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[NTROODUCCION.

La fiebre tifoidea es una enfermedad febrit infecto-

contagiosa, casusada por (a ingestion e invasién de 8. typhi
9,42,vi:0, que es un bacilo no esporulado, perteneciente a &
ramilia Enterobacteriacese, tribu Salmonella, Gram negativo,
mévil, mide dos a tres um, citofilico anaerobio facultativo,
fermenta la glucosa con produccién de &cida, es lactosa y
sacarosa negativos. De ecuerdo & }& clasificacién de Kauffman-
whitte, Sa/monella typhi pertenece al grupo D, el cual tam-~
bién se Integra por otras especies con las cuales comparte los
antigenos som&ticos 9 y 12, se diferencia de ellas porque es la
Gnica que presenta el antigeno “Vi~. La fsérmula 9,12,Viid carec-
teriza @ §a/monella typhi de forma abreviada (10).
‘ €S un hecho, de que & pesar de que los intentos para
obtener una vacuna conira la flebre tifoldea se remontan & prin-
cipios de siglo, ninguna de |a§ hasta hoy ensayadas ofrecen una
proteccién efectiva y dursdera excenta de reacciones Aadversss e
indeseables.

Para contar con un producto bioclégico capaz de conferir
inmunidad  eficiente, sers necesario entender me jor los mecanis=
mos de relacién hu@sped-par§sito, Se sBabe que Jos titylos altos
de anticuerpos contra los antigenos © y H no corréelacionan con
el grado de severidad del padecimiento, es posible que los
procesos mé&s importantes en el controi de la enfermedsd perte-
nescan & la rema efectora celular del sistema inmune.

Como el ser humano es el Gnico huésped oOe Galmonella

typh!/, no es posible reproducir la enfermedad en animales, §in



embargo, la infeccién de ratones por Salmonellia typhimurium
progduce en ellos un padecimiento de patogenta similae 8 ta
fiebre tifoidea en  humanos.

gEn ef laborateric ue Inmunoquimica de I8 Unidad de Investi-
gacién Blomédica del 1.M8.8. y en el ODepartamento de investigs-
cion  de} Instituto Hacional de Higiene se tiene wna ifpea de
investigacion sobre el papel que desempehan tas proteinas de
membrana externa {PME), particularmente tas porinas, en la

6 de i idad protectora.  Entre otros estudios, en un

models murino la  administracidn  iIntraperitoneal de dos dosis  de
-PME ae §. typhi confiri6 Oefensa efective a - un reto de hasta
100¢ veces (a  Dlgg, un suero hiperinmune ode conejo  protegis
contra 100 Digg y agemas, anticuerpos monocionales dirigioos
contra porinas confieren proteccisdn parciat {22,52).

Sin  embdargo, {a respuesta inmunolégica de fa rama efectora
celutar ha side poco estudlada. En el laboratorle se ha lograde
activacisn  de esplenocitos in vitro, praovenientes de ratones
inmunizados con §. typhimurivm, PME o porinas. ’

E! inierés de este trabajo esté dirigidc a la obtencisn de
porinas de Seimonella typhi puras y en cantidag suficiente
para activar pobiaciones de finfocitos. Ademas, se pretende
geterminac en cual de los phptidos d¢e porinas se  localiza el
epitopo iamunodominante.

1 PLANTEAMIENTO  DEL PROBLEMA,

En las activaciones celulares realizodas anteriormente las
pME tienen una contaminacién del 4% con LPS  (52). Se  desarro~

o este trabajo para deierminar st las PME libres de LPS  son
2



capaces de activar linfocitos inmunes en wun Mmodelo in  vitro,
asi como también para corroborar ai  son las  porinas  las
proteinas de membrana externa que mejor activan dichas  pobla-
ciones celulares; y si 1o son, cusl es el epitopo inmunodomi-

nante de las porinas.

1.2 HIPOYESIS

Dado el carscter intracelular de Ia Infeccion ’ por  Baimo-
nela y Ia falta de correlaclsn de la respuests humoral con el
desarrollo de proteccién, ia presencia de linfoclitos T
especificos debe ser primordiat para el contro! del proceso
infeccioso.

Ya aque las proteinas de membrana externa se encuentran

expuestas en la superficie de la Dbacteria, ser T i
das por el sistema inmune generando una respuesta de la rama
efectora celular, Puesto que las porinas son tas proteinas mas
abundantes en |a membrana externa de (a bacteria, funcionarén
como antigenos inmunodominantes, Este fenémeno puede ser puesto
en evigencis en un modelo de activacien /n  vitro de linfoci~
tos, utilizando como antigeno - PME  aseparadas electroforéticamente

y transferides a pape! de nitrocelulosa,

1.3 OBJETIVOS,

A, GENERAL. tvaluar la capacidad de proteinas de membrana
externa de Salmonella typhi, segan su peso molecular, para
activar subpoblaciones de tinfocitos in vitro en un modelo

murino.



8. PARTICULARES. Obtener proteinas de membrana externa de
S, typhi 9,12,vi:d con el méximo grado de pureza posible.

Obtener los pstrones etectroforéticos de protefnas de mem-
brana externa de S, typhl.

Purificar tracciones orotélcns de  PME mediante separacién
por eletroforesis en geles de pollacrilamida Y electrotransfe-
rencia a papel de nitroceiutosa,

utilizar auspensiones de papel de nitrocelulosa con!enlerido
PME para activar linfocitos iamunes en un modelo Jin- vitro.

A partir  ge paptidos de porinas igentificar los determi-
nantes antigénicos responsables de (a Induccién de la respuesta

inmune ceilular,
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA,

2.4 ANTECEDENTES,

Las primerss descripciones oe la fiebre tifoidea  se le
atribuyen a Thomas Willis en 1859; &l aescribié 1os diferentes
8ignos vy sintomas de la enfermedad a&si como Su duracién y seve-
ridad. A pesar de é&sto, durante afos, el padecimiento se confun-
di6 con el tifo y no fue sinc hasta 1782 cuando Ruxham describi6
ambas enfermedades febriles como  entidades clinicas  diferentes:
la fiebre patrida maligna (fiebre tifoidea) y la naerviosa lenta
(tifo) (20,61).

Gerhara, en 1837, establecio las diferencias que habia
entre el tifo y la "riebre tiroides; Jenner en 1850, en sy libro
titulado “"Gobre Ja identidod y I8 no identidad de Jas fiebres
tifoidica y tifosa®, establecis que las lesiones de las placas
ge Peyer 'y n6dulos linfaticos eran especificas de ia fiebre
tiroidea (61). »

William Budd, en 1856 determiné que Ja enfermedad es trans~
mitida & través de la Ingestisn de alimentos y aguas contamina-
des con materia Iecal' proveniente de individuos enfermos (20).

Eberth, en 1880, describié ia presencia del bacilo
tifoidico en secciones histoiégicas de ganglios linfaticos
mesentéricos y en higado ae - pacientes con fiebre tifoidea;
Preiffer, en 1885, realizé el primer aislamiento del bacilo E]
partir de heces (13). En el mismo a#o, Pfeiffer y Kblle demos~
traron que ‘el suero de pacientes convalescientes protegia a los

cobayos contra dosis letales de bacilo tifoidico Y en 18985,



widal describié ia  presencia de aglutininss  especifices en ef
suerc de pacientes con  Flebre tifoldea y su  aplicacién  en el
aiagnéstico de 1a enfermedag {64},

La  primera  inmunizacién  expecimentsl con  uns  suspensién  de
Salmonella typni tue realizeda con  &xitpo en  conejos  por
frankel y Simmons en 1886 y, posterlormente, &sto 5 logré  en
ratones por Bauner y Preiffer (1887), emplesndose ‘en fos  dos
€8308  microorganismas  vivos. Despuss  Klikovich  empleéd  bacilos
muertos con el mismo propésito, estimulando @ Wwright en lagla-
terra y simuiténeamente a Preiffer y Xdlle en Alemania 8 utili-
8r, por oprimera vez (189T7), vacunss inactivadas pera la  inmunie
2acién  de humanos. Por ejemplo, s de Preiffer y Kdlle, era una
vacuna fenolada inactivada por cnlnr’ a 569°C (B7). Estas vacunes
tueron utilizadas en ia Inais, Egipto, 1tatia Y Sudsfrice [
generaron una disminucien significativa en la morbilided, asi
como una Batenuacién de Jos sintomaa en oS  individuos inmur;){a-
gos que adqguirieron (s enfermedad (56). En 1925, Besredka pro-
puse e! emples de vacuras manufacturadas » base de bacterias
vivas atenuadas vy administradas por via oral, € efecto de luvs
mismas fue estudiado en el ejército  francés y, desafortunada-
mente,  hubleron decesos que lamentar entre jos individuos  vacu-
nados {27).

Las vacunas tifoldicas elaboradas con bacterlas muertas
siguleron  utilizdndose durante décadss sin  demostirarse  su efesto
protector real, ya que 6e cerecio de modeios animales Que pro-
paran Su eficacie y, ademés, np Se acertabs o relacionar el
supuesto efecto grotector cen aigon indicador serolégico. £sto,

13



de hecho, no se logré slno hasts 1988 (27,86). A partir de esta
fechs y —bajo los auspicios de |8 Organizacién Mu_nulal de la
Saiud (OMS8), se realizaron utudloé de campo en Yugosiavia,
Guyana, Polonia y ia Unisn Sovietica; en estos lugares se Ilaves-
tigé la eficacia de vacunas preparadas con células enteras de
Salmonella typhi inactivadas con acetona, calor y feno! ]
con alcohol. De los resultados obtenidos en  estas investiga=
ciones, 'se concluys que Ja vacuna inactivada con acetona, desig-
nada con !a letra KX, resulté ser 18 mejor, ya que bll proteccidn
confericga no a6lo fue de mayor grade, sino también de mayor
gurscién. La vacuna inactivada con calor y fenol, designada con
ls letra L, manifestsé menor eficacia que la K y la inactivada
con alcohol evidencié6 ser |a menos efectiva. Se observé que Ila
proteccién incucide por una Sola dosis de las vacunas K y L era
aceptable; sin embargo, el empleo de dos dosis proporcionaba una
inmunidad més confiable y de mayor duracién (24). Los estudios
realizados por Hornick y cols. en voluntarios humanos (1968),
usando las vacunas K y L, demostraron Que la proteccién confe-
rida por éstas estaba en funcién Oe 1a dosis a [a que el indivie
Quo inmunizado estuviera expuesto  (12). €l hecho de que las
vacunas parenterales eran toxicas y protegian en  forma efectiva
solo  ante indculos menores o lguales a 105 bacterias, motivé [a
bisqueda de nuevas férmulas. Hasta Ia fecha se han estudiado dos
vacunas que Se administran por via oral y que se elaboran con
bacterias vivas. Uns de ellas se prepara coh una cepa de Sa/-
monella typhi dependiente de estreptomicine y otra con una
mutante oeficiente en UDP-4-galactosa epimerasa (designada por

7



Germanier como Ty 21a) (16,18,58). La efectividad de ambas
vacunas fue valorads en voluntarios humanos, encontrindose
resultados contradictorios en cuanto a ta proteccisén conferida
por 1a cepa dependiente de estreptomicina (32). €n contraste, la
vacuna de Germanier protegié al 874 de los lndlviduos inmuniza-
dos cuando 1a dosls de desafio fue de 107 bacterias (Digg) (17).
Los estudios realizados en Alejandria, Egipto, ‘Inulcaron que
esta Glitima fue capaz de inducir proteccion en et 95% de la
poblacién estudiada . 8in embargo, esta misma, aplicada en Chile
(1983) @ wuna poblacién intantil & razén de tres dosis  adminis-
tradas en c&psulas de caps entérica con intervalos de 2 & 21
dias entre cada dosis, sélo Indujo una proteccién -del B4 y 67%,
respectivamente (16,17). .

En  1as  experiencies anteriores destaca el hecho de que se
desconoce la naturaleze de los antigenos de salmonefla typht
rejacionades directamente con ia proteccién Y. mas aan, la
respuesta inmune del humano @& dichos antigenos. Han sido fumero-
8as fas Investigaclones encaminadas a realizar la identificacion
de los antigenos responsahles de la inmunidad protectora en la
flebre tifolidea; la mayoria de ellas se han dirigido hscia el
estuﬁln de los antigenos presenies en la superficie bacleriana,
tales como el &comético *0" (endotoxina y/o llpopolisacgrido), el
flagelar "H" y el capsular “Vi". purante mucho tiempo se pensé
que el antigeno somético 0" Jjupaba un papel muy Importante en
|8 oproteccién por 1o que Se elaboré una vacuna a base del ollgo-
sacarido ae repeticion del lipopolisacéridgo (LPB); no obstante

ia proteccién obtenida con este vacuna fue escasa y de corts



duracién (24,27,28).

Por lo que respecta al antigeno Fflagelar "H", se ha demos-
trage que tampoco esté relacionado directamente con l8 inmunidad
protectora, TullY y cols. (1962) cbservaron que al inmunizar
chimpancés con unha cepas rugosa de & iyphi, se inducia la
oroduccién de anticuerpos contra el antigeno “H", empero, &s5tos
no conferian proteccién, ain en titulos elevados (75). Anderson,
en 1968, encontré que los ratones Inmunizedos con una mutante de
8. typhi  8in flagelos obtenian el mlsmo grado de proteccién
que ios Inmunizados con cepas moviles (3).

Se ha tratedo de relacionar al antigeno "Vi" con 08 meca-
nismos de proteccish, Los primercs estudios datan de 1934; Felix
y Pitt informaron de la presencia tanto de dicho _antigeno en
cepas de §. typhi aisisdas de pacientes con fiebre  tifoides,
como ia ﬁe sus anticuerpos homélogos en el suero de estas perso-
nas  (13). Robbins y Robbins, desarroliaron una vacuna contra la
fiebre tifoidea & partir del antfgeno Vi (60). Ests vacuna  ha
sido  evaluaga en estudios de campo en Nepal (73) y Africa del
Sur (26). Los reportes opreliminares de los dos estudios muestran
uha eficacia de 72 y 84X, respectivamente, Una desventaja de
esta vacuna es gque come el polisacéridc es un antigeno timo-
independiente, no genera respuesta Inmune celular ni se desa-
rrollan  efectivamente células de memoria para inmunizaciones -]
retos posteriores (26).

Youmans y Youmsns, en 1965, Oemostraron que la fraccién
ribosomal de Mycobacterium tuberculosis era efectiva para

inducir inmunidad  protectora en el ratén contra ei reto del
°



microarganismo homélogo. Estos resuitados condujercn ] aislar
estas fracclones de diferentes bacterlas e Investigar su capaci-
dad  protectora. Actusimente se estudia 18 induccién de protec-
cién que confieren ios antigenos ribosomales de otros microor-
ganismos tales como Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Listeria mono-
cytogenes y Brucella abortus (38,78). En 1970, venneman y
cols, demostraron que, en el ratén, las fracciones ribosomales
de Salmonella typhimurium generaban proteccién contra 1a
bacteria virulenta (rT). Resultados similares fueron obtenidos
por Molinari y Larralde (43). €En trabajos posteriores, Molinari
y Cabrera demostraron que las Ffracciones ribosomales de Saimo-
nella typhi tamblén inducian proteccidSn en ratones {44).

Con el Ffin de encontrar & los antigenos responsables de la
‘proteccién  inducida por estas fracciones ribosomales se  han
venido realizando varios estudios, con resultados muy diversos.
En los primeros trabajos al respecto, Venneman y cols. acredl-
tarecn al ARN ribosomal como el antigeno protector (77). Johnson
presentd evidenclas de que eran las proteinas ribosomales las
que protegian a los ratones (23). Smith y Biglye sugirieron que
ambos antigenos, el ARN y las proteinas, se requerian para
obtener una buena protecclén (68); sin embargo, en trabajos
efectuvados por Elsenstein, Misfeld y Johnson, se demostré que
Ils- fracciones ribosomales de Balmonela se encontraban contami-
nadas con LPS y proteinas de la envoltura celular  (12,39). Mas
aon, en trabajos posteriores, Misfeld y Johnson demostraron que

las proteinas de Ia envoltura celular de Salmonella typhimu-
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rium protegian a !us ratones contra la infeccion por esta
bacteria, en un grado semejante @&l inducldo opor las fracciones
ribosomales (40). Estos experimentos ponen en duda la efectivl-
dad de las fracciones ribosomales y apoyan lo que sugiere Mates
y Yosipovisi, en el sentido oe que realmente los antigenos pro-
tectores de §slmonela se localizan en la  superficie bacterians
6). “

&n los altimos  akos, tas protefnas de membrana externa
(PME) de las bacterias Gram negativas han cobrado gran Importan-
cia y diversos investigadores han enfocads Sus estudios hacia el
establecimiento del papel que desempelsn en la relacién huésped-
pargsito. Su Importancia se pudo entender gracias &l adveni-
miento de meétodos especificos Qque permitieron separagr a8 mem-
brana externa de Ja citoplasmatica. Miura y Mizushima descri-
bieron por primera ve: el aislamiento de Ja membrana externa de
Escherichia coli empleando esferoplastos preparados cen
lisozima y EDTA. En su investigacién, dichas estructuras fueron
lisadas por chogue osmético y posteriormente Su membrana externa
se separ6 de js citoplasmatica en un gradiente de sacarosa —(41).
El método anterior Ffue modificado por Osborn con el fin de dis-
minuir la centidad de LPS en las preparaciones de PME (854). Por
su parte, Schnaitman describié  una metodologfa que  evita ia
utilizacién  de  esferoplastos  consistente en llevar a cabo la
destruccion de las bacterias en wuna prensa francesa, antes de
conseguir Ja sedimentacién de la envoitura celular Y, posterior-
mente, la  solubilizacién oe |a membrana citoplasmstica con un

detergente no isnico.



La identificacién de 1as PME 8e efectus por medic de ia
electroforesis en geles de poliacrilamida. Schnaitman fue el
primero en reportar que Escherichia ceoli contenia  una
proteina principal, !s cual constituia el 70X de las protefnas
totales de (a membrana (62,69); poco después, 6l vy otros  inves-
tigadores (65,4), demostraron por electroforesis que en realidad
no era una sino cuatro.

Schmitges y Hennlng describleron uns proteina oprinclpai que
se podis separar, electroforéticamente, en dos bandas. En 1]
actuslided se sebe que el ngmero de las PME varfa dependiendo ' de
la informaciénh genética de 1a bacteria y que 8u expresién puede
verse afectada por Ffactores tales como las condiciones de cul-
tivo, temperatura, etc. ;

Las PME que mss se han estudiado, son las de £. coli ¥y
8. typhimurium., Di Rienzo, Nakamura e Inouye (1978) y Osborn
Yy Wu (1980), hicleron una revisién extensa de eilas y las . clasi-
ficaron en proteinas principales y menores (11,54).

De 1las proteinas principales se han descrito alrededor de
10, sin embargo, generalmente s86l0 se expresan 8 de ellas con
mas de 100 000 copias por célula. Dentro de las proteinas prin-
cipales se cuentan:

|)' Las proteinas matrices o porinas, que intervienen en el
transporte pasivo de sustanclas de bajo peso molecular a través
de la membrana.

2) La protefna moditicable por calor, involucrada con los
procesos de conjugecién y que actca como receptor de fagos y

collcinas.



3) La llpoprotefna de Braun, la cual ests unida covalente-
mente & [a péptidoglicana y cuya funcibn es la de mantener la
integridad estructural y funcional de {a membrana.

En la ftigura f, se muestra Ia disposiciésn de los compo-
nentes de Ia envoltura celular de las bacterias Gram negativas vy
en is figura 2 el arreglo de las proteines de I membrana
externa.

Con respecto @& las proteinas menores, Se ha demostrado que
estas Intervienen como acarreadores en el transporte activo de
moléculas y que estén relacionadas con la replicaclén celuiar.
Entre Jas menores se encuentra la anica  proteina de membrana
externa ‘que tiene actividad enzimética (fosfolipasa A) (11,54),

Las evidencias de que las PME estén expuestas al medio
externo Illevaron @& investigar su eficacla como inmunégenos pro-
tectores; frasch y cols. encontrarcn que Jlas PME de Nelsseria

meningitidis grups B eran b i LTl se Inocu-

taban a conejos: los anticuerpos anti-PME de la bacteria presen-
taron  activided bactericida /n vitro mediada por complemento
(t4). Buchanan y Arke demostraron que el antigeno capaz de pro-

teger @ chimpancés contra la uretritis se aba

presente en la membrana externa de Nei/sseria gonorrhoeae (S)
Yy posteriormente, comprobaron gque los  anticuerpos  dirigidos
contra las PME conferian proteccién especifica a cobayos en que
previamente se habia inducido una  infeccién  gonocéccica  expe-
rimental (6).

Kussi y cols. detectaron que las porinas extraidas de una

cepa rugosa de S. typhimurium protegian ai ratén contra una
3
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FIGURA 2

ORGANIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS
MAYORES EN LA MEMBRANA EXTERNA DE LAS
BACTERIAS GRAM-—NEGATIVAS,

LPS:Lipopotisacdrido; FL! Fosfollpidos; OmpF, OmpC,
LamB: Proteinas motrices o porinas; OmpA : Protelna
modifieble por el color; LPB: Lipoproteina de Broun (7),



cepa lisa homéloga. EI mismo efecto se obtuvo en forma pasiva
con anticuerpos especificos (29,30).

isibasi y cols. (22,582) demostraron que la inmunizacién
active vy opasiva con PME de Sa/monella typhi 9,12,¥id, pro-
- tegfan 81 ratén hasta 9800 veces (a dosis letal meala (DLgp). En
este modelo, las porinas y I|a OmpA fueron las PME que Jugaron el
papei mas  importante en 1a protecci6n; sin  embargo, c6mo estas
proteinas estaban contaminadas con 4% de endotoxina cabia la
duda en cuanto & 8su papel real como antigenos protectores per
se. Para poder ellminar este problema se decldié6 obtener 'las
proteinas en forma pura por varios métodos. Uno de los selec-
cionados por este grupo de investigacldn consiste en sepsrar las
PME por SDS-PAGE y transferir las proteinas a paspel de qpitroce-
ivlosa y de esta manera emplesrlas como antigenos en  cultivos

celulares in vitro.

2. FUNDAMENYOS DE !._Q RESPUESTA  INMUNOLOGICA.

L8 resp ts 6gica se inicis éon la tagocitosis del

antigeno por “las células del sistema fagocitico mononuclear. Los
macréfagos, y otras células  presesntadoras de antigenc  (CPA),
digleren las fracciones .protéicas a8 peptidos (79,8) y los expre-
san €n su membrana en wunién & glicoproteinas codificadas por el
sistema principal de histocompatibllidad (MHC). Esta primera
fase, llamada de procesamiento y presentacién del entigeno (38),
es Inaiépensable. pues los tinfocitos T inductores, responsatbies
de dirigir ta respuesta Inmunolégica, 8on  Incapaces de distin~

guir al antigeno nativo.



Los finfocitos T inductores a cuuperadores (T,,i(cn“)
reconocen 8l antigens  unido @ moloculas de  histocompatitilidad
de clase Ul (-2 I-A e I-€£ en el ratén y HLA DR, LG y DPF en el
numano).

La @activecién de estas células nv  s6lo  depende de la  unién
del complejo receptor-{YcR)-CD2-CDJI al antigeno asoclado a
moléculas de niswcomuatlbllldhd. va que exinten vtras moiéculas
en o superficie cde los Gnfocitos ¥ gue intervienen en |a  regu-
tacion  de la adhesién con ta  CPA.

Una ver activadus los Th proliferan y. producen diversas
linfocinas que  conducen la  fase efectora de |8 respuesta  inmu-
nolégica (69). €n el ratén se han demostrado dos Subpoblaciunes
de linfocitos cooperadores, de acuerde & su capacidad de produc-
cion de diferentes  interleucinas  (iL) los  Thy Se relacionan  con
ia hipersensibilidod de tipo retardado, va que elaboran pringis-
paimente interleucina 2, interferon gamma y linfotoxina; en
cambioc  los  Ypa, Producen fundamentalmente interleucinas 4, 5 y
6, ias cudies son  factores de crecimiento y  diferenciscién  de
tinfocitos ] (46).

AGan  cuando  los  linfocitos B (LB) reconocen &1 antigenv en
sU forma nativa, para inlciar -17] activacion y diferenciacion
hacia células plasméticas  productoras de  anticuerpos, necesitan
ts  participacion oe  los mediadores solubles  producidos  por oS
linfocitos  cooperadores. Por sy parte, los  lnfocitos B son
capaces d¢  procesar y presentar antigenos, lo cual aumeata la
eficiencis  del  sistema inmune, Sobre todo  en  respuestas  secune

darias.



Algunos de los mediadores solubles mejor estudiades son los
siguientes: La IL-2 que es un Tfactor de crecimiento de linfoci-
tos T (69), promueve el crecimiento de clonas especificas contra
el antigeno, tiene funcion de Ffactor de crecimiento y diferen-
clacién de linfocitos T citotéxicos (LTC) y en a8  expansién de
célutas asesinas naturales  (NX) (83). 4] interferén gamma que
tlene efecto antiviral (66), induce la nctlvuﬁlbn de macréfagos
{67) y promueve la expresién de diversos genes (59); de manera
notable, los del sistema  principal de histocompatibilidag (72).

La -3 es wuno de los varios factores estimulantes de colo-
nias que regutan la hematopoyesis (42). La iL-4 induce la pro-
duccién de 1g6 y de IgE, aumenta la expresion de moléculas de
clase I, La IL=5 induce ila orollfera;lon de fos linfocitos B y
ta secrecién de igM, Ia IL=6 interviene en la diferenciscién de
linfocitos B hacla células plasmsticas y |18 IL-7 induce la opro-
IIferacién de timocitos y Hnfocitos B Inmaaurus {51).

La fase efectora de ia respuesta inmunoléglca puede divi-
dirse en dos ramas: ta humoral, depende tas actividades
piolégicas de los anticuerpos y el complemento, y la celular que

involucra fos fenémenos de hipersensibiligad retardada.

tos finfocitos T citotéxicos {CD8*) participan en ia fase
efectora celular, A diferencia de los linfocitos T  inductores,
reconocen antigenos en el contexto de moléeculas de clase | de

histocompatibilldad (H2yp en el ratén y HA B C y A en el
humanoj. Ltos LTC al activarse secretan linfocinas, como la
lnterleucina 2 y el interfer6n gamma, aungue en menor proporcién

que los Ty, Los LTC no prollferan /a  vitro en presencla de
18



antigenos solubles pero se activan y expanden frente . a

aloantigenos, en ausencia de linfocitos cooperadores {43).
Tienen la 6ropledad de lisar células Infectadas por  virus y
céluias  tumorales (47); ademas, se 1es ha descrito funcién

supresora, la cual es diffcll de interpretar a la luz de los
conocimientos actuales 37).

Otros' mecanismos efectores no especificos, pero de gran

importancia, dependen de los macréfagos; la eliminaclén de
agentes inteccliosos medlante la fagocitosis, cuyo mecanismo
bactericida fundamental es 1a produccién intracelutar de

peroxido de hidrégeno (76), y -depende de 1la activacién que los
macréfagos presentan debido - a1 efecto de algunas substancias
engégenas como el interferé6n gamma y otras exégenas como  los
muramildipéptidos ¥ lipopolisacéridos (LPSY). Ademas, el
macréfago libers al medlo productos Dbiolégicamente’ activos como
ia  interleucina 1, que es mediador de 8lgunos efectos de &
endgotoxing, ‘el interferén aifa que presenta actividag antiviral,
el factor de necrosis tumoral de propledades similares a la
iinfotoxina Yy algunos componentes del cemplemento.

Puede observarse que, el sistema inmunoliégico esté consti-
iuidoe por uns gran variedad de estirpes celulares articutadas
en una intrincada red de interacciones que permiten finalmente,
el reconocimiento de lo propio y de fo ajeno; asegurando 1a
cohesion  funcional interna del organismo y e} equilibrio con e}
megio ambiente. La comunicacién entre todos los elementos que
conforman el concierto inmunolégico se establece a través de la
liberacién de mediadores solubles y del contacto intimo  célular,

19
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donde las moléculas de adhesiéon  son primordisles.
La  especificidad de las interacciones celulares, tanto en
la respuesta inmunoiégica como en las histogénesis y embriogé-

nesis  esta meoiads opor las 1écut de

Estas inter i entre  cklulas; o bien,
entre células y matrices extracelulares. Las moléculas que enla-
zan al citoesqueletoc con medio extracelular s  conocen  COmO
' Integrinas, tas cuales son glicoproteinas constituidas por
heterodimeros de subunidades aB. Las glicoproteinas que expresan

la subunidad B2 Intervienen en los de inter-

leucocltaria (2%).

2.3 SALMONELOSIS MURINA

La salmonelosis murina es ceusads por §. typhimurium y
constituye et 'meJor modelo experimental opara el estudio de la
tiebre titoides pues tiene uns patogenia semejante (19). Ls
infecci6n se inicia por via oral, después las bacterias coloni-
zan el intestino delgnao sin  causar sintomas aparentes. £llas
penetran |a submucosa atravezando el tejido epiteliai o 8 través
de las célutas M de Jas placas de Peyer., Desde @&hi viejen por
via linfética a la corriente sanguinea y entonces son fagocita-
das por macréfﬁgos del bazo e higado. Estas c#lulas son el sitio
&e multiplicaclén de la Salmonela en los siguientes dias, la
multiplicacién de la bacteria es intracelular, protegiéndose asi
de anticuerpos ¥y muchos antibiéticos (34). El porcentaje de

muitipiicacién depende de las caracterfsticas de la bacteria y
20



de} huésped.

El oafo de 1la infeccién depende de que tan rspido la bacte-
ria se multiplicse en el baze e higado, si alcanza  valores
criticos (108 bacterias/érgano), la infeccidn entonces empieza a
ser severa, con incontraolable bacteremia, toxemia y r&pida
muerte, 8in embargo, s8i |a dosis del inéculc es pequeXa el por=
centaje oe muitiplicacién de la bacteria es menor, a3l gque la
cantidad de 108 bacteriss no sers alcanzada dentro de T a 10
dias, desa.rrollanause entonces inmunidad, el namero de bacterias
en el organismo disminuye y el animai se recupera (34).

Dentro ne. ias caracteristicas que el huésped presenta a la
infeccién por Salmonells typhimurium existe la influencia de
un gen de susceptibllidad, denominado 1ty8 codificado en el
cromosoma 1, el alelo que conflere resistencla se denomina [tyl,
el cual determina una mayor habilidad de los macréfagos de los
ratones resistentes para etiminar la Salmonela Intracelular-
mente. 8e - ha demostrado que los linfocitos T no juegan un papel
importante en . la actividad de este gen.

€l gen de respuesta a lipopolisacérido (Lpsd) confiere
susceptibilidgad a la diseminacién inicial y a ia progresisn del
proceso infeccioso de -manera Ssimilar 8 lo que ocurre en presen-
cia de ityS (9).

La inmunidad celular es primordial en el control de Ia
infeccion por  Sa/monella typhimurium. Se ha demostrado que
el grado de  hipersensibitidad tardia contra antigenos protéicos
0 poilisacarigicos esta en relacién directa con el nivel de pro-

teccién (30,70). ta transferencia pasiva de linfocitos
21



especificos contra antigenos de Salmonelia typhimurium con-
fiere resistencia a ratones no inmunizados {8%), ta proteccién
es efectiva aun empleando antigenos irrelevantes siempre que s
incluya wun refuerzo de inmunizacidn contra el antigeno al tiempo
age retar con ia bacteria (15); también es posible trasferir
inmunidad pasiva mediante sobrenadante de cuitivo de {infocitos
estimulados con Concanavalina-A.

far  1ianto, €s posible que Ja activacien de macréfagos sea
el evento mas importante para ta eliminacién de las vacteria
fagocltadas Y el control de \a infecclén, Y en fases mas
tardias, el control de la produccitn de anticuerpos y el desa-

rroilo de {a Inmunidad celular., Asi, en ratones con Inmunodefi-

sociad con cr X (tipo humorat) y en los ratones
oesnudos (tipo celulsr) se presenta una enfermegad letal en fase
tardia. Estudios reclentes sugieren un factor més de resistencia
natural que opera a nlve! de céilulas similares & las  asesinas
naturales {NK) (71).

Como resuitado de wuno o mas factores de susceptibilidad o
resistencia, ia enfermedatd progresa con in6cuios  bacterianos de
diferente  magnitud. Las cepas ityS  (BALB/cC, CB761/68) enferman
con 10 bacterias, en tanto que las cepas rqslstentea {CBA, A/V)

reguieren de un in6culc de 10,000 bacterias (50,71}
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3.1 ODISENO DEL EXPERINENTO

En base s o3 métodos propusstos por Schaaitman vy  Nikaide
se obtuvieron PME y porings, respectivamente. Una vez obtenidas
ambas proteinas, sy concentracién se determiné por el método ue
Lowry, ae caracterizaron  electiroforsticamente y fueron empleadas
como  antigenos tanto {ss porinas solubles, como las PME  separa-

das por electroforesis y transferidas 8 papel de nitrocelulosa;

en  estimul de pl itos  provenientes de ratones NiH
que habian side previamente inoculados con PME de S, typhl y
ratones no  inmunes. )

una ve:r demostrade que las porinas  son las PME de S,
tyohi aue mejor activen los  esplenccitos, Se procedis 8 la
ruptura de dichas gproteinds con CHBr; o8  péptidos obtenidos de
e5ta manera, fueron ~ separados por GDE-PAGE y irgnsferidos @
papel de nitroceiulosa, de ests forma se probaron ean  cultivos
ceiylares, con e objeto e determinar en cuél de ellos se
localizabs e epitopo  inmunodominante.

A continuacién se preaente en forma esquemética e} diagrama
de flujo para la activacién de espienocitos con PME  en medio
sélido  y por el otro lage con  péptidos de porinas de S,

tyoni 9,12,vi:d,



PARTE EXPERIMENTAL

Activacidn de esplenocitos
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18 s ants T
. lomso
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Material Rodigctive {Schnatman)  (Msside)Porinas
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3.

3 MATERIAL , REACTIVOS Y EQUIPO

3.3.1 MATERIAL:

3.3.1.1 Biolégico.

«~ Ratones NIH de 17-18 g por el

‘ge Higiene .

- Cepa de Sal/monella typhi 9,12 ,Ni:d, sislada de un
paciente con diagnéstico clfnico y bacteriolégico de fiebre
tifoidea .

3.3.1.2 Material de laboratorio

Para mayor claridad en el texto ver Apéndice 8.t1.1.

3.3.2 REACTIVOS:
= Azu) tripano (Sigma).
=~ Acido tricloroacético (Baker).

Cloruro de amonio (Baker ).

Concanavalina A (Gigma) .

Dimetil sulfé6xido (8igma) .

Gentamicina (Ciba Geigy ) .

Medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma).

p-mercaptoetanol (Sigma) .

Penicilina {(Lakeside ) .

1

Rojo de Poncesu (Siama).

Solucién Hank's (Sigma) .

Suero feta! bovino (Sigma).

Timidine tritiada (Amersham Chemicals) .

2%



3.3.2.1 preparacién de medios de cultivo y soluciones

en el r de porinas in vitro por

células de ratones inmunizados con PME OE §. typhi.

A, 1) Cultivo celular

8) Medio ge cuitivo RPMI 18640 complementado con: L=-Gluta-

mina 2mM, Penicilina 200u/mi, Gentamicine [Oug/ml,
p-Mercaptoetanol 5 X 10-5 M y 8FB al 10%.

b) Cloruro de amonio O: 16M (90ml) y Tris-HCl 0. 17M pH 7.68
(tomi). '
c) Timidina Tritiada (3HTdr) 1 uCi/pozo.

d) Concanavalina A Tipo IV 10ug/ml.

e) Awl tripano al 0.2% en solucién salina isoténica.

t) Porinas y PME de S§. typhi.

A.2) Tratamiento del papel de nitrocelulosa (2).

a) Solucién de lavado: P8BS Tween-20 0.1%

b) Amor de cart : Carbonato de sodio y bicar-
bonato de Sodio pH 9.5

c) Dimetil sulféxido concentrado

d) Rojo de Ponceau. 500 mg en 100 m! de scido tricio-

roacético al 7.5% P/V.

3.3.3 EQUIPO:
t. Centrifuga Sorvall RCSC. Instrument Dupon .
2. Espectrofotémetro Beckman DU-7.

3. Sonicador Lab-Lline.
26



5.
6.
T.

9.
10.

12,

@

14,

Ultracentrifuga Beckman L8-80. ‘
Sistema de electrofores!s vertical LKB.

Estufa de cuitivo celular . Forma Scientific 3187.

( Mini-Mash Il .

Contador Beckman L§ 3801. '

Incubador rotatorio, New Brunswick Sclentific Co.
Campana de flujo laminar .

Potenciémetro Corning Modelo 12.

Transphor para electrotransferencia, LKB Instruments.
Microscoplo Optico MicroStar, American Optical.
Autoclave .

Vortex, Fisher brand Modelo 12-812.
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3.4 METODOLOGIA.

3.44 Tratamiento del pape! de nitrocelulosa después de Ia
transferencia,

Una vez que se localizaron y recortaron las bandas pro-
teicas, lavar vigorosamente para eliminar todo el colorante,
recortar en trozos muy Ffinos cada banda por separado y colocar
en tubos de cultivo utirilea los fragmentos de papel, en
seqguids adicionar & cada wuno, 1 mi de dimetilsulféxido e incubar
.30 hrs. Después resuspender el papel adicionando muy lenta-
mente. amortiguador de carbonatos pH 9.5v estéril, hacer tres
lavados con Hank's y _qvuardlr a 4°C hasta emplearios.

3.4.2 Eaquema de inmunizacién.

inmunizar lotes de 3 ratones por via Intraperitoneal fos
dias 0 y 7 con 30ug de PME de Salmonella typhi en Hank's.
inocular también tres ratones control con Hank's,

3.4.3 Obtencién de esplenocitos,

En condiciones de esterilidad desnucar los ratones inmunes
Y control el dia 14 después de la primera inmunizacion; en
seguida cortar y jalar la piel dél abdomen, Flamear el instru-
mental, cortar el mgsculo, extraer el bazo de cada animal vy
colocarios por separado en 8 ml de Hank's.

3.4.4 Tratamiento det bazo.

Disgregar cada bazo tamizando y adicicnar 5 ml de Hank's.

Colocar en tubo cénico de (5 m! y centrifugar a 1200 rpm
gurante 10 minutos. Después lavar dos veces con Hank's elimi-
nando en cada ocasiéon el sobrenadante y resuspender las células.
una vezr lavadas las células adicionar 1 ml de cloruro de amonio
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0.16 M, frotar entre [as manos los tubos suavemente durante 8
minutos y al cabo de ese tiempo adicionar 10 mi de Hank's,
Centrifugar nuevamente a 1200 rpm durante 10 minutos, dese-

char el sobr te y i 1 m de RPMI a8 10 %X §&FB para

determinar  viabilided empleando  azul tripano vy diluir  con  RPMI
al 10X 8FB hasta tener una concentraclén de 2 millones de
células/mi.

3.4.5 Ensayo de oproliferacisn de  esplenocitos.

Colocar 200 000 células por pozoc en placas de 96 pozos * de
microcultivo en 200 ul Anregér concentraciones de purlnasu de 30
ug/m!, o bien diluciones dobles de las suspensiones de papel de
nitrocelulosa que contienen las diferentes bandas de PME, Cul~
tivar- las celulas 5 dias -a 37 ©OC en atmésfera hameda y 8% de’
COp. Durante las daltimes 18 horas de cultivo agregar 8 cada pozo
1 wuci de 3HTdr y al final de la Incubacién cosechar en un
cosechador semfautomético.  Determinar la incorporaclén " de SHTdr
.gn un contador de cenatello ligquido.

Como testigo positivo de estimulacién emplear células
provenientes de ratones Inmunes y cnntr}ales, a Ias que se adi-
cionan 10 uwg/ml  de Concanavaline A (Con A) por pozo.

Para evaluar la eficiencia de la suspensién del papel de
nitrocelulosa en ta activacién de linfocitos inmunes, depositar
200ul de PME a { mg/ml de §&. typhi en papeles de nitrocelu-
josa de 2 X 2 cm, tratados o fno con rojo de Ponceau y depositar-
los a dli‘erentes diluciones en cuitivos de linfocltos inmunes y
testigos. incluir pozos de células cultivadas con pape! de
nitrocelulosa sin proteina.
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3.5 REBULTADOS.

A continuacién se presentan los mejores resultados, tanto
de obtencién y caracterizaciéh de PME y porinas, como de la
activacicn de esplenocitos c¢on Con A, porinas, PME y péplidos en
medio sélido.

3.5.1 OBTENCION DE PME.

La concentracién de PME de S. typhi 9,i2,vi:d  obtenidas
por el m&todo de Schnaitman fue:

Yolumen de proteins obtenido: 86.0 ml

Concentracién de protefna: [.0 mg/ml

3.56.2 CARACTERIZACION OE PME,

El comportamiento electroforético en §SDS-PAGE de las PME se
muestra en la fotografia 4 1. Las proteinas obtenidas tuvieron
pesos moleculares desde 14 Xd hasta 70 Kd, Se observé un grupo
de oproteinas con pescs moleculares entre 36 Kd y 41 Kd (éstas
corresponden a las protefngs Fformadoras de cangles o porinas) y
también dos proteingas de 17 Xd y 28. Xd, respectivamente,

3.5.3 OBTENCION DE PORINAS,

La concentracién de porinas de 8. typhi obtenidas por
el meétodo de Nikaidec fue de 800 ug/mi.

3.5.4 TRATAMIENTO DEL PAPEL DE NITROCELULOSA EN EL CUAL SE
TRANFIRIERON LAS PME Dé S. typhi.

Una vez obtenidas las PME por el método antes descrito, se
separaron por §DS-PAGE y enseguida se transfirieron desde el gel
a papel de nitrocelulosa. Para ‘comprobar el corrimiento electro-
forélico se corté una oporcién del gel y se tik6 con Bzl de
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Pare observar a3 bandas proteicds transferidas se tin- el
papel de nitroceluiosa con rojo de Ponceau y 8e lavé con PBS-
Tween 20 al 0.4%. Se traté6 cada banda de papel come 8e describe
en [a métodologia, culdando que @&l resuspender con e! amortigua-
dor de carbonatos se mantuviera el tubo en agitacién constante vy
ta adiciosn de dicho buffer fuera muy lenta, todo Io anterlor con
la finalidad de obtener una suspensién fina del papel con
proteinas. El papel se Javé con RPMlI 1640 y Bse conservé en
refrigeracién (4°C) hasta su  uso.

3.8.8 ACTIVACION DE ESPLENOCITOS DE RATON NIH  CON  CONCA-
NAVALINA A.

8e obtuvieron esplenocitos de ratones NIH que habian  sido
inmunizados intraperitonealmente (i.p) con 3_0 ng Ge‘PME de 8§,
typhi; otros que eran conhtroi, solo se inocularon con  Hank’'s.
Se colocaron 200 mil células por pozo en una placa de microcul-
tivo de fondo plano con 96 pozos en presencie de 10 y 20 ug/mi
de Con A. €l cultivo se mantuvo durante cinco dies a 379C y 8%
de 'CDz, 18 horas antes de Ffinalizar el cultivo se adicion6 por
pozo 1uCl de Shtdr, La Incorporacién de 3jtdr se determiné en un
contador de centelleo ifquido.

Los resultados obtenidos son los gque Se muestran en la
grafice s 1.

3.5.6 ACTIVACION DE ESPLENOCITOS CON PORINAS bE s.
typhi SOLUBLES.

Retones NIH fueron inmunizados con 30 g de PME de S,
typhi 'y otros s6lc con Haenk's, ambos por via intraperitonea!

los dias ©0 y 7, sacrificendose el dia 14. 8e cultivaron 200 mil
M
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celules en piscas de 96 poos en opresencia de 30 ug/ml de pori=
nas. El cultivo se interrumplé a los 8 dies pero 18 horas antes
se adicioné por pozo i wel de dutdr, La Incorporacién del
material  radiactivo se determiné en un contador de centelleo

liquido. Comp contro! de v se on 10 ug/mi de Con

A,

Los resultados estsén expresados en cuentas por minuto, se
presenta {a media de jos triplicados en Ja grafica # 2.

3.8.7 ACTIVACION DOE ESPLENOCITOS CON PME DE §. typhi
EN  MEDIO SOLIDO.

Ratones NIH fueron Inmunizados con 30 wug de PME de &,
typhi y los controles sélo cor; HBnk's los dias O y 7 por via
intraperitoneal (i.p), los ratones se sacrificaron el dia 14, Se
cultivaren 200 mil esplenocitos en placas de microcultivo de 96
pozos en presencia de suspensiones de papel de nitrocelulosa
selo, pepel de nitrocelulosa con PME [2 pape! de nitrocelulosa

con PME tefiido con rojo de Ponceau y lavedo con PBB~Tween 20 sl

0.1%. Como control positivo  de viabi se empl on 10 pg/ml
de Con A, EI cultivo se Interrumpié &l igual que en las oca-
siones anteriores & los B diags y 18 horas antes se adicionaren
por pozo 1uCi de JHtdr cuya incorporacién se midié en un conta-
dor de centelleo tiquido.

Los resultados estén expresados en cuentas por minuto y se
presenta |a media de triplicados en las graficas $ 3 y 4.

3.5;8 ACTIVACION DE  ESPLEROCITOS CON PME DE s. typni
SEPARADAS POR 5DS-PAGE Y TRANSFERIDAS A PAPEL ODE NITROCELULDSA.

Se inmunizaron ratones de la cepa NH de la manera descrita
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en o5 experimentos @8nteriores. Se sacrificaron el dia 14 y las
celulas obtenidas se cultivaron en pr,esencla de papel solo,
papel de nitrocelulosa con [as PME obtenidas de 1a  separacién
electroforétice y con porinas  solubles de 5. typhi, 8demss
tsmblén con Con A. €l cultive fue suspendido al quinto dia y 18
horas antes de terminarlo se adicloné {1 uCi/pozo de :’Hldr, fa
incorporacién del material radiactivo. se midi6 en un contador de
centelleo ITquido,

Los resultados estén expresados en cuentas por minuto y se
presenta @ continuacién la media de los triplicados; gra&fica #
8.

3.5.9 ACTIVACION DE ESPLENOCITO8 CON PEPTIOO08 DE PORINAS
SEPARADOS POR S8DS-PAGE Y -TRANGFERIDOS A PAPEL DE NITROCELULOSA.

£l esquema de imnunizacion es' igual al descrito en los
experimentos anteriores. 6e sacrificaron el dia 14 y los esple~
nocitos obtenidos se cultivaron en presencia de suspensiones de
papel solo, papel de nitrocelulosa con los diferentes peptl}dq,s
obtenidos de la separacién electroforética, con porinas - solubles
de S§. typhi y con Con A. ElI cultivo fue suspendido &l quinto
dia y 18 horas antes, ae colocaron { uCi/pozo de 3tdr, cuya
incorporacién fue determinada en un contador de centelles
Iiquido.

Los resultados de los experimentos realizados estén expre-
sados en cuentas por minute, dando Ja media de los tripllcados

en las gr8ficas 6 y 7.
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FOTOGRAFIA 1

Electroforesis en gel de poliacrilamida
$DS-PAGE Tincién de coomassie

Carril 1 y 5 = Marcadores de-peso molecular
Carril 2,3y 4 = PME

34



GRAFICA 1

ISTINLACION DE ESELEMCIIOS CiN O 4

BN DI

{m, 10 ug/ul 20 mo/ul

Con A Con A

Cel= células
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GRAFICA 2

ESTIMILACION DE RSPLENCITON CON OB, §, fyphi

=) st

=

(B

Cel = células
Por =porinas
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GRAFICA 3

ESTIMULACION DE ESPLEN. COM PME EN P.N.

A PWE EN PAPEL DE NITROCELULOSA
( PAPEL DE NITROCELULOSA
0 PME ROJO DE PONCEAU

RATON TESTIGO

1 ) i ]

10G2 DILUCION DEL ANTIGENO
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GRAFICA 4

ESTMULACION DE ESPLEN. COM PME EN P.NK.

0
A PNE EN PAPEL DE NITROCELULOSA
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GRAFICA 8

ESTINLACION DE ESPLIMCITOS ON IR, S, tupi
EME . OBt

A= Porinas ( Por.)

B= Otras PME de menor peso molecular.
8,16 y 32 = Diluciones del antigeno.
PNC = Papel de nitroceluloso.
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GRAFICA 6

HCTIVACIOR DE ESPLENICITOR CON PEPTIDNG DE MRRIMS
=]t 0y IR

13
188
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—_—— =

W4 W3 W W

Pep A = 8 Kd Cel = células
Pep B =10 Kd Pep= péptido
Pep C =23 Kd
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GRIFICA 7

ACTIVACTON DE ESPLEMXIION CON PEFTIG DE PORIMS
=0T

W0
118;

A

Cel = célulos.
Pep= peplidos.
Por = porinas.
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DISCUSION

Los hallaagos mé&s Importantes de este trabajo Ffueron:

1. En el patr6n electroforético de 1las PME de §. typhi
9,12,vi:d aisladas por el método de Schnaitman, Se pueden obser-
var, tanto proteinas mayores como menores, con pesos moleculares
qQue van de {7 Xd 8 70 Kd. Entre las mayores destacan la presen~

cia de dos proteinas de 36 Ko & 41 Kd, que de acuerdo & SU peso

clecular, correspond a las proteinas formadoras de canales
(porinas). Esto fue muy simHar a lo encontrado por Kamio para
S. typhimurium sobre todo en lo que corresponde a las pori-
nas (25).

2. €l empleo del matodo de Schnaltman para la obtencién de
PME tlene como principales ventajas o sencillo de la metodo~
logfa y la obtencién ae las orot;inas en su estado native,
debido a4 que no se emplean procedimientos darasticos en la
extraccién de las mismas, aunque tiene como desventaja el conte-
nide de LPS presente como contaminante en todas las prepara-
ciones, ello obedece, en primer lugar, a que se trata del prin-
cipal componente de ls membrana externa (ocupa el 45 X de la
superficie batteriana) y en segundo lugar, a que algunas PME
estan unidas de manera no covalente al LPS para Ilevar a cabo
sus funciones biol6gicas dentro de Ja bacteria {11).

3. §e logré 1a estimulacién de esplenocitos preactivados vy
no activados con Con A (mitégeno especifico para linfocitos T},
siendo mayor |3 proliferacién celular en el caso de linfocitos
preactivados.,

4, Las porinas solubles de S, typohi 9,12,vird fueron



capaces de inducir proliferacién celular tanto en esplenocitos
de ratones inmunes (mayor . respuesta), como en esplenocitos de
ratones control. Esto concuerda <con los trabalos de Bucnam vy
Arko quienes demostraron que el antigeno capsz de proteger a
chimpancés contra la uretritis gonocéccice se encontraba en la
membrana externa de N. gonorrhoeae (S).

Se ha descrito un método para activar linfocitos, empleando
antigenos de diftcll purificacién y obtenci6n en grandes canti~
dades  (2). Este método consiste en obtener el antigeno (PME),
separario por 6DS-PAGE, transferic a papel de nitrocelulosa y
transformar las bandas proteicas obtenidas, en suspensiones
finas por medio de dimetil suiféxido. - Estas suspensiones -1
colocan en las placas de microcultivo para realizer 18 estimula-
cioh de esplenocitos. La desventaja de este método reside en la
dificultad de lograr particulas de opapel muy Ffinas para que sean
facilmente fagocitadas por los  macréfagos. 8in  embsrgo, este
metodo nos permite  purificar al antigeno, ademss, la cantidad de
PME  necesarias para la separacion por SDS-PAGE es minima y con
las suspensiones de papel se logran buenas  activaciones celu-
lares. Una modificacién hecha al método propuesto por  Abou-Zeid
(2), consisti6 en tedir el papel de nitrocelulosa con rojo de
ponceau, localizando de esta manera f{as bandas protefcas.

8. Con el objeto de analizar cual era la respuesta &l
papel de nitrocelulosa solo, al papel de nitroceluiosa teXido
con royo de Poncesu y al opapel de nitrocelulosa con PME, se
realizé un  experimento de  activacien celular  encontrandose  que:
a) el papel de nitrocelulosa no tiene efecto alguno en la  acti-
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vacién celuler, D) el rojo de Poncesu tuve efecte mitogénico y;
¢) se 0i6 proliferacién celular en presencla de PME en fase
'sbllda.

Se pensé que el efecte mitogénico del rpjo de Ponceau Se
debié6 a Qque 1as células estaban presctivagas, ya que en el ratén
testigo no se encontré el mismo efecto (grafica 4 3).

6. En experimentos subsecuentes se 1avé el papel gor va-
rlas ocasiones m&s, delsndose de observar la proliferacién celu-
ler la cual se debis & colorante, ya que cOmo0 mencionan Abuo-
Zeid ¥ cols., fos colorantes que I:or;tlenen scido acético pueden
ser mitogénicos (2).

7. L8 tecnica descrita permitlé obtener porinas separsdss
de las otras PME y la canticsd de proteinas en |8s suspensiones
de pspel de nitrocelulosa Ffue suficiente  pera  provocar  una
respuesta proliferativa celular in vitro de esplenocltos de
ratones previamente inmunizados con  PME, La mayor respuests
celular se obtuvo como en las ocasiones anterlores, con {as
porinas y menor para el resto de las PME,

De acuerdo con lo anterior se puede decir gue se cuenta con
un método que permitiré obtener cantidades suficientes de
proteina, para emplearse en experimentos de ia rama efectora
celular que permitan  dllucidar el papel de tas porinas de §.
typhi en 1a proteccién contra ia fiebre tifoidea, asi como
también este método fue empleado para identificar 1los determi-
nantes antigénicos responsebles de 1a induccién de la respuests
inmune celular. Con respectc a 1o anterior, se determiné que de
fos tres péptidos probados, s6lc el de peso molecular de 10 Kd

a4



era el que generaba una mayor proliferacién de linfocitos
inmunes, por lo aque se determind gque en ese péptidc se locali-

1aba el epitopo  Inmunpdominante.

a8



CAPITULO
V



RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objeto de obtener PME
de §. typhi 942yviid con el maxime grade de pureza posible
y también, para determinar si estas proteinas eran capaces de
producir proliferacién de linfocitos inmunes in vitro.

Las PME aisladas mediante |a solubilizacién con un deter-
gente no iénico, Yy separadas por BDS-PAGE tuvieron pesos molecu=~
lares de 14 Ko a 70 Kd

Se obtuvieron también porinas de S, typht 9,12,vi:d,
las cuales se caracterizaron electroforéticamente encontrando
que Sus pesos moleculares oscilaban entre 38 y 41 Kd.

Por otro lado, se logré la activacion de linfocitos inmunes
provenientes de ratones NiH con el mitégeno seleccionado (Con

A), asi como también con porinas solubles de &. typhi.

Por o que respecta a la activacion de esplenocitos inmunes
empieando las PME que habian sido separadas por SD8-PAGE, trans-
fericas & papel de nitroceiulosa y transformadas tas  bandas
proteices & suspensiones finas, se determiné que las l'Jrotefnas
cuyos pesos moleculares se encontraban entre 36 y 41 Kd (pori-
nas}) eran las que inducian una mayor activacién de esplenocitos
inmunes, en tanto que opara las oproteinas. de pesos moleculares
menores ia respuesta proliferativa fue menor.

Una vez determinado que Ilas porinas son las que inducen
inmunidag  celular /n  vitro, se hizo la digestion con CNBr de
gichas proteinas y de los 4 péptidos obtenidos se probaron 3, de
esto0s péptidos se localizé el epitopo inmunodominante que se

encuentra en el péptido de 10 Kd.
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CONCLUBIONES

1) tas proteinas de membrana externa de &. typhi 9,2,
Vi:d tlenen pesos moleculares que van de 17 Kd a 70 Kd. Destaca
un  grupo de dos proteinas principales con pesos moleculares de
36 a8 41 Kd, las cuales se tratan de las porinas descritas en
otras bacterias Gram-negatlvas.

2) Las porinas de §. typhi = 9,12,viid producen prolife-
racién in vitro de espienocitos procedentes de ratones inmu-
nizados con  PME de &, typhi.

3) EI método empleado en 1la separacién de porines del resto
de PME de S. typhi por SDS-PAG; y transferencla a papel de
nitrocelulosa permite una eliminacién parciai de la contamina-
t;ion con LPS, asi como la activacién de esplenocitos in
vitro de ratones inmunizados con  PME.

4) De los péptidos de porinas, se demostrd que en el co-

rrespondiente & 10 Xd, se localiza el epftopo inmunodominante,
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APERDICE ,
8.1 MATERIAL.

8.1.1 MATERIAL BASICO DE LABORATORID.

Asas bacteriolégicas .

Botellas de 4 litros para cuitivo bacteriano.

Cajas de petri,

Filtros Millipore estériles de 0.22um.

Frascos ambar de 250 ml con tapén esmerilsdo .

lqstrumemal quirargico .

Matraces aforados de 100 ml y 500 mi.

Matraces Earlenmeyer de 280 ml.

Microp_ipeta ajustable hasta 20 ul.

Micropipeta ajustable hasta 200 ul.

Pipetas serolégicas ae { mi, B ml y 10 ml.

Pipetas volumétricas de iml, 8 ml y 10 mi.

Placas para microcul ivo ge 96 pozos Nuncclon.

Puntas para micropip2tas.

Tubos ceénicos desec! ables estériles de 10 mi y 50 mi.

Vasos de precipitado de 50 ml y de 250 ml.

8.1.2 MATERIAL BIOLIGICO .

8.1.2.1 Obtencion ce PME y porlnas .

- Cultivo Bacteriano &

a) Cepa de Salmonella typhi 9,12 Vi:d, alslada de un
paciente con diagnéstico clinico y bacteriolégico de fiebre

tifoidea .



8.1.3 REACTIVOS .

E]

1

'

Acido acético (Merk).

Acido Férmico (Merk).
Acrilamida (Biorad} .

Albumina sérica bovina (Sigma).
Azul de Coomasie (Merk).
Bromuro de cignégeno (Merk ).
Carbonato de sodio (Baker).
Citrato de sodio (Baker).
Cloruro de sodio (Merk).
QOodecil sulfato de sodio (Merk).
Extracto ge levadura (Bioxon).

EDTA (Sigma}).

fosfato de p ) ¥

Glicerol (Merk).

Glicina (Merk) .

Glucosa (Merk).

Hepes (Sigma)..

Higréxido de sodio {.3aker}.

Metano! (Merk).

Persulfato de amonit. (Baker).

fReactivo ge Folin ciezolteu (Merk).

Sulfato de amonio (Haker).

Sulfato de magnesio (Baker ).

Suifato de cobre pentahidratado {(Baker).

{Baker) .

Tartrado doble de sodio y potasio (Baker}.

TEMED (LKB}.
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Tris (Sigma) .

Triton X-100 (Sigma).

+1.4 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO.
.1.4.1 Medios de cultivo para bacterias
Agar Infusién cerebro corazén (BHI).

Medio minimo de sales “A".

.1.4.2 Aislamiento de las PME
Hepes 10 mM pH 7.4, Tritén X—I(_)o al 2%.

Tris 80 mM pH 7.8, Tritén X-100 al 2%,

. 1. 4,3 Cuantificacién de proteinas

Solucién patrén de proteina: Albdmina sérica bovina al
0.1%

Carbonato de sodio al 2% (solucién aicalina).
Tartrato de sodio y potasio al 2%.

Sulfato de cobre pentahidratado al %,

Resctivdo de Folin-Ciocaitesus .

«1.4,4 Electroforesls en gel de pollacrilamida .,
Solucién de acrilamida.

Amortiguador Tris-HCI 1.5M pH 8.8
Amortiguador Tris-HCl 0.8M pH 6.8

805 al 10%

APS al 10%

Amortiguador de muestra
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- Amortiguador de corrimiento: Tris-glicina pH 8.3

~ Solucién colorante de aul de Coomasie

Solucisn decolorante

8.1.4.5 Inmunoelectrotransferencia

Amortiguador de transferencia: Tris-glicina pH 7.9

Amortiguador de fosfatos salinos pR 7.4

- Solucién de lavado: PBS-Tween a! 0.1%

8.1.4.6 Digestisn de porinas

~ Bromuro de ciantgeno

- Acido Férmico concentrado

8.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES.

8.2.1 MEDIO MINIMO DE SALES "A"

fosfato de potaslo dibasico 7.0
fosfato de potasio monobésico 3.0
citrato de sodio 0.5

sulfato de amonlo

sulfato de magneélu 0.1

gsterilizar €l medio a 15 Ib de presion, 15 minutos, a 120
oC. Posteriormente adicionar 20 ml de glucosa &l 12.8% y
10 ml de extracto de levadura al 8% ; previamente esterili-

zados a 10 Ib de presién, 10 minutos .

8.2.2 SOLUCION DE LAVADO

Hepes 10 mM fH 7.4, Tritén X-100 al 2 %
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hepes 2.6 g/l

tritén X-100 20.0 g/l

8.2.3 SOLUCIONES AMORTIGUADORAS PARA EL AISLAMIENTO DE LAS
PME .
Tris 80 mM, EOTA S mM pH 7.8, Tritén X-100 al 2 %

tris 6.05 g/t
£DTA 1.86 g/1
triton X-100 20.0 g/l
agua destllada c.b.p. 1.00 1

Hepes 0.01 M pH 7.4, Triton X-100 al 2%

Hepes 2.6 g/l
Triten %-100 20.0 g
agua destiiada c.b.p. 1.00 1

8.2.4 SOLUCIONES PrRA LA CUANTIFICACION DE PRDTEINAS POR

EL METODO DE LOWRY.

Sotucion para la curva Jatrén de proteinas

Albamina sérica bovina 25.0 mg
aqua destilada c.b.p. 25.0 mi

Reactivos para ia curvs patrén

Carbonato de sodio 2.0 )

Hidroxido de sodio 0.1 M 100 m}

Tartrato doble de sodio y potasio 2.0 g

Agua desti!aua c.b.p. B 100 ml

Suifato de cobre pentahidratado 1.0 ]

Agua destilada c.b.p. 100 m
59
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Reactivo de Folin ciecolieu 2.0

Agua destilada c.b.p. 6.0

8.2.9 SOLUCIONES PARA LA ELECTROFORESIS EN ACRILAMIDA
Acrilamida 30.0
N'N bismetilen acrilamida 0.08
Aforsr a 100 ml con agua desionizada y destilada; filtrar

en papel Whatman § 41 y mantener a 4 9C en un frasco 8mbar.

Amortiguador Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
Trizma base 6.0
Ajustar el pH con HCI 2N y aforar con agua destliada y

desionizada a 100 m!

Amortiguador Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
Trizma base 6.0
Ajustar el pH con HCl 2 K y aforar con agua destlilads y

desionizada a 100 m!

Amortiguador de muestra

Amortiguador Tris-HCl pH 6.8 25
§0S 2.0
Azul de Bromofenol al 1% 0.1
Gliceral 10
2-Mercaptoetanol 5.0

60
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Amortiguador de corrimiento pH 8.3

Trizma base 3.0 @
Glicina 14.4 g
sDS 1.0 g
Agua ﬁestilada y deslonizada c.b.p. 1.0 |
Golucién colorante de proteinas

Metanol &l 50% 454 ml
Acido acético 46 ml
Aul de Coomasie 1.2 @
Agitar durante 30 minutos y filtrar en papel Whatman § 41.

Solucion decoiorante para el awl! de Coomassie

Metano! 50 mi
Acido acetico 25 ml
Aforar a un litro con agua destilada.

Gel separador para‘la placa de electroforesis al 11.5%

Acrilamida 11.8 mi
Tris«HCl 1.5 M pH 8.8 7.8 mi
Agua destilada y desionizada c.b.p. 11.0 ml
§DS al 10 % 0.6 ml
TEMED 0.0 m
PSA 10X% 0.05 ml

Mezclar el agua, tris y acrilamida; desgasificar la solu-
c6n ge 3 @ 5 minutos para posteriormente adicionar el SDS,

TEMED y PSA.
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tomar

Gel introductor para placa de electroforesis

Acrilamida

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

Agua destilada y deslonizada ¢.b.p.

SDS al 10 %
TEMED

APS al 10 %

8.2.6 SOLUCIONES PARA LA ELECTROTRANSFERENCIA

Amortiguador de transferencie
Trizma base

Glicina

Metanol

Aguz destilada ¢.b.p.

Amortiguador de Fosfatos (PBS)
Cloruro de Sodio
Fosfato monobéasico de sodio

Fosfato dibasico de sodio

Agua destilada y desionizada c.b.p.

8.3
8.3.1 METODOS

8.3.4.¢ Cultivo de

bacterias.

- Para preparar la semilla

2 o 3 asadas del creclmiento,

‘2 calas de petri con BHI e incubar
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de 18 a 24 horas, en

colocarlas

hay que sembrar

en

2.9 mi
3.78 ml

7.5 m

0.15 ml

7.8 W

50 ul

9.075
43.2
600

2400

8. typht

180 ml

]
g
mi

m)

en

seguida

de

MMA



suplementado € Incubar de 18 & 24 bhoras. Al cabo de este periodo .
de Incubacién crecer las bacterlas durante 8 h a 370C y 200 rpm
en medio minimo A suplementade con 0.1% de extracto de levadura
Y 0.5% de glucosa. Posteriormente, cosechar las bacterlas, en
fase de crecimiento logaritmico, por centrifugacién a 1650 x6
durante t8  min a 40cC, Resuspender la pastllla bacterlana en
amortiguador de Hepes 0.0 M pH 7.4, conservar a -200C hasta su
uso.
8.3.2 METODOS M®BIoQUIMICOS.

8.3.2.¢ Alslamiento de PME,

La obtencién de PME de las cepas trabajadas se realiza de
acuerdo al meétodo ce  Schnaitman (63), para ello ajustar las
bacterias cosechagas e» la Ffase de crecimlento logaritmico a una
densidad 6ptica de (XY a 660 nm; posteriormente romper medlante
sonicacién a 180 watts por periodos de 2 min en baiko de hieio
hasta gisminuir la absorbancia a 0.3. Para eliminar las bacte-
rias enteras de la suspensiébn sonicada, centrifugar a 7000 xG
durante 15 min, del sobrenadanie sedimentar la envoitura celular
por ultracentrifugaciéh 8 200 000 xG/45 min a 49C, solubllizar
és5ta con Tritén X-100 al 2% en Hepes 0.01 M pH 7.4, La Ffraccién
insoluble en Tritén X~100 {membrana externa 12 peptidoglicana)
sedimentarla por ultracentrifugacién en las congdiciones antes
mencionadas y para lograr la extraccisn de las PME resuspender
en Tris-HCl pH 7.2 que debe contener tritén X-100 al 2% y 5 mM
de EDTA, incubar durante 10 min a 37°C y posteriormente ultra-
centrifugar a 200 000 xg/45 min./370C (64} Recuperar ias PME

del  sobrenadante y mantener & -709C hasta aque se utilicen,
€3



8.3.2.2 Purificacion de porinas por exclusisn molecular,

La obtenclén de porinas se efectua medlante el método
descrito por Nikaido (48,49). Cosechar las bacterias en |la fase
de crecimiento Jjogaritmico y ajustar a8 una densidad O6ptica de
1.0 a 660 am, posteriormente romper por sonicaclén en periodos
de dos minutos en bado de  hielo hasta disminuir la densidad
6ptica a 0.3. En seguida eliminar las bacterias enteras por
centrifugacién a 7000 xG/15  min, obtener [E] envoltura celular
por ultracentrifugacion a 100 000 x6/30 min a 200C, solubllizar
esta en Tris 10 mM, pH 7.7 adicionado de SD8 al 2% y incubar 30
min a8 320C, posteriormente ultracentrifugar vy someter el sedi-
mento a. una segunda solubilizacién en las condiciones descritas
anteriormente. 4] sedimento de este segundo proceso, contiene
peptidoglicana, de donde se extraen Jas proteinas unidas & ella
solubiflzandola con Tris 80 mM, pH 7.7 que contlene 8D9 al 2%
EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y B-mercaptoetano! al 0.08% después de un
periodo de incubacién de 2 h a 379C, ultracentrifugar a 100 000
x6/30 min a 25°C y pasar el sobrepadante 8 través de_ una columna
de Sephacryl $-200 (80 cm x 2.6 cm) con wuna velocidad de Fiujo
de 4 ml/h. La fraccién que eluye inmediatamente después del
volumen vacio, Se detectada por absorbancia a 280 nm. Para reu-
tilizar 18 columna, lavar c¢on un volumen equivalente a dos veces
el volumen totai cdel gel.

8.3.2.3 Digestién de porinas.

tiofilizar las  porinas y pesar 100 mg de BrCN  (cantidad
empleada para digerlr ¢ mg de porinas). Adiclonar al BrcN 1 ml

de acigo fermico y adicionar esta mezcla a las porinas liofili-
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z3das. Agitar y proteqer de la {luz., Mantener la reaccion durante
20 hrs.; al cabo del cual, colocar la mezcla dentro de wuna mem-
brana de dialisis para permitir el paso de las moléculas wmenores
a 2,000 d, diatizando este contenldo contra PBS pH 7.4 con cam-
bios frecuentes del amortiguador hasta eliminar completamente el
Brcu (1),

8.3.3 METODOS ANALITICOS.

8.3.3.1 Determinacién de proteinas,

Para cuantificar el contenldo de protelnas tanto en las
preparaciones de PME (obtenidas por Schpaltman} comc en las de
porinas purificadas; realizar el método de Lowry (33) empleando
slbémina sérica bovina como proteina de referencia.

8.3.3.2 Electroforesis de proteinas en geles . de poliacril-

amida con dodeci] sulfato de sodio (8D5-PAGE).

Reallzar 1a SDS-PAGE de PME y porinas en una unidad elec-
troforética para geles verticales en placa en condiciones reduc-
toras y slstema de amortiguadores discantinuos (31). 4] geil
uparédor debe contener 1.2 % de acrilamida, 28 % de |Dbis-
acrilamide, 0.19 ¥ de 6D5 en amortiguador de Tris-HCI 038 M pii
8.8. ElI gel Introductor debe contener 8 % de acrilamida, 013 %
de bis-acrilamida, o4 % de EhE) en amortiguador de Tris~HCI
0925 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra usar Trls 0428 M
pH 6.8, gque debe contener SD5 al 2 %, P-mercaptoetancl al 8 %,
glicerol al 10 % y azul de bromofeno! al 0,008 %,

Llevar a cabo el corrimiento electroforético colocando 30 °
mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris  0.028 M,

glicina “0.492 M, 6DS al 04 % , pH B.3, Posterlormente tefir los
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geles gdurante 1 h en wuna solucién de azul de Coomasie R-250 al
0.25 4 en metanol-&cido acético-agua (45:10:458). Decolorar con
una solucisn de metanol-8cido acético agua (5:10:88) hasta que
el fondo del gel sea transparente.

8.3.3.3 [nmunoelectrotransferencia,

) La electrotransferencia de PME y porinas de Ilos geles de
poliacrilamida & papel! de nitrocelulosa (PNC), se lleva a cabo
durante 118 hrs a 30 mA en un equipo Yranepher, El amortigusdur
para la transferencia debe contener glicina 192 mM, metanol al
20 . X en Tris 20 mM, pH 8.3 (74). Transcurrido este tiempo y para
comprobar que ia transferencia se llevé a cabo, tedir una parte
del PNC con roJo de Ponceau durante 3 mlnut;:s y lavar en seguida

con PBS-T (Tween 20 ai 0.4% en PBS).

[ 1.3
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