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RESUMEN

El presente trabajo e realize con el objeto de purificar’ las

porinas de membrana externa de Salmonella typhi 9,v1‘a.V'1'.d'.",‘ B
para estudiar gu participacién en la 1nduccién de fooleécibh ‘can-,'
tra el reto de lag cepas homéloga y heterdloga, en el ‘mo‘delo
murino.

Las porinas de S, typht 9(42,Viid se aislaron mediante la
®olubilizacion de 1a membrana externa y fueron extraidas con una
solucisén  reguladora de fuerza lénica elevada, posteriormente
ge purificaron por cromatografia de exclugléon molecular, Sus pesos
moleculares fueron de 114 Kd en estado nativo y de 38 a 41 Kd en
su forma monomérica. No hubo contaminacién de las porinas por
ipopolisacérido (LPS), cuando éfte fue medldo en forma lnalrecta
por la dosificacién del &acido 3-desoxi-D-mano-2-octulosénico
(KDO).

La inmunizaciétn de ratones NIH con dosis de 5 ug de porinas
indujo proteccion hasta del 804 al reto con %00 DLgg de la cepa
noméloga; cuando se reté con 18 cepa heteroéloga de S, typhimu-
rium no hubo proteccién.

Se obtuvieron siete hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales que reconocieron lag porinas por inmunoelectrotrans-
ferencia y que tuvieron actividad bactertolitica in vitro. La
inmunizaci6on pasiva, con 1iquido de ascltis que contenia estos
anticuerpos monoclonales, protegié a ratones del reto de 25 y 5.0
DLsg.

Los resultados obtenidos demuestran que las porinas son

inmunégenos protectores en el modelo murino.
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INTRODUCCION

8 Fiebre tifotldea.

La fiebre tifoidea es una enfermedad {febril infecto-
contagiosa causada por la ingestién e invasién fintestinal de
Salmonella typnt Esta es una bacteria gram-negativa, movil,
de la tribu Saimonellae y de 1a familia Enterobacteriac-
eae. De acuerdo a la clasificaciéon de Kauffman-white Salmo-
nella typh! pertenece al grupo D y comparte con las diferentes
especies de ese grupo log antigenos somaticos 9 y 12; los flagelos
contienen el antigeno "g" Y en 1la superficie posee el antigeno
"vi®, La férmula: 9,128,vi:d denota a S. typht en forma

abreviada (76).

# Agspectos higtéricos.

Thomas Willls, en 1659, describié 1los diferentes s&ignos Yy
sintomas de la fiebre tifoidea; sin embargo, durante afos se con-
funaié con el tifo. En 1782 Ruxham describié las dos enfermedades
febriles como entidades clinicas diferentes: la fiebre putrida
maligna (fiebre tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo). Jenner en
1850, en su libro titulado: "Sobre la 1dentidad y la no identidad
de las fiebres tifoidica y tifosa", demostr6é que las lesiones de
la placasg de Peyer y nédulos Itnfaticos eran especificas de la
fiebre tifoidea. William Budd, en 1856, establecié que la enferme-
dad era transmitida a través de alimentos y aguas contaminadas con
materia fecal proveniente de 1individuos enfermos (54,56).

Eberth, en 1880, describié la presencia del bacilo tifoidico
en secciones histolégicas de ganglios linfaticos mesentéricos y en

higado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, hizo



el primer aiglamiento del bacilo a partir de heces. En el mismo
afio, Pfeiffer y Kolle, demostraron que el suerc de pacientes con-
valescientes protegia a cobayos contra dosis letales de Dbacllo
tifoidico y en 1895 Widal describié la pregencia de agiutininas
especificas en el suero de pacientes con fiebre tifoldea Yy su

aplicacién en el diagnéstico de la enfermedad (54),

% Prevencién mediante la vacunacion.

La primera inmunizacién experimental con una suspensién de
microorganismos vivos de Salmonella typhl, fué realizada en
conejog por Frankel y Simmone en {886 y en ratones por Bauner y
Pfeiffer en 1887. KliKovich posteriormente empleé bacillos muertos
con el mismo propésito. Lo anterior indujo 8 Wright en Inglaterra,
Y a Pfelffer y Kolle en Alemanta, a emplear en 1897 por primera
vez, vacunas lnactivadas en 1ia 1inmunizacion de humanos. Cuando
estas vacunas ee aplicaron en la India, Egipto, Italia vy
Sudafrica, se encontrd una daisminucién significativa en la mor-
bilidad, asi como una atenuaclén de los sintomas en los individuos
vacunados que sufrieron la enfarmedad (39)

En 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas aplicadas por
via oral, hechas a base de bacterias completas. El efectoc de las
mismas fué estudiado en el ejército francés, en donde, desafortu-
nadamente, hubo muertos entre los individuos vacunados (39).

Las vacunas tifoidicas elaboradas con Dbacterias muenrtas
siguleron utilizandose durante décadas sin conocerse su efecto
protector real, ya que ge carecia de modelos animales para prohar
su eficacia y no se lograba relacionar el efecto protector con

algan indicador seroloegico,



En 1955, bajo los auspicios de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), se realizaron estudios de campo en Yugoslavia, Guya-
na, Polonia y la Unién Soviética, con el fin de probar la eflcacia
&e lag vacunas preparadas a base de ceélulas enteras de Salmo-
nella typht inactivadas con acetona (vacuna K) y con calor-fenol
(vacuna L), Estos estudjos demostraron que la vacuna K fué la
mejor y e6e encontré que la protecclén era mayor cuando se aplica-
ban dos dosis (19,51,115,135,144).

El hecho de que las vacunas parenterales presenten efectos
colaterales indeseables ha motivadoe 1a basqueda de nuevos
inmunoégenos protectores. Hasta la fecha se han estudiado dos vacu-
nas que ge administran por via oral y que ge elaboran a base de
bacterias vivas. Una de ellas se elabora a base de una cepa de
Salmonella typh! dependiente de estreptomicina para su creci-
miento y otra con una mutante deflclente en UDP-4-galactosa epime-
rasa (deslgnada por Germanier como Ty 21a) (37,117}, Los resulta-
dos obtenidos con la vacuna hecha a bhase de bacterias estreptomi-
cina-dependiente fueron contradictorios, ya que en algunos casos
no hubho proteccién (81).

Los estudlos realizados con la vacuna de Germanier en Egipto
demostraron que era capaz de proteger al 964 de la poblacién vacu-
nada, segun los resultados ohtenidos adurante un periodo de segui-
miento que duré 36 meses, cuando la vacuna se administré a nifos
en edad escolar con un esquema gque incluia 3 dosis en una semana,
previa neutralizacién de la acidez gastrica con 1.0 g de NaHCOj3
(38,138); sin embargo, cuando se aplicé en Chile, se encontré que
con tres dosls administradas (capsujias con capa entérica), con

intervalos de 2 6 21 dias entre cada do#slg, s8olo se inducia pro-



teccion del 5t al 674, respectivamente (40).

Cuando se Nhizo el seguimiento de la proteccién conferida por
la vacuna de Q@ermanier dada en dos formas diferentes en Santiago
de Chile y Alejandria, Egipto, se vi6 que en el primer casc des-
pués de cuatro afios, la proteccion fue del 69% mientras que en el
segundo, durante tres afios de seguimiento fue del 964 Estas dife-
renclas pueden atribuirse no sojo a !a diferente formulactén y
fondo genético simo al! hecho de que en Santlago de Chile ia inci-
dencia de ftebre tifoidea es el doble (103/t00,000 habitantes) gque
an  Alejandria (46/100,000).

Lo anterior sgugiere que probablemente 1a tnfeccion -y -log
modos de tiranamisien de eqta enfermedad difieren entre las dos

cludades (82).

* VYacunas experimentales.

Por otro lado, s& han estudiado los antigencs de superficte
aspecificos de Salmonella typhi como probables candldatos &
vacunas contra la fiebre tifoidea: antigeno somatico "O" (endo-
toxina Yy/0 lipopolisacarido), antigeno flagelar "H” y el antigeno
capgular "Vi". Durante mucho tiempo se pensé que el antigeno
somAtico "O" jugaba un papel importante en Ja proteccién, por 1o
que ae elaboré una vacuna a bage del oligosacarido de repeticién
del 1ipopoitsacarido (LPS). La protecciétn obtenidsa con esta vacuna
fus egcasa y de corta duracién (53,74).

Con respecto al antigeno flagelar "H”, se ha dQemostrado que
tampoco estA relacionado directamente con la inmuntaad protectora,
Tully y cola, (1982) observaron que al inmunizar chimpancés con

una cepa rugosa de S, typhi, ce tnducia la proaucciéen de anti-
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cuerpos contra el antigeno "H", pero no se obtenia proteccién aan
con titulos altos de anticuerpos antiflagelos (134), Anderson en
1968 demostré que en ratones inmunizados con una mutante aflagelar
de S, typhl, se obtenia el mismo grado de proteccién dque en
aquellos 1nmunizados con 1a cepa movil (3)

Se ha tratado de demostrar 1a relacién del antigeno "Vi"
(homopolimerc lineal de acido 2-N-acetil galacturénico) (130) en
lo8 mecanismos de proteccién. Los primeros estudlos datan de 1934,
cuando Felix y Pitt informaron de la pregencia del antigeno .en
cepas de S, typhs aisladas de pacientes con flebre tifoldea,
as{ como la presencia de anticuerpos contra dicho antigeno en el
suero de egtos mismos pacientes (28,29)

Cuando el antigeno Vi se administré por via parenteral, no
solamente indujo titulos elevados de anticuerpogs sino que protegio
contra 1a fiebre tifoidea, cuando se hicleron los estudios de
campo en Nepal y en Sudafrica (1,72). El1 inconveniente de esta,
vAcuna, es gue por #u naturaleza polisacaridica, el antigeno pro-
tector es T-independiente por 10 que no 1induce memoria, Debido a
68t0 8e ha sugerido conjugario guimicamente a proteinas para con-
ferirle caracteristicas de antigeno T-dependiente (131).

Youmans y Youmans en (965 demostraron que la fracciéon ribo-
somal de Mycobacterium tuberculosie era efectiva para inducir
inmunidad protectora en el ratéon contra el reto del microorganismo
homélogo (142). Estos resultados llevaron a investigar 1a capaci-
dad protectora de esgtas fracciones en diferentes bacterias. Gran
namero de autores han demostrado los resultados de la proteccién
conferida por antigenos ribosomales de microorganismos tales como

Vibrio cholerae, Pgeudomonas 4aeruglnosa, Staphylococcus

e
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aureus, Streptococcus pneumonltae, Listeria monocytogenes
Y Brucella abortus (45) En 1970 Venneman Yy cols. demostiraron
que las fracciones ribosomales de Salmonella typhimuritum
inducian proteccién en el raton contra la bacteria virulenta
{137). Resultados similares fueron obtenidos por Melinart vy
Larralde (99}, En trabajos posteriores Molinari y Cabrera demos-
traron que lag fracciones ribosomales de Salmonella typhi
inducian también proteccién en ratones (98).

Con el fin de demostrar cual de las {fracciones ribosomales
era la respongsable de la proteccién, se realizaron varios estudios
con resultadog muy diversos. Venneman y cols, propusieron al ARN
ribosomal como el antigeno protector (137), Johnson presenté evi-
dencias de que las proteinas ribosomales eran las que protegian a
log ratones (62). Smith y Biglye sugirieron que tanto el ARN como
las proteinag, se requerian para obtener protecciéon (i27). Los
trabajos realizades por Eilsenstein y Johnson demostraron gque lae
fracciones rihcsomales de Salmonella estapan contaminadas con
LPS y proteinas de la envoltura celular (26,92). En trabajos
posteriores, Johnson y cols. demostraron que las proteinas de 1la
envoltura celular de Salmonella typhitmurium eran las que pro-
tegian a los ratones contra 1a infeccién por esta bacteria (93).
Estos experimentos ponen en duda el papel que juegan las frac-
ciones ribogomalegs en la protecciédn y apoyan lo sugerido por Mates
y Yosipovieci, en e! sentido de que 108 antigenos Pprotectores de

Salmonella ge localizan en la superficie bacteriana [65).

* Proteinas de la membrana externa.

Debido a la localizacién de las proteinas de membrana externa
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(PME) ' en as Dbacterias gram-negativas tlenen gran importancia
en la relacién hospedero-parasito. Esto se pudo entender graclas
al advenimiento de métodos especificos que permitieron separar la
membrana externa de la cltoplasmatica. Miura y Mizushima descrit-
bieron por primera vez el aislamiento de la membrana externa de
Escherichia coll empleando esferoplastos preparados con 1iso-
zima y EDTA, éstos se lisaron por choque osmético Yy posteriormente
G¢ separsd en un gradiente de sacarosa la membrana externa de la
citoplasmatica (95). El método anterior fuéd modificade por Osborn
con el fin de Aisminuir la cantidad de LPS en lag preparaciones de
PHE (109). Schnattman describié una metodologia que evita la pre-
paracion de esferoplagtos y consiste en &€l rompimiento de lag
bacterias en una prensa francesd, seguido de la sedimentacién de
ia envoltura celular y de la solubilizacién de la membrana cito-
plasmatica con un detergente no iénico (1232)

La 1identificaciébn de las PHME se hizo por medio de electro-
foresis en geles de poliacrilamida. Schnaitman fué el primero en
informar que Kscherichia coll contenia una proteina principal,
1a cual constituia el T0Z de las proteinas totalas de ia membrana
(120); poco después, #1 y otros invegtigadores demostraron por
electroforesis que en realidasd eran cuatro (9,57,123), Schmitges vy
Henning describieron una proteina principal, que electro-
forsticamente se podia separar en dos bandas (119). Actualmente sge
sabe que el namero de lag PME es variable y depende de la informa-
c16n genética de la bhacteria. Su expresion puede verge afectads
por factores tales como las condiciones de cultive, temperatura,
etc, (88).

Las PME que mas se han estudiado son las de £. coll ¥y
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S, typhimurium. Di Rienzo, Nakamura e lnéuyé en1975y Qépor‘nr
Y Wu en {980, hicieron una revisién extensa; déu ellv:qs:r (21.116)~y
lag clasificaron en proteinas Pprincipales- Y menores. o

El modelo funclonal de las porinas que &e ha  propuesto de
acuerdo a las propledades fislcogquimicas y 1los resultados de
microscopia electrénica es el de un trimero Compuesto principal-
mente de estructuras B-plegadas, formando un poro de djifusién
hidrofilico con un diametro promedio de 15-2.0 nm. Cada una de
las porinag esta fijada o egtabilizada por una cadena triple de
1ipoproteina en forma de trenza. Consecuentemente, la lipoproteina
Juega un papel estabilizador del poro (figura 1) (21).

Las proteinas principales pueden estar expresadas con mas de
100 000 coplas por célula y se han descrito alrededor de 10, 8in
embargo, generalmente g6lo se expresan 5. Dentro de las proteinas
principales se encuentran:

1) Protefnas matrices o porinas (Omp C, Omp D, Omp F, pho E)
que intervienen en el transporte pasivo de gustancias de bajo peso
molecular a través de la membrana (103) (figura 1)

2) Proteina modificable por el calor (Omp A), involucrada en
lo8 procesos de conjugacién y gue actGa como receptor para fagos Y
colicinas (15,20,124) vy

3) Lipoproteina de Braun, la cual esta unida covalentemente a
1a peptidoglicana y cuya funcién es la de mantener la integridad
estructural y funcional de la membrana (10}

En la figura 2 se muestra la disposiciéon de los componentes
de la envoltura celular de las bactertas gram-negativas y el arre-
glo de las proteinas de la membrana externa.

Con respecto a las proteinas menores se ha demostrado que
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ellag interviensn como acarreadores én el transporte de sustan-
cias de alto pego molecular y que estan relacionadas con la divi-
s16n celular. Enire ellas se encuentra la anica proteina de mem-

nrana externa que tiene actividad de fosfolipasa A (21,103,110).

* Proteinas de membrana externa como inmunogenos protectores.

Las evidencias de que las PME estan expuestas al medio
externo llevé a 1investigar su eficacla como ilnmunégencs protec-
tores, Frasch y cols. encontraron que las PME de Nelsseria
meningitidls grupo B eran buenos inmunégenocs cuando se inocula-
ban a conejos, Loa anticuerpos anti-PME pregentaron actividaa bac-
tericida In vitro mediada por complemento (33).

Buchanan y Arko demostraron que el antigeno capaz de proteger
a chimpancés contra la uretritig gonocétccica estaba presente en la
membrana externa de Nelsseria gonorrhoeae (i2). Posterior-
mente, demostraron que lag proteinas de dicha membrana eran las
que conferian la proteccién especifica en cobayos a los que &e
nabia inducido una infeccién gonocbeccica experimental (i1).

Xussl y cols. demostraron gque las porinas extraidas de una
cepa rugosa de S. typhimurium protegian al ratétn de un reto
con una cepa lisa noméloga. El mismo efecto se obtuvo en forma
pasiva con anticuerpos especificos (76,77).

Estudios subsecuentes han demostrado que la inmunizacién con
PME derivadas de otras bacterias gram-negativas, como Haemophi-
lus influenza (48), Shigella flexneri (2) y Pseudomonas
aeruginosa (41) también confleren proteccién contra la 1infeccién
en animales experimentales. Inclusive, se ha elaborado una vacuna

a base de PME de N. gonhorreae (6).
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Figura 1, Modelo tridimensional gque ilustra la unién de las
porinas a 1a péptidoglicana. LP, lipoproteina; POR, porinas Yy
PA, péptidoglicana, Tomado de (21).
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polisacarido —

LPS Nipido A
PORO OE DIFUSION
LIPOPROTEINA

Figura 2. Representacién esquematica de la posible arquitec-
tura molecular de la envoltura de las bacterlas gram-negativas,
FL, fosfolipidos; ME, membrana externa; PG, péptidoglicana; EP,
egpacio periplasmico; MC, membrana citoplasmatica; LPS, lipopoli-
sacarido. Tomado de (21).



25

Los antigenos proteicos ofrecen la ventaja sobre loeg de na-
turaleza poligacaridica de inducir anticuerpos de mayor afinidad y
favorecer una respuesta inmune celular (25,436). Esta, ademas de
generar una inmunidad mas prolongada, es crucial en la defensa
contra patogenos intracelulares, como S. typht, Mycobacterium
tuberculoslis y Listerla monocytogenes entre otros (70).

En el estudio de la filebre tifoidea, un problema radica en
que Salmonella typh! es patogena s6lo en €l humano y en chim-
pancés (35). Lo gque impide o hace costosa la realizacién 1In
vivo de estudios de protecciéon., El modelo experimental aceptado
para el estudio comparativo de los mecanismos patoganicos de esta
enfermedad, es el ratén infectade por Salmonella typhimurium
(105). La desventaja de dicho modelo es gque la cepa 1lnfectante
difiere de la patogena natural del humano, sin embargo para deter-
minar 1a eficacia protectora de las vacunas anti-tifoidicas, se
emplea el modelo murino, usando inyecciones intraperitoneales de
S, typhi suspendida en m.ucina {128), Con el modelo murino, e
ha analizado el papel que Juegan las PME de S, typh! en la
induccién de proteccién activa contra el reto de S. typhi
(58), as8i como la capacidad gque tiene el suero de conejo hiperin-
mune contra PME de conferir protecciétn pagiva al ratén. Los resul-
tados obtentdos por Isibasi y cols, indicaron que eran las PME
las que conferian protecciéon especifica a log ratones tanto al
reto con 1a cepa homéloga de S. typhl como a la hetertloga de
S, typhimurium (58} sin embargo, como estas proteinas estaban
contaminadas con 6% de endotoxina cabia la duda en cuanto a su
papel real como antigenos protectores per se. Para poder eli-

minar este problema se decidié obtener las proteinas en forma pura
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por varios métodos. Uno de log seleccionacdos por este grupo de
1nvestigacion consistié en extraer a las porinas mediante inmu-
noadgorhentes especificos elaborados a bage de anticuerpos poll-

clonales Yy monoclonales (113).

# Mecanismos de Virulencia,

Ha pasado mas de un siglo desde que Salmonella typhi fue
aislada y reconocida como el agente causal de la fiebre tifoldea
en humanog y &in embargo, los mecanismos de virulencia de esta
bacteria no han sildo entendidos completamente.

El antigeno V1 ae S. typlhit ha si1do objeto de muchas
investigaciones desde los afios 30 en que &e observé su importancia
en la patogénesis e inmunicdad de la flebre tifoidea: invariable-
mente S, typht! alslada de sangre de pacientes con fiebre
tifoldea contiene este antigeno (30). El antigeno Vi parece no
actuar como un prerrequisito de invasién a las células epite-
llales, sino m&s bien como un factor protector de los antigenos O
contra la acclén de los anticuerpos o el complemento, evitando de
esta manera la fagocitosis y la acciéen Dbactericida del suero
(86). La demostracién de que el antigeno Vi no esta involucrado en
la invasividad de S. ¢typhi, se ha realtzado en un modelo
empleando monocapac celulares como las que ge encuentran en el
epitelio del carcinoma de cérviXx humano (células HelLa) (141).

Jones et al realizaron experimentos de invasividad de
Saimonella typhimurium a células HelLa y encontraron que cuando
ce usaban mutantes de esta especle, §in motilidad, noc ee esta-
hlecia el contacto entre los dos tipos de células y por lo tanto

no se producia la invasién; sln embargo, cuando las células HelLa



a7

se centrifugaron con las cepas mutantes no métiles, se producia la
invagién (66). Cuando estos experimentos se repitieron para S.
typhi empleando el modelo de monocapas célulares de ripon de
perrc (MDCK), no se obtuvo el mismo resultado, lo que Bugiri6 que
esta Dbacteria requiere de motilidad {intrinseca para 1nvadir
células eplteljales, Yy que 68ta no puede ger sustituida por fuer-
Zag mecanicas, como en el caso de & tyhptmurium (86).

Por otra parte, se ha demostrado que el antigeno O aumenta la
virulencia de las bacterias, cuando la infeccibn ocurre por una
ruta en la cual éstas gon expuestas a macrofagos capaces de matar
& las salmonelas (89). Este efecto parece ser medlado por la acti-
vacion de la via alterna del complemento. Los antigenos O que evi-
tan esta activacién, por una concentracién relativamente Dbaja de
los componentes del complemento en los tejldos, escapan de la
fagocitosls y muerte.

En el modelo murino, empleando a S, typhimurium, 8¢ ha
encontrado que ésta es totalmente resistente a la accion del com-
plemento, en virtua de gque el antigeno O previene la integracion
del complejo 1itico MAC en la superficie de la membrana externa, e
incluasive como el sistema del complemento del ratén es deficiente
en el componente CY, es incapaz de lisar a las bacterias sensibles
a éste (89).

En cuanto a los mecanismosg por los cuales la bacteria evade
su destrucciétn en el interior de los fagocitos, se han propuesto
tres probables (70: a) inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma;
D) interferencia con los metabolitos reactivos del oxigeno o con
las enzimag ligosomales y; C€) tramnsicién en el interior del cito-

plasma.
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& Mecanismos espacificos de defensa.

La respuesta inmune ge inicla con la fagocitosis de la hacte-
ria por 1A@ células del sistema fagocitico mononuclear. Los
macroefagos Y otras células presentadoras de antigeno (APC)
digieren las fracciones proteinicas a péptidos (16) y 1o expresan
en 8u membrana en unién a glicoproteinas codificadas por el
gistema principal de histocompatibilidad (MHC). Esta primera fase,
llamada de procesamiento y presentacién del antigeno, es indis-
pensable, pues los linfocttos T cooperadores (Ty), responsables de
dirigir 1la respuesta 1nmune, son incapaces de distinguir al
antigeno nativo,

Los Ty (CD4*) reconocen al antigeno asociado a moléculas de
histocompatibilidad de clase II (i25). La activacién de estas
células no golo depende de la unién del complejo receptor
(TCR)-CD2-CD3 al antigeno asociado a moléeculas d¢e histocompati-
bilidad, ya gque existen otras moléculas en la superficie de los
linfocitos T que intervienen en la regulacion de la adhesidn con
1a APC,

Una vez activados los Ty Pproliferan y producen diversas
1infocinas gue conducen la fase efectora de 1a respuesta inmune
(126). En el ratén se han demosirado dos subpoblaciones funciona-
les de linfocitos cooperadores con distinta capacidad de produc-
clon de diferentes interleucinas (IL) los 'l‘Hl &€ relaclonan con
1a hipergensibilidad de tipo retardado, ya que elaboran principal-
mente IL-2, interfer6n gamma (IFN-T) y factor de necrogis tumoral
(TNF-B); en cambio, los Ty2, producen fundamentalmente IL-4, 5 vy
6, las cuales son factores de crecimlento y diferenciacién de lin-

focitos B (101).
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Aan cuando los linfocitos B reconocen al antigeno en su forma
nativa, para iniclar gu activacién y diferenclacién hacia celulas
Plasmaticas productoras de anticuerpos, hecesitan la participacion
de los medladores solubles producidos por los linfocltos coopera-
dores. Por su parte, los linfocitos B son capaces de procesar y
presentar antigenos, lo cual aumenta la eficiencia del sistema
inmune, sobre todo en respuestas secundarias (79). Losg linfocitos
T tamblén son capaces de procesar y Ppresentar antigenos, pero lo
hacen de manera muy ineficiente debido a que su receptor tlene
baja afinidad por log peptidos antigénicos (80).

Los linfocltos T citotéxicos (CTL) (CD8') participen en la
fage efectora celular. A diferenclia de los Ty, reconocen antigenos
en el contexto de moléculas de clage I de higtocompatibilidad. Los
CTL al activarse secretan linfocinas, como la IL-2 y el IFN-T,
aunque en menor proporcién que los Ty. Los CTL tienen la propiedad
de ligar células 1infectadas por virus o bacterias, asi como
cslulas tumorales (5); ademas, se les ha descrito funcién gupre-
sora, la cual es aificil de interpretar bajo la luz de los conocl-
mientos actuales (94). .

Para que la citotoxiciadad se lleve a cabo es necesario que en
primer término entren en contacto la ceélula infectada con los CTL
(42). La formaciébn del conjugado es promovida en un medioc rico en
tones Mg2*, y ae lleva a traves del reconocimiento de receptores
en la superficie de ambase células como CD8, MHC I, LFA-3 (antigeno
funcional de leucocitos), CD2, CD3, TCR y LFA-t{ (4,139) (Flgura
3).

En la 1l4s1e especifica por CTL la unién del complejo

antigeno-MHC en la célula blanco, con las cadenas o y P del TCR
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Figura 3. Reconocimiento del antigeno por el linfocito T
citotéxico (CTL). La célula citotoxica es activada por mediadores
solubles como la interleucina 1 (IL-1) proveniente de un macro6fago
activado y la interleucina 2 (IL-2) proveniente de un linfocito T
cooperador. Una vez activada, esta célula reconoce al antigeno a
través de su receptor (TCR) en asociacion con moléculas clase I
codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC
1). La interaccion de estas proteinat en conjunto con las interac-
ciones entre las moleculas de adhesiétn (LFA-{ con ICAM y CD2 con
LFA-3) egtablece las mefales a traves del complejo CD3 para que se
lleve a cabo el mecanismo de lisis, El CD8 es un marcador de lin-
focitos T citotéxlicos que es en parte responsable del reconoci-
miento del MHC 1. (Esquema modificado de: Arthur Wweiss. 1989, T
Lymphocyte activation., En: Fundamental Immunology. Second Edition.
Paul, W.E. edit. Raven Press. N.Y. U.S.A. pg 360).
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activa la maquinaria litica de las células cltotexicas (en un
medio rico en iones Ca2'), con 1a exocitosis de compuestos solu-
bles provenientes de los granulos citoplasmaticos como la perfo-
rina (46), enzimas hildroliticas y proteoglicancs entre otros
(112). Recientemente, también se ha descrito la participacion de
una lipasa que es codificada por los CTL cuando éstos son estimu-
lados con IL-4 (47).

Estos compuestos parece que llevan a cabho el "golpe letal®
por un ataque directo a la membrana de la célula blanco, de modo
que se forman poros de 10 a 20 nm gque permiten el paso libre del
medio por una diferencia de presion osmoética, ocasionando la lisis
y muerte de la célula (31). Se ha encontrado, &in embargo, que
tambien puede llevarse a cabo la citotoxicidad en ausencia de los
compuestos solubles secretados por el CTL (133). Se cree que el
mecanismo que ge lleva a cabo es una autélisis generada por un
intercambio de gefiales a nivel de los receptores de ambas membra-
nas (43)

Por otra parte, recientemente se ha demostrado la presencia
del complejo CD3-TCR-CD8 Yy posiblemente de otras moléculas (CD2 y
LFA-1) en lags membranas de los granulos citoplasmaticos que con-
tienen a la perforina y otras enzimas liticas (114). Estos resul-
tados sugleren que 108 compuestos cltotoxicos no son exocitados al
medio externo, siho que son transmitidos a traves del contacto
intimo entre ia membrana de los granulos citoplasmaticos con 1la
membrana de la célula blanco, con lo que se aseguraria la unidi-
reccionalidad de los compuestos letales hacia 1la célula infectada.

Independientemente del mecanismo que se efectae, el CTL escapa

de 1a 1llslg celular y entonces puede participar en una nueva
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interaccion litica (145).

Una vez que el macroéfago presenta el antigeno a lag células
T, se dan todos los mecanismos de citotoxicidad mencionados, por
una parte, y por otra, se desarrollan clonas de memoria gque con-
fleren inmunidaa celular para 1infecciones posteriores, Por todo lo
anterior, para el desarrollo de vacunas contra las bacterias
intracelulares, tales como &. typhi, deben Dbuscarse antigenos
que puedan establecer 1nmunidad celular prolongada Y gque carezcan
de log riesgos de una reacciébn alterna, como cuando se lnmuniza

con bacterias muertas o inactivadas.
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OBJETIVOS.
Objetivo General,
Alslar y caracterizar las porinas de Salmonella typht
942,Vi:a, con el fin de demostrar el papel que Juegan en la
induccién de protecciétn en un modelo murino contra el reto a la

cepa homobéloga.

Objetivos Particulares.

Alslar y caracterizar PME de las siguientes cepas: Salmo-
nella typhi 942,Vi:d (alslada de paciente con fiebre tifoidea),
Salmonella typhi Ty2 (cepa de la vacuna parenteral) y Salmo-

nella typhimuritum.

Alslar Y caracterizar porinas de Salmonella typht

942,viid, mediante métodos Dhioquimicos.

Evaluar la capacidad de 1las porinas de Salmonella typni
para inducir protecci6tn en el modelo experimental murino de sgal-
monelosis empleando como cepas de reto a la homéloga y a Salmo-

nelia typhimurium.

Producir y caracterizar inmunoquimicamente a los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra porinas de Salmonelia typhnt

g.42,v1:4d.

Evaluar la capacidad de inducir proteccién pasiva de 108
anticuerpos monoclonales anti-porinag de Salmonetlia ityphl en

el modelo experimental murino de galmonelosis empleando como cepas
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de reto a la homéloga y ‘a Sa}mone!la ty phimuprium,
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MATERIAL Y METONOS.

1, NETODO8 BACTERIOLOGICOS.

14 Cepas bacterianas.

Se emplearon las seigulentes cepas bacterianas: Salmonella
typhimurium y Salmonells typht Ty2 donadas por el Instituto
Nacional de Hligiene y Salmonella typhs 9,2,viid aislada de un

pactente con flebre tifoidea.

1.2 Cultivo de bacterias.

1.24 Bacterias empleadas para la obtenciotn de PHME,

Se crecieron durante 8 h a 370C y 200 rpm (New Brunswick
sclentific Co.) en medio minimo A (58} suplementado con 0.4% de
extracto de levadura y 0.5% de glucosa. Posteriormente las bacte-
rias se cosecharon, en fase de crecimiento logaritmica, por cen-
trifugaciéon a 1650 x g durante {5 min a 4°C. La pastilla bacte-
riana &e resuspendié en amortiguador de Hepes 0.4 M PpH 7.4, con-
servandose a -200C hasta su uso.

1.2.2 Cepas bacterianas utilizadas en la determinacién de la
dosis letal media (DLgp).

Se crecieron durante {8 h a 379C en agar BHI seguidoe de una
resiembra en el mismo medlo, lag Dbacterias se cosecharon a Jas 8

h de cultivo (fase dae crecimiento logaritmlico).

Los cultivos bacterianos cosechados en la fase de crecimento
logaritmico @e ajustaron a una concentracién de 109 bacterias/ml

(0.6 de D.O. a 540 nm); a partir de esta suspensiébn empleando para
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ello un factor de dilucién. constante dge prepararon las sigulentes

concentraciones:

S.typhi 9,12,vi:a S. typhimurium
8 000 000 bhact/ml 200 000 bact/ml

1 600 000 40 000

320 000 8 000

64 000 i 600

12 800 320

2 560 64

0.5 ml de las bacterias resuspendidas en mucina (mucina
gastrica de cerdo al 5% en solucién sallna estéril) se inocu-
laron, por via intraperitoneal, a grupos de 10 ratones NIH ae 18

a 20 g de peso. Como grupo testigo se emplearon ratones inyecta-
dos con 05 ml de mucina.

Para S, typhi 9,12, Viid se registré la sobrevivencia tres

dias después de la aaministracion del inéculo bhacteriano, mientras

que para S, typhimurtum se hizo al deécimo dia; y la DLgg se

determiné de acuerdo al método de Reed y Muench (116}, segun la

slguiente formula:

Log DLgg = log dil <504 - (D.P.) X log factor de dilucién.
en donde:
Log dil <504 : logaritmo de la dilucién inmediata inferior a
la dilucién que mata al 504 de la poblacién,
507 - <507
D.P, : distancia proporcionsl : s--~-c-ce-----
504 - <504
50% = diluciétn de la concentracién que mata al 507 de la

poblacién.
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<«50% =@ dilucisén inmediata inferior a la dilucién que mata al
80X de la poblacion.
’50% : dilucién inmediata superior a la dilucitn que mata al

80X de la poblacién.

2. METODOS BIOGUIMICOS.

24 Aislamiento de PHME.

La obtencién de PHME de las cepas trabajadags se realiz6 de
acuerdo al método de Schnaitman (i22), para ello las bacterias
cosechadas en la fase d4e crecimiento logaritmico se ajustaron a
una densidad o6ptica de 1.0 a 660 nm; posteriormente @ge rompieron
mediante sonicacién a 180 watis (Lab line Ultratrip Labsonic sys-
tem sgonicator) por periodos de 2 min en Dbafio de hielo hasta digmi-
nuir la absorbancia a 0.3, Para eliminar las bacterias enteras de
1a suspensioén sonicada, ésta se centrifugsé a T000 x g durante 15
min, del sobrenadante se gedimenté la envoltura celular por ultra-
centrifugaciétn a 200 000 x g/43 min a 40C (L8 80 ultracentrifuge
Beckman Instruments, Inc.), la cual se solubilizé con Tritén X-100
al 2% en Hepes 001 M pH 7.4, La fraccisn insoluble en Tritén
%X-100 (membrana externa y peptidoglicana) se gedimenté por ulira-
centrifugacién en las condicioneg antes mencionadas (200 000 x
§/45 min a 40C) y para lograr la extraccién de las PME ce resus-
penaid en Trig-HCl pH 7.2 que contenia Tritén X-100 al 2%k y 5 mM
de EDTA, se incub6 durante 10 min a 370C y posteriormente se
ultracentrifugsé a 200 000 x g/45 min./37oC (122). Las PME ge
recuperaron en el sobrenadante y se mantuvieron a -700C hasta que

se utilizaron,
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2.2 Purificacién de porinas por exclusipn molecular,

La obtencitn de porinas se efectué empleando el método des-
crito por Nikaido (102). Las bacterias cosechadas en la fage de
crecimiento logaritmico se ajustaron & una densidad optica de 1.0
a 660 nm, posteriormente &e rompleron por sonicaciétn (Lab line
Ultratrip Labsonic system sonicator) en periodos de dos minutos en
baflo de hilelo hasta disminuir la dengjidad o6ptica a 03. Seguido de
la eliminacitn de las bhacterias enteras por centrifugacién a 7000
X @/15 min, la envoltura celular ee obtuvo por ultracentrifugaciéon
a 100 000 x g/30 min a 20°C, éeta se @olubilizé en Tris 10 mM, pH
7.7 adicionado de SDS al 24 y se incubé 30 min a 320C, posterior-
mente se ultracentrifugé y el sedimento se sometiéd a una segunda
solubilizacién en 1as condiciones descritas anteriormente. El
seaimento de egte segundo proceso, contenia peptidoglicana, de
donde gse extrajeron las proteinas unidag a ella sgolubilizandola
con Tris 50 mM, pH 7.7 que contiene SDS al 2% EDTA % mM, NaCl 0.4
M y B-mercaptoetanol al 0.0%% despuss de un periodo de incubacién
de 2 h a 379C, ee ultracentrifugé a 100 000 x @/30 min a 250C y el
sobrenadante @& pasd a travées de una columna de Sephacryl S-200
(80 cm x 26 cm, Pharmacia Chemical Co) con una velocidad de
flujo de 40 mi/nh. Se recuperé la fracciéon que eluye inmediatamente
despuds del volumen de exclusién (Vo) detectada por absorbancia a

280 nm.

3. NETODOS ANALITICOS.
3.4, Cuantificacién de proteinas,
La cuantificacién del contenido de proteinas tanto en las

preparaciones de PME (obtenidas por Schnaitman) como en las de



porinas purificadas; se realizé de acuerdoe al método de Lowry (87)
que consiste en hacer reaccionar a la proteina con el cobre en
medio ailcalino formando un complelo colorido, cuya intensidad de
incrementa al agregarseé el reactivo de Folin-Clocalteau. Como
proteina de referencia se empleé albamina sérica bovina (Sigma

Co.).

3.2, Cuantificacién de lipopolisacirido.

La cantidad de LPS contenide en las preparaciones de PMHE y
porinas ce determiné de manera indirecta cuantificando el conte-
nido de acido 2-ceto 3 manooctulénico {KDO) de acuerdo al método
de KarKhanis (68), empleando una curva patrén de XKDO (Sigma Co..
El método consiste en el tratamiento de la muestra problema con
&cido gulfarico 0.2 N a 1009C durante 30 minutos para liberar el
LPS, posteriormente se hace reaccionar con acido perybdico, arse-
nito de sodlo y acido tiobarbitarico. El compuesto colorldo (1ojo)
que ce forma 8¢ mantiene a temperatura ambiente y en solucién
agregando dimetilgsulfoxido, La intensidad del color se determina a

548 nm.

3.3 Cuantificacion de LPS por cromatografia liquida de alta

resolucioén {(HPLC).

Esta determinacién se realiza en forma indirecta, cuantifi-
cando el ester fenacilo del A&cido B-nidroxi miristico (EFABM),
pPregente en lag preparaciones de proteinag.

3.3.14 Obtencién de acidos grasos en suspensiones de porinasg.

A las porinas liofilizadas se les agregé 1 ml de NaOH 4N,

colocando la solucién en una ampolleta, la cual ge gell6 y se ca-
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lenté a 1009C por 5 horas. La hidrélisis se acidificé con 2 ml de
HCl 4N y los A&cidos grasgos libres se extrajeron con ‘c)oroformo,
posteriormente ge adictoné NapS0O4 anhidro, el extracto se filtré y
el cloroformo fue evaporado en un bafio maria a 700C,

3.3.2 Cromatografia en capa fina (CCF) para Acidos grasos.

Los 4acldos grascs llbres obtenidos anteriormente fueron
analizados por CCF, empleando como estandares los &cldos laurico,
miristico, B-hidroxi miristico y palmitico (obtenidos de Max-
Planck-Institut fur Immunbiologie, Freiburg, Repablica Federal
Alemana), utilizando placas de silicagel y un sistema de disol-
ventes organicos constituido por Cloroformo/Eter etilico/Acido
acético (15:354), revelando las placas en una camara de yodo
(adsorcién inespecifica del yodo sobre las moléculas organicas).

3.3.3 Determinaci6tn de LPS por el acido p-hidroxi miristico
(ABHHN).

3.3.3.{ Obtenciétn de esteres fenacilos de 4acidos grasos
(EFAG).

La preparacién de log ésteres oe realizé por el método de
Wood y Lee (140), a { mg del &acido graso se le adicioné 250 ul de
una solucién de 2-bromoacetofenona (10 mg/ml en acetona) y 250 ul
de trietilamina (10 mg/ml en acetona), calentando la soluci6én por
15 minutos a ebulliclén en bafio maria, dejando enfriar la solucién
para adicionarle posteriomente 750 ul de acido acético (2 mg/ml en
acetona), calentando 5 minutos y finalmente se evaporé el daisol-
vente por calentamiento.

3,3.3.2 Cromatografia en capa fina de los esteres fenacilos
de los A&cldos grasos.

Se derivaron los acidos grasos libres obtenidos de las pori-
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nas, conforme A1 método de Wood y Lee (140) y fueron analizados
por CCF, utilizando como estandares los EFAG de los acidos
laurico, miristico, B-hidroxi miristico Y palmitico, en placas de
silicagel fluorescentes y un &istema de disolventes organlcos de
Hexano/Eter etilico (90:10).

Después de realizada la CCF del EFABM en las condiciones
antes mencionadas, se eluyeron las manchas gue correspondian al
EFABM, se le adicioné acetona, se filtré (papel Whatman 40) vy
posteriormente ge& evaporéd el disolvente. El extracto e dlsolvié
en acetonitrilo y se trazé su espectro de absorciétn en la regién
ultravioleta, conjuntamente con el ABHM y 2-bromoacetofenona.

3.3.3.3 Cromatografia liguida de alta regolucién (HPLC).

Los EFAG obtenidos de laa porinas y los estandares de acidos
gragos, se analizaron por HPLC, en las siguientes condiclones:

Columna: ODS C,g

Bluyente: Acetonitrilo/Agua (90:40) (Merck Co. grade HPLC)

Velocidad de Flujo: 1 ml/min (presién 55-60 atm)

Volumen de muestra: 20 ul

Rango: 04 AUFS

Longitud de Onda: 242 nm (Beckman 165 Variable Wavelengnt
Detector)

Velocidad de la Carta: 0.2 cm/min (BecKkman 427 Integrator)

3.4 Electroforesis de proteipnas en geles de poliacrilamida

La SDS-PAGE de PME y porinas se realizé en una unidad elec-
troforética para geles verticales en placa (LKB Instruments) en

condiciones reductoras y gradiente discontinuo de pH (78). El gel
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superior contenia 5% de acrilamida, 0.43%7 de bils-acrilamida, 0.1%
de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0425 M pH 6.8. El gel separa-
dor contenia 1{1.2%4 de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida, 0.9% de
SDS en amortiguador de Tris-HC1 0.35 M pH 8.8, Como amortiguador
de muedtra ce usé6 Tris 0425 M pH 6.8, que contenia SDS al 2i%,
g-mercaptcetanol al 5% glicerol al 104 y azul de bromofenol al
0.005%,

El corrimiento electroforético se lievé a cabo empleando 30
mA por placa Y como amortiguador de corrimiente Trig 0025 M, gli-
cina 0492 M, SDS al 04% , pH 8.3, Posteriormente losc geles se
timeron durante { h en una solucién de azul de Coomasie R-250 al
0.25%7 en metanol-acido acético-agua (45:10:45) y el exceso de
colorante ce elimin6é empleando una solucién de metanocl-acido

acético-agua (5:10:85).

3,5 Inmunoelectrotransferencia.

La electrotransferencia de PHME y porinas de los geles de
pollacrilamida a papel de nitroceluloga (PNC), se llevo a cabo
durante 18h a 100 mA en un equipo Transphor (LKB Instruments) Se
emples como amortiguador para la transferencia glicina 192 mM,
metanol al 20X en Tris 20 mM, pH 83 (132). Transecurrido este
tiempo y para comprobar gue la transferencia se llevé a cabo, una
parte del PNC ge tif$é con tinta china y 18 otra ge colocé { h a
370C en eolucién de bdlogqueo (gelatina al 0.254, Tween 20 al 0.1%,
en PBS (NaCl 045 M, fosfatos 0.00 M PpH 7.2)). Despuss de 4 lava-
dos con PBS-T (Tween 20 al 0.4% en PBS), el PHC se incubhé 3 h a
temperatura ambilente con el suero problema; posteriormente se lavo

4 veces con PBS-T y ge incubd 15 h a temperatura ambiente con la
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dilucién 6ptima de antisuero de cabra conjugado a peroxidasa
fanti-Ig(s) de conejo & anti-Ig(s) de ratén (Cappel Lab.)) Una
vez pagado el tiempo de incubacién, se lavé dos veces con PBS-T y
2 veces con PBS para finalmente colocarlo durante 20 min en solu-

cién de sustrato (4-cloro-i-naftol 2 mM, HpDp al 0.084 en PBS)

Para dAeterminar 1la presencia de anticuerpos antl-PHME, anti-
LPS o anti-porinas en log sueros de conejo y de ratén y en !los
sobrenadantes de hibridomas, ge empleé el método de ELISA (27)
Para ello, se recubrieron placas de poliestirenoc de 96 pozog (Nunc
Co), con 50 ug/ml de PME o porinas y con 20 ug/ml de LPS en amor-
tiguador de carhonatos (carbonato/blcarbonato de sodio PH 9.6),
durante toda la noche a 40C. Una vez trancurrido este tiempo se
lavé dos vecea con PBS-Tween al 0.4% (PBS-T) y se llenaron los
pozos con eolucibén de bloqueo (PBS-gelatina al 2%} y se delaron
dog horas a temperatura ambiente. Posterlormente, se agregdé 100 ul
de la muestra problema y &€ incubé la placa durante 3.0 h a 379C,;
degpués de cuatro lavados con PBS-T se agregaron 100 ul de conju-
gado (inmunoglodbulinas de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo o
ratén conjugadag a peroxidasa (Sigma Co.) y ce incubé la placa 15
h a 370C; despu#ss de 4 lavados con PBS-T sge agregaron 100 ul de
soluci6tn de sustrato (o-fenilendiamina y HpOp (304) al 0.04% en
amortiguador de citratos pH 5.0) y a los 20 min, la reaccion se
detuvo agregando 4 gota de Aacido sulfarico 25 M. Log pozos se

leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Minireader I1 Dynatec)
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4, KETODOS INNUNOLOGICOS.

4.4 Hodelo murinoe de proieccién activa con porinas de S,
trpnt 9,12,v1:a.

La capacidad de las porinas de inducir inmuntaad activa, se
evalug, en el modelo experimental murino (i28). Para ello, grupos
de 10 ratones NIH de 13 a {5 g de peso, se inmunizaron y retaron

por via 1.p, de Acuerds al sigulente esguema:

pia Inmunizacien ;  WReta’ Dlgg
e . Porinas (ue) R

o 25, 5, 10, 30
s a8, 10, (30
25 ' 20,500

* las cepas de reto fueron: a) S. typht 92,vVuad

&, typhimurium resuspendtdas en mucina al 5% en solucien

salina esibril.

#% Como grupos testigos se emplearon ratones inmunizadog con:
a) Tris 50 mM-EDTA S mM, pH 7.4 y b} Mucina al %% en solucibn
salina estéril

t La sobrevivencia se regiatro durante 10 dias aespuéds del
reto.

4.2 Obtenci6n de anticuerpos monoclonsles conira moléculas de

superficie de Salmonella typht! 9,12,Vi:d,

4.2.1 Obtencién de macréfagos de cavidad peritoneal.

Se ohtuvieron macréfagos de la cavidad peritoneal de ratones
BALB/c, en condiciones estériles, Lot macréfagos asi obtenidos se
repuspendieron en 5 ml de medio de cultivo Dulbecco modificado por

Eagle, suplementado con 15% de sguero fetal bovino (Sigma Co}, glu-
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tamina 2 mM, glicina 0.3 uM, 2-mercaptoetanol S0 uM, esireptomi-
cina 100 ug/ml y penicilina 100 U.I./ml (DME-s). 50 ul! de la sus-
penslén de macrofagos, e colocaron en 1as placas de cultivo de 96
pozos (Nunc Co.) y Be mantuvieron en una incubadera a 379C, con
954 de humedaad y 5% de COz hasta su uso, :

4.2.2 Linea celular de mieloma.

Se emplearon células de la linea de mieloma de raten SP2/0
(defictente en HGPRT). Las celulas SP2 en DME-g, se mantuvieron en
incubadora a 370C, con 9%5% de nhumedsa y 5% ae COp Las celulas se
cosecharon en fase de crecimtento logaritmica para emplearlas en
s fuaiéen.

4.2.3 Celulass esplénicas tnmunss,

Esquema de inmunizacién: ratones BALB/c fueron inmunizados,
por via intraperitoneal (ip}, el dia 0, con 70 ug de porinas de
S typht 9df2,via en ACF y los diae 30, 60 y 90 con 50 ug de
porinas en Tris (50 mM)-EDTA (5 mM)

Dbtencién de celulas de bazo: cuatro dias despusds de la
Gltima inmunizacibn, en condiclones de esterilidad, se extrajo el
bazo y se deposité en una caja de Ppetri conteniendo 5 ml de solu-
c16n de Hanks (34), Dentro de una campana de filujo laminar, con el
objeto de liberar las células plasmaticas, ce disgregé el bazo. la
suspenaién asi obtenida, se dejds sedimentar daurante § min con el
fin de eliminar los restos tisulares. El sobrenadante se recupero
y ge centrifugé a 1200 rpm/5 min, El sedimento ce reguspendioé en
5ml de DME y el namero de celulas viables &e conté en una camara
de Newbauer, mezclando dos gotas de la suspension de células con

dog gotas de azul tripan al 0.24
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4.2.4 Fusion,

La fusion se efectub, de acuerdo al método descrito por
Kbller y Milgtein (36,73), Para ésto, en un tubo de centrifuga
cénlico de 50 ml, se colocaron y centrifugaron (1200 rpm/5 min) 6.6
x 10% células de bazo/ml y 3.3 x 108 células Spa/ml; la pastilla
celular resultante se resuspendi6 en 04 ml de DME y sge le agregé
lentamente 1 ml de polietilenglicol 4000 (Alarich Co.). Después de
dejar reposar la mezcla 1 min a 37°C, se agregaron 8 ml de DME,
gota a gota, y se del6 reposar 5 min a 37°C. Posteriormente se
adicionaron 30 ml de DME y después de 5 min se centrifugé a 800
rpm/5 min, La pagtilla se resuspendié suavemente en 5 ml de medio
DME-s y se agregaron 50 Wl de esta suspensiéon en cada uno de los
96 pozos de una placa de cultivo (Nunc Co.), la cual habia gido
recubierta con macroéfagos. Veinticuaire horas después, se Ieem-
plazs el medio DME-s por medio HAT (DME suplementado con hipoxan-
tina, aminopterina y timidina) (85), Posterlormente el cambio de
medio se realizé cada tercer dia. Al décimo primer dia de cultivo,
el medio HAT se substituyé por medio HT (DME suplementado con
hipoxantina y timidina). Las células se mantuvieron en este medio
hasta el aia 17.

4.2.5 Selecciétn y clonacién de hibridomas.

Cuando los hibridomas cubrieron la tercera parte del fondo
del pozo de cultivo, se tomé el sobrenadante para cuantificar, por
el método de ELISA, la presencia de anticuerpos especificos. Los
hibridomas secretores de anticuerpos anti-porinas, &€ clonaron dos
veces por el método de dllucién limitante a § Yy posteriormente a

0.3 célulag por pozo.
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4.2.6 Expansién de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales.

4.26.1 La expansion 1iIn vitro, se realizd en Dbotellas de
cultivo de 80 cm@ (Nunc Co) Los sobrenadantie regultantes se
utilizaron para determinar la especificidad del anticuerpo por
electroinmunotransferencia, con el fin de determinar los 1isotipos
Y realizar los ensayos de proteccion pasiva.

4.26,2 La expansiéon In vivo ee realizé en ratones
BALB/c. 1noculandolos con 10%-10% ceiulas de nibridoma en 05 ml
de DME o Hank’s por via 1ip, los cuales habian ¢ido tratados, un
mes antes, co n 0.5 ml de prigtano (2,6,10.44 tetrametilpentade-
cano., Sigma Co.) Cuando el tumor se hizo evidente, ge obtuvo el
l1quido de ascitis mediante puncién peritoneal (91).

4.27 Almacenamiento de célulasg,

Con el objeto de congdervar a los hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales, @¢ prepararon viales contentendo de | x
102 a 5 x 106 cels en solucién crioprotectora (9 volumenes de
suero fetal bovino y { volumen de dimetilsulfoxido), los cuales ge
almacenaron a -T0°C durante 24 h Yy posteriormente en nitrogeno

iquido.

4.3 Capacidad bacteriolitica de los anticuerpos monoclonales.

Se agregaron dtiluciones del anticuerpo monoclonal {sobrena-
dante de cultivo) a 50 bacterias, y posteriormente, como fuente de
complemento (20 unidades), se utilizé suero de cobayo. Esta mezcla
se incubdé a 379C en presencia de jones calcio. La cuenta de colo-
nies viables se efectud como unldades formadoras de colonias

(UFC), 18 h después por plagueo y por duplicado en agar infusién
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cerebro-corazén (BHI). El efecto 1itico se expresét como el por-
ciento de dieminucion en la cuenta de UFC, comparado con la bacte-

ria incubada sin anticuerpo monoclonal.

4.4 Ensayo de proteccién pasiva mediante la administracion de

anticusrpos monoclonnalesg.

Grupo de 10 de ratones NIH de 18 a 20 g de pego, e inmuni-
zaron pasivamente por via 1L.v. con 0.2 mi de liquido de ascitis o
gobrenadantes de cultivos de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales; 1 h despues, se retaron por via 1.p. con 25 Yy 50
DLgg de Salmonella typhi 06,12V1:d. El grado de proteccion se

evalud como la sobrevivencia a los 10 diags del reto.
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RESULTADOS,

A, Afslamtento y caracterizacion de PHE.

De acuerdo al método de Schnaitman (122), se obtuvieron PME
as S. typhts 942, Vi:d (aislada de un paciente con diagnoéatico
clinico de fiebre tifoidea) de S. typhl Ty2 (cepa vacunail ¥y
§. typhimurium (responsabile a4e la salmonelosts murinaj. 4]
comportamiento electroforstico en geles de poliacriiamida-sds de
las PME se muestra en la figura 4. Las proteinas obtenidaa tuvie-
ren pesos moleculares desde 14 XKd hasta 70 Kd, obgervandose
simiiitudes importantes entre las tres cepas en un grupo dae
proteinas con pesos moleculares eantre 36 Kd y 41 Kd (éstas corres-
ponden a las proteinas formadoras de canales o porinag), asL como

an dog proteinas de {7 ka4 y 28 ka.

B. Purificacién d4de porinas de S, typht 9,12,Vsa.

lLa obtencién de porinas medlante la técnica de HNikaido se
fundamenta en el hecho de gue esas prateinas @e encuentran unidag
96r enlaces lénicos a Ja peptidoglicana, por lo tanto se pueden
separar de $sta mediante ia solubilizacién en un amortiguador que
contenga SDS y 08 M de NaCl. Las proteinas asi obtenidas se puri-
fican mediante cromatografia de exclusién molecular con Sepnacryl
8-200.

En 1a figure 5 se muestran el perfil cromatografico obtentdo
ae la coiumna de Sephacryl S-200 de las porinas dae S. typnt
942, vi:a, En el se observa gque la fracciébn que eluyo inmediata-
|ente después del volumen vacis contensa ilas porinas en forma de

trimeros (114 X4 a 123 Xa). Esto se demuestra por electroforesis
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS,
tefitida con azal de Coomasie, de PME de Salmonella typhi ais-
lada por el método de Schnaitman (30 ug por carril)l. Carriles | y
5, marcadores de peso molecular (Biorad, Laboratories): fosfori-
lasa b (95 Kd), albamina sérica bovina (66 Kd), ovocalbamina (42
Kd), anhidrasa carbénica (31 Kd), inhibidor de tripsina (21 Kd) y
1isozima de huevo (14 Kd); carril 2 PME de S. typh 9,42/ Vid;
carril 3, PME S. typh! Ty2 y carril 4, PME de S. typhimu-
rium.,
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Figura 5. Perfil cromatografico de purificacién de porinas
de S. typht, por exclusitn molecular. Columna de Sephacryl
S-200 (Pharmacia Chemical Co.), con una velocidad de flujo de 40
mi/h.
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{(flgura &), pues solamente ge observan doeé bandas proteicas de 38
K4 a 41 Ka. Las porinss asi purificadas estuvieron Ilibres de LPS
{cuantificado & traves del contentdo de XDQO), ain embargo, cuando
M empled una técnica més sensible, como es la determinacién de
&cido @-hidroximiristico por HPLC, como indicador indirecto ae

contaminacion Aae LPS, s& encontrd que sata era del 0.04i%.

C, Evsluascién de is actividad protectora de las porinas de
8. tyrphnit 9.42,v1:4.

Para analizar !a capacidad de las porinas de S. {yphi
9,42,Viid  de tnducir inmunidad protectora contra 1la fiebre
tifoiaes, se emples el modelo experimental propuesto por la OMS
para medir la eficacia de ja vacuna tifotaica parenteral “L* Eate
consiste ean detarminar la sobrevivencia 10 dias despuss de retar
PoOr via intraperitoneal con la cepa de S, typhs resuspendids
N una suspensién de mucina al %4, 8 ratones previamente inmuniza-
doe.

En 1ia tabla { se muestran los vaiores de la dosis letal al
80X (DLgg) encontrados para cada una de las cepas de Saimo-
neilla gue se emplearon en el reto.

Tabla {, Valores de DLsy, empieadas en 108 retos.

Bacteria DLsg

Salmoneila typhi .
942,viid 2 x 103 bpacterias/ml

Salmonella typht
TY 2 103 bacterias/mi

Salmonelia typhimurium 102 bacterias/ml
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Figura 6. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
tefiida con azul de Coomassie de porinas de S. typhi 942,vid
aisladas como se describie6 en el texto, Carriles § y 2, PME de
S. typhl obtenidas por el método de Schnaitman, carriles 3 y 4
porinas de la misma bacteria obtenidas por el método de Nikaido Yy
carril 5, est&ndares de peso molecular (Biorad Laboratories)
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Los resultados de proteccién activa, empleando dos inmuniza-
ciones con 25 ug, 50 ug, 10 ug y 30 ug de porinas se muestran en
la tabla 2. Como se puede oheervar en ella, concentraciones de §
ug de porinas inducen proteccion del 100X y del 80% al reto con 20
Y %00 DLsg dae Salmonella typht 9,12, V1:d respectivamente.
Estos resultados augleren que las porinas tlenen epitopes acce-
sibles que confieren inmunidad protectora en contra de la bacterla
viva. Sin embargo, cuando se empled S. typhimurium como cepa
de reto, los resultados fueron diferentes, ya que 30 ug de porinas
(la dosis de reto mas alta), confirieron solamente 45X de protec-
cion al reto de 500 DLsgp (tabla 3), Los ratones inoculados &olo
con mucina al 5% (grupo testigo} mueren con retos de 20 DLgg de
S. typht 942,Vi:d y de Salmonella typhimurium. Estos
resultados muestran que exigte una correiaciéon entre la cantidad
de porinas administradas y l!a proteccison obtenida.

En la tabla 4 se muestra la cinética de sobrevivencia del
grupo de ratones inmunizados con 5 ug de porinas de S. typht
9.42,vi:a durante los 10 Aaias posteriores al reto. Como se puede
observar en ella, esta inmunizacién confiere una protecciéon del 80
% al reto de 8500 DLgg Ae S. typhs mientras que la protecclon
en contra de S. typhimurium fue del 0% y se eleva al 20%
cuando solamente se emplean 20 DLgg. Bstos resultados indican Qque
extigte un ligero grado de proteccidon cruzada entre S. typhit
Y S. typhimurtum, aunque parece que 10§ antigenos mas impor-

tantes en la 1nduccidn de proteccién eon epitopos no compartidos.
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TABLA 2

Proteccion en ratones NIH inmunizados con porinas de S,
typhi 9,42,V1id4, al reto homslogo.

cantidad administrada® Sobrevivientes/totalP
Reto: 20 DLgg Reto: 500 DLsg
2.5 ug 6/10 1710
5.0 ug 10/10 8/10
10.0 ug 9/10 9/10
30.0 ug 9/10 9/10

@ Se inmunizaron, por via 1.p., grupos de 10 ratones los Aias 0 y
10 con porinas resuspendidas en 0.2 m! de amortlguador TE, Se
retaron el aia 25,

® La proteccién se expresa como el numero de sobrevivientes entre
el total de ratones después de un periodo de observacion de 10
dias.



56

TABLA 3

Protecciéon hetersloga, contra S. typhimurium, de ratones
NIH ‘snmunizado& con porinas de S, typhi. MR
cantidaad administrada® Sobrevivientes/totalf }
Reto: 20 DLgg Reto: 500 DLgg

25 ug NR NR

5.0 ug 2/10 0/10

10.0 ug 3/10 3/10

30.0 ug 1710 4/10

Se inmunizaron, por via L.p,
10 con porinas resuspendidas en
retaron el dia 25,

P La proteccitn se expresa como
el total de ratones, despuss del

KR : No realizado,

grupos de 10 ratones log dias 0 y
0.2 ml de amortiguador TE. Se

el namero de gobrevivienies entre
dsecimo dia de observacion.
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TABLA 4

Cineética de proteccion de ratones NIH inmunizados con pori-
nas® de S§. typn: y retados con S, typh! y S. typhimu-
rium,

Dosis de reto Dias post-reto Sobrevivientes/total
S. typhi S. typhimurium

20 DLsgg 0 10/10 10/10
1 {0/10 10/10

2 10/10 7/10

3 10/10 2/10

10 10/10 2/10

500 DLgg 0 10/10 10/10
1 10/10 5/10

2 8710 1710

3 8/10 0/10

10 8710 0/10

O Los ratones se 1nmunizaron por via 1,p. con 5 ug de porinas de
S. typhi en 0.2 ml de amortiguador TE los dias 0 y 10. Se
retaron el Adia 25

B Después del reto, se realizé un regietro diarlo de los animales
muertos.
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D) Obtencién de anticuerpos monoclonales

Hibridomae productores de anticuerpog especificos.

De 1a fusi6én de 1a@ células SP2 con los esplenocitos de
ratones inmunizados con porinas, seé obtuvieron 46 hibridomas. De
66tos, &lete produjeron anticuerpos anti-porinas.

Los hibridomas productores de Aanticuerpos especificos fueron
subclonadoé por dilucion limitante a 0.3 células por pozo, Y
posteriormente su reactividad egpecifica estudiada por ELISA. Se
obtuvieron dos subclonas del hibridoma 5F2 productor de anticuer-
pos antiporinas. Estos se designaron como P y P2. PFosteriormente,
ge derivaron laé clonas denominadaa 8F5, B8F6, 9E6, 14C2, 14C6,
14D5 y P3 (figura 7). Los siete hibridomas secretaron anticuerpos
monoclonales del 1sotipo IgM.

Anallsis de los hibridomas anti-porina por inmunotransferen-

En la figura 8 ge muestran las inmunotransferencias obtenidas
cuando ge hicieron reaccionar los sobrenadantes de cultivo de los
hibridomas menclonadog (anti-porina) con las PME de &5, typhs
Como puede observarge, 108 AMC secretados ko0lo reaccionan con la
banda de 38 Kd, que corresponde & lasg porinas de S. typhi

Actividad Dbacteriolitica de log anticuerpos monocionales

anti-porinas.

Para evaluar el papel de los anticuerpos monoclonales anti-
porinag en los mecanismo de defensa contra la infeccion del micro-
organismo, &e utilizé la 1isls celular medliada por complemento
(tabla 5). Los AmMC t4C2 y OF6, a una dilucien de 140, inhibieron
en un 9%i el crecimiento de coloniag de S. typhi y el 204 de

las UFC de &S. typhimuritum. También se puede observar una
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Figura 7. Obtencitn de anticuerpos monoclonales anti-porinas
de Salmonella typhi, medidos por el método de ELISA,
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OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONA-

LES ANTI-PORINAS DE S. typhi
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TABLA 5

Capacidad Dbacteriolitica del anticuerpo monoclonal {4C2
anti-porinas de S. typnl. ’

Dilucion del anticuerpo Porcentaje ae bacteriolisis®
monoclonal s, typhit s, typhimurium
1:40 95 20
1:80 70 15
1:46Q 55 5
$:320 A8 2
SP2/0 (control) 2 0

@ Expresado como la dieminucion de lae UFC con regpecto a la
bacteria i1ncubada ain el anticuerpo monocional,
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correlacion entre la dilucién del anticuerpo y el porcentaje de

sobrevivencia del microrganisgmo como UFC.

E) Transferencias pasiva de inmunidad protectora mediante la
administraciéon del anticuerpo monoclonal 14C2.

Finalmente se analizét el papel que los AmC anti-porina
podrian Jugar en la protecclon pasiva contra la 1infeccion por S.
typh! en el modelo murino. Los estudlos de inmunizacién pasiva
8¢ realizaron mediante la inyeccién intravenosa de los sobrena-
daﬁtes de hibridoma o liquldo de asCltls & ratonés no inmunes una
hora antes del reto con bacterias vivas sucpendidas en mucina. La
tabla 6 muestra los resultados que se obtuvieron en este experi-
mento. Estos sugieren que los AmC anti-porina pueden conferir una
ligera proteccién contra el reto ae 25 y 50 DLgg de S
typht, Comparando estos resultados con los estudios realizados
previamente, en log que se emplea un heteroantiscuero de conejo
anti-PHME, podemos declr que los AmC no son tan efectivos como el

antisuero policlonal en la 1nducciétn de Pproteccion pasiva.
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TABLA ©

Proteccion de ratones NIH contra la infeccién de S, typhi
medlante la transferencia de un anticuerpo monoclonal IgH anti-
porinas de S. typht.

Anticuerpo administrado® Sobrevivientes/total :
Reto: 25 DLsg Reto: 5.0 DLgg
AmC 14C2 3/10 2/10 .
(sobrenadante de cultivo)
AmC 14C2 6/10 4/10
(liquldo dae asCitis)
Suero de conejo anti-PME 10/10 10/10
SP2/0 (control negativo) 0/10 0/10

@ Grupos de dlez ratones fueron retados 1.p, con 25 DLgy & 5.0
DLgp de S. typhi una hora despues de la administracién de 0.2
ml de gobrenadante de cultivo de los hibridomas o liquide de
ascitle.
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DISCUSIOR.

El concepto de vacuna no ha variado desde que fue propuesto
en el siglo pasado por Louls Pasteur. Este se refiere a la inauc-
cion a4e proteccidtn con microorganlemos muertos, 1nactivados o
algan producto del migmo. Una vacuna ldeal debe inducir itnmunidad
prolongada, ser especifica Yy no provocar efectos colaterales
adversgos. Entre las vacuhas que cumplen coh edos requlaitos ge
encuentran las vacunagé contra la viruela, la difteria, el tetanos,
€] sarampién, la rubeocla y la pollomielitis. Existen otras vacunas
como 1a de la rabia y flebre tifoidea que tlenen 108 1inconve-
nientes de conferir proteccién de corta duraciéon y producir efec-
tos colaterales adversos; por lo tanto el desarrollo de nuevas
vacunas continG& siendo un campo importante dentro de la invewsti-
gacion  cientifica.

Dentro de log conceptos modernos en la elaboracion de vacunas
88 incluyen tres tipos diferentes: a) las vacunas sintéticas, ela-
boradas con los determinantes antigenicos 1nvolucrados en |a
induccién de tnmunidad; b) vacunas recombinantes, elaboradas
mediante la expresion en bacterias o virus del gene que codifica
para la proteina responsable de la inmunidad y ¢} vacunag anti-
idiotipicas, basadas en el concepto teorico de la red de idiotipos
propuesto originalmente por Jerne, en las cuales el anticuerpo que
representa la imagen tnterna del antigeno, se emplea para inducir
¢l estado de inmunidad protectora (8,52,04,129,146)

El primer pago en la elaboracion de nuevas vacunas, €& lden-
tificar los antigenos responsables de la Inmunidad. Las moléeculas

proteicas localizadas en la superficie celular, son las que pre-
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sentan mayores ventajas para ger empleadas como inmunégenos pro-
tectores; ésto eq, porque habitualmente inducen anticuerpos de
alta afinidad y favorecen una respuesta i1nmune celular, la que
genera una inmunidad prolongada, que es cruclal en la defensa con-
tra los patogenos 1ntracelulares tales como S. typhi, Myco-
bdctertum tuberculosts, Mycobacterium leprae, etc. (18,49).

Los hallazgos mae importantes de este trabajo fueron los
atgulentes: 1) las PME dae &S, typh! obtenidas medlante la
solubilizaciéen con uh detergente no 16nico, tuvieron pesos molecu-
lares de 14 Kd a 70 Kd. Ademas Ppresentaron como contaminante 6% dae
LPS ; 2) las porinas de S. typhi se alslaron por el método de
Nikaldo y @e encontré que estaban contaminadas con un 0.041% de
lipopolisacarido, medido indirectamente por HPLC, mediante la
cuantificacion de 4acido B-hidroxi miristico. El peso molecular de
estas proteinas fue de 114 Kad a 128 Kd en estado native (cuando se
encuentran asoclados en forma de homotrimeros) y de 38 Kd a 41 Ka
en su forma monomérica; 3) la vacunacion a ratones NIH, con 5.0 ug
(el intervalo de concentraciones usadas fue de 25 ug a 30 ug) de
porinas de S. typhs indujo proteccién del 1007 al reto con 20
DLgg de S. typhi 912,Vi:d y del 80X al reto con 500 Dlgg; 4)
cuando el reto se efectub con 500 DLsp de S. typhimurium la
proteccién fue del 40Z con la dosle m&s alta de Inmunizacion
empleada (30 pg) 5) anticuerpos monocicnales (IgM) anti-porinas
de S. typhit 9,12,v1:4, con activigad hacteriolitica mediada
por complemento, confirieron una ligera proteccion al reto con 2%

y 5.0 DLgg de & typht 942.,vid.
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Se han degcrito dos métodos para separar la membrana externa
de la ciltoplasmAtica en bacterias gram-negativas. En el primero,
las bacterias son transformadas ¢n esferoplastos mediante e)
emplec de EDTA lisozima; posteriormente ge 1lsan para formar vest-
cula: membranales (96,108) las cuales a su vez, pueden &er gepara-
das por gradientes de densidad (63), tecnicas electroforaticas y
agregacion a pH S8 y ultracentrifugaclon (88). Las deaventajag de
este método se deben sobre todo a la dificultad de formar esfero-
plastos; al uso de EDTA, que ocasiona la reorganizaclén de las
moléculaa ae LPS y al tiempo prolongado gque ge requlere para su
obtencién. Sin embargo, §u mayor ventaja reside en la certeza de
tener la membrana externa libre de membrana ciltoplaismatica.

En el otro método, @e alsla la membrana externa unida a ls
peptidoglicana; para 68to, primero las bacterias & rompen en una
prenca francega ¥y posteriormente l!a membrana cltuplasematica ee
slimina, solubilizéndola con Tritén X-100 al 2% en presencia de
jones magnesio. En el complejo 1insoliuble de membrana externa-
peptidoglicana, hay una tercera parte del contenido total de fog-
folipidos, la mitad dael LPS y todas la proteinas (i21). Para este
trabajo ge obtuvo primero el complejo membrana externa-
peptidoglicana, y a partir de 6], se solubilizaron las PHE con
Teriton X-100 al X en presencla de EDTA (122). Una modificacion
hecha al método original, fué la ruptura de las bacterias por
sonicacién. Dunn ¥y cols, no encontraron dlferencias en prepara-
clones de PME Campylobacter, obtenidas cuandoe la bacterias ae
destruian por &onicacién o prensa francega (24).

Lags PME aisladas de las cepas de 5, typhs 912,vi:id y

8. typht Ty2, en geles de poliacrilamida-sbS, tienen pesos
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moleculares de 14 Kd a 70 Kd, destacando la pregencia de 6 a 8
proteinas principales de {7 Kd a 41 Xd. Con el objeto de analizar
61 esas bandas proteicas contenian solo una proteina, las PME de
S. typh: 9,2,vi:d se s@ometleron a electroforesis ~en dos
daimensiones, técnica que en base al punto fsoeléctrico y peso
molecular es capaz de resolver de 5000 a 10 000 diferentes
proteinas presentes en una muestra (106,107), Los resultados de la
segunda  dimensién mostraron que al 1gual que para Chlamydia
{(13), Nelsseria (60) y Cdampylobacter (24), las proteinas
principales de 5. typht contienen golamente una forma
isomeérica.

E]l patrén electroforstico de PME S. typhl es semejante al
descrito por Xamio y Nikaido (67) para S, typhimurium, quienes
empleande un método semejante de extracclién al de este traba)o,
identificaron de 8 a 10 proteinas principales con pesos molecu-
lares de 12 K& a 48 Kd. Para S typhimurium en la regiétn de
36 Ka a 41 Kd ee han identificado cuatro proteinas principales,
tres de ellag denominadas OmpF, OmpC y OmpD que pertenecen al
grupo de porinas y una cuarta denomtnada OmpA o proteina modifica-
ble por el calor. En las preparaciones de PME de S, typhit
ectudiadas, se encontraron proteinas principales con pesgo molecu-
tar y pl semejantes al de las porinas de S typhimurium
(88,102). Las s@imilitudes encontradas entre estas proteinas,
suglere que existe una alta homologia no solo entre las porinas de
ambas eepecles de Salmonella. sino probabiemente también, con
lag de otras bacterlas gram negativas (22.23,%0,103). Ademas la
comparacién de las secuencias nucieotidicas entre los genes que

codlifican para porinas de diferentes bacterias gram-negativas,
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muestra que existen homologias entre ellag, hasta del ©60%
(97.443). Por todos estos aQatos, se ha llegado a la conclusion de
que los genes que codifican para las porinas, provienen de un gene
ancestral coman, que &e ha conservado dAurante la evolucion (97).

El analisis de las unidades monoméricas de porinas de EK,
coll por egpectrometria en la regién de infrarrojo y dicroismo
circular, muestra gue tlenen una estructua secundaria en forma de
hoJa B-plegada antiparalela, sin gque &e obgerven segmentos en
a-hélice (118). Considerando la estructura secundaria de las pori-
nas se ha propuesto que deben cruzar variag veces la membrana
externa para poder anclarse en ella (figura 9); de acuerdo a egte
modelo de proteina transmembranal, las secuencias de aminoacidos
expuestas al medio ambilente deberan ser log receptores para fagos
Y colicinas (104), y probablemente también de las regiones menos
conservadas entre las porinas de diferentes especies bacterianas.
Kato hace, que a pesar de la alta homologia entre las porinas de
diferentes bacterias gram-negativas, existan determinantes
antigénicos privados (proplos de cepa) en la sguperflcle bacte-
riana.

Estudios recientes, hechos por Jap, (61) han propuesto que
las porinas son poros Lindividuales que se asocian en trimeros,
formando una unidad funcional de tres poros. Esto se fundamenta en
egtudlos de cristalografia electrénica de la porina phoE de £,
colli (figura 10),

Se ha estudiado la respuesta inmune-humoral del hombre hacia
algunos antigenos de superficie de la bacteria y se han encontrado
anticuerpos en el suero de pacientes con flebre tifoidea dirigidos

contra los antigenos O, H y Vi, Los titulos altos de estos anti-
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cuerpos no tlenen relacién con el estado de proteccién ni con la
evolucién de la enfermedad. Ante estos resultados, se ha continua-
do la bGsqueda de antigenos especificos que estén involucrados en
los mecanismos de proteccién (24,55).

Por el método de inmunoelecirotransferencia, el cual permite
identificar y caracterizar por pego molecular el namero de
proteinas reconocidas por los anticuerpos especificos (132), Ortiz
y cola. {107) demostraron que las PME de S. typhi son buenos
inmunégenos en los pacientes con flebre tifoldea. La respuesta
humoral hacila las porinas de S, typhi{ pudiera estar rela-
cionada con algunos de los mecanismos de proteccion debido a que
en los iniclose de la enfermedad solo hay anticuerpos dirigidos
contra una proteina de 28 Kd; mientras dque en la fase de convales-
cencia aparecen anticuerpos dirigidos contra las porinas.

La activacion de complemento por los anticuerpos anti-porinas
probablemente represente uno de los mecanismos efectores del
slstema inmune en la fiebre {iifoidea, debido a gque la reaccion
antigeno-anticuerpo e lleva a cabo gobre la superficle de la
bacteria, de manera que el complejo C5-C9 (MAC) puede insertarse
en la membrana y ejercer gsu efecto 1itico; &gto no ocurre con los
anticuerpos dirigidos contra el antigeno somatico 0, pues la reac-
clén antigeno-anticuerpo ocurre en lag unidades de repeticién oli-
gosacaridicas O, lejos de la superficie bacteriana (ii1). Lo
anterior podria explicar la falta de correlacién entre titulos
altog de anticuerpos anti-0 y un estado de inmunidad protectora
{64,65).

La importancia de 1la presencia de anticuerpos especificos

contra de PME tamblén se ha sugerido en infeccioneg causadas por
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Pseudomonas aeruglnosa (32), Campylobacter yeyunit (7
Chlamydia trachomatis (14). Sin embargo, en las infecciones
intracelulares se espera que la respuesta inmune celular sea la

mas 1mportante en el control de la enfermedad.

El principal problema para el estudio de la fiebre tifoidea
es que S. typht es patogena solo en humanos y chimpancés (35)
y dado que resulta costoso y Ppoco practico el trabajo con primates
fué necesario emplear un modelo murino para analizar la participa-
cién de las porinas de S. typh! en la 1nducclén de proteccién
contra la fiebre tifoidea. Concentractones de 25 ug a 30 ug de
PME de S, typht: 9,42,Vi:a (libres de antigeno flagelar "H" y
con 0.041% LPS), confirieron protecci6n del 1004 a ratones NIH del
reto hasta con 500 DLgg de S. typhf; este efecto de proteccion
se debio a las porinas, ya que en experiencias anteriores (58) en
las que se emplean PME, como inmunégenos, €l LPS presente en la
preparacién no Jjuega ningun papel en la induccién de proteccien ya
que la inmunizacién con {2 ug de LPS (concentraclon contenida en
30 ug de PME) no se observa protecci6én a la dosis maxima de reto
empleadas, lo que significa que para el control de la enfermedad,
ge requiere de una estimulacién especifica del sistema inmune.

Es Llmportante eliminar de las porinas Y PME el contaminante
de LPS ya que se ha demostrado i(n vitro que é&! es capaz de
inhibir la inmunidad especifica al estimular a los macrofagos en
tal magnitud, que evita !a produccion de fragmentos antigénicos
necesarios para la estimulacién especifica de linfocitos T
(17.83),

El ligero efecto de proteccién cruzada obsevado en el reto
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con &, typhimurium, indica dque €n nuestro modelo experimental
de flebre tifoidea, probablemente el alto grado de proteccion, al
reto homblogo, esté dado por epitopeg de lag porinas especie-
especificos. Esto sugiere la importancia que pueden tener los
determinantes antigénicos compartidos, en el desarrollo de la
inmunidad.

AGn cuando la funcionalidad de los anticuerpos monoclonales
anti-porinas sge evalué fn vitro medlante ensayos de bacte-
rioligis mediada por complemento, éstos no indujeron un alto grado
de proteccisn pasiva] en contraste con la proteccién activa con-
ferida por las porinas. De esta manera podemos inferir, que para
obtener una respuesta efectiva de proteccién pasiva es mejor el
uss de anticuerpos policlonales (58,59,i11), Por otro 1lado, es
posibple que los anticuerpos anti-s, typhs puedan generar una
proteccién contra inéculos pequefios. Sin embargo, para tener una
proteccién contra insdculos mayores, ¢ para controlar la infecciéon
misma, cuando la hacteria se encuentra en su fase i{ntracelular, es
de esperarse gue golamente la inmunidad celular, es decir 1la
intervencién de macréfagos y linfocitos T-especificos, puede pro-
veer una adecuada protecclédn, como en el caso de los experimentos
de proteccion activa, -

Los experimentos de proliferacién celular (n vitro nos
han demostrado, preliminarmente, que las porinas son moléculas
capaces de estimular esplenocitos provenlentes de ratones inmuni-
zadog con el complejo de PME (44). Esto podria lndicar que, proba-
blemente, son las porinas, las PME inductoras de uno dade 108
mecanismos de protecciosn en el modelo murino,

L.a proteccién conferida Ppor l1as porinas de S. typh!f pro-



bablemente se deba & la induccién de una respueta inmune-celular
especifica, ya que #élla es la de mayor importancia en el control
de las infecciones intracelulares (18,49)., Un modelo para explicar
egte mecanismo seria el eiguiente! la liberacién de INFy e IL-2
por linfocitos Thi (100) antigeno-especificos, activaria
macréfagos capaces de destrulr bacterias, asi como clonas antigeno
egpecificas de linfocitos Ly2+ que ejercerian actividad citotéxica
sobre macroéfagos infectados con S. typhi, de manera semejlante
a lo que sucede en el modelo murino infectado por Listertia mono-
cytogenes (69) (figura f1).

Por otro lado, la presencia de anticuerpos anti-porinas en el
suero de paclentes con fiebre tifoidea y animales inmunizados con
PME, sugiere que hay activacién de linfocitos Th2, con la subase-
cuente. produccién de linfocinas (IL-4, IL-5 e IL-6) necesarias
parsa la proliferacién y diferenciacién de linfocitos B a células

plasmaticas (71) (figura f{1).
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Figura 1. Modelo de estimulacién del sistema inmune murino
por porinas de S. typht 942,Vvi:d. Modificado de (69 y T1).
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