b

=% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMAL

DE MEXICO 2 2

FACULTAD DE MEDICINA

RESPUESTA INMUNE CELULAR A PORINAS
DE Salmonella typhi

EN LA RESPUESTA INMUNE EN HUMANOS

T E 5 | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS
(especialidad en inmunologia)

P R E s E N T A
FRANCISCO ANTONIO BLANCO FAVELA

MEXICa, D. F. 1990



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO
RESUMEN. .o iiiiiiciiiin s vonens 6.
INTRODUCCION...vvvviiviiniininn 8,

MATERIAL Y METODOS. ioiviiniaiiiniveves az2.

METODOS BACTERIOLOGICOS..ovtiuiisvinnns 22,
Cepas bacterianas...ivciviieiiiiiiiiiins 22,
Cuftivo de bacterias....iveiiieiiiniinns az2.
METODOS BIOQUIMICOS. . .iivviiiiiiiiviaiin 23.

 Alslamiento de proteinas de

membrana externa......... Crveneaes 23.
Purificacion de porinas por
cromatografia de exciusion

molecular............ e 23,
Obtencisn de Lipopolisacarido....iii. 24,
METODOS ANALITICOS,..... 24.

Cuantificacién del contenido

ProtEimB S . ittt ins, 24.

Cuantificacién del contenldo

de lipopalisacarido.,..... 28

Eiectroforesis de proteinas en
geles de poliacrilamlda con dadecil

sulfato de - X 1 N 28,

Ensayo Inmunoenzimatica en fase

sblida [ O - - Y 28,
METODDOS INMUNOLOGICOS,..vvivvnviennn 26,

Obtencion de celulas mononucleares

de DUMANOS et iiiiisraniasssonas AT 26,
Ensayos de proliferacién in vitro.. 26

Obtencison de subpoblaciones cefulares... 28

RESULTADOS........ Ceveieesan e 3o0.

Aislamiento y caracterizacion

de proteinas de membrana externa

de Salmonella........coovvviiiiiinns 3o.

Purificaclon de porinas de

Salmonella typhi 9,12,d,Vi por

cromatografia de exclusion molecular.... 30

Evaluacion de la respuesta inmune

celular 8 porinas en personas

sanas antes vy después de la vacuna...... 3z
Evaluacion de la respuesta inmune

celular en pacientes con fiebre tifoldea.33.
Evaluacion de la respuesta inmune

humoral a porinas en personas sanas

antes y despues de [E] Vacuna...... " 33a.
DISCUSION ... vvviiiiiinnanss RPN 34,
BIBLIOGRAFIA...... e o 40,



INDICE DE FIGURAS.

fig. {. Esqguema de la envoltura celular de las
bacterias Gram-negativas.,......... e 18,

Fig. 2. Perfil electroforético en gel de poliacrilamida
SDS PAGE para proteinas de membrana externa ...........29.

Fig. 3. Calibracion de la columna de Sephacryl $-200...........29.

Fig. 4. Patron de elucion de porinas de Salmonella typhi
9,12,Vi,d en cromatografia de exclusion molecular
en Sephaceyl S-200 ..t i i e i e e e 29,

Fig. 8. Patrdn de elucion de porinas de §. typhimurium
en cromatografia de exclusién molecular
en Sephacryl $-200 ... .. .. T T T -A°

Fig. 6. Palron de elucién de porinas de £. coli
en cromatografia de exclusion molecular
en Sephacryl 5-200 .. ... .y e e e e 29.

Fig. 7. Perfil electrofuretico en gel de poliacrilamida
SDS PAGE de POFINGS . « v v v v v i e e e e 29.

Fig. 8. Cinetica de respuesta de CMN a mitogeno
inespecifico (Con-A). ......... Vel e e e s 0 30

Fig. 9. Respuesta inmune celular antigeno especifica (PPD) -
€N NUMAND . v 4 v v v i v v e e Ve VOV s e s 0.2 30,

Fig. 10, Respuesta inmune celular a porinas de )
Saimanela typhi, §. typhimuriun y £. coli.
en personas sanas antes de la vacuna ...... e e e R I

Fig. 11. Respuesia inmune celular a porinas de
Salmonella typhi, § typhimurim y E. coli”
y PME de §. typhi en personas que recibieron -
la vacuna parenteral (L)....... Ve e ISP AT § I



Fig. 12. Respuesta inmune celular a porinas de
Salmonella typhi, & typhimurim y €. coli
y PME de 5. tyhpi en personas gque recibieron
fa vacuna oral (Germanier}........o. vt iiiion 31,

Fig. 13, Respuesta inmune celular a porinas de
Salmonella typhi, & typhimurim y E£. coli
y PME de &. typhi en uyna persona que recibié
la vacuna oral (Germanier) 3 meses después de )
aplicada la vacuna . ........ P - B I8

Fig. 14. Respuesta inmune celular a porinas de
Salmonella typhi, S typhimurim y £. coli
y PME de &. typhi en pacientes con fiebre
Lo oL R T3

Fig. 15, Comparacion de la respuesta inmune celular a
poringas de §. typhi, §. typhimurium y €. coli
y PME de §&. typhi en los tres grupos estudiados..,32.

Respuesta Inmune humoral a PME de §. typhi
en el grupo que recibio {a vacuna parenteral........ .32,

Fig. 16

Fig. 17. Respuesta inmune humoral a PME de &. typhi
en el grupo gue recibid la vacuna oral................32,



PRINCIPALES —AGREVIATURAS.

CMN Celulas Mononucleares,

cpm Cuentas por minuto como medicién de
radloactividad.

EDTA Acldo etilén diamino tetracetico.

ELISA Ensavo inmunoenzimatico en fase solida.

HEPES Acldo 4-(2-hidroxieti]) {-piper
azin-etano-sulfonico.

HPLC Cromatografia liquida de alta resolu-
cién.

IM Intramuscular,

kDO Acido 2-ceto-3~desoxioctulénico.

LPS Lipopolisacarido,

PME Proteinas de membrana externa.

Porinas ’ Proteinas formadoras de poro.

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrila-
mida-dodecil sulfato de sadio.

SFB Suero fetal boving.

TES Tris-EDTA-SDS.

vo Via oral,



RESUMEN

£} propésito del presente estudio fué investigar la capacidad
de las porinas de Salmonella tyohi de estimular la respyesta
inmune  humoral y celular en humanos, para ello, se utilizaron 10
personas sanas sin antecedentes de fiebre tifoidea, a Jlos que como
respuesta basal, se les determino in vitro ia respuesta pro-
liferativa de células manonucleares y los niveles de antlcuerpos
séricos contra. las porinas de Salmonella l typhi. Posteriormente
se dlvidl6 a las personas sanas en dos grupcs: a uno de ellos se
le aplicd la vacuna antitifaldica parenteral y al otro la oral,
evaludndose nuevamente la respuesta Inmune humoral y celular a las
porinas. En las medlciones Iniclales, las células mononucleares no
proliferaron como respuesta a las porinas de Salmonella typhi,
Salmonella typhimuriun , g, cg/i, mientras que los niveles de
anticuerpos séricos eran bajos. Despues de la vacuna se encontro
respuesta proliferativa-- en celulas mononucleares ante las porinas,
acompafada de aumento en los niveles sericos de anticuerpaos  anti-
porinas en los arupos que se les administro [a vacuna oral de Ger-
manier. El grupo que resibid la vacuna intramuscular L (inactivada
con calor) no mostro niveles apreciables de anticuerpos y la

respuesta celular fue nula.



INTRODUCCION
Salmonella typhi es una enterobacterla‘ cuyo huesped

exclusive es el ser humano. Pertenece a la tribu Salmonellese

del género Salmanella y especie typhi. Son bacllos anaero-
blos Gram-negativos, moviles, fermentan glucesa y otros carbohi-
dratos, producen abundante acldo sulfhidrico, descarboxilan la

lisina 'y ornltina y son lactosa negstivos.ygs53) Segin la  clasi-
ficacién de Kauffman-Wwhite, Salmonells typhi pertenece al’
grupo D y comparte con las diferentes especies de ese grupo los
antigenos somaticos 9, 12; los flagelos contienen el antigeno “d"
y en la superficie poseé el antigenc "vi". La férmula: 9, {2, Vi,
d. denota a 5. typhi en forma abrevlada.(‘s)

La fiebre tifoldea se presenta regularmente en forma
endémica, por o que es un problema de salud poblica Importante en
nuestro pais. En 1987 se reportaron 11,078 cascs con una tasa de
13.64 casos/100 000 habitantes 3 49)

La via de entrada al organismo es la oral Yy seain Woodward Yy
col. mil millones de bacterias s0n suf‘ucieﬁtes para producir la
enfermedad. Una vez en el intestino, Salmonella typhi puede
colonizar o no la luz intestinal antes de penetrar la mucosa del
intestino delgado (a diferencia de otras enterobacterias que nece-
sitan colonizar para tener invasividad); ademas, Salmaonells
typhi en esta fase, no lesiona el epitelio intestinal. Aparente-
mente |a selectividad de S.typhr por las celulas  *Mr4g 57, le
permiten el paso a la lamina propia, sitio en donde Ia bacteria es
fagocitada, preferentemente por el macrofago y llevada al sistema
fagocitico mononuclear de donde posteriormente se disemina a todo

el organismo; fenomeno denominado bacteremia, de manera tal que en



24 hrs Iasr bacirerlas se encuentran localizadas intracelularmente vy
circulando  por todo el organismo,

Los mecanismpos patogénicos de esta enfermedad no estan total-
mente esclarecidos; a pesar de ser wuna de las enfermedades més
estudiadas. Thomas Willis, en 1689, describib los signos y
sintomas de la fiebre tifoldea; sin embarge, durante afos se con-
fundi6 con el tifo. En 1782 Ruxham describid !as dos enfermedades
febriles como entidades clinicas diferentes: la fiebre potrida
maligna (fiebre tifoides) y 1a nervioss lenta (tifo). Jenner en
1850, en su i{ibro  titulado: "Sobre la identidad y [3 no Identidad
de las fiebres tifoidica vy tifosa", demostré que las lesiones de
la placas de Peyer y ganglios linfaticos eran especificas de [E]
flebre tifoidea. William Budd, en 48856, estableclé aque la enferme-
dad era transmitide a través de alimentes y aguas contaminadas con
materia fecal proveniente de Individuos  enfermos 37 3g)-

Eberth, en 1880, describio la presencia del bacilo tifoidice
en secciones histoibgicas de ganglios linfaticos mesentericos y en
higado de pacientes can fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, aislo
por vez primera el bacilo a partir de heces.

En la actualidad se sabe que las manifestaciones clinicas se

deben a la liberacion de endotoxinas por la bacteria y factores
solubles de comunicacion celular producidos por el macrofago:
interleucina 1 y caquectlna(-,.g,e)'

El cuadro clinice esta caracterizado por: ataque al estado
general, artralgias, miaiqgias, astenia, adinamia, hiporexia,
cefales, nasuseas y fiehre de predominio vespertino, alcanzando

picos de 40* €, en una primera fase. 8i el paclente no recibe tra-

tamiento adecuade en este momento y el cusdro se agrava, las mani-



festacliones pueden ser de septicemia, estado tifoso [*] shock
endotédxico, que puede llevar a la muerte‘“g'?m

El diagnostico de certeza de este padecimiento se establece
mediante el aislmiento de la bacteria por hemocultivo, coprocul-
tivo y mielocultivo. Dentro de los anélisis seroléglcos se encuen-
tran las reacciones febriles, o reaccién de Widal descritas desde
1895,37) dque da el antecedente de contacto con [a bacteria y sélo
analisls subsecuentes, que registren aulmentn en el titulo, nos
podrian establecer el diagnéstico; habiendose encontrado ademas
como fenbmeno concomitante durante la fase aguda, disminucién en
la cuenta leucocitaria  en sangre.(49)

En lo referente a protecclén contra la enfermedad, se han
hecho miltiples intentos por encontrar {a Fforma adecuada e Inocua,
siendo uno de ios primeros intentos el realizado en 1888 por
Pfeiffer y Kolle, quienes demostraron que el suero de pacientes
convalescientes protegia a cobayos contra dosis letales del bacilo
tifoidico. La primera mnmunizacion experimental con una suspension
de microorganismos Vivos de Salmonella typhi, fue realizada en
coneyos por Frankel y Simmons en 1886 y en ratones por Bauner vy
pfeiffer en 1887, Klikovich posteriormente empleo bacilos muertos
con el mismo proposite. Lo anterior Indujo & Wright en [nglaterra,
y a Pfeiffer y Xolle en Alemania, a wutilizar en 1897 por primera
vez vacunas inactivadas en la inmunizacion de humanos, Cuando
estas vacunas se aplicaron en ] Ingia, Egipto, ltalia y
Sudafrica, se encontro una disminucion slgnificativa en la mortal-
idad y morbilidad, as;i -como una atenuacion de los sintomas en los
Individuos vacunados que sufrieron la enFermedad(3o,.

En 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas aplicadas por



via oral, elaboradas a base de bhacterias muertas. El efecto de " las
mismas fue estudiado en el ejercito frances; en donde, desafortu-
nadamente, rmuerieron algunos de los Individuos vacunados (30)°

Las vacunas tifoidicas elaboradas con bacterias muertas se
emplearon por décadas sin conocerse su efecto protector real, pues
se carecta de modelos experimentales (animales) para demostrar su
eficacla, asl mismo, no era posible relacionar e! efecto protector
con algin Indicador seroléglco. '

En 1955, bajo los auspiclos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OM8), se reallzaron estudios de campo en Yugoslavia, Gu-~--
yana, Polonia y la Unién Sovlética, con el fin de probar la efica-
cla de las vacunas preparadas a3 base de celulas enteras de Sal/-
monella typhi inactivadas con acetona (vacuna K) y con calor-
fenol (vacuna L). Estos estudios demastraron que la vacuna K fué
la mejor y la proteccibn era mayor cuando se aplicaban dos dosis
(16,34,77,94,101) Sin embargo, ambas provocan reacciones colate-
rales indeseables ( fiebre, cefalea y ataque al estado general).

E! hecho de que las vacunas parenterales presenten efectos
colaterales indeseables ha motlvado la busqueda de nuevos inmu-
nogénos protectores. A la fecha se han estudiado dos vacuynas de
administracien oral que se elaboran a8 base de bacterias vivas. Una
de ellas a base de una cepa de §Sal/monella typhi dependiente de
estreptomicina para su crecimiento y otra con uha mutante defi-
ciente en UDP-d4-galactosas epimerasa (desighada por Germanier como
Ty 21a) (p7,78) Los resultados obtenidos con la vacuna a base de
bacterias egstreptomicina-dependiente fueron contradictorios, ya
que en algunos casos no  hubo protecclon(5”.

Los estudios realizados con {a vacuna de Germanier eanglptorb



demostraron ~que era capaz ‘de proteger ‘al 95% de la poblacien  vacu-
nadagag,9gys 5in  embargo, cuando se aplicé en Chile, se encontré
que con tres dosis administradas (capsulas con capa entérica), con
intervalos de 2 o 21 dias entre cada dosis, solo se Induyjo protec-
clen del 51 al 67% (z9).

Por otro lado, se& han estudiado los antigenos de superficie
especificos de Salmonella typhi como probables candidatos a
vacunas contra la fiebre tlf‘olde'a: antigeno somatico "0" (endotox-
Ina o lipopolisadcarido), antigeno flageiar Wy y el antigeno cap-
sular  "Vi", Durante mucho tlempo se pensé que el antigeno soméatico
nov Jugaba un papel Importante en la proteccion, por Io que se
elaboré una vacuna a base del oligosacérido de repeticién del
lipopolisacsrido  (LPS). La proteccién obtenida con esta vacuna fué
escasa y de corta duracién (36,48)

Con respecto al antigeno flagelar "H", se ha demostrade que
tampoco esta relacionado directamente con la inmunidad protectora.
Tully Y cols. (1962) observaron que al inmunizar chimpancés con
una cepa rugosa de S. typhi, se Inducia la produccion de anti-
cuerpos contra el antigeno "H", pero no se obtenia proteccién a
pesar de los titulos altos de anticuerpos antif‘lagelares(ga).
Anderson en 1868, demostrd que en ratones inmunizados  con una
mutante aflagelar de S. typhi, se obtenia el mismo grado de
proteccion que en aquellos inmunizados con la ceps m0vll(2).

Se ha Intentado demostrar [a relacion del antigeno  "Vi" en
los mecanismos de proteccién. Los primeros estudios datan de 1934,
cuando Felix y Pitt informaron de la presencia del antigeno en
cepas de S. typhi alsladas de paclentes con fiebre tifoidea,

asi como la presencia de anticuerpos contra dicho antigeno en el



suero de estos mismos paclentes(a“. La aparente falta de relaclon
ge los anticuerpos anti-vi con un estado Inmune protector ha sido
encontrada por varios investigadores s 36,37,76,98) sin embargo,
otros estudlos revelan gque el antigeno "Vi*® por s sp0lo es capaz
de inducir proteccién (1,80) Par lo anterior, se ha acrecentado
la importancia que tiene el antigeno "yi* en la virulencia de la
cepa Infectante, asi como fa conveniencla de canservarlo en las
preparaciones de vacunas (80)

Youmans y Youmans en 1968, demostraron que {a fracclén ribo-
somal de Mycobacterium tuberculosis era efectiva para Inducir

inmunidad protectora en el ratén contra el reto del microorganismo

homélogo(py)- Estos  resultados llevaron a  investigar en difer-
entes bacterias la tapacldad protectora de estas mlsmas frac-
ciones. Diversos autores han demostrado los resultados de la pro-

teccion conferida par antigenos rlbosomales de microorganismos
tales como Vibrio cholerae, Pseudomonss geruginasa,
Staphylococcus gureuvs, Streptococcus pneumoniae, Liste-
ria monocytogenes y Brucella abartus(:“). En 1970 venneman Yy
cols. demostraron que las fracciones ribosomales de Salmonells
typhimurium inducian proteccién en el raton contra ia bacteria
virulenta gg). Resultados  similares fueron obtenldos por Molinari
y Larraldeigg). En trabajos posteriores Molinari y Cabrera demos-
traron que las fracciones ribosomales de Salmonella typhi
Inducian tambien proteccion en ratones(gs)-

Con el fin de demostrar cual de ltas fracciones era la
responsable de ] proteccién inducida por el antigeno ribosomal,
se realizaran varios estudios con resultados muy diversos. En los

primeros trabajos al respecto, Venneman y cols. propusieron como



antigeno protector al ARN rlbosomal(95). Por otra parte, Jahnson

demostré que las proteinas ribosomales Inducian proteccidn en. los

r‘atones(“). Smith y Biglye sugirieron que tanto el ARN como las
proteinas eran necesarias para obtener tal proteccibn(m). Eisen-
stein y Johnson demostraran que las fracciones ribosomales de
Salmonella estaban contaminadas con LPS y proteinas de a
envoltura celular(az o) En trabajos subsecuentres, Johnson y
cols. demostraran que las proteinas de .la envoltura celular de
.S‘a)manel/a typhimurium responsables de la prateccién El los
ratones contra la Infeccién por esta bacteriaggy). Estos  exper-

Imentos ponen en duda el papel que Juegan las fracciones riboso-

males en la proteccién y apoeyan Jo sugerido por Mates y Yosipo-

visi, en el sentido de que los antigenos protectores de Salmo-
nella se localizan en la  superficie bacterlana ggy.

En los oltimos 8fos, las proteinas de membrana externa (PME)
de las bacterias Gram~negativas han adquirido gran importancia.
Asi diversos investigadores han enfocado sus estudios hacia el

papel que desempenan en la relacion hospedero-parasito. La impor-
tancia de ellas se pudo comprender gracias al advenimiento de
métodos especiticos que permitiercn separar la membrana externa de
la citoplasmatica. Miura y Mizushima describleron el alstamlento
de la membrana externa de Escherichia coli empleando esfero-
plastos preparados con lisosima y EDTA; estos se lisaron por
choque osmotico y posteriormente se separaron en un gradiente de
gacarosa la membrana externa de la cltoplasmatica (62) El metodo
anterior fué modificade por Osborn <con el fin de disminuir la can-
tidad de LPS en las opreparaciones de PME(72). Schnaitman describid

una metodologia que evita la preparaciéon de esferoplastos y con-



siste en el rompimiento de - las  bacterias en  una pr‘ensé francesa,
sequido de la sedimentaciobn de la enveoltura celular 'y de Is solu-
bilizacion de [E] membrana citoplasmatica con un detergente na
i6nico(gg)-

Lta identificacién de Ias PME se hizo por medio de electro-
foresis en geles de poliacrilamida. Schnaltman fuaé el primero en
informar que Escherichia coli contenia una proteina principal,
que constituia el 70 % de las proteinas totales de Ila membrana
(84) poco después, conjuntamente con otros investigadores demos-

traron por electroforesis que en realldad se trataba de cuatro

proteinas(g 39 a5) Schmitges y  Henning  describieron una  proteina
principal, que se podia separar electroforéticamente en dos ban-
dasg3). Actualmente se sabe que el nomero de Ias PME es variable

y depende de la Informacién genética de la bacteria. Pudiendo var-

lar su expresién por factores tales como las condiclones de cul-

tivo, Ia temperatura, etc.(se).
tas PME que mas se han estudiado son las de £, coli vy
S. typhimurium. Di Rienzo, Nakamura e Inouye en 1878 ¢ Osbarn

¥ wu en {1980,  hicieron una revision extensa de ellas“g,-,s) y las
clasificaron en proteinas principales y menores,

Las oproteinas principales pueden estar expresadas con mas de
100 000 <copias por celula y se han descrito alrededor de 10, sin
embargo, generalmente solo se expresan 5. Dentro de Ilas proteinas
principales se encuentran:

1) Proteinas matrices o porinas (Omp €, Omp O, Omp F, pho
£), que intervienen en el Atransporte pasivo de sustancias de
baje peso molecular a traves de Ia membranaggg):

a8) Proteina modificable por el calor (Omp A), involucrada



en los - procesos de conjugacién y gue aciita como receptor para
fagos y colicinas 43 17,89)"

3) Lipoproteina de Braun, unida covalent_emente a fa peptido-
glicana y cuya Ffuncien es la de mantener la‘ integridad estructural
y funcional de la membranagg).

En Ja figura t se muestra la disposicion de los componentes
de {a envoltura celular de Jas bacterlas OGram-negativas y el arre-
glo de las proteinas de la membrana externa.

Con respecto a las proteinas menores se ha demostrado que
tntervienen caomo acarreadores en el transporte de sustanclas de
alto peso molecular que estan relacionadas con la divisién celu-
lar, Entre ellas se encuentra {a unica proteina de membrana
externa que tiene actividad de fosfolipasa A(19,73.69)-

Las evidencias de que las PME estan expuestas al medio
externo evé a investigar sy eficacla como inmundgenos protec-
tores. Frasch y cols. encontraron que las PME de Neisseria
meningitidis g9rupo B resultaron ser buenos inmundgenos cuando  se
inoculaban a conejos. y fos anticuerpos anti-PME presentaron acti-
vidad bactericida in vitro mediada por complemento(ag,).

Buchanan y Arko demostraron dque el antigeno capaz de proteger
] chimpanceés contra {a uretritis gonococcica estaba presente en la
membrana externa de Neisser:a ganarrhaese(“). Posteriormente,
demostraron que las proteinas de dicha membrana eran las que con-
ferian ta proteccion especifica en cobayos 3 los qgue previamente
se habia Inducido infeccion gonocobceceica experimentaliyz,.

Los hallazgos mas importantes en cuanto a ia capacidad
inmundgena y protectora de fas PME y porinas ante la infeccion por

Salmonella typhi son:



celylar de las bacterias

Figura 1: Esquema de la envoltura

Gram-negativas,
ME: membrana externa,; LPS: lipopolisacarido; FL: fosfolipidos;

ACE: antiyenc comun enterobacteriana, POR: porina; OMPA: proteina
mogificable por el calor; PG: peptlidoglicans; LP: lipoproteina;
PP; proteina periplasmica; MC: membrana citoplasmé&tica; PC: poli=
sacarmdoe capsular; CO: cadena 0.




Kussi y cols. demostraron que Ilas porinas extraidas de una

cepa rugosa de S, typhimurium protegian al ratéen de un reto

con una cepa lisa homologa, EI  mismo efecto se obtuvo en forma
pasiva con anticuerpos especificos(g0,51)
Isibasi y col. han demostrado que pacientes con flebre

tifoidea producen anticuerpos de clase I[gM hacla wuna PME de 28 KDa
durante la fase @aguda de su padeclmlentu. En Ia convalescencia, la
respuesta fué de Ig6 y se dirigl6 hacla las porinas (36 a 41 KDa).
Ademss gque la vacunacién de ratones NIH con {10 pg & 30 upug de PME
de 8. typhi/, Indujo proteccisn del 1060% al reto con 500 DlLgp
de S. typhi 9,12,Vi:d y S. typhi Tye; y del 304 al reto
con  la  misma dosis de 8. typhimurium.40,41,42) L3 administra-
cién pasiva de suerp de conejo anti-PME de 5. typhi 9,12,vi:d,
confirié proteccion del 1004 al retoe con 100 Otgg de §. typhi
9,12,vi:d y S. typhi Ty2;, v del 8o% al reto con &, typhimu-
rivm. E{ suero de conejo anti-PME  utilizado en el ensayc de pro-
teccion pasiva reconacio por inmunotransferencia, todas las PME de
ambas cepas de S. typhi empleadas en el reto, pero solamente a
las porinas de . typhimurium..40,41,42)

Anticuerpos monoclonales (1gM) anti-parinas de S. typhi

9, f2,vizd confirieron wuna proteccion del 604 al reto con 20 Dlgg

de S. typhi g.,12,vid, mientras que anticuerpos monoclonales
anti-LPS no produjeron ningun eFecto(“). La administracién de
anticuerpos monocionales anti-idiotipicos de las porinas a ratones

BALB/c normales generd una respuesta de anticuerpos capaces de
reconocer a las porinas por inmunoelectr-c;transrerencia.(dat05 no
publicados)

La vacunacién de ratones NIH con 30 g de PME de §.



tryphi;' rinduy o respuesta praoliferativa in vitro de linfoci-

'tos, : eri presencla de porinas de S, typhi, S, typhimurivm 4]

£, ieoll. La Inmunizacién de ratones C87Bl1/6 con PME de 8.
typhi indujo una respuesta proliferativa in vitro especifica
de linfocitos  T.gatos no  publicados)

La vacunacién de ratones NIH con {0 pupug de porinas de S.
typhi 9,2,Viide indujo proteccién de 100% contra el retoc de 500
DLgo con la misma bacteria 4o, 41,42) '

Los esplenocitos de ratones NIH inmunizados con 30 pg de PME
de 8. typhi 9,12,vi:d, se activaron in vitrao a) cultivarse
en presencia de péptidos de porinas de &. typh/ obtenidos por
rompimiento con bromuro de clanégend.(gatos no publicados)

La respuesta inmune celular conslste en una Intrincada red de
Interacciones celulares que intcian con la captaclon del antigeno
por las células del sistema fagocitico mononuciear. Los macrafagos
degradan las diferentes fracciones antigenicas a péptidos de menor
tamafo (14,82,102) después, por un proceso no bien definido
expresan estos fragmentos en su membrana en conjunto con glico-
proteinas de superficie codificadas por genes de clase I del
sistema principal de histocompatibilidad (denominados HLA-DR, DG y
DP en el humanao). Solo entonces los linfocitos T inductores son
capaces de reconocer al antigeno e iniciar una respuesta contra &l
(14,102} Después del reconocimiento antigénica los linfocitos T4
50N actlvados(97) y las clonas especificas contra los diferentes
epitopes &ON expandidas; como consecuentla estas células secretan
una serie de factores solubles de comunicacion celularcgpy,  entre
los cuales se encuentra IL2 cuya funcion princlpal es actuar como

factor de crecimiento de linfocitos T(go). como sistema autécring



o que permite la expansion de clonas especificas contra el
antigena, Esta linfocina ademas funciona como factor de crecl-
miente y diferenclaclén de linfocitos B (8) que bajo la Influencia
de ésta vy otras linfocinas dan lugar a la formacién de celulas
plasméticas secretoras de anticuerpos. Por otro {ado, la .2 es
necesaria (4) para la diferenciacién de linfocitos T cltotdxlcas y
para (71) la expansién de celulas asesinas naturales (NK). Otra
linfocina secretada por los linfocitos T4 es el lnter‘f‘e'r‘dn gama

(99)- Este tlene una gran varledad de efectos biolégicos sobre
diversos tipos celulares: efecto antiviralg7y, activacien de
macr6fagos(gy ggy Y activacién de diversos genes entre los cuales
se encuentran los del slstema principal de histocampatibl}i-
dad.(15,79)

en infecclones iIntracejulares como es este c¢aso la iInmunidad
celular juepa un pape! importante en [E] proteccisn contra la
lnFECClGH(46I‘7‘68.81)

€n algunos estudios llevados &8 cabo con Salmonells typhimu-
rium se pone de manifiestoe la Importancia de la inmunidad celu-
lar para el control de esta inf‘eccibn(so). Se ha odemostrado que Ia
presencia de inmunidad celular {hipersensibilidad tardia) contra
antigenos proteicos de Salmonella typhimurium, esta en rela-
cion directa con el nivel de proteccién contra la enfermedad. Por

otro lado, estudios en ratones indican que por medio de transfer-

encia pasiva de linfocitos T especificos contra antigenos de
Salmonella typhimurium es posible conferir resistencia a
ratones no inmunizados. 74

El principal probliema para el estudio de la fiebre tifoigea

es que §. typhi es patogena solo en humanos y chimpancespgy v



dado que resulta costoso y poco practico el trabajo con primates
fue necesarlo idear un modelo humano para analizar la  participa-
clén de tas PME y porinas de 5. typhi en 13 respuesta inmune
hacia esta bacteria, para 1o cual se form6 el siguiente modelo
experimental:

Se tom6 como nuestra a {0 voluntarios sanos del personal del
taboratorioc donde se realizé6 este trabajo, las cuales fueron divi-
didos en dos grupos aleatoriamente, se valordé fa respuesta inmune
celutar 'y humoral a porinas de &, typhy, typhymuriun y E. coli
a través de trasformaclén blastolde de CMN y ELIBA esta medicién
que se concidersd como testigo negativo o bien como "respuesta"
basal, Posterlormente se puso en contacto a8 las personas con la
bacterla a traves de (a3 wvacuna, asi un grupo fué vacunado con la
vacuna L y el otro con la vacuna OGermanler. {lez dias despubs de
haber completado el esquema de yvacunacién se evalud la respuesta
inmune celutar ¥ humoral por las mismas teécnicas ante estos
antigenos.

Ademas se midi6 1a respuesta inmune ceijular y humoral 3 las
porinas de S. typhi, typhimuriun ¥ £. coli por los mismos
metodos a8 {as personas que en forma natural estuvieron en contacto

con la bacteria es decir, los enfermos con Ffiebre tifpidea.
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OBJETIVO PRINCIPAL.
~_..-Valarar Ia participaclén de las proteinas de membrana
externa (porinas) en la respuesta inmune celular a Salmaonells

kt,vah‘i en humanaos.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Alslar y caracterizar PME y porinas de las sigulentes
ceypas: Salmonella typhit 9,12,vl,d, Salmonella typhimuriun
y £. coll.

- Valoraclén de la respuesta Inmune celular y humoral en
voluntarios antes de Ia vacunacién, 8 las PME y porinas de las
diferentes enterobacterias ya mencionadas a traves de trasforma-

cién linfobléstica y ELISA,

- Valoracién de la respuesta inmune celular y humaral en
voluntarios posterior a 13 vacunacién, a [as PME y porinas de Ilas

diferentes enterobacterlas ya menclonadas a traves de trasforma-

cion linfoblastica y ELISA,
- Valoracitn de la respuesta inmune celular y humoral en
pacientes con diagnostico clinico y bacteriologico de fiebre

tifoidea, a las PME ¥ porinas de las diferentes enterobacterias ya

mencionadas a través de trasformacion linfoblastica y  ELISA.



21

MATERIAL Y METODOS.

1. METOD0OS BACTERIOLOGICOS.

1.1 Cepas bacterianas,

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas: Salmonella
typhimurium, donadas por el Instituto Nacional de Higiene,
Salmonella t}'phl 9,12,vi,d alslada de un paciente con fiebre
tifoidea, y E. coli donada por el Instituto Nacional de
Higiene.

1.2 Cultivo de bacterias,

1.2.1 Las bacterias empleadas para la obtencién de PME y
porinas se crecieron durante 8 h a 370C y 200 rpm (New Brunswick
Scientlfic ~ Co.) en medic minimo A suplementado con 0.1% de
extracto de levadura y 0.8% de aglucosa. Posterlormente las bacte-’
rias se cosecharaon, en fase logaritmica de crecimiento, por cen-
trifugacion a 1650 xg durante 15 min a 4&40C. El boton bacteriano se
resuspendié en amortiguadeor de Hepes 0.0 M pH 7.4, con servandose

a =-200C hasta su uso.

2. METODOS Bl!OQUIMICOS.

2.1 Aislamiento de PME.

La obtenciébn de PME de las —cepas trabajadas se realizo de
acuerdo al metodo de Scnnaltman(ee). para elfo las bacterias
cosechadas en la fase logaritmica de crecimiento se ajustaron a

una densidad optica de {0 a 660 nm; posteriormente se rompieron

mediante sonicacién  a 180 watts (tab line Ultratrip Labsonic sys-
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;em sonicator) en baso de hielo par periodos de 2 min hasta dismi-
nuir la absorbancia a 0.3, Para eliminar las bacterias enteras de
Ia suspension  sonicada, ésta se centrifugd a 7000 xg durante 18
min, del sobrenadante se sedimenté Ja envoltura celular por ultra-
centrifugacién a 200 000 xg/45 min a 40C (L8 B0  uitracentrifuge
Beckman Instruments, Inc.), la envaltura celular se solubilize con
Tritén X-100 al 2% en Hepes 0.0/ M pH T.4. La Ffraccion Insoluble
en Tritén X-100 (membrana externa y peptidoglicana) se sedimento
por ultracentrifugaclén en las condiciones antes mencionadas
extrayéndose de ahi las PME por resuspensién en Tris-HCl pH 7.2,
Tritén X-100 al 2% EDTA 5 mM, e incubaclén durante 10 min a 37¢C.
y posterlor ultracentrifugacion a 200 000 xg/ 48 min./370C (91).
Las PME se recuperaron en el sobrenadante y se mantuvieron a -TOOC
hasta que se utilizaron.

2.2 Purificacién de porinas por exclusion  molecular.

La obtencién de porinas se efectut empleando ef metodo
descrito por Nikaido(eg). Las bacterias cosechadas en la fase
logaritmica de crecimiento, se ajustaron a una densidag optica de
1.0 a 660 nm, posteriormente Sse rompieron por sonicaclion (Lab  line
Ultratrip Labsonic system sonicator) en bafo de  hielo por periodos
de dos minutos hasta disminuir la densldad optica E} 0.3. Las
bacterias enteras se eliminan por centrifugacion a3 7000 g /15
min, Ia envoltura celular se obtuva por uitracentrifugacion a 100
000 xg/30 min a 200C, esta se solubilizé en Tris 10 mM, pH 7.7 con
SDS al 2% y se lIncubo 30 min a 329C, posteriormente se ultracen-
trifugd vy el sedimento se sometid a8 una segunda solubilizacion  en
las condiciones descritas anteriormente, El sedimento de este

segundo  proceso, contenia peptidoglicana, de donde se extrajeron
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las proteinas wunldas a8 ella solubilizéndola con Tris §0 mM  pH 7.7,
805 al 2%, EDTA 85 mM, NaCl 0.4 M y B-mercaptoetanol 0.05%; despues
de un periodo de incubacion de 2 h a 370C, se ultracentrifugse a
{00 000 xg/30 min a 2B80C y el sobrenadante se paséb a través de una
columna de Sephacryl §-200 (80 cm x 2.6 <cm, Pharmacia Chemical
Co.} con una velocidad de flujo de 10 mi/h. Se recupera la frac-
cién  que eluye inmediatamente después del velumen vacio, detectada

por absorbancia a 280 nm.
3. METODOS ANALITICOS.

3.4. Determinaclén de proteinas.

La cuantificacioén del contenido de proteinas tanto en las
preparaciones de PME (obtenidas por Schnaltman) como en las de
porinas purificadas (Nikaido); se realiz6 de acuerdo al método de
Lowry(55) con albimina sérica bovina como proteina de referencia
{Sigma Co.).

3.2, Determinacion de  LPS.

La cantidad de LPS contenido en las preparaciones de PME. vy
porinas se determino de manera Indirecta cuantificando e! conte-
nido de &cido 2-ceto 3 manooctulénico (KDO) de acuerdo al método

de Karkhanis(“). empleando una curva patron de KDO (Sigma Co.).

3.3. tlectroforesis de proteinas en geles de  poliacrilamida

con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
La SDS-PAGE de PME y porinas se realizo en una unidad elec-
troforética para geles verticales en placa (LKB Instruments) en

condiciones reductoras y sistema de amortiguadores discantinuos

(s2y €&l gel separador contenia 1.2 % de acrilamida, 25 4 de
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bis-acrilamida, 0.49 Y% de S8SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.35 - M
pH ~8.8. EI gel introductor contenia 5 % de acrilamida, 0.13 % de
bis-acrilamida, 0.t % de SDS en amortiguador de Tris-HClI 0.125 M
pH 6.8, Como amortiguador de muestra se wusd Tris 0,425 M pH 6.8,
que contenia SDS al 2 %, PB-mercaptoetanol al 5 %, glicerol al 10 %
y awl de bromofenol al 0,008 %

El carrimiento electroforético se Ievo a cabo empleando 30
mA por placa.y como amortiguador de corrimiento Tris 0.028 M, gli-
cina 0.492 M, S8DS a8 04 % , pH 8.3. Posterlormente Ilos geles se
tiieron durante { h en uns solucion de azul de Coomasie R-280 al
0.28 % en metanol-&cido acético-agua (45:10:45), vy se decoloraron
empleando una soluclén de metanol-4dcido acético-agua (5:10:88)
hasta que el fondo del gel fué transparente,

3.4 Ensayo Inmunoenzimitico en fase sdlida: ELISA.

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-PME ~en los
sueros de las personas estudiadas, se empled el método de ELISA
23y Placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc  Co.), fueraon recu-
biertas con 50 npg/ml de PME en amortiguador de carbonatos (carbo-
nato/bicarbonato de sodio pH 9.6), durante toga Ia noche a 40C,
Uns vez transcurrido este tiempo, se lavé dos veces con PBS-Tween
al 0.4% (PBS-T), se llenaron los pozos con solucion de bloqueo
(PBS-gelatina al 2%) permaneciendo las placas dos horas a temper-
atura ambiente. Posteriormente, s&e agregaron 100 ul de la muestra
problema e incub& la placa durante 3.0 h a 379C; despues de cuatro
lavados con PBS-T se afhadi6 100 ul de el conjugadgo (inmunoglobuli-
nas de cabra anti-inmunoglobulinas de humano conjugadas a8 peroxi-
dasa (Slgma Co.) e Incubd la placa 1.8 h a 370C; despuds de 4

tavados con PBS-T se agregaron 100 wl de solucién de sustrato
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(o-fenilendiamina, HaOp al 3% en amortiguador dg citratos. pH 5.,0)
y a los 20 min, la reaccion se detuvo con { -'gota  de &c. sulfurico

2.8 M., Los pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (minl-

reader 1] Dynatec).
4. METODOS [INMUNOLOGICOS.

4.1 Preparacién de células mononucleares.

En tubos de 50 ml se mezclaron 25 ml de sol. salina isoténica
con {8 ml de sangre venosa heparinlzada de las personas de la
muestra antes y después de Ila wvacuna; con una Jjeringa y una aguja
larga se depositaron 10 ml de Ficoll/Hypague, Ficoll/dlatrizoato
de sodlo (Hystopague, Sigma Chemical Co., St. Louls, MO). debajo
de la mezcla de sangre y sol. salina. Después de aplicar el
Ficoll/Hypaque debe verse una Interfase nitida entre a8 sangre vy
el Ficoll/Hypaque. Se centrifugaron los ~tubos en wuna centrifuga de
inicio lento (para evitar disrupcion de [E] interfase) a 1000 rpm

(6 400g) durante 45 min, al terminar, aspirar el plasma sobrena-

dante ({hasta aproximadamente 2 cm arriba del botén celular) y
desecharlo, Se aspiro la Interfase cuidadosamente, tomando hasta
apraoximadamente 3/4 partes del Ficoll/Hypagque (evitando aspirar

los eritrocitos y PMN que se encuentran debajo de éste). Se depo-
sitaron las ceélulas en un tubo nueve y esteri de 850 mi, vy se
llend con  solucion  salina, se centrifugd a 600g (aproximadamente
1500 rpm) en centrifuga refrigerada, se repiti6 este procedimiento
dos veces, la tercera vez con solucian salina, centrifugando E]
360g durante 15 min para deshacerse de las plaquetas. Al terminar

el tercer lavado, las celulas se resuspendieron en medic RPMI 1640
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(61BCO, Grand Islandkr.r~ NY) Zsur;rajl'éiﬁ-uien'tadu: :i:un’ | Vsijre"rdwfg'tal baving “al
10 % inactivado a 560C (SHN), . a! 104, penicilina 6 (200 - U/ml),
gentamicina (toug/mi), y L-giytamina (0.3 mg/ml). Se colocaron lés
células en placas de 96 pozos de tal manera que quedan 300 000
celulas en 100 ul, se agregs e! antigeno a una concentracidn de 40
pg/m! en un volamen de 20 ul y se ajusté el volumen a 200 pl/pozo.
Las placas permanecleron en wuna Incubadora de COp a 370C por 7
dias y 18 h antes de cosecharlz se les agrego | uc/pozoe de timi-
dina tritiada. Posteriormente se cosecharan las celulas con un
cosechador de células (Minl Machs Il), se retienen los restos cel-
ulares, especificamente el DNA  en un papel flitro de fibra de
vidrio, que pasa a un contador de centelleo liquido B (Bekman
inst) reportandose los resultados en cuentas por minutorg7)y.

4.2 Obtenclén de macrofagos

Se depositaron 4x107 celulas mononucleares de sangre  perifér-
ica resuspegdidas en RPMI 1640, en un volumen de 4 ml en cajas de
Petri, se agregaron 10 ml de medioc con suero al 0%, colocandose
en incubadora de COp a 370C durante wuna hora, Después del periode
de incubacién, se resuspendieron las celulas cuidadesamente y se
aspiré 18 suspensién de celulas no adherentes, =se agregd PBS pH
7.4 (aproximadamente 5 ml), a temperatura ambiente Ilibre de Catt y
Mget, Enseguida se anadid entre 5 y 8 ml de solucion
EDTA/PBS/aqlucosa, Ffria e incubo 8 40C, por 2 horas en el refriger-
ador. Con ayuda de un gendarme de hule, se tallo todsa l|a super-
ficie aspirandose en sequida las celulas, y depositandolas en un
tubo de 50 ml, se lavaron las «cajas dos veces mas con solucion de
Hanks?, Esta: suspension con el resto de las celulas desprendidas

anteriormente, se lavaron dos veces mas con Hanks, y SE resuspen-
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dleron en medio con suero - al 10%(g2).

4.3 Eritrocitos de carnero tratados con neuraminidasa.

{0 ml de sangre de carnero esteril diluida {14 con solucion
de Alsever(ggy, se colocaron en un tubo de 50 mi, lavandose 3
veces con Hanks, Se agregé 80 ul de neuraminidasa (GIBCO) de Vibro
cholerae y se |llevaron a 40 ml con Hanks. Se incub6 a 370C durante
una hora (con agltacién). Y se lavé 3 veces con Hanks, se resus-
pen&lo en un volimen Ffinal de 48 ml de RPMI 1640 sin suero.

4.4 Purificacién de linfocitos T.

Después de incubar las células mononucleares por 60 min en

cajas de Petri de vidrlo, las células no adherentes fueron aspira-
das, lavadas dos veces con soluclién salina  Fislolégica, con el Ffin
de eliminar los macréfagas residuales se trataron con éster

metilico de L-leucina (LME, Sigma), de acuerdo al método descrito
por Thiele y culs.(5). Los linfocitos T se purificaron mediante
formacion de rosetas con eritrocitos de carnero tratados con

neuraminidasa (ECN), pasados por gradientes de Ficoll /Hipague.



RESULTADOS.

A, Aislamiento y Caracterizaciéen de PME.

Se obtuvieron PME de S. typhi 9,42,d,vi (aislada de un
paciente con diagnéstico clinico de fiebre tifoidea). De acuerdo
al método de Schnaltman(ee). ( figura 2) Las proteinas obtenidas
tuvieron pesos moleculares que varian desde 14  hasta 70 Kd, de
donde 'las que tienen pesos moleculares de 30 Kd a 41 Kd correspon-
den a las proteinas formadoras de canales o porinas(gg).

Por excluslén molecular.

La obtencién de porinas medlante la técnlca de lealdu(eg) se
fundamenta en el hecho de que estas proteinas wunidas por enlaces
iénicos a |a peptldoglicana, ©pueden separarse de ésta, mediante su
solubilizaclén  en un amortiguador que contenga SDS y 0.5 M de NaCl
(fuerza lénica alta). Las proteinas asi obtenidas se purifican
mediante cromatografia de exclusion molecular con Sephacryl 8-200,

La figura 3 muestra (a8 calibraciobn de I8 columna de Sephacryl

§-200 con azul dextran, albomina, vy lisosima,

En las figs 4, 5 y 6 se muestran los perfiles croma-
tograficos de las porinas de S. typhi, S, typhimurium y
£. coli, obtenidos de la columna de Sephacryl 5-200. Se

observa que la fraccion que eluyod inmediatamente despues del volu-
men vacio contiene las porinas en forma de trimeros (114 3 123
Kd). Esto se demuestra por electroforesis en condiciones de reduc-
cién (fig 7)), pues solamente se observan dos bandas proteicas de
38 ¥Kd a 41 Kd. Las oporinas asi purificadas estuvieron libres de
LPS (cuantificado a traves del contenido de KDO). Sin  embaraqo,

cuandoe se empled una tecnica mas sensible, como es la determina-
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Figura 2: perfil electroforético en gel de poliacrilamida 8$DS
PAGE para proteinas de membrana externa:

Las proteinas de membrana externa (PME) se obtuvieron por el
métode de Schnaitman. En el carril A se presenta el patrén de co--
rrimiento elctroforético para las PME de Salmonella typhi
g 42,Vi,a, en el carril B las PME de Salmonella typhimurium
y el el carrii C las PME de £. coli. Se utilizaron como marca-
dores de pesos moleculares: albamina sérica bovina (66.2 KDa),
ovoalbamina (45 KDa), anhidrasa carboénica (29 KDa) y lisozima
(14.4 KDa).




0.8
0.5
2 W A2UL DEXTRAM .
1 ny ALBMINA
0.44 ] 2 »g LIS0ZiMA
03
0.2 4
0.1+ \
T T T J v i T T T Y
®° w & ® 100 120 140 180 180 e DETUEO
L] R T M T Al \J AS T
© 20 © a0 80 © 10 [ 0 HORAS

T T U T T Y T
iz0 180 260 300 380 420 a0 360 MLILITROS

-l
o

figura 3: Calibracién de a columna de Sephacryl §-200:

Se muestra el patron de elucion para ary’ dexiran, albuming v
expresada en namero  de

lisozima. En las abscisas la escala es i ,
tubo, horas y mililitros y en {as ordenadas la densidad optica.



0.4

0 0 100 o
wNEno s Tveo * o

Figura 4: Patrdn de elucién de porinas de §. typhi
9,92,vi,d. en cromatografia de exclusi6n molecular en Sephacryl
§-200:

Posterior a la extraccion de membranas con 508 se
columa de Sephacryl §-200 y se obtuve este patron de elucion,
cuai se caracterizo por elctroforesis.

paso por la
el
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Figura §5: Patréon de elucién de porinas de S, typhimurium

en cromatografia de exclusién molecular en Sephacryl §-200:
Posterior a la extracc.on de membranas con  SDS  se  paso por @

columa de Sephacryl §-200 y a9 obtuve este pdatron  oe  elucion, el
cual se caraclerizo por eictroforesis.
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de elucién de porinas de £. coli en

cromatografia de exclusién molecular en Sephacryl §-200:
Posterior a la extrazccidn de membranas con 505 se pasd par s

columa de Sephacryl 5-200 y se obtuvo este opatron de elucién, el
cual se caracterizo por elctroforesis.

Figura 6: Patrén
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Figura 7: Perfll electroforético en gel de poliacrilamida 808
PAGE de porinas:

Las porinas se obtuvieron por el método de  Nikaldo. En el
carril A se presenta el patrén elctroforético para las PME de
Salmonella typhi 9,08,Vi,d; en el carril B el patrén de corri-
miento elctroforético para las PME de Salmonella trohimuriuvm,
el ei carril ¢ el patrén de corrimiento eleciroforéticc de porinas
de Salmonella typhi y en e carril D el patrén de corrimiento
electroforético de porinas de Salmanells typhimurivm, Se uti-
lizaron como marcadores de pesos moleculares: albamina sérica
buvina (66.2 KDa), ovoalbiumina (45 KDa), anhidrasa carbénica (29
Kba) vy lisozima (14,4 KDa).




29

cibn de acido B-hidroximiristico por HPLC, como indicador indi-
recto de contaminacion de LPS, se encontrd que ésta era del 0.014

%4

B. Respuesta inmune celular.

Con el fin de estandarizar las condiciones 6ptimas de los
cultivos celulares en el laboratorlo, se midio la cinetica de
respuesta de las células mononucleares a mitégenos inespecificos;
concanavalina A {(con-A), Figura 8 cbservamos que la mejor
respuesta estd dada en concentracién de 300 000 células/ po2o0 con
18 pg de con-A, encontr8ndose ademés en la curva el fenbmeno de
dosis respuesta.

A fin de validar el sistema que pensabamos utilizar, se
hicieron cultivos celulares antigeno especificos con PPD como
antigeno, ya gue en nuestra opoblacién la respuesta a8 PPD es un
evento normal. Se practicaron pruebas de PPD & personas que no se
pensaba Incluir  en [a muestra. Las que resultaron positivas, se
les extrajo sanqre para hacer cultivos celulares, encontrandose la
mejor respuesta a8 un concentraclién de 37 ug/ml de PPD, como se
puede apreclar en la fiqura 9, en la cual tambien vemas el
fendmeno de dosis respuesta,

En [a flgura 10 se observa el comportamiento de las células
mononucleares de las personas sanas (antes de la vacunacion) ante
las porinas de las diferentes cepas bacterianas ya mencionadas,
por dos meétodos: el oprimero que consistid en colacar las  CMN en
presencia del antigeno, (porinas y PME), y evaluar la respuesta de
trasformacion blastoide. El segundo metodo, consistio en poner en
el pozo las celulas presentadoras de Ag con el antigeno y las

celutas efectoras, (linfocitos T) Encontramos ausencia de
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Figura 8: Cinética de respuesta de células mononucleares

mitégeno inespecifico {con-A).
Este experimento fue con la finalidad de estandarizar los cul-

tivos celulares para encontrar las condiciones 6ptimas de
respuesta a traves de trasformacion blastoide. En las ordenada.:a se
eéxpresan CPM X 1000 y en las abscisas concentraciones crecientes

del mitéogeno (con=A).
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Figura 9: Respuesta inmune celular antigeno especifica PPD

en humano.
Este experimento fue con el fin de encontrar las concentra-

ciones adecudas del antigeno en cultivos celulares y con el fin de
validar el sistema a  utilizar, En las ordenadas  se mide la
respuesta a través de CPM y en las abscisas las concentraciones
agel antigeno (PPD).
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Figura 10: Respuesta inmune celular a porinas de S.typhi, S.
typhimurium y E. coli en personas sanas antes de la vacuna.

Las subpoblaciones celulares se obtuvieron por formacion de
rosetas con eritrocitos de carnero con el fin de observar la
respuesta a las porinas por los limfocitos T se utifizaron
células presentadoras de antigeno mas las porinas y  poblaciones
puras de linfocitos T en placas de 96 pozos y se les agregé timi-
dina tritiada 24 " nrs antes de cosechar,
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respuesta a las porlnae por Jos dos metodos. Sin  embargo, en los
dos casos Ia respuesta 2 mltégenos Inespeciflcos (Con-A) como tes-
tigo de viabliidad  fue bueno.

En la figura {1 se wmuestra la respuesta celular de las per-
sonas antes y después de la vacuna L (intramuscular)., Se puede
observar que [as porinas de las diferentes cepas bacterlanas no
son reconocldas por Jas células T en nlnguno de Jos dos momentos Yy
en ninguno de todos ios casos. Con esto se demuestra que en la
proteccién conferida por este tipo de vacuna no participan las PME
0 las porinas; probablemente al Inactlvarias por calor 0 acetona
las proteinas de membrana externa sufren desnaturalizcibn y por
esta razén la vacuna oprotege por corto tlempo, ya que al no tener
participacion moléculas protéicas, suponemos que la proteccidn
conferida es predominantemente a través de la (nmunidad humoral,

Al comparar con el grupo en que se apllcé 1a vacuna
oral, (figura 12) se encontrd que {0 dias después de la vacunaclén
las CMN reconocen a las porinas y reaccionan contra ellas a con-
centraciones similares a las obtenidas con el PPD, (cpm de B000),

de tal manera que en la proteccion que se  confiere con [a vacuna

oral, los componentes proteicos de la membrana celular,
especificamente las porinas, Juegan un papel relevante en la
respuesta Inmune celular.

£En este mismo grupo encontramos que la respuesta a las pori-
nas no es especifica de S. typhi, sino que 13 reconocen
epitopes compartidos en las porinas de 'S. typhimuriun, esta-
bleciendose respuestas similares 0 aun  mayores en algunos casos
que a los antigenos de Salmonella typhi.

En  una cinétlca de tiempo (flgura 13), encontramos que la
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Figura 11: Respuesta inmune celular @a porinas
S. typhimurium y E. coll y PME de S. tyhpi
recibieron la vacuna parenteral (L),
Se obtuvieron ceiuylas mononucleares de
gradiente de Ficoll/Hypaque, se colocaron 300
con 40 g de antigeno (porinas y PME)
respuesta a las vporings y PME antes de la vacuna
aplicar esta. €n las ordenadas se expresan CPM
abscisas los diferentes antigenos.
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Figura 12: Respuesta inmune celular @ porinas de S. (typhi,
S. typhimurium y E. coli y PME de S, tyhp/ en personas que
recibieron {8 yvacuna oral (Germanier).

Se obtuvieron celulas mononucleares de sangre  periférica por
gradiente de Fficoll/Hypaque, <se colocaron 300 000 células poer  pozo
con 40 ug de antigeno (porinas y PME). Se compara la respuesta a
las porinas y PME antes de 1la vacuna oral (Germanier) y después de
aplicar esta. En las ordenadas se expresah CPM X 1000 y en las
abscisas los diferentes antigenos.
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Figura 13: Respuesta inmune celular a porinas de &, typhi,
S, - typhimurium y E. coli y PME de §. tyhpi en una persona
que recibié la vacuna oral (Germanier) tres meses después de apli-
cada la vacuna.

Se obtuvieron celulas meononucleares de sangre periferica por
gradiente de Ficoll/Hypaque, se colocaron 300 000 células por pozo
con 40 pg de antigeno (porinas y PME). Se presenta la respuesta a8
las  porings y PME  tres meses Gespués de haber recibido la vacuna
oral (Germanier), En las ordenadas se expresan CPM y en las absci-

§8s concentracion crecientes de antigenos,
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respuesta inmune celular se mantiene con las mismas caract-
eristicas que fa respuesta inicial, dos y tres meses despugs
respondiendo con la misma intensidad E] la misma concentracion de
antigenos y con la misma magnitud de respuesta cruzada a3 las pori-
nas de S. typhimurium,

La respuesta inmune celular en pacientes con fiebre tif oidea
figura 14, fue similar a la de las personas a qulenes se les
administré la vacuna de Germanler, con respuesta de hasta 23,000
cpm y que 1] utliizaron como testigos positivos del modelo
empleado previamente. En (a enfermedad aparentemente no hay reac-
cién cryzada con porlnas de otras enterobacterias. Presumiendo que
en el modeloc natural (enfermedad) 1Ila respuesta Inmune celular esta
dada contra un epitope especifico de la porina de S. typhi que
no es compartide aparentemente por las porinas de otras especies.

La Figura 18 muestra la comparacién de los 3 grupos estu-
diados, observando las diferencias entre ellos.

C. Respuests inmune humoral

En La flgura 16 muestra la respuesta de anticuerpos sericos
de personas antes y después de la vacunacion oral esta medicién se
utilizé como un metodo de corroboracién del sistema empleado, los
resultados son s&similares 8 los encontrados en |a valoracion de s
respuesta inmune celular,

La figura 17 muestra |a respuesta de antlcuerpos séricos de
personas antes y después de la vacunacion intramuscular, encontra-
mos que los resultados son &imllares a los vistos en la valoracidn

de la respuesta inmune celujar.
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Figura 14: Respuesta inmune celular a porinas de §. typhi,
S.  typhimurium y E. coli y PML de §. tyhpi en pacientes con
fiebre tifoidea.

Se obtuvieron celulas mononucleares de sangre periferica por
gradiente de Ficoll/Hypaque, se colocaron 300 (000 celulas por pozo
con 40 pug de antigeno (porinas y PME). Se compara la respuesta de
enfermos con la obteniga de  los  sanos  antes  de  recibir  la  vacuna.
tsta respuesta fue utilizada como testiuo positivo.

En las ordenadas se expresan CPM x {000 y en las abscisas los
diferentes antigenos utilizados.
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figura 15: Comparacién de la respuesta Inmune celular a
porinas de 8. typhi, 8. typhimurium y E. coli y PME de §.

tyhpi en los tres grupos estudiados.
Se compara la respuesta inmune ceivular de enfermos con figbre

tifoidea con la respuesta obtenida en 10s grupos que recibieron la
vacuna oral y parenteral vy los mismos  grupos  antes  de  recibir  la
vatuna,

En ias ordenadas se expresan CPM x 1000 y en
diferentes antigenos utilizados.

las abscisas oS
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Figura 16 Respuesta inmune humoral a PME de S. {yhp/i en
el grupo gque recibi6 la vacuna parenteral.

Se vsiore la respuesta inmune humoral a PME de 5. typhi
traves de la técnica de ELISA  utilizando sueruvs de personas  antes
Y despues de la vacuna parenteral y como testigo positivo  los
sueros de enfermos con fiebre tlifoidea.

En las ordenadas se expresan D.0. 490 mn
diferentes grupss en estudio.

a

y en las abscisas los
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Figura 17 Respuesta inmune humoral a PME de S, tyhpi en
el grupo que recibié6 1a vacuna oral (Germanier).

Se valoro la respuesta nmune humoral a PME dge 5. typm @
traves de la tecnica de ELISA wutilizando sueros de personas antes
y despues de la vacuna oral (Germanier) y como testioo  positivo
ios sueros de enfermos con fiebre tifoidea.

En las ordenadas se expresan D.0. 4% mn y en Ias awscisas los

diferentes grupos en  estudio.
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DISCUSION.

El concepto de vacuna no ha varlado desde que fu& propuesto
en el sigioc pasado por Louls Pasteur. Este se reflere a3 la Induc-
clén de protecclén con microorganlsmos muertos, inactivados 3}
algon producto del mismo. Una vacuna Ideal debe Inducir Iinmunidad
protectora prolongada, ser especifica y no pravocar efectos
colaterales adversos. Entre las vacunas que cumplen estos reguisi-
tos se encuentran [as vacunas contra la viruela, [la difteria, el
tétanos, el sarampidn, la rubeoia, tosferina y la poliomielitis.
Exlsten otras vacunas <como Ia de Ia rabla y a de la flebre
tifoldea que confieren proteccién de corta duracién y producen
efectos colaterales adversos, por esta y otras razones el desar-
rollo de nuevas vacunas continba slendo un campo Iimportante dentro
de Ia Investigaclén cientifica.

Dentro de los conceptos modernos en (|3 elaboracidon de vacunas
se incluyen tres tlpos diferentes: a) las vacunas sintéticas, ela-
boradas can los determinantes antigenicos involucrados en la
induccion de Iinmunidad; b) vacunas recombinantes, elaboradas
mediante la expresién en bacterias o virus del gene que codifica
para la~ proteina responsable de la inmunidad y c¢) vacunas anti-
idiotipicas, basadas en el concepto teorico de la red de idiotipos
propuesto orlginalmente por Jerne, en las cuales el anticuerpo Qque
representa la imagen interna del antigeno, se emplea para inducir
el estado de Inmunidad protectoraig ss).

£l primer paso en 13 elaboracion de nuevas vacunas, consiste
en identificar Ios antigenos responsables de Ja inmunidad protec-

tora. Las molaculas protéicas localizadas en la superficle celu-
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lar, son las que presentan mayores ventajas para ser empleadas
como inmunogenos protectaores; gsto es, porque habjitualmente
inducen anticuerpos de alta afinidad y favorecen una re;puesta
inmune celular, la que genera una Iinmunidad protectora prolongads,

que es crucial en la defensa contra los patdégenos intracelulares

tales como S, typhi, Mycobacterium tuberculosis, Myco-
bacterivm leprae, etc (30,32)
Los hallazgos mes impartantes en cuanto a fa capacidad

inmundégena y protectora de de las PME y porinas ante I[a Infeccién
par Salmonella typhi son!

Los pacientes con flebre tifoidea produjeron antlcuerpos de
clase I1gM hacia una PME de 28 KDa durante la fase aguda de &u
padecimlento. En la convalescencia, |a respuesta fué de Ig6b y se
diriglé hacia las porinas (36 a 41 KDa). La wvacunacién de ratones
NIH con 10 pg a 30 wug de PME de S, typhi, indujo proteccién
del 100% al reto con 500 DLgg de S. typhi 9,12,vi:d y S,
typh/ Ty2; y del 30%Z al reto con Ila misma dosis de §. typhimu-
rium.

La administracién pasiva de suero de conejo anti-PME de 5.
typhi 9,12,vi:d, confirid proteccion del 100% al reto con 100
DlLgg de 5. typhi 9,12,viid Y S, typhi Tye; y del BO% al
reto con §. typhimurium. E} suyero de conejo anti-PME  utilizado
en el ensayoc de proteccion pasiva reconocié por  inmunotranferen-
cia, todas las PME de ambas «cepas de &. typhr empleadas en el
reto, pero solamente a las porinas de S. typhimurium,

Anticuerpos monoclionales (laM) anti-porinas de 5. typhi
9, 12,Vi:d confirleron wuna protecclon del 60% al reto con 20 Dlsg

de S. typhi 9,12,vi:d, mientras que anticuerpos monocionaies
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anti-LPS - no  produjeron - ningin -efecto,  La administracién de  anti-
Cuerpos monoclonales anti-idiotipicos de las porinas a ratones
BALB/c normales gener6é una respuesta de anticuerpos capaces de
reconocer & fas porinas por inmunoelectrotransferencia.

La vacunacién de ratones NIH con 30 upg de PME de S
typhi, indu,jo respuesta proliferativa in vitro de linfoci~
tos, en presencia de porinas de S, typhi, S, typhimurium 1]
E. coli. La inmunizacién de ratones C57BI/6 con PME de §.
tyohi indujo una respuesta proliferativa in vitro especifica
de linfocitos T. La wvacunaciéh de ratones NIH con 10 pg de porinas
de §. typhi 9,42,Viid indujo proteccién de 100% contra el reto
de 500 DLsy con Ila misma bacteria.

Los esplenccitos de ratones NIH inmunizados con 30 png de PME
de S. typhi 9,12,vi:d, se activaron in vitro al cultivarse
en presencia de peptidos de porinas de 5. typhi obtenidos por
rompimiento con  bromuro de cianégeno,

Los hallazgos mé&s importantes en esta investigacién son los
siguientes:

£l patron electroforético de PME y porinas de S. typhi,
5. typhimuriun y E. coli obtenido para la activacion celu-
lar  fue semejente al descrito por Kamiv y Nikaidogggy. Las  simili-
tudes encontradas entre estas proteinas, sugiere que existe una
alta  homologia no solo entre las porinas de ambas especies de
Salmonella, sino proebablemente también, con las de otras
bacterias Gram-negativas 20,21,33,69) Ademas la comparacion de
las secuencias nucleotidicas entre los genes que codifican para
porinas de diferenties bacterias Gram-negativas, muestra que

existen homologias entre ellas, hasta del 60% (g3,100). Por todos
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estos datos, s ha llegado a. Ira‘ cobnclu‘s,ldn de que los genes que
codifican para las porinas, . provienen de un ~gene ancestral coman,
que se ha conservado durante la  evoluciéngay.

Considerando la estructura secundaria de las porinas se ha
propuesto que deben cruzar varias veces la membrana externa para
poder anclarse en ella de acuerdo a este modelo de proteina trans-
membranal, las secuenclas de amino&cidos expuestas al medio
amblente debersn ser los receptores para 'Fagos y collclnas(7°). y
probablemente también de fas regiones menos conservadas entre las
porinas de diferentes especles bacterianas., Esto hace, que a pesar
de Ia alta homologia entre 1las porinas de diferentes bacterias
Gram-negatlvas, exlstan determinantes antlgéanicos privados (pro-
plos de cepa) en la superflicle bacterlana.

En esta investligacion 5 comprueba la participacién de los
linfocitos T en la respuesta inmune hacla la Salmonella typhi,
especificamente hacia las porinas S. tiphi despues de haber
sido instruidos in vivo (Fiebre tifoidea), evento que de
alquna manera se suponia por la existencia de g6 dirigida contra
porinas en sueros de pacientes convalescientes, Sin embargo, es
importante establecer que la inmunidad celular juega un papel
importante en el control de Ia enfermedad(74). Si pensamos en el
estado de convalescencia como estado de proteccién, la inmunidad
celular en este caso, ests participando en ella a través de!
reconocimiento de antigenos proteicos, que para esta investigacion
50N las porinas de 5. typhl.

Otro aspecto importante de esta Investigaciéon es el reconocl-
miento de ias porinas (antigenos proteicos) por células mononu-

cleares en personas sanas, vacunagas con Salmonella viva, Lo



que demuestra que las porinas 50N importantes inmuntgenos Yy que
participan activamente en {a proteccién puesto que esta vacuna
confiere una proteccién entre un 85 a 90 % y la cual es aparente-
mente de largo  plazo.(3g 29,96)

E!' poloe opuesto lo encontramos con las personas vacunadas con
{a bacterla muerta e inactivada por calor, en donde no se di el
reconocimlento por la células T a ias porinas. Es probable
que en el oproceso de Inactlvaclén de Ja bacteria las proteinas se
desnaturalicen con lo que pierden capacidad inmunogénica, mientras
que el resto de suUS antigenos, generalmente polisacaridicos
{antigpeno VI, y antigeno 0) son m&s resistentes al proceso de
inactivacién, por o que @perslsten como Inmunégenos Yy Sse monta una
respuesta inmune contra ellos. Estos antigenos generaimente no
generan memoria por lo que confieren proteccién a carto plazo,
como realmente sucede y con [a neceslidad de varias {nmunizaciones
para obtener fa proteccibn adecuada, sufriendo los efectos de Ila
endotoxina en cada inmunizacion,

Asi, este trabajo ratifica ia participacion de ia Inmunidad
mediada por células a las porinas en la. respuesta inmune a3 la

Salmonella typhi en humanas,
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