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50 DLsy 37k Da (66.7%), 33 kDa (50%) y 15 kDa (33.3%). Utilizando suero de
pacientes con fiebre tifoidea encontraron reactividad cruzada con la proteina 49 kDa,
esto indica que podria haber epitopos comunes entre las proteinas de 49 kDa de S.
Typhi y S. Typhimurium que les permiten provocar una respuesta inmune tanto en
seres humanos como en ratones. Estos datos muestran el potencial de PME de S.
Typhimurium como antigenos protectores que podrian aplicarse para el desarrollo

de una vacuna contra la fiebre tifoidea [82].

OmpD esta presente en la mayoria de los serovares de Salmonella que
frecuentemente son asociados a infecciones [59] y se han encontrado anticuerpos
anti-OmpD en ratones que demuestran que ésta proteina tiene una importante
capacidad imunogénica [60, 61]; inclusive, se ha demostrado que esta porina es un
blanco importante del sistema inmune frente a la infeccion por S. Typhimurium [56].
Selke y cols. identificaron la alta inmunogénicidad de OmpD, y aplicaron esta
propiedad en el desarrollo de una vacuna de bacteria viva S. Typhimurium AOmpD
para diferenciar entre el ganado porcino vacunado del infectado, que es de gran
importancia ya que la carne de cerdo es de los principales alimentos que transmiten

este patogeno [83].

Varios estudios han demostrado el potencial de las porinas OmpC y OmpF de S.
Typhi como inmundgenos candidatos a vacunas, pero poco se sabe acerca del
potencial de OmpD, probablemente por su ausencia en S. Typhi. A pesar de esta
diferencia, algunos investigadores encontraron que OmpD tiene una gran homologia
con OmpC de S. Typhi, NmpC de E.coli (75%), OmpC de S. Typhimurium (68%) y la
porina Lc del bacteriofago PA-2 (75%); inclusive han encontrado reaccion cruzada de
anticuerpos anti-OmpD con algunas de las proteinas ya mencionadas debido a que
existen epitopos externos que estan muy conservados en la familia Enterobactericiae
[60, 61]. Por lo anterior, el estudio de OmpD como inmunégeno permite evaluar si
posee las mismas propiedades que OmpC y OmpF de S. Typhi.
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Una vez caracterizada la porina OmpD, se inmunizé en ratones BALB/c para conocer
su contribucién en la induccion de anticuerpos de larga duracion. Se encontré que la
porina OmpD induce una respuesta rapida de anticuerpos IgGt e IgM durante la
respuesta primaria en las tres dosis probadas, siendo mayores los titulos de IgM al
dia 4 (Figura 5b); IgM es el primer isotipo de anticuerpos que se generan y no tienen
una vida media larga como en el caso de IgG que tardan mas tiempo en aparecer
pero persisten como anticuerpos de memoria. La respuesta secundaria se
caracterizo por altos niveles de IgGt alcanzando su maximo en el dia 30 (Figura 5a).
En la respuesta a largo plazo se observé que los titulos de IgGt e isotipos se
mantienen constantes desde el dia 90 al 260, con excepcion de los titulos de IgM e

IgG3 que decrecen paulatinamente (Figura 5y 6).

Tanto en las cinéticas de anticuerpos IgGt como en todas las subclases estudiadas
se observé un efecto dosis dependiente (Figuras 5a y 6), a mayor cantidad de
antigeno inmunizado mayor titulo de anticuerpos; la dosis de 30 pg de porina indujo
los titulos mas altos, por lo cual consideramos esta dosis como la mas eficiente
inductora de anticuerpos de entre las 3 probadas. Por el tipo de curva observado y al
comparar con las curvas observadas inmunizando porinas de S. Typhi, se puede
inferir que con la dosis de 30 ug se esta cerca de la capacidad maxima de induccion
de anticuerpos con 1y 2 dosis, y que la inmunizacién con mas antigeno no aportaria

incrementos significativos en el titulo de anticuerpos [81].

La caracterizacion de antigenos capaces de inducir una respuesta inmune de larga
duracion es crucial para la comprensiéon de los mecanismos que generan un estado
de inmunidad. La participacion de la respuesta inmune mediada por células es muy
importante para generar proteccién inmunolégica. Sin embargo, recientes estudios
indican que la respuesta humoral es igualmente importante. Para lograr una
proteccion efectiva contra la infeccion por Salmonella, los inmundégenos deben ser
capaces de inducir tanto la respuesta inmune humoral como la mediada por células
[82].
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La respuesta de anticuerpos de larga duracion se define como la presencia de
inmunoglobulinas (Ig) a nivel sistémico o local durante varios afos en individuos
inmunizados, que funcionan como la primera defensa contra reinfecciones.

Una de las principales funciones del sistema inmune, es la del reconocimiento de
patbgenos para una posterior activacion y erradicacion del mismo. Las moléculas
que son reconocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP),
activan a las células del sistema inmune innato a través de PRR. Recientemente
Cervantes y cols. demostraron que las porinas de S. Typhi son ligandos de TLR-2 y
TLR-4, y que el reconocimiento de las porinas por estos PPRs lleva por un lado a la
activacion y maduraciéon de APCs y por el otro ejercen un efecto directo sobre el
linfocito B permitiendo el mantenimiento de la respuesta de anticuerpos; por lo que
podemos denominar a este tipo de moléculas antigenos-PAMPs, debido a que son
reconocidos como antigenos y como PAMPSs; esto los convierte en antigenos con
mayor inmunogenicidad, lo que impacta en el mantenimiento de altos titulos de
anticuerpos en suero y, probablemente, sea uno de los mecanismos involucrados en
la generacion de altos titulos de anticuerpos de larga duracion inducidos por la porina
OmpD [84]. En este sentido, la induccién de anticuerpos de larga duracion es una
respuesta muy importante que se busca obtener para el desarrollo de vacunas;
donde los anticuerpos presentan un efecto directo en la neutralizacién de bacterias,
virus y toxinas; o bien, una actividad indirecta (dependiente de otros componentes

del sistema inmune) mediante la opsonizacion y activacion del complemento.

En el caso de Salmonella, durante el proceso de infeccién 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 proteccién ni con la evolucién de la
enfermedad. En las bacterias, la reaccion antigeno-anticuerpo se lleva a cabo sobre
su superficie, provocando la activacion de los diferentes componentes del
complemento de manera que se ejerce un efecto litico.

Singh y cols. descubrieron que algunos anticuerpos anti-porinas van dirigidos contra

epitopos expuestos, la minoria contra epitopos periplasmicos y la mayoria contra
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epitopos enterrados en la bicapa lipidica. Generalmente las porinas contienen cinco
0 Mas epitopos exteriores, algunos de ellos parcialmente tapados por LPS [60]. En
este trabajo se obtuvieron altos titulos de anticuerpos contra la porina OmpD
completamente descubierta; evaluar la capacidad de unidén de estos anticuerpos a la
bacteria S. Typhimurium |, completa nos indica que poseen una funcion bioldgica ya
sea opsonofagocitica o bacteriolitica, que tiene gran importancia al combatir las
infecciones provocadas por Salmonella, en particular durante la bacteriemia, fase en

la cual la bacteria se encuentra en el torrente sanguineo.

En nuestros resultados si se observaron anticuerpos IgGt presentes en los sueros
anti-OmpD que tienen la capacidad de reconocer de manera directa epitopos sobre
la superficie de la bacteria (Figura 7). Se observo que la cantidad de anticuerpos
dirigidos contra la bacteria completa es menor que los anticuerpos dirigidos contra la
porina completa, de acuerdo con los trabajos de Singh, el resto de los anticuerpos
van dirigidos contra epitopos que se encuentran dentro de la bicapa lipidica a los
cuales el sistema inmune no tiene libre acceso. No obstante, la alta cantidad de
anticuerpos inducidos por OmpD demuestra que esta porina es altamente

inmunogénica.
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10.- CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta por primera vez la purificacion, caracterizacion y
evaluacion de la capacidad inmunogénica de la porina mayoritaria OmpD de S.
Typhimurium. Se consider6 la dosis de 30 ug de OmpD como la mas eficiente
inductora de anticuerpos de entre las 3 probadas, y se mostré que la porina OmpD
es altamente inmunogénica, capaz de inducir una respuesta inmune humoral en
ratones BALB/c inmunizados con OmpD purificada sin adyuvante, generando altos
titulos de anticuerpos 1gGr, IgM, 1gG1, 19G2a, 1gGa, € 1gGs de larga duracion, que
pudieran ser bactericidas ya que son capaces de unirse a la bacteria completa.

Estos resultados representan un avance importante en la inmunoquimica de la porina
OmpD y apoyan la realizacion de futuras investigaciones para evaluar la utilidad de
esta porina en el desarrollo de una vacuna experimental capaz de inducir proteccion

contra la salmonelosis no tifoidica.
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