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RESUMEN

Con e! fin de generar una vacuna cuya proteccion sea duradera y eficaz en nifes
y adultos y de conferir propiedades T-dependientes a el CPS Vi, un buen inmunégeno
protector (62,63), se convino unir covalentemente a Vi con las porinas por dos métodos
diferentes y con el mismo fin, uno de los métodos fue también utilizado para conjugar
el PS(LPS) con la misma fraccidn proteica,

Por purificacion a través de una columna de exclusion molecutar y HPLC se
demostré que la conjugacion entre Vi y porinas fue factible obteniéndose el CVP-MD y
el CVP-MI.  EICPP fue también obtenido, pero el andlisis por HPLC mostrd que la unién
era poco estable cuando el conjugado se purificaba por una columna de exclusion
molecular.

Por ensayo inmunoenzimatico en fase solida se mostré que los conjugades CVP-
MD y CVP-MI tenian propiedades antigénicas y fue asi entonces que se decidié evaluar
su inmunogenicidad.

Los resultados mostraron que la induccién de anticuerpos por cada conjugado
fue dependiente del modo de conjugacion pues el CVP-MD indujo una mejor respuesta
contra Vi que contra porinas, en cambio, el CVP-M! no indujo respuesta contra Vi y fa
respuesta contra porinas fue buena pero 2 veces menor gque las porinas solas 6 que la

que induce una mezcla de Vi-Porinas.
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1.1 GENERALIDADES DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA.

Los individuos sanos se protegen asimismos contra microorganismos por:
barreras fisicas, céluias fagociticas en tejidos, células natural killer {(NK) y varias moléculas
transportadas en la sangre. Algunos de estos mecanismos de defensa estan presentes
previo a la exposicién de microorganismos intecciosos u otras macromoléculas extranas
y no se incrementan ane tales exposiciones ademas de no discriminar entre. Lo anterior
es lo que constituye la inmunidad natural.

QOtros mecanismos de defensa son inducidos o estimulados por exposicion a
sustancias extranas {inmunizacion), son altamente especificos para distintas
macromoléculas y se incrementan en magnitud y capacidad de defensa con cada
exposicion sucesiva a una particular. Estos mecanismos caonstituyen la inmunidad
adquirida o especifica,

La fase efectora de la inmunidad especifica requiere la participacion de varios
mecanismos de defensa incluyendo el sistama del complemento, fagocitosis, células
inflamatorias y linfocitos que son ademds funcionales en la inmunidad natural.

En funcién de los componentes del sistema inmune esta es clasificada en dos
ramas: 1) inmunidad humoral e 2} inmunidad celular.

ta inmunidad celular es mediada por los linfocitos T y {a inmunidad humeral por
los tinfacitos B. Los linfocitos T reconocen y responden solamente a antigenos proteicos
extrafios asociados a células presentadoras de antigenos {CPAs) y no responden a

proteinas solubles. A diferencia las células B y sus anticuerpos secretados unen
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antigenos solubles (proteinas, acidos nucléicos, polisacéridos, lipidos y pequenas
sustancias quimicas) en la circulacién.

Los antigenos proteicos dependientes de células T (timo-dependientes) son
procesados por células B y presentados en asociacién con moléculas de clase |l del
MHC (Complejo Principal de Histocompatibilidad) a células T cooperadoras. La
interaccion entre linfocitos B y T cooperadores produce sefiales que activan a células B
en reposo y ademds induce la secrecion de varias citocinas por células T.

Los antigenos no dependientes de células T {timo-independientes) inducen fa
respuesta de anticuerpos sin la participacion de células T antigeno especificas. Los
antigenos timo independientes (Tl) han sido subdivididos en dos grupos de acuerdo a
su independencia relativa de células T y sus propiedades fisicoquimicas.

Los antigenos Ti-1 son completamente independientes de células T y la mayorfa
son activadores policlonales de células B en altas concentraciones, el mejor gjemplo es
el lipopolisacéarido. En contraste los antigenos TI-2 requieren pequefio nimero de células
T {los cuales no son antigenc especificos y presumiblemente proporcionan citocinas)
para inducir 1a produccion éptima de anticuerpos por células B. La mayoria de los
antigenos TI-2 son polisacaridos compueste de multiples epitopas antigénicos idénticos
(dextranas).

Los antigenos Tl producen solamente anticuerpos de clase IgM y no inducen

memoria inmunclogica en ratones (2-4, 5, 6, 7).



1.2 FIEBRE TIFOIDEA

1.2.1 HISTORIA.

La primera resena de la fiebre tifoidea se atribuye a Tomas Willis, quien en 1659
describid el cuadro clinico. Durante arios, el padecimiento se confundié con el tifo y no
fue sino hasta 1782 cuando Ruxham diferencié ambas entidades clinicas como la fiebre
putrida maligna (fiebre tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo) (8).

Gerhard, en 1837 establecit las bases del diagnoéstico diferencial entre el tifo y la
fiebre tifoidea; Jenner en 1850, puntualizd que las lesiones de las placas de Peyer y
nédulos linfaticos, eran especificas de la fiebre tifoidea (9).

William Budd, en 1856 determind que la fiebre tfoidea se transmite a través de
la ingestidn de alimentos y aguas contaminados con materia fecal proveniente de
individuos enfermos (10).

Eberth, en 1880 logro aislar a el bacilo tifoidico en secciones de ganglios linfiticos
mesentéricos e higado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, realizé el
primer aislamiento del bacilo a partir de heces (10) y junto con Kolle demaostré que el
suero de pacientes convalecientes protegia a los cobayos contra dosis letales de! bacilo
tifofdico.

Widal, en 1895, describid la presencia de aglutininas especificas en el suero de

pacientes con figbre tifoidea y su aplicacion en el diagnostico de la enfermedad (9).



1.2.2 GENERALIDADES.

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa causada por la
ingestion e invasion masiva de Safmonelfa typhi. Se caracteriza por sintomas sistémicos
como fiebre, malastar general, cefalea y dolor abdominal, Frecuentemente se presenta
con exantema transitorio, esplenomegalia y leucopenia. Las complicaciones mas
importantes incluyen la hemaorragia intestinal en el 2 al 8% de los casos y la perforacion
que se presenta en e! 3 al 4%. Latasa de letalidad es alrededor del 1%, sin embargo,
en los casos complicados puede ascender hasta el 30%. (11)

Ya que este microorganismo afecta solo al ser humano y no hay reservorios
animales, el elemento mas importante en la cadena de transmisidn es el portador
asintornético, Esta enfermedad continta siendo un problema de salud en los paises en
vias de desarrollo y en algunos palses industrializados. Se estiman 12 millones de casos
anuales con una incidencia de 500 casos/100, 000 habitantes en Africa y Asia.

En la regién de las Américas alrededor de 1990, se presentaron 89, 591 casas
aprcximadamer‘te. que representan una incidencia de 20.8 casos/100, 000 habitantes;
laincidencia a llegado a ser hasta de 150 casos/100, 000 habitantes en Chile. En México
se reportaron 11, 078 casos en 1987, con una tasa de 13.64 casos/100, 000 habitantes
(12).

El grupo de edad mas afectado por la enfermedad es el de los 15 a 44 afos,
donde se presentan aproximadamente el 58.62% de los casos, lo cual representa mas

de 500, 000 dias laborales perdidos.
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Salmonella typhi es un bacllo no esporulado perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, tribu Salmoneliaey especie typhi, gram-negativo, mévil, mide de 2
a 3 pum, es citoffico, anaerobio facultativo, intracelular, fermenta la glucosa con
produccién de acido, es lactosa y sacarosa negativos. Tiene una estructura antigénica
de superficie que incluye al antigenc KX o flagelar y el antigeno somatico O que contiens
carbohidratos especificos Utiles en su identificacidn serolbgica; de acuerdo a la
ciasificacién de Kautiman-White, Saimonelia typhi pertenece al grupo D y comparte con
las diferentes especies de ese grupo los antigenos somaticos 9, 12; los flagelos
contiensn e antigenc d y en la superficie se encusntra ! antigeno Vi, el cual es de
naturaleza sacaridica, forma parte de la membrana externa vy es indicador de virutencia.
La formula: 9, 12, Vi, d denota a Salmonella typhi en forma abreviada (13).

Otro componente, de antigenicidad poco estudiada, forman parte de fa membrana
externa: ia lipaproteina de Braun.
1.2.3 DIAGNOSTICO.
L AISLAMIENTQ DE Salmonella typhi.
- Cultiva de sangre,
~ Cultivo de otras muestras clinicas como:

a) Aspirados de médula ésea.

b) Heces fecaigs,

¢) Bilis duodenal.

. DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS DE  Salimonelia typhi.

- Deteccion de aglutininas H y 0. {Prueba de Widal)
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- Hemaglutinacion pasiva de antigenos H, O y Vi.

- Ensayo inmunoenzimético en fase sélida, empleando LPS o flagelina de
Salmonella typhi .

- Deteccion de anticuerpos dirigidos contra antigenos proteicos de Salmonella
typhi .
L. DETECCION DE ANTIGENQS DE . Saimonella typhi.

V. DETECCION DE SECUENCIAS DE DNA ESPECIFICAS DE Salmoneila typhi. (14)

1.2.4 RESPUESTA INMUNE.

Salmonelia typhi penetra al organismo a través de la boca, se multiplica
. .répidamente en el intestino delgado, penetra a la membrana basal intestinal sin causar
dano importante en los tejidos, es fagocitada por macrofagos y transportada a los
ganglios linfaticos regionales donde se multiplica activamente, tiene una fase de
bacteremia, se distribuye en el sistema fagocitico menonuclear, donde se reproduce y
es liberada nuevamente al sistema circulatorio.

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio, en los ganglios linfaticos, bazo e
higado, con muy escasa cantidad de polimorfonucieares y gran acumulacién de
mononucleares, en el interior de los cuales es capaz de proliferar (8).

Aunque la fisiopatologfa del padecimiento no esta totalmente esclarecida, se sabe
que gran parte de las manifestaciones clinicas es provocada por la liberacién de

endotoxina; entre otros efectos se ha comprobado que induce fiebre, hipotension arterial,
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leucopenia y estimulacion policlonal de linfocitos B (10)

Se ha demostrado la presencia de antxcuerpos contra diversas fracciones
antigénicas, los cuales no necesariamente torrelacionan con el desarrollo de proteccion
cantra las recaidas o reinfecciones, a excepcion de algunos estudios que sugieren que
los anticuerpos contra el antigeno H son un indicador de resistencia a la fiebre tiloidea
(15).

Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (IgA) impiden la adherencia de
Salmonelia typhi a la pared intestinal; sin embargo, solo son protectores ante indculos
pequefios de la bacteria. Frente a la invasién por grandes cantidades de Salmonelia ,
los mecanismos de inmunidad celular, fundamentalmente la activacién de macrofagos,

son indispensables para el control de la infeccién {16, 17).

1.3 VACUNAS.

La inmunizacidn experimental con suspensiones de Salmonella typhi viva fue
realizada con éxito en conejos por Frankel y Simmons en 1886 y un afio después por’
Bauneer y Peiper en ratones. Después, Kiikovich empled bacilos muertos con el mismo
propésito, originando que Wrigth en Inglaterra y simultaneamente Pieiffer y Kolle en
Alemania utilizaran, por vez primera (1897), vacunas inactivadas para la inmunizacién en
humanos. Asi, la vacuna de Pfeiffer y Kolle, preparada en medic sblido, estaba
constitu_ida por bacteria fenolada inactivada por calor a 56°C.

Al aplicar estas vacunas en la India, Egipto, ltalia y Sudafrica, generaron una
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disminucién significativa en la morbilidad, asi como atenuacién de los sintomas en los
individuos vacunados que adquirieron la enfermedad (18). En 1925, Besredka propuso
el empleo de vacunas de bacterias vivas atenuadas administradas por via oral,
aplicandola a miembros del ejército Francés, donde desafortunadamente se presentaron
decesos entre los individuos vacunados {16, 19).

En 1955, bajo los auspicios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se
realizaron estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unién Soviética. En
estos lugares se investigd la eficacia de tres vacunas preparadas con células enteras de
Salmonella typhi. inactivadas con acetona, calor-fenol o alcohol. La vacuna K, inactivada
con acetona, confirid mayor proteccion y mas duracidn. La vacuna inactivada con calor
y fenol, designada con a letra L, mostrd menor eficacia que la K y la inactivada con
alcahol fue la menos efectiva (20, 21, 22, 23, 24, 25).

Aungue la proteccién inducida por una sola dosis de las vacunas Ky L era
aceptable, el emplec de dos dosis proporcionaba una inmunidad mas coenfiable y de
mayor duracion (26). Lo cualfue confirmado por Hornick y cols. en voluntarios humanos
en 1968 (27).

Tully y col. en 1962, inmunizaron chimpancés con una cepa rugosa de Salmonella
ry;'ihi. obteniendo titulos elevados de anticuerpos contra el antigeno H, sin embargo no
evitaron la infeccién con la bacteria.

En 1970 Wong, logré purificar el antigeno Vi, sin desnaturalizarlo y demostré que
era inmunogénico y seguro.(18)

En 1975 Germanier y Furer desarrollaron la cepa de Salmonella typhiTy21a (19),
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1a cual protegi6 en el 95% en ensayos clinicos. Esta cepa tiene una mutacidn en el gen
galE que le causa una deficiencia en la enzima UDP-4-galactosa epimerasa. Sin
embargo en estudios posteriores realizados en una poblacién endémica de fiebre tifoidea
en Chile, la vacuna mostréd una proteccién apenas de 51 al 67%. Ademas se demostro
por técnicas de mutacion puntual que el dafio no se encuentra dnicamente en el gen
galE.

Stocker en 1981, desarrolié las cepas de Salmonella typhi 541Ty y 5437y, las
cuales contienen mutaciones en aroA y purA. La mutacién en el gen aroA genera
dependencia por aminoéciﬁos arométicos, en tanto que al inactivar purA se genera un
requerimiento por adenina. Sin embargo al evaluar su actividad protectora en ensayos
clinicos, daspertaron pobre respuesta inmune (28).

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de antigeno Vi. Ambos
resultaron ser buenos inmunégenos, sin embargo, uno de ellos generd reacciones
adversas, debido a su contenido de lipopclisacarido contaminante (29). Actualmente
est4 en vias de salir al comercio upa'vacuna hecha Be este antigeno por los laboratorios
Mérieux, en Francia.

Goebe! y Avery (30, 31), mostraron que la inmunogenicidad del polisacarido de
prieunococeus tipo 3 podia ser incrementada por su unién quimica a una proteina
acarreadora. Este principio fue aplicado a otros polisacéridos capsulares de especies
patbgenas para incrementar su inmunogenicidad (32-40).

Asi entonces Szu y colaboradores conjugaron el polisacarido capsular Vi con

toxoide tetanico, toxaide diftérico y con la toxina del cGlera para conferirle propiedades -
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T-dependientes a el polisacérido. La vacuna obtenida produjo titulos mas elevados de
anticuerpos en suero que el Vi sélo purificado en pruebas realizadas en dos especies

de animales (41).

1.4 COMPONENTES ANTIGENICOS

1.4.1 POLISACARIDO CAPSULAR Vi.

Este antigeno esta localizado en la capa més externa de Salmonelia typhi. Es un
homopolimero lineal del acido N-acetilgalactosaminurénico, variablemente O-acstiladao en
la posicién C-3. Esta compuesto de af menos dos determinantes antigénicos, uno tiene
O-acetilo como grupo inmunodominante y el otro tiene a los grupos N-acetil y earboxilo.
Ambos grupos carboxilo y N-acetil son necesarios para la reaccion antigeno-anticuerpo
(42). El peso molecular de las preparaciones de este antigeno es heteragéneo, variando
de 65-5 x 10° kDa. Es un antigeno timo-independiente tipo 2 que estimula séle células
B especificas. No funciona como activador policlcnal (43).

A mediados de 1930, Felix y cols. (44-47) descubrieron €l antigeno Vi, ellos
mastraron que frecuentemente esta presente en cepas aisladas de la sangre de
pacientes con fiebre tifoidea y ademas demostraron su virulencia en ratones. Felix
demostrd que la presencia de Vi protege al antigeno O de Salmonelia typhi de la
aglutinacidn por anticuerpos O, propuso que los anticuerpos contra Vi juegan

un papel importante en la proteccion contra fiebre tifoidea y sugirié que fa vacuna L fuera
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reemplazada por la vacuna de células enteras inactivadas con alcohol. Las bases de su
propuesta fue de que el Vi se preserva megjor y proporciona titulos elevados de
anticuerpos en animales y hurnanos (48). Alrededor de 1950 en un ensayo de campo
patrocinado por la OMS en Yugoslavia se compar6 la eficacta de la vacuna L y vacuna
inactivada con alcohol. En contraste con la hipétesis de Felix la vacuna L confirié una
prateccidn significativamente superior a la de vacuna inactivada con alcohol.

Par otro lado Landy (48) sugirib el usc de la acetona para inactivar a Salmonella
typhi {usada en la vacuna K) protege mejor a Vi que el calor-tenol en la vacuna L. En
ensayos de campo asesgrados por la OMS en Guyana y Yugostavia alrededor de 1960
se realizd una comparacion de ambas vacunas demastrandose una mejor eficacia de la

vacuna K, con fo que se infiere que 1a acetona preserva mejor a Vi,

142 LIPOPOLISACARIDO.

£l LPS as &l principal constituyenta de la membrana extesna de bacterias Gram-
negativas, que tiene actividad de endotoxina y actia como antigeno protector. Ef
lipopolisacarido {LPS) es una molécula compleja compuesta de un lipido A, un
palisacarido core y un polisacarido variable conocido camo antigenc O. Ei lipido A el
cual esta inmerso en la membrana, consiste de dos residuos de glucosamina fosforitados
a los cuales estan ligados seis cadenas largas de acidos grasos. La estructura del lipide
A es practicamente a misma en todas ias enterabacterias y es la porcion principal a fa

cual se atribuye la actividad endotoxica.
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Saimoneila tiene un core polisacaridico comiUn que contiene los azlcares
inusuales KDO (4cido 2-ceto-3-deoxioctonico) y heptosa; otros géneros tienen diferentes
cores. Su empleo como vacuna en humanos esta prohibido debido a los efectos de
endotoxina que le proporciona el lipido A, pero una solucién a este problema ha sido el
de remoaver el lipido y trabajar con la porcidn polisacaridica.

Muchos de los efectos causados por e! lipido A son indirectos, el LPS induce la
secrecién de agentes activos por otras células (interleucina 1 y factor de necrosis
tumoral). EI LPS activa el complemento por la via alterna. Este es un antigeno timo-
independiente tipo 1 que estimula policlonalmente a las células B en altas

concentraciones {50).

1.4.3 PROTEINA FLAGELAR.

Esta es conocida como antigeno H. Dentro de una sola especie de Salmonella,
el antigeno flagelar se presenta en una o ambas formas llamadas fase 1 y fase 2. Los
organismos tienden a mutar de una fase a otra. Ei flagelo es una estructura compleja
compuesta de un cuerpo basal, un gancho y un filamento. Ei filamento consiste de
componentes proteicos polimerizados llamades flagelina la cual tiene un peso molecular
en el rango de 51-57 kDa (51). La flagelina es la responsable de la actiyidad antigénica

del flagelo (52).
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1.4.4 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Al menos la mitad de la masa de la membrana externa son proteinas. Las
proteinas constituyertes de la membrana externa son proteinas porinicas y no porinicas.

Las porinas tienen un peso molecular de 31 a 42 kDa, su composicién de
aminoacidos proporciona una moderada hidrofobicidad y un indice de polaridad del 45%,
tienen un punto isoélectrico de 4,5-4.6 (53). Reciben el nombre de porinas porque se
arreglan en forma de poros o canales que permiten la entrada pasiva inespecifica de '
pequeias moléculas hidrofilicas a través de la membrana externa Fig. No.4. Juegan un
rol en la patogénesis y son antigenos importantes contra las cuales la respuesta inmune
es dirigida. Isibasiy colaboradores demostraron que las porinas son capaces de inducir
inmunidad activa en ratones contra el reto de |a bacteria viva hasta en 500 DLg,(54) y que
el suero hiperinmune de conejo cantra proteinas de membrana externainduce proteccion
pasiva y es capaz de reconocer al grupo de las porinas (55). Las protelnas porinicas de
Escherichia coliy Salmonelfa typhimurium hasta ahora conocidas son: OmpB, C, Dy las
proteinas F, NmpA, NmpB, NpmC y LamB.

Las proteinas no porinicas comprenden a la proteina OmpA, la proteinaayla
lipoproteina. El peso molecular de la OmpA es alrededor de _33 kDa. Algunas evidencias
sugieren que actia como un receptor de bacteriocina y ademés juega un papel
significative en el mantenimiento de la morfologia celular ‘y en la integridad de la
membrana externa, posiblemente por sus interacciones con las peptidoglicanas. Es

sensible a las proteasas (56). La funcion de la proteina a constituye un misterio, algunas
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evidencias sugieren que es probablemente una proteasa. La lipoproteina es un
polipéptido que contribuye a la estabilizacion de fa arquitectura del complejo membrana-

peptidoglicana (57).
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FIGURA No. 1

ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

ABREVIATURAS: FL, fosfolipidos; ME, membrana externa; Pg, peptidogi EP,

lipopolisacarido (5B).

pacio peripldsmico; MC; ana citoplasmatica; LPS,
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FIGURA No.2
ESTRUCTURA DE LA UNIDAD DE REPETICION DEL POLISACARIDO
CAPSULAR Vi DE Salmanelia typht, AcO (GRUPO O-ACETILO),

NAc (GRUPO N-ACETILO) (41).
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FIGURA No. 3

ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO DE Salmoneila typhi (59).
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FIGURA No. 4

ORGANIZACION DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (60)



FIGURA No. 5

CONFORMACION TRIDIMENSIONAL DE LAS PORINAS

MODELO PROPUESTO POR JAP PARA LA PORINA pho E (1989). CRISTALOGRAFIA ELECTRONICA CON UNA RESOLUCION DE 18 A (61).
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2.0 FUNDAMENTACION DEL TEMA.

én casi todo el mundo, 1a fiebre tifcidea representa la causa mdas comin y severa
del grupo de fiebres eméricas. Esta es una enfermedad infecto-contagiosa que se
adquiere por la ingestién de alimentos o agua contaminados con Salmonella typhi. La
enfermedad continua siendo un problema de salud en los paises en vias de desarralle
y en algunos paises industrializados y dado que Sal/monella typhi alecta sélo al ser
humano y no hay reservorios animales, el elemento més importante en la cadena de
transmision es el portador asintomaético.

Se calcula que anualmente se producen 12 milones de casos, con una incidencia
de 500 casos/100 000 habitantes en Africa y Asia. En la regién de las Américas,
alrededoer de 1990, se presentaron aproximadamente 89 531 casos, que representan una
incidencia de 20.8 casos/100 000 habitantes en Chile. En México se notificaron 11 078
casos en 1987, con una tasa de 13.65 casos/100 000 habitantes. Ei grupo de edad mas
afectado por la enfermedad es el de 15 a 44 anos, donde se presenta aproximadamente
el 58.62 por ciento de los casos, lo cual representa mas de 500 000 dias laborales
perdidos.

La inmunaoprofilaxis contra la fiebre tifoidea’no ha sido llevada a cabo debido a
que las dos vacunas disponibles tienen deficiencias que limitan su uso universal. Ei
primer tipo, compuesta por bacterias completas de Salmonella typhi inactivadas con
calor-fenal, induce solamente una inmunidad limitada y origina una alta incidencia de
reacciones colaterales tanto locales como sistémicas. La segunda vacuna, una cepa oral

y atenuada de Salmonella typhi denominada Ty-21a, requiere de 3 a 4 dosis para
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inducir aproximadamente el 65% de proteccion, esto resulta caro y ademas su

mecanismo de proteccion no ha sido identificado (62, 63).

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Goebel y Avery demostraron que la inmunogenicidad del polisacéarido del
Pneumococeus tipo 3 podia ser incrementada por su union a proteinas acarreadoras
(30,31). La unién covatente del polisacarido-proteinas genera anticuerpos de clase IgG
cantra la primera fraccion al conferirle propiedades T-dependientes (64).

Con lo anterior y para mejorar la efectividad ya conocida del CPS Vi como
antigeno protector se ha decidido conjugarlo con las porinas cuya inmunogenecidad ya
ha sido demostrada {63). Con el misme fin se propone la unién del LPS con la misma
porcion sélo que 1a parte lipidica seré removida dado su caracter toxico (65).

Los métodos empleados para la sintesis de conjugados hasta ahora conecidos
son dos: {1} unién directa del polisacérido a proteinas y (2) unién de! polisacarido a
protefnaé empleando una sustancia espaciadora (grupos heterobifuncionales). Ambos
métodos se utilizaran para unir e} CPS Vi con las porinas y sdlo el segundo método se
empleara para conjugar el polisacarido de membrana con la misma fraccion proteica,

Par métodos quimicos e inmunoquimicos se valorarén los conjugados y se vera

el tipo de respuesta que generan al tener dos especies inmunogénicas juntas.



4.0 MODELO EXPERIMENTAL

ultive y cosecha de
LSEImOnaI/ﬂ tyohi 8,12,Vi:d I ! Salmonelia typhi 080T

Ohbtencitn y caracterizacién
de porinas

QObtenclén y caractarkzacion
del PS acldo

Conjugaclén por Método [ Conjugacién con CNBr |
Directo @ Indirecto

Purificacion y
caracterizacion
de loa conjugados
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5.0 OBJETIVOS.

CBJETIVO GENERAL:

Elaborar un conjugado Polisacarido-Porinas a partir de, Salmenella typhi 'y

evaluar su capacidad protectora en un modelo experimental murino contra el reto de la

cepa hombloga.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Elaborar un conjugado Polisacérido-Porinas a partir de Salmonelfa typhi.

- Purificar y caracterizar el conjugado Polisacarido-Porinas mediante métodos

quimicos e inmunogquimicos,

- Evaluar la capacidad para inducir proteccién del conjugado Polisacarido-Porinas
en un modelo experimental murino empleando como cepa de reto a la bacteria

homadloga.
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6.0 HIPOTESIS.

Los conjugados Palisacérido-Parinas son capaces de inducir un estado de
proteceion mayor, al reto con 1a cepa homolega que el que Je induce una preparacion

de porinas sola,
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7.0 MATERIALES Y METODOS.

7.1 CEPAS BACTERIANAS.

Se emplearon las siguientes cepas: Salmonella typhi 9,12,Vi:d aislada de un
paciente con fiebre tifoidea; Safmonelia typhi 0901 donada por el Instituto Nacional de
Higiene. La caracterizacién bioquimica de ambas cepas se realizd en et Instituto

Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos de la 8.S.A.

7.2 CULTIVO Y COSECHA DE CEPAS BACTERIANAS.

tas bacterias empleadas para la obtencién de porinas se cultivaron a 37°C
durante 8 hrs {fase de crecimiento logaritmico) en medio minimo "A" suplementado con
0.1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa, en un incubador rotatorio (New
Brunswick Scientific Co.} a 200 rpm. Posteriormente, las bacterias se cosecharon par
centrifugacién a 1650 x g durante 15 min. a 4°C (Sorvall, Ins.). La pastilla bacteriana se
resuspendié en Tris-HCI 10 mM, pH 7.7 conservandose a -20°C hasta su uso.

Las bacterias empleadas para a obtencién de Lipopolisacarido y Polisacarido se
cultivaron, en condiciones estacionarias en caldo BHI duranmte 18 hrs a 37°C,
posteriormente se cosecharon por centrifugacion, la pastila obtenida se secd con

acetona y se guardd a temperatura ambiente hasta su uso,
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7.3 OBTENCION Y PURIFICACION DE PORINAS.

t.a obtencidn de porinas se efectud empleando el método descrito por Nikaido
(66). La pastilla que contenia las membranas celulares se solubilizé en Tris-HCl 10 mM,
pH 7.7 adicionado con 2% de SDS, se incubd 30 min. a 37°C y se ultracentrifugé a
45000rpm/30 min/4°C.

El sedimento se sometio a una segunda solubilizacion en las condiciones descritas
anteriormente y por ultracentrifugacién se obtuvo la peptidoglicana, las proteinas unidas
a ella se extrajeron incubande 2 hrs a 37°C con Tris $0 mM-HC!, pH 7.7 adicionado con
2% de SDS, EDTA 5mM, NaCl 0.4 M y 0.05% de 2-mercaptoetanol. Después de
ultracentrifugaron a 45 000 rpm/45 min/20°C, el sobrenadante se paso a través de una
columna de 80 x 2.6 cm de Sephacryl S-200 (Pharmacia Chemical Co.) con una
velocidad de flujo de 4 mifh. Se recuperaron las fracciones de 4 ml en un colector (LKB
Instruments) y fas correspondientes porinas se dializaron exhaustivamente contra Tris-HCi
50 mM, pH 7.8, se les determind la concentracion de proteina y lipopoalisacarido y se

caracterizaron electroforéticamente. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.
7.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
La cuantificacion de proteinas tanto en las porinas purificadas (Nikaido) como en

otras preparaciones que o requirieron, se realizd mediante el método de Lowry (67)

empleando albimina sérica bovina como proteina de referencia (Sigma Co.).
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7.5 ELECTROFORESIS DE PORINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-

PAGE).

La SDS-PAGE de las porinas se realizd en una unidad electroforética para geles
verticales en placa (LKB instruments) en condiciones reductoras y sistema de
amortiguadores discontinuos, de acuerdo a! método de Lazemmli (68). Como
amortiguador de muestra se usé Tris 0.125 M pH 6.8, que contenia SDS al 2%, beta-
mercaptoetanol al 5%, gliceral al 10% y azul de bromofenol al 0.005%. EI gel superior
contenia 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en amortiguador de
Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. El gel separador contenia 11.2% de acrilamida, 2.5% de
bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.35 M pH 8.8. El corrimiento
electroforético se llevd a cabo durante aproximadamente 6 h, empleando 30 mA por
placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS al 0.1%,
pH B.3. Posteriormente, los geles se tifleron durante 1 h en una solucién de azul de
Coomasie R-250 al 0,25% en metanol-acido acético-agua (45:10:45). Se destifieron
empleando una solucibn de metanol-acido acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo del

ge! fue transparente.

7.6 OBTENCION DEL LIPOPOLISACARIDO.

Se realizd de acuerdo al método descrito por Westphat (69). Una vez que se

obtuvo la pastilla bacteriana de acuerdo al método descrito, se resuspandié en agua

destitada calentada a 90°C y se afadio un volumen igual de feno! al 80%. La mezcla
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anterior se calentd durante 10 min a 80°C can agitaciones fuertes y pasado el tiempo se
entri6 y centrifugd a 5000 rpm/30 min. De las fases formadas , se tombd la acuosa, se
centrifugd hasta que queda completamente fimpia y de 1a pastilla remanente se realizaron
dos extracciones mas. Se juntaron ias fases acuosas y se dializaron exhaustivamernte
dos dias contra agua de lallave y dos dias contra agua destilada, después se centrifugd
a 5000 rpm/40 min. Se tomo el sobrenadante y se ultracentrifugd a 40 000 rpm/1 h, la
pastilla obtenida se disohvid en e minimo de agua destitada, se le determind fa
concentracidn de azicares por ef métado de la antrona (70) v se liofilizé come Ultimo

paso manteniéndose a temperatura ambients hasta su uso,

7.7 ELECTROFORESIS DEL LPS EN GELES DE POUACRILAMIDA.

La electroforesis de LPS se realizé en una unidad electroforética para geles
verticales en placa {LK8 instruments) en condiciones no reductoras, sin 808 y sistema
de amortiguadores discontinuos (68, 70).

Ei gel separador contenia 14% de acrilamida, 2.5% de bis-acrifamida en
amortiguador de Tris-HC! 0,35 M, pH 8.8. El gel introductor contenla 5% de acrilamida,
0.13% de bis-acrilamida en amortiguador de Tris-HC! 0.125 M pH 6.8, £l amertiguador
de muestra contenia Tris 0.125 M, 2-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de
bramofenct at 08.005%.

La electroforesis se evé a cabo empteando 30 mA por pfaca en amortiguador de

Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS af 0.1%, pH 8.3. Al concluir ia electroforesis los geles
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se fijaron durante 18 hrs en una solucién de etanol-dcido acético-agua (40:10:50) y
posteriormente Se trataron durante 15 min con una solucion de acido perybdico al 0.7%
en agua. El gel se lavé 4 veces en intervalos de 15 min con agua desionizada, seguido
de un tratamiento por 15 min con la solucion de tincién (5 mi de nitrato de plata al 20%,
agregados gota a gota a una solucién de hidroxido de amonio al 0.69% e hidréxido de
sodio 0.1 N al 19.4%), Posteriormente el gel se sometid a 3 lavados de 20 min con
agua desionizada; después de lo cual se sumergieron en solucion de revelado (25 mg
de &cido citrico y 0.1 ml de formaldehido al 37% en 500 ml) hasta que las bandas fueron

visibles y el fondo del gel permanecié transparente.

7.8 OBTENCION DEL POLISACARIDO ACIDO.

Para una primera hidrdlisis 4cida se suspendieron 60 g de bacteria seca con
acetona en 900 ml de agua destilada en un matraz balon. La suspensién fue calentada
a 90°C con agitacion constante para su homogeneizacion y enseguida se le anadio 4cida
acético 1 N hasta obtener una concentracion final de 0.1 N. Se calentd a 95°C durante
90 min. agitando constantemente y terminado €l tiempo se enfrit llevandola al chorro de
agua. A continuacién se centrifugé a 5000 rpm/1 h y el sobrenadante obtenido se
guardd. Por oo lado la pastila fue sometida a una segunda hidrdlisis Acida
suspendiéndose ahora en 720 ml de agua. Se calentd nuevarmente a 90 °C para su
homogeneizacion y se siguid ef mismo tratamiento que para la primera hidr6lisis acida.

La pastilla asi obtenida del segundo tratamiento fue sometida a una tercera
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hidrélisis siguiendo ahaora el procedimiento empleado para la segunda hidrdlisis. Hecho
lo anterior, se juntaran los sobrenadantes de todo el proceso y se redujo su volumen por
evaporacién a 55°C/vacio. Se centrifugé a 5000 rpm/30 min y al sobrenadarite se le
afadié un volumen igual de alcoho! etilico fric {relacion 1;1, alcohal:agua) para efectuar
una precipitacion de contaminantes, dejando toda la noche a 4°C. Se centrifugd a 5000
rpm/30 min y al sobrenadarte obtenido se le agreg® una cantidad suficiente de alcohol
etlico frio para tener una proporcion final de 5:1 (alcohol-agua), ja pastilla, por su parte,
fue reconstituida con agua destilada y al igual que el sobrendante se le anadib &
volimenes de alcoho! etilico frio {relacién 5:1, alcohol:agua). Se les anadié acetato de
sodio para favorecer la precipitacidn y se guardaron toda la noche a 4°C.

Ambas mazclas la del sobrenadante y la pastilla se centrifugaron a 5000 rpm/30
min y las pastillas de ambos fueron reconstituidas {por separado) en el minimo volumen
de agua. Posteriormente, se reprecipitaron afadiendo un volumen igual de alcohat y
guardado a 4°C toda la noche. Nuevamente se centrifugd a 5000 rpm/30 min y se
juntaran los sobrenadantes y los precipitados de ambas mezclas.

Al sohbrenadante total y al precipitado total (reconstituido el minimo volumen de
agua), se les astadié suficiente alcohol etiico frio para tener una relacion final de 5:1
(alcohol:agua). Se les agregld acetato de sodio para promover 1a precipitaciéon y se
mantuvieran a 4°C toda (a noche.

Por Uitima se centrifugd a 5000 rpm/30 min y el precipitado final obtenido, que
canstituye &l polisacarido puro, seresuspendio en el minimo volumen de agua, se liofilizé

y caracterizaron los azicares que lo constituyen por Cromatagrafia de Gases (Bas
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Chromatographic System, Sigma 115 Perkin Elmer).

7.9 CUANTIFICACION DE AZUCARES.

La cuantificacion de azlcares en el lipopolisacérido y/o polisacérido se realizd de

acuerdo al méteda de antrona (71) empleando dextrosa como azicar de referencia.
7.10 PREPARACION DE MUESTRAS PARA CROMATOGRAFIA DE GASES.

Del polisacérido cbténfdo se pesaron aproximadamente 2-3 mg y se pusieron a
reaccionar con 0.5 ml de H,SO, 4N durante 4 horas a 100°C. Transcurrido el tiempo el
producto de la reaccién se entrié y se llevé a un pH comprendido entre 7 y 8 con NaOH
2 N y enseguida se anadi¢ aproximadamente 25 mg de NaBH, para efectuar una
reaccién de reduccion durante 3 h a temperatura ambiente. Después se agregaron S
ml de metanot absoluto y se evapord hasta sequedad en un rotavapor, se afiadieron
otras dos porciones de 5 ml cada una y se efectud la operacidén descrita,

Los aztcares reducidos se hicieron reaccicnar con 0.5 ml ds una mezcia de
anhidrido acético:4cido sulfirico {(15:1), se calentd a 60°C por 10 min y el producto de
la reaccién se vacié en 5 ml de agua hefada. Con dos porciones de 5 ml de cloroformo
cada una, se efectud la extraccion del material orgénico en un embudo de separacién,
sa juntaron los extractos y se secaron con Sulfato de Sodio Anhidro. Por Gitimo se llevo

a una evaporacion total y el producto final obtenido se reconstituyd con 100 ul de
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cloroformo. Se inyectd 1 pl en el cromatégrafo (Gas Chromatographic System, Sigma
115 Perkin Elmer).

De igual manera se prepararon cantidades de Rhamnosa, Glucosa, Manosa y
Galactosa.

Asi entonces, para determinar los aziicares constitutivos del polisacarido acido e
inyectar los constituyentes como derivados acetilados, al igual que la mezcla de

estandares, el orden de reaccién llevado a cabo fue:

a) Hidrolisis:

Polisacarido ws Monosacéridos

b) Reduccién:

Monosacéridos ™=  Polialcolholes

c) Acetilacién:

Pglialcoholes == Poliacetatos 6 Peracetatos

De acuerdo al orden de reaccidn presentado, para el caso de la mezcla de

azucares estandares se omitié s6lo la reaccion de hidrélisis continuandose el tratamiento



33
7.11 POLISACAR!IDO CAPSULAR VI (CPS Vi).

El CPS Vi fue proporcionado por el Dr. John HRobbins (Laboratory of
Developemental & Molecular Immunity. National Institute of Child Health and Human
Developrnent National Institutes of Health Bethesda, MD 2082 USA). Sélo se le determind

su pureza mediante el contenido de grupas O-acetilo,
7.12 CUANTIFICACION DEL CPS VI.

La cuantificacion de grupo O-acetilo en Vi se determiné por e! método de Hestrin

empleando cloruro de acetilcolina como solucidn de referencia (72).

7.13 UNION DIRECTA DE Vi CON PORINAS EMPLEANDO EDAC (METODC
DIRECTO).

El polisacéarido Vi fue unido a las porinas por el método de Beuvery et. al. (64).
) Volimenes iguales de Vi y Porinas (10 mg/ml de cada especie) fueron mezclados
ajustando @l pH a 5.0 con HCl 0.1 N. Seguido a lo anterior se adiciond 1-etil-3-(-3-
dimetitaminoprapil) carbodiimida (EDAC) (Bio-Rad Laboratories, Richmond. CA) hasta
una concentracion final de 0.1 My el pH fue mantenido en 5 por la adicién de HCI 0.1
N durante 3 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo la mezcia de reaccion fue
mantenida en agitacion por 2 h a 3-8°C y sa centrifugb a 10 000 g x 2 h a 3-8°. El

sobrenadante se fitré a través de Sephacryl S-1000 con NaCl 0.2 M leyendo y
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recuperando las fracciones a 280 nm. El conjugado se analizd por HPLC (5000 Liquid
Chromaiograph varian CDS 401) y se caracterizé mediante métodos quimicos e
inmunoquimicos.

MECANISMO DE REACCION:

- Acoplamiento de EDAC con Vi

CARBODIIMIDA
Vi.COOH + R, N=C=N-R, ==b Vi-CO-O-C(NR,)(NHR,)
- Unién can PORINAS
CONJUGADO
VI-CO-O-C(NR)(NHR,) + PORINAS-NH, mmp VI-CO-NH-PORINAS + CO(NR)NHR)

Donde: »

Ry= N(CH,),-CH,-CH,-CH,-

R,= CHy-CH,-

7.14 UNION DE Vi CON PORINAS EMPLEANDO SPDP (METODO INDIRECTO).

La sintesis para la conjugacion de! CPS Vi con porinas se realizd de acuerdo al

método descrito por Szu et al, {(41).
7.14.1 TIOLACION DE Vi CON CISTAMINA:

Se disolvierpn 10 ‘mglml de Vi en NaCl a 3-8°C y enseguida se anadit a la
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solucidn, cistamina en relacién 2:1 ajustando e! pH a 4.9 con HCI 0.1 N y manteniendo
la temperatura a 37°C. A continuacién se anadié una cantidad igual de EDAC
estabilizando el pH a 4.9. Por Gltimo se dializé contra agua a una temperatura de 3-8°C

y se liofilizé.
7.14.2 DERIVACION DE PORINAS CON SPDP:

A una solucién de porinas (10 mg/m!) en amortiguador de HEPES (hepes 0.15 M,
EDTA 0.005 M, pH 7.55) se afiadi6 una salucién 20 mM de SPDP en etanol, en relacion
molar de 10 a 1. Sa dejo reaccionar 1 h a temperatura ambiente y se dializé contra el
amortiguador de HEPES en el cuarto frio toda la noche. Se conservd en refrigeracion

hasta su uso.
7.14.3 SINTESIS DEL CONJUGADO:

El derivado Vi-Cistamina fue disuelto en amortiguador de HEPES (HE) hasta una
concentracién final de 10 mg/mi. En seguida se afiadi6 DTT hasta una concentracion
100 mM agitédndose durante 1 h a temperatura ambiente. El producto obtenide fue
dializado contra HE durante 2 hrs y después se le afadi6 la solucién de Porinas-SPDP,
Se pasd N, a la mezcla anterior y se dej6 incubar a temperatura ambiente por 1 hora y
después por 24 h en cuarto frio. La mezcla de reaccién se concentrd y se filtrd a través

de Sephacryl S-1000 con NaCl 0.2 M a temperatura ambiente. Se juntaron y se
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concentraron  las fracciones correspondientes al volumen vaclo, dializéndose
posteriormente contra NaCl 0,15 M. Se determind la concentracién de proteinas en el
conjugado de acuerdo al método ya descrito y se realizé su andlisis por HPLC (5000
Liquid Chromatograph Varian CDS 401).

Para su caracterizacion por métodos inmunoguimicos se empled el Ensayo
Inmunoenzimético en Fase Sdlida.

MECANISMO DE REACCION.

- Tiolacion de Vi.

A) Reaccidon con EDAC:

CARBODIMIDA
VI-COOH + R-N=C=MN-R, =vi-CO-O-CINR){NHA,)

B) Reaccitn con Cistamina:

CISTAMINA :
VE.CO-O-C-{NR)(NHR ) +H;N- (CH,),-8 -8+ (CH,),-NH, T8 VL.CONH-(CH,},-§-8-(CHy1-NH, + R NH-CO-NHF,

- Reduccion de Vi

VLGO-NH-{CH,);-8-6-(CH,),-NH, + DTT ™8 VLCONH-(CH),SH + HS-(CH-NH,

-Derivacién de porinas con SPDP:
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SPDP
CyH,N-5-8-CH,-CH,-CO-ONC,H, + PORINAS-NH, =+ C,H N.5.5-CH,.CH,-CO-NH-PORINAS + HONG,H,
-Sintesis del Conjugado:

) CONJUGADO
VI.CO-NH-(CH);-SH + CHN-G-E-(EH), CONHPORINAS '~  VLCO-NHACH,),-S-6-{CHy),-CO-NHPORINAS
+ CH,NHS

Donde:

DTT= HSCH,CH(OH)CH{OH)CH,SH
A= N(CH,), CH,-CH,-CH,-

R,= CH;-CH,-

7.1S UNION DEL POLISACARIDO ACIDO CON PORINAS EMPLEANDQ EDAC.

Ei conjugado Polisacérido-Porinas se sintetizd siguiendo el método empleado por
Lagergard T., para unir el polisacarido capsular tipo Hl de Streptococcus del grupo B al
toxoide tetanico (73).

Aproximadamente 30 mg de PS 4cido fueron disueltos en 3 mi de agua destilada
a temperatura ambiente, Se gjustd el pH a 10.5 con NaCH 1 N y ensequida se afadié
0.1 mi de una solucion de CNBr (0.2 g/mi CH,CN) manteniéndose et pH entre 10.5-11.0
durante 10 min, Transcurrido el tiempo se agregaron 5 mi de una solucién 0.5 M (en
NaHCQ,) de Dihidrazida del Acido Adipico , se ajusto el pH y se dejb reaccionar a 4°C

toda la noche. El producto obtenido (PS-ADH) fue dializado durante toda la noche
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El complejo PS-ADH fue adicionado en relacion 1:1 a.|a séiucién de porinas. Se
enfrid la mezcla y a continuacion se ajustbd el pH a 5.8 con HCI 0.1 N. Se anadié
carbodiimida hasta una concentracién 0.1 M, dejandose reaccionar durante 4 h en hielo
con agitacién. El conjugado obtenido se dializé contra NaCl 0.2 M por dos dias, se
centrifugd a baja velocidad y se pasd a través de Sephacryl S-1000 con NaC! 0.2 M. Se
colectaron las fracciones correspondientes al volumen vacio y se determind la
concentracién de proteinas en el conjugado. Por Ultima se caracterizbé por HPLG (5000

Liquid Chromatograph Varian CDS 401).
7.16 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se emplearon ratones C,H/Fej hembras de 10-12 g de peso.
7.17 ESQUEMAS DE INMUNIZACION.

Grupos de 2 ratones de 10-12 g de peso se inmunizaron con los conjugados
obtenidos, excepto el polisacérido-porinas. Como grupos cantrol se formaron cuatro
grupos mas y se inocularon respectivamente con una mezcla de Vi-porinas, CPS Vi y/o

porinas solos y NaCl 0.2 M (soporte de cada una de las especies),

Los esguemas que se emplearon fueron los siguientes:
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- CONJUGADO VI-PORINAS (METODO DIREGTO) - CONJUGADO Vi-PORINAS (METODO INDIRECTO)
DIA VIA DOSIS DIA VIA DOSIS
0 ip 15uG/400 gl i} ip 1510/400!
15 ip 15u9/400 ul 15 ip 15409/400ul
23 iv 15u0/400 u! 23 ip 7.510/200u1

- CPS Vi DE Salmonella typhi 9,12Vi:d - PORINAS Saimonelia typhi 9,12 Vi:d

DIA VIA DOsIS DIA | VIA DOSIS

0 ip. 15u0/40051 0 i.p. 151g/400xl
15 ip. 15u0/400p! 15 | ip. | 154014000
23 i, 151.0/4001 23 | iv. | 15zg/400ul

- MEZCLA VIi-PORINAS - TESTIGO (NaCl 0.2 M}

DIA | VIA DOSIS DIA | VIA DOSIS

0 ip. 15ug/400ul* o | ip 400 !

15 ip. 15u0/400ui* 18 ip. 400 ul

23 iv. 151g/400ut* 23 iv. 400 pl
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8.0 RESULTADOS.
8.1. CARACTERIZACION DE LAS PORINAS, LPS Y CPS Vi DE Sal/monelia typhi

La porinas ob(eﬁidas por la técnica de Nikaido fueron purificadas por
cromategrafia de exclusion molecular filtrando a través de Sephacryl S-200. La columna
fue ealibrada con azul dextran previo a la fiitracion de porinas. La gréfica No. 1 muestra
el perfil cromatogréfico caracteristico para las porinas de Salmoneila typhi 9,12.Vi:d
obteniéndose un pico alos 116 ml,

Las fracciones del pico se juntaron y bajo condiciones reductoras se determind
su peso molecular por SDS-PAGE, La figura No.6 muestra la doble banda propia de las
porinas de Saimonella typhi 9,12Vi:d cuyo peso molecular varia entre 38-42 kDa,

Por otro lado el LPS fue caracterizado por tincién de plata dado el patron
electroforético que presenta. La figura No.7 muestra el bandeo caracteristico de un LPS
puro.

La pureza para el CPS Vi, por el contrario, se determind por el contenido de O-
acetilo que presenta. El valor encontrado fue de 2.36 mM/g y de acuerdo a los métodos
de validacion elaborados (Informal Consulation On Vi Typhoid Vaccines, 8-11 July 1991)

el contenido de O-acetile para un polisacarido Vi puro no debe ser menor de 2.0 mM/g.
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GRAFICA No. t
FILTRACION EN GEL DE LAS PORINAS DE Salmonella typhi A TRAVES DE UNA COLUMNA DE SEPHACRYL S-200.

EL ELUENTE FUE AMORTIGUADOR DE NIKAIDO Y EL VOLUMEN DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES FUE DE 4 ml Vo: VOLUMEN VACIO

{VOLUMEN DE £XCLUSION),
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“FIGUAA No. &
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LAS PORINAS DE Salmonelia typhi 9,12, Vi:d.
EL CARRIL No. ¥ MUESTRA MARCADORES DE PESO MOLECULAR QUE CORRESPONDEN A: FOSFORILASA b (93 Cid}, KM BOVINA (68 Cid, CiD

{45 Cid}, ANHIDRASA CARBONICA (25 Cid) Y LISOZIMA {14 Cid), EL CARRIL No.2 MUESTRA LA DOBLE BANDA CORRESPONDIENTE ALAS PORINAS.



FIGURA No. 7
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DEL LIPOPOLISACARIDO DE Salmonefla typhi 0301.
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8.2 CARACTERIZACION DEL POLISACARIDO DE Salmonella typhi 0901

Para determinar la pureza del polisacarido acido se eluyd por CG una mezcla de
azucares estandares que contenfa rhamnosa, manosa, galactosa y glucosa que son los
4 de los az{cares constitutivos del LPS de Salmonelia typhi. Estes monosacaridos fueron
inyectados en el cromatdgrafe como derivados acetilados y el tiempo de elucién
caracteristico para cada monosacarido {Grafica No.2) se utilizd como patrén comparativo
para cada uno de los picos obtenidos de! polisacarido extraido (Gréfica No.3).

El anélisis comparativo, entre los estandares y los monosacéridos del polisacérido
extraldo, demuestra que este dltimo contiene 4 azucares propios de la cadena

oligosacérida de repeticién del lipopolisacarido de Salmonella typhi.
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GRAFICA No. 2

CROMATOGRAFIA DE GASES DE AZUCARES ESTANDARES
A:RHAMNOSA; B:MANGSA; C.GALACTOSA; D:GLUCOSA
CONDICIONES: COLUMNA: ECNSS 3% {6 X 1/8); GAS ACARREADOR: N, (40 mYmin); TEMPERATURA

DEL INYECTOR: 240°C; TEMPERATURA DEL DETECTOR: 260°G,



GRAFICA No. 3

CROMATOGRAFIA DE GASES DEL POLISACARIDO (LPS) DE Salmonella typhi 0901.
A: RHAMNOSA; C: MANOSA: D: GALACTOSA; E: GLUCOSA.

EL PICO B CORRESPONDE A UN CONTAMINANTE PROVENIENTE DE LOS DISOLVENTES EMPLEADOS DURANTE LA EXTRACCION. CONDICIONES:
COLUMNA:ECNSS 3% (61X 1/8); GAS ACARREADOR: N, {40 mU/min.); TEMPERATURA DELINYECTCR: 240°C; TEMPERATURA DEL DETECTOR:260°C.
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83 CARACTERIZACION DEL CONJUGADQO Vi-PORINAS POR EL METODO

DIRECTO Y POR EL METODO INDIRECTO

La conjugacion de Vi con porinas se realizd por dos métodos diferentes. Para el
métoclo directo se escogib la reaccién con carbodimida para acoplar los grupos
carboxilo del CPS Vi a los grupo amino de las protelnas y en el caso de método
indirecto se decidid unir covalentemente derivados ticlados de Vi con porinas
derivatizadas con SPDP.

Los productos de ambos métodos de conjugacién fueron purificados en una
columna de exclusién molecular {(Sephacryl S-1000) y como se muestra en las graficas
No.4 y No.7 el perfil de elucién que presentan ambos productos es parecido. Ei CVP-
MD muestra un pico a los 60 ml y otro a los 162 ml. El CVP-M! por otro lado muestra
que sus picos estan a los 54 y 112 ml respectivamente.

Para detectar cual de los dos picos contenia al conjugado, a cada una de las
{racciones se les determind la presencia de Vi por el método de Hestrin (71) y como se
cbserva en las graficas No.4 y No.7, las fracciones correspondientes al primer pico son
las que contienen al conjugado ya que fueron positivas para la presencia de grupo O-
acetilo y de proteinas.

Las fracciones correspondientes al primer pico se juntaron y el concentrado se
separd en una columna por HPLC. Las gréficas 5a y 8a indican que el tiempo de elucién
para las porinas fue de 9.855 min y para el CPS Vi fue de 9.827 min (grafica 5b y 8b),
mientras que para e CVP-MI| fue de 5.499min (Grafica No.8c). EI CVP-MD por el

contrario mostré dos picos uno a los 5,556 min y el otro a los 6,799 min (Gréfica No. 5c).
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El cambio en el tiempo de elucion y por tanto en el peso maolecular de los conjugados
con respecto a las porinas y Vi, confirma la union covalente entre ambas especies.

Para probar la antigenicidad de los conjugados, ademés de seguir corroborando
la unién covalente entre Vi y porinas se realizd una ELISA. Para ello se recubrieron
placas de poliestireno con cada uno de los conjugados y se evaluaron con dos
antisueros de conejo uno anti-porinas y otro anti-Vi. En las graficas No.6 y No.9 se
ruestra que lo conjugados son reconocidos por sus respectivos antisueros, lo que
demuestra que las especies que componen a cada uno de los conjugados estan unidos
covalentemente de lo contrario la reaccién con el antisuero anti-Vi hubiera sido negativa
ya que por su naturaleza palisacaridica el Vi se pega poco a la placay no asf las porinas
que son especies con carga.

Dado que las cantidades en que se obtuvieron ambos conjugados eran muy
pequefas y nho se podian realizar ensayos de proteccién, se decidid probar su
capacidad inmunogénica. Los resultados (Grafica No. 10) muestran que el CVP-MD
induce una buena respuesta de anticuerpos anti-Vi pero una pobre respuesta de
antiporinas, mientras que el CVP-MI genera una respuesta elevada de anticuerpos
antiporinas pero no de anti-Vi.

Para confirmar silos resultados anteriores se debieron a cambios ocasionadas por
la conjugacién se incluyé un grupo de animales inmunizados cen una mezcla de Vi-
porinas y como se observa en fa grafica No. 10 ésta fue capaz de inducir respuesta de

anticuerpos hacia ambos componentes.
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CONJUGADO Vi-PORINAS

METODO DIRECTO

D.O. (280nm)
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GRAFICA No. 4
PURIFICACION DEL CVP-MD POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

- CONDICIONES: COLUMNA DE SEPHACRYL S-1000; ELUENTE NaCl 0.2 M; VOLUMEN.DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES = 2 ml.
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GRAFICA No. 5

ANALISIS POR HPLC DEL CONJUGADO Vi-PORINAS (METODO DIRECTO)
a) AZUL DEXTRAN (5.7 min) Y PORINAS (9.855 min.); b) POLISACARIDO CAPSULAR Vi (9.827 min}; ) CONJUGADO Vi-PORINAS (5.556 min).
CONDICIONES:  TIPO DE COLUMNA: POLIHIDRCX!METILMETACRILATO (8mm X 300 mm, OHpak KB 804); ELUENTE: AMORTIGUADOR DE

FOSFATOS 0.1 M, pH 7.0; FLUJO: 1 mUmin.; A: 220 nm; VELOCIDAD DEL PAPEL: 0.6 cm/min,
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CONJUGADO Vi-PORINAS
METODO DIRECTO

Inverso de la dilucién

- Antiporinas —+ Anti-Vi

GRAFICA No. 6

ENSAYO INMUNOENZ2IMATICO EN FASE SOLIDA PARA LA DETECCION DE Vi Y PORINAS EN LA FRACCION CORRESPONDIENTE A EL CVP-MD.
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CONJUGADO Vi-PORINAS

METODO INDIRECTO

D.O. (280 hm)
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GRAFICA No. 7
PURIFICACION DEL CVP-MI POR CROMATQGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

CONDICIONES: COLUMNA DE SEPHACRYL S-1000; ELUENTE NaCt 0.2 M; VOLUMEN DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES =2 ml.
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éRAFICA No. 8
ANALISIS POR HPLC DEL CONJUGADO VI-PQRINAS (METQODO INDI’RECTO)

a) AZUL DEXTRAN (5.7 min) Y PORINAS (9.855 min.); b) POLISACARIDO CAPSULAR Vi (9.827 min); CONJUGADO Vi-PFORINAS (5498 min.)

TIPO DE COLUMNA: POLIHIDROXIMETILMETACRILATO (8 mm X 300 mm, OHpak KB 804); ELUENTE: AMORTIGUADOR DE

CONDICIONES:
FOSFATOS 0.1 M, pH 7.0; FLUJO: 1 mifmin.; 1: 220 nm: VELOCIDAD BEL PAPEL: 0.6 cm/min.
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CONJUGADO Vi-PORINAS
METODO INDIRECTO
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GRAFICA No. 9

ENSAYO INMUNOENZIMATICO EN FASE SOLIDA PARA LA DETECCION DE Vi Y PORINAS EN LA FRACCION CORRESPONDIENTE A EL GVP-ML.



ENSAYOS DE INMUNOGENICIDAD

INDUCCION DE ANTICUERPOS ANTIVL Y ANTI-PORINAS

GRAFICA No. 10

INDUCCION DE ANTICUERPQS ANTI-Vi Y ANTI-PORINAS POR LOS CONJUGADOS CVP-MD Y CVP-MI.
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84 CARACTERIZACION DEL CONJUGADO POLISACARIDO-PORINAS

En lo que respecta al conjugado Polisacaride-Porinas después de purificar por fa
columna de exclusion se obtuvieron dos picos y come {o muestra la grafica No.11 el
primero de elios es apenas visible. En este caso las fracciones carrespondientes a cada
pico se juntaron y el volumen total obtenido se concentrd. En seguida cada pico fue
analizado por HPLC y el resuitado mostrd que ningln pico contenfa una especie de alto
pesa molecular como lo tendria el conjugado. E! andlisis muestra que se tienen especies
de un peso molecular inferior al de las porinas o polisacérido solos (Grafica No.12).

Dado lo anteriar el producto final de fa reaccion, sin ser filtrada por la columna de
exclusion molecular, fue también analizada por HPLC. El patrén de elucién muestra que
hay una especie de alto peso molecular superior al de las porinas o palisacérido solos
que corresponden al conjugade polisacarido-porinas  (Grafica No.13). Este
comportamiento indica gue la unién es muy inestable que e permite ser degradada con
faciiidad.

En este caso se omilid tanto e ensayo de antigenicidad como el de
inmunogenicidad porque ef rendimiento de la reaccion fue muy bajo ademéas de que en
un principio se tenia fa idea de que no se habia efectuada fa conjugacian del polisacéarido

con porinas.
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CONJUGADO POLISACARIDO-PORINAS (2L)

SEPHACRYL S-1000

D.O. (280 nm) -
0,5
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e pamapk®.
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GRAFICA No. 11

FILTRACION EN GEL CONJUGADO POLISACARIDO-PORINAS A TRAVES DE UNA COLUMNA DE SEPHACRYL S-1000,

EL ELUENTE FUE NaCl0.2 M Y EL VOLUMEN DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES FUE DE 2 ml.
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GRAFICA No. 12
ANALISIS POR HPLC DEL fer ¥ 20 PICOS OBTENIDOS, DESPUES DE LA FILTRACION A TRAVES DE SEPHACRYL S-1000 DEL CPP.
a) AZUL DEXTRAN (5.7 min) Y PORINAS (3,855 min); b) POLISACARIDO (3.734 min); ¢} Ter PICO (13.7 min); ¢} 20. PICO (10.69 min),
CONDICIONES:  TIPO DE COLUMNA: POLIHIDROXIMETILMETACRILATO (8 mm X 300 mm, OHpak KB 804); ELUENTE: AMORRIGUADCR DE

FOSFATOS 0.1 M, pH 7.0; FLUJO: 1 mUmin.; A: 220 nm; VELOCIDAD OEL PAPEL: 0.4 cy/min.
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GRAFICA No. 13
ANALISIS POR HPLC DEL CONJUGADO POLISACARIDO-PORINAS
(SIN PASAR POR LA COLUMNA DE SEPHACRYL S-1000).
2) AZUL DEXTRAN (5.7 min) Y PORINAS (0.855 min); b) POLISACARIDO (€734 min); c) CONJUGADO POLISACARIO-PORINAS (8.388 min)’

CONDICIONES: TIPO DE COLUMNA: POLIHIDROXIMETILMETACRILATO (8 mm X 300 mm, CHpak KB 804); ELUENTE: AMORTIGUADOR DE

FOSFATOS 0.1 M, pH 7.0; FLUJO: 1 mlfmin.; A: 220 nm; VELOCIDAD DEL PAPEL: 0.4 cm/min.
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9.0 DISCUSION DE RESULTADOS

Los polisacaridos capsulares {CPS) han sido estudiados ampliamente para
emplearse como vacunas contra enfermedades infecciosas. Sin embargo por sus
caracteristicas timo-independientes son capaces de generar sélo inmunidad de corta
duracién y no son eficaces en nifios menores de 18 meses, por lo gue no se podrian
aplicar masivamertte para prevenir enfermedades infecciosas en zonas con alta
incidencia. Originalmente Gaebel y Avery (30, 31) mostraron que la inmunogenicidad del
polisacarido de Preumnococcustipo 3 podia se incrementada por su unidn a una proteina
acarreadora, por tanto una alternativa para enfrentar este probfema ha sido el desarrollo
de conjugados polisacarido-proteinas con la finalidad de conferirles propiedades timo-
dependientes y asi aumentar sus caracteristicas inmunogénicas y su capacidad de
inducir inmunidad de larga duracién al generar células B de memoria. Para la induccién
de células B de memoria y de células plasméticas productoras de IgG se requiere la
participacion de células T cooperadoras (74, 75, 76).

Asl entonces dado lo anterior se propuso la sintesis de tres conjugados
abteniéndose el CVP-MD, el CVP-MI y el CPP. De estos sélo los dos primeros fueron
empleados para realizar ensayos de antigenicidad e inmunogenicidad, pues el CPP
mostra tener poca estabilidad.

Ambaos conjugados con Vi resultaron ser antigénicos pero su inmunogenicidad
varid siendo dependiente del modo de conjugacion. Los resultados muestran que las
especies que componen a 1os conjugados (Porinas y CPS Vi) por si solos son buenas

inmundgenos pero la conjugacion afecta esta propiedad, pues una mezcla Vi-Porinas fue
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capaz de tener el mismo comportamiento que poseen estas especies. .

La respuesta contra porinas disminuye en ambos conjugados siendo mucho
menor en el CVP-MD. La razGn para este comportamiento es que en la conjugacion el
Vi bloquea los principales sitios inmunogénicos de las porinas estando més cubiertas en
el CVP-MD dado el enface amidico que une tan estrechamente a las porinas y al Vien
cambio en el GVP-MI un puente disulfuro separa las especies permitiendo que haya més
sitios expuestos de las porinas.

La respuesta contra Vi, por otro lado se ve tavorecida en el CVP-MD pero es nula
en el CVP-MI en este caso un cambio conformacional al haber o no espaciador aitero
este comportamiento,

QOtra probable respuesta & la variacion en la inmunogenicidad, generada por los
conjugados, parece tener justificacion en un impedimento estérico que altera de alguna
manera la conformacién de cada una de las especies, induciendo la produccién de
anticuerpos dirigidos contra sitios diferentes a los de las formas nativas, pues para
evaluar la respuesta, las placas de ELISA fueron cubiertas ¢on las formas nativas de las
especies componentes de los conjugados.

Se puede pensar en otras especulaciones que justifiquen este comportamiento
pero se creé que las que aqui se dan son las de mayor importancia, Dubray demostrd
que la inmunogenicidad de una vacuna conjugada es dependiente de la dosis

inmunizante, el modo de inmunizacion y el modo de conjugacion (65).
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10.0 CONCLUSIONES

- Las porinas y el polisacarido se obtuvieron con un buen grado de pureza la
8DS-PAGE y la CG respectivamente lo demuestra.

- La unién covalente entre &l CPS$ Vi y las porinas, asi como entre el PS y la ditima
fraccion, fue posible obteniéndose tres conjugados CVP-MD, CVP-Mi y CPP, de los
cuales sdlo el Ultimo presemé poca estabitidad.

- Ambos conjugados con Vi resultaron ser antigénicas, pero de inmunogenicidad
variable.

- La conjugacidn influye en la capacidad inmunogénica de lo conjugados, pues
una mezcla Vi-porinas fue capaz de inducir una respuesta similar a la gue tuvieron las
porinas y/o el CPS Vi solos, en cambio en los conjugados ta respuesta contra parinas
bajo y la respuesta contra Vi soio se vio favorecida en el CVP-MD.

- Aungue el ensayo de proteccidn no fue posible dado el baje rendimiento de
cada una de las reacciones, se puede especular gue la conjugacién no es necesaria
para conferir un mayor estado de proteccion contra la infeccion por  Salmonelia typhi

pues una mezcla de Vi-porinas per se puede proporcionarlo.
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11.0 PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES:

Dado que los resultados obtenidos muestran que la conjugacion de Vi y porinas
no es necesaria para mejorar la respuesta contra Vi y generar asf un buen estado de
proteccion, se propone inocular una serie de ratones con una mezcla Vi-porinas y retar
con dosis atriba de la DL, para descartar que el efecto protector se debe a las porinas
{en 500 DLy) y que la proteccion aumenta al inducir una respuesta de tipo IgG contra
Vi,

Por ofro lado se hace incapié en analizar el modo de conjugacion del CPP y
evaluar su capacidad antigénica antes de ser filtrado en fa columna de Sephacryl S-1000

asf como evaluar su capacidad protectora.
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