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O.RESUMEN 

En la infec:ción por a1...,... bacterias inbacclulan::S axno la Salmone//a en que induce una 

reapu"""' inmune lanto hwnocal cano celular. En el pn:scntc trabaúo abordó el estudio dccal._ de 

los rnoi:anismos inmune:& hacia un potenlC i.nmunógcno de S. typhi. que es la proteina de membrana 

CXICmll denominada C. a través del aúlisis del tipo de n:spuesia inmune estimulada: a) humoral. por 

la d«enninación de an~; b) celular. por la cxpn:oicla de RNAm para citocinas. Para ello se 

utilizaron dos difcn:ntcs cepas de no1ones. que _. suoccplibilidod gc:nélica diferente hacia la 

Sal-1/a; C57BU6J (86) que C>Onlicnc el gen de suscep<ibilidmd lty '. y DBA/2 (D2) el gen de 

resistencia llJI ~. 

Rawncs de ambas cepas. se inmuaizaron con una prepanción de dos porinas de S. typht. con _.. 

moleculares estire 38 y 42 kDa (una de ellas idcnli- COlllD OmpC). por vía inlnperiUJacal 

(30J.lllf..-) dos.,_,, cada 10 dias. analiúndose: 1.- Nhdes de anlicuerpos c:si-lficos ..i
poru.as est sueros post__..- inmunización. 2.-~ y/o subclases de loa llllllic:ucrpoa 

eapccUicoo. 3.- Expn:sión de RNA mensajero para las -: IL-2. IL-4. IL-10 e -

pmma (IFN-y) y glicc.aldehido-3-l'oo~--... positivo • .., células de baz>O 

.-. por la úcnic:a de bamcripción rnena-n:aa:ióa ca-. ele la polimc<aaa. 4.- La cxpn:aión 

de molo!culaa de memoria y/o -.ivación y de regiones ..ariables de la cadena ji del - de 

_,_,.,de la célula T. en linli>Aras TlOlalcs. 

Los l'CSUttados obcc:nidos en las dos cepas de ratones. mosuan:m una rapucsca muy similar &ente a 

... .....-~- 1.- Se - liluloa de --- el prinxr dia dcapuá ele la 
--inmwmación. que al~ un pico de mayor produocióoo al dia 17 y ..-.la.__ el ella 

30. 2.- Loa antic:uerpos porina._¡ficos de la cepa 86 - p-la subdue 

lg02b. micnuaa que en la cepa 02 IUc la su- Ja(i2a. 3.- Se defecló la pn:aencia de RNA 

mcnujcro para las citociaas IL-4 e IFN-y en csp1cnoci1o9 atimulados in vltro. y el RNA mc:nujcro 

para la citocina IL-12 en macró&gos de peri...._. La _.. del RNAm para la citociaa IL-4 en 

ambas cepas. se obse.vó al inicio (células no inmunes) y ..,,_ la cstimulación. El RNAm para 

IFN-y apareció en la cepa 86 a partir de las 10 hcxas. pcmuu-=icndo hasta las 18 horas; mic:nlnlS 

que en la cepa 02 se dclccló a panir de las 6 horas y pcnnancció basta las 10 horas. El RNAm para 

la citocina IL-12 se prcscnló sólo en la cq>a 86 al tercer dia después de la scgu..ia inmunización. 4.

Las subpoblaciones CD4 y CDS de los linfocitos T inmunes. cxpl'CUUOll un fi::notipo de memoria y/o 
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activación demostrado par la pérdida. en la expresión de L-selcclina (CD62L, pro«:ína de expresión 

al1a en lio.fOcitos no activados. y baja ~presión en linf'ocitos de memoria y/o activados) y un 

awncnlo en la expresión de Ja molécula CD44 (proteína de expresión aUa en linrocitos no activados 

y alta cxpn:sión en linf"ocitos de memoria y/o activados). comportamiento que ~ denomina 

CD44-./CD62L ..... por las moléculas que expresan. S.- Las anteriormente mencionadas 

subpobbM:ioncs CD4 y CDS de los linfocitos T. expresa.roa además las regiones variables 17a. 

8.118.219.3 en las cadenas 13 do su n:spoct:ivo receptor. 

Por ao. raullados obten.idos. se concluye que las porinas como irununógcnos poderosos son 

capaces de activ.ar importantes ma:anismos de la respucs:la inmune. En primer Jugar. la producción 

de anticucrpm: con isocipos lg02a e fgG2b pc:ncnccienrcs a una respuesta de tipo cdulu o tipo Th 1 

establecida. Estos anticuerpos tienen la particularidad de ayudar a los macrófagos en algunas de sus 

funciones cfi.aofas. opsonizando a los antigenos f"acili&ando su f"awx:itosis. y fijando complcmc:nto 

par.a el concrol y enad.icac:ión de la Sa/,,,,on~lla y/o sus andgcnos. En segundo fuga.e. Ja pf'C:SC:IM;:ia de 

los RNAm para las cilOCinas IFN"'Y e IL-12. hace constar la diíef'cnciación y establecimiento de 

células TCIU con ~po Th 1. que pertenecen a WUl n::spucsta inmune tipo Th 1 . Este tipo de 

rcspuesl:a me ha dct.crminado como cJ principal mec:aaiano c:n c:.onua de infecciones provocadas por 

bacterias inlracclulares. como es el caso de Salmo!Wllo, participando principalmente Jirúocitos T y 

macró&cos. Y en tcn:er Jugar. las clOlla$ de Jinfoeiros: TCD4 y TCD8 porina..cspcc:ificas 

pcr'lenCCicala a la población ripo Thl. mostraron el fi:notipo de memoria y/o activación.. y n:giones 

espociticas (Vj117a y VjlS.1111.2111.3) en el rec:cpccw de la célula T, que posiblcmc:nre ""'°""""' 
epitopos -.manses de las porinas. 

En coasidcración a que las porinas de .\: 1J1P1ti son rcspm¡sablcs de: una potente respuesta 

inmune efi:aora y procectora en la que participan tanto anticuerpos corno Jinfociros T CD4 y T CDS. 

se propone que el cfi:ct.o protector podría atribuirse a que la respuesta inmune inducida por la 

inmunizacióa con las porinas estudiadas. es de ripo celular confirmado por el patrón de RNAm 

cxpn:qdo. para c::ilocinas tipo Th 1 y por los isoc.ipos de anticuerpos propios de: esre tipo de respuesta. 

Pan.lelo a CSfc mecanismo. csra la inducción de memoria de los linfocitos T específicos. además de 

presentar rccq:»t.ores restringidos para el reconocimicftro de péplidos de las porinas. 



L- JNTRODUCCION 

1.1. J. lníección porSe/--1/• 
Las Salma~l/as ingeridas por vía oral se dirigen aJ intestino delgado distal y atraviesan el 

epitelio intestinal. asociándose posterionncnte a las células M en las placas de Pcycr. donde se 

diseminan vía l.infiit.ica a todo el sislcma sanguíneo y al sistema fagocitico mononucfcar. para. ser 

fllsocitadas por los macró&gos dc:nuo de los cuales sobreviven y se mullipl~ localizándose 

dc:ntro de las vacuolas cndosomalcs ó fagosoma.s. PoslCriormcntc el filaosóma se fusionará con los 

lisosornas para f"ormar el ~activándose dentro de ellos divcnos mecanismos oxidativos 

y no oxidativos (3); de alú son uansportadas a los ganglios linfáticos ngionalcs. el bazo y el 

lúgado, donde la bade<ia concinúa mulliplicandose, llegando a alcanzar una densidad de lxlO • 

bacrcriaslórpno, para fina1- diseminarse por via san¡¡uinca (4). Esto conduce a ura 

bacccremia incontn>lablc y al c:hoquc endotó>áco. que causa r.ipidamc:ntc la muerte. El mc:eanismo 

básico de paiogen.icidad de todas lu Salmone//as es su capacidad de invadir (penetrar). sobrevivir 

y multiplicarse en d.iferenlc::s tipos de células del huésped tales como células epiteliales y 

macrót.gos. (5). 

1.1.2. F"-.ebre Tifoidea 

La fiebre lifoicb. es causada por la ioacstión e invasión masiva de Salmorrel/a typht. Se 

car.¡ctcriza por sincomas sis&émicos como la fiebre. malestar gcocral. cefidea. y dolor abdominal. 

Frccucmcmcnrc se presenta """ cxan1cma transitorio, esp~ y ~- Las 

complicaciones mas importanles incluyen la hcmom1&ia inlc:stinal en d 2 al • "' de los casos y la 

pcñoración que se presenta en el 3 al 4% . La. tasa de lctaJidad es de aln:dador del 1 %; sin 

cmbalgo. en los ca.sos complicados. como en uii\os. en ancianos y en pacienlcs desnutridos. puede 

ascender hasta el 30% (1). 

Las invcsiipc:ioncs encaminadas a identificar a los amfac:nos de So/mane/la typhJ 

relacionados direcu.mc:ntc con la procccción y la respuesta inmune del humano han sido numerosas; 

la mayoria dirigidas hacia cJ esaudio de los arlligcnos pn:=scntcs en la supa1icic bacteriana. tales 

como el somatico .. O " (cndoCoxina o lipopolisacárido). el Oaaelar •ff "' • el capsular " Vi " y las 

p-.:lnas de membrana cxu:n.a (principalmcnrc las porinas). 

Sahrtonrlla typlti 

Salmone//a typhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la &milia Entcrobacteriac:cac. 

gCnero Sa/,nonel/oe y especie Sa/monel/a typhl. gram nega1ivo. móvil. que mide de 2 a 3 J.1.m. es 

citolíl:ico. anaerobio f"acullativo. intracelular. f"ernlCllla la glucosa con producción de ácido. es 

lactosa y sacarosa negativos. Tiene una estructura antigénica de superficie que incluye aJ anligc:no 
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H o O..Clar y aJ antígeno somático O que contiene cal'boh.idratos cspcc:fficos útiles en su 

idcndfiQción scrológica (2). 

1.1. 3. ~inmune contra S•hnottello 

El macrólago lleva a tu Salmonel/cu al sistema. linfttico en donde se inicia Ja respuesta 

del hospedero. Tanto Ja respuesta humoral como la celular es ~ en su totalidad ante la 

infi:cción por Salmonella (27). Los lin.f"ocitos T CD4+ participan en la activación de los 

~. en la cstimulación para la producción de anticuerpos y en la inducción de 

hi-ibilidad recanlada. observada ca los animalco infix:udos can Salmonella (2a-31). En 
ra1oaea la inducción de la rcspueaa inmune cilOtóJtica mediada por linfocitos T CDs+ se 

clc8encadena, debido a que el macrófilao fagocila a la Sa/~Jla. procesa los antigcnos de ésta y 

pf'Clenla p6pc.idos a tnt.\fés de las moltadas clase 1 del complejo principal de histoc:ompatibilidad 

(CPH); siendo aún dc$conocido el mecanismo del procc:smnicnto. aunque rccicnlcmcnte se han 

- algunas vías (32-3S). 
1.2.1. Poriau: 

La membrana de las bacterias Gnun..pcptivas las protqc del medio externo. pero a su vez 

debe permitir un intercambio de solutos y solventes ~os para el microorganismo. Las 

poriaas. proccínas de la mcmbrwaa exicma• de las bacc.crias Gr.m"'ftCgativas cumplen con ésta 

~ fomaando canales de difusión facilitada con un limite de exclusión de aprox.Unadamcnte 

600 Da (6, 7). 

Estas proteínas de membrana externa tienen un peso molecular entre 38 y 42 k.Da. Las 

porinas Omp C. Omp F y Pho E fueron identificadas en Escherlchta co/i y Salmonella 

typ#drJ1Mriu"'; mientras que la porina Omp D cslá prcscntc cx.clusivamcntc en S. typhlmurlum y 

hase& la f"ccha Omp C en Salmondla rypltt. Todas ellas son muy semejantes cnt1e si y tan sólo 

difieren en su selectividad y afinidad por gr11pos ión.ic:os. presentan alta estabilidad en pn:scncia 

de dcla'gcnlcs como sales biliares y dodccil1ulfalo de sodio (SOS). y son aJtamcrtlc resistentes a 

... acción de algunas pro<casas (19,20) . 

•).- Eslnectura y función. 

Las porinas cstan íonnada.s por tres monómcros idénticos. cada rnonómcro es un 

polipCptido de 336 residuos en promedio. Los estudios cristalográficos realizados en Omp F y Pho 

E. con resolución de 2.4 A y 3.0 A. respectivamente muestran que la unidad estructural es un 

batril beca (dibujo 1) f"ormado por 16 regiones de bandas anti-paralelas enlazadas en sus cxt.rcmos 

por horquillas y por largas asas con algunas alfa-hélices intercaladas. 

• Probablemente se refieren en la literatura a la pared celular de la bacteria. 



El cilindro se f"onna aJ ciemu-. lu cstnlctwas beta de O'aDCra pscudo-cicli~ mediante un enlace 

iónia> _,,...el - carboxilo de la banda bcea-16 y d extremo amino de la banda bcta-1(8). 

En d centro del barril se - un canal inclinado can resi-u> al eje longitudinal, el cual est6 
l"Odcedo por dos '"cintu~" de aminoácidos aromáticos que le pcmtltcn una interacción con la 

membrana cxtcma y anclanc a la misma (9). La -.ada del poro la delimitan gtandcs 

p~iones del cilindro ( .... larps y dispan:jas), que al inclinarse luocia el cauro del canal 

_.,.un diámetro de 11 A a 19 A. roduciénclcwe d di-.o del poro por el doblamiento de una 

de ,.... -- luocia d inccrior. esta zona de restricción dclctmina el paso de las molc!culas de 
difetcme tunafto y polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva sus dimensiones ( 15 x 22 A) 

baña el otro -. d cual desemboca en d espacio pcriplásmico de la bac<cria (8). El 

mayor número de modificaciones en la scc:ucncia pl'OICica aurc una y otra porina se localiza en 

ésCas asu • y por lanto _, """"' las ..,._...,les de la dilim:acia en d tamallo de enuada de los 

poros. Los -.OS de las porinas se cosamblan en el espacio pcrisplámico de la bacleria para 
incorporarse a la membrana cxtcma f"onnando los trimcnn (21). Contrariamente a Jo que antCs se 

crc1' los canales no mc fusionan dc:nbO del mismo lrimero. sino que están bien separados por una 

di-..cia de > 35 A (8). La principal contribución a la formación del trimcro es el 

...-..mic:nra de las regioocs bidroróbK:as de las vueltas bcCa 1-S y bcCa 16 • donde los diez 

residuos carboxilo de la región beca 16, en particular el último (wa fenilalanina muy conservada 
en laa porinas). son cscncialcs para el correcto cnsambh!ic y la estabilidad de la porina (22,23). 

Las porinas que se enc:ucatran en la superficie de la bac:ccria son muy numerosas. (hasta 

lxlo" copias por célula). por lo que constituyen una de las prolcinas más abundantes en la 

baaeria; en ténninos de masa pueden representar basca un 2% de la pro<clna tocal celular. Hasta el 

....,._to, las porinas más estudiadas son las de E. col/ y S. typlri,,.,.rtum (20). 

Las condiciones de crccim.ienro. así como la ac:tivicUd osmótica y la itemperatura. rq¡ulan 
la expresión de las porinas. En un medio de cultivo común (que eonlenga fuentes de C y N. 

facloR:s de crocinúcnto y sales minerales) sólo se expresan Omp F. Omp C y Omp D; mientras 

que la porina PboE únicamc:nte se produce bajo condiciones de c:sc:ascz de fbsfatos. La expresión 

de Ornp F se reprime pior la cemperatura y la osrnolaridad elevadas. Por el con1rario. la expresión 

de Omp e se ve favorecida con niveles elevados de sales (19). 

AJ realizar los estudios in vitro en Jos que se n::constituycn las porinas en mcmbnanas 

lipídicas. se ha demostrado que las porinas de E. coll son pcnncablcs a trisacáridos y tetrapéptidos. 

lo que implica que permiten el paso de nutrientes y iones a tra~ de la membrana externa de la. 

bacteria. 
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Dlbl.IJo 1 IEslructura de un n-6mero de la_.¡,.. OmpF de Esclreriellio coU. 
Tomado de J.P. Roscnbush. Naturc 1992 Vol. 3S8 pp. 727-733. 
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Además. la medición de la conduciancia (G) en estas membranas. ha permitido calcular el diámetro 
de los poros (19). No hay infonnac:ión que muestre una especificidad del poro a solutos; 

aparentemente las propiedades fisicoquimicas de los solutos son las que dctenninan su velocidad de 

difi.asión a través de la porina., principalmente el tamafto. la carga eléctrica y la hidrofobicidad del 

soluto (21). 

b).- l11111la90saticfd•d de 1 .. porinas de Salneoaella 1yplti. 

Las porinas de Sa/monel/a typhi descmpcilan un importante papel en la inducción de una 

respuesta inmune. Se ha dcmosu3do que estas protcinas estimulan mecanismos ef"cctorcs 

humorales y celulares en el modelo del ratón. ackmás de inducir un estado de protección contra la 

infi:>cción por la bacteria (10-12). 

lsibasi y cols. (12-17) estudiaron Ja capacidad de las proteínas de membrana externa (PME·s) de la 

cepa vacunaJ 9.12 Vi:d de So/monella typhl, de conferir protección al ratón contra el reto de la 

bacteria viva. Demostraron que Ja inmuniz.ación con extracto de IS diferentes PME's de 

Salmone/la typhl, que también contcn.ia 4o/o de LPS como contaminante. induce un estado de 

inmunidad protectora; la protceción también se logró con la transferencia pasiva de un suero de 

conejo anti-PME. lo que sugirió la participación de la respuesta inmune humoral; sin embargo aJ 

estudiar Ja respuesta proliferaliva in v11ro de linf'ocitos T. es evidente una rcspur::sta. inmune 

prcf'cn::ntcmcnte de tipo celular. 

El análisis por i.nmunoclcctrotransf"erencia del suero policlonal anti-PME. demostró que los 

anticueq>OS. estaban dirigidos en contra de las porinas. lo que sugirió que dichas proteínas podian 

ser los antígenos responsables de la protceción obsccvada. Esta propuesta ha sido confirmada de 

dos difCrentes maneras; primero la irununización con S µg de una p~ión que contiene dos 

porinas y menos del 0.04 % de LPS. es capaz de conf"erir prorccción contra el reto de Salmone/la 

typhi así como protección parcial conua Salmone//a typhimurlum; mientras que con 10 J.18 de Csta 

núsma preparación proporciona mas del 90 % de proiccción contra el reto de ambas cepas de 

Salmonel/a; ésto se6ala que las porinas son antigcnos protectores. indicando además Ja 

prcfen::ncia de cpitopos de reacción cruzada en la estructura de las porinas de Salmone//a. Además. 

la administración pasiva de anticuerpos monoclonales de isotipo lgM anti-porinas de la cepa 

9.12.Vi:d de S. ryphi confirieron protección hasta del 60% aJ reto con 20 DL,o en el modelo del 

ratón (25). mientras que los anticuerpos monoclonales anrilipopolisacárido no indujeron 

protección (26). 
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Además se ha identificado a Ja Omp C como una de las dos porinas que participan en el 

establecimiento de Ja inmunicb.d contra Salmonc/Ja typhl. ya que Ja porina Omp C rccombinantc 

es capaz de inducir una protección del 30% al reto con 100 DLsode la bacteria viv.::1. (IS-18). 

Por otro lado. Jos estudios realizados en pacientes en fu.se aguda y en fa.se de 

convalcsccncia de fiebre tifoidea. asi como en individuos vacunados con la cep.::1. de S. typhl Ty-2. 

cvidcncf.3.11 en todos Jos ca.sos Ja presencia de .:J.nlicucrpos anti-porinas de isotipo JgG. concluyendo 

a.si que las PME son irununogénicas unto en el modelo del r.:itón como en el humano (13.14). Por 

Jos resultados anlerionncnte señalados. se ha propuesto .::1. fa.s porinas de S. typhl como candicbtos 

en Ja elaboración de una vacuna contra la fiebre tifoidea. 

2.1.1.- Linfocitos T y subpoblaciones. 

2.1.1.1.- Subpoblaciones de linfocitos T co4+ y cos+ 
Los Jinf"ocitos T juegan un papel central en la respuesta inmune ya que llevan a c:ibo una 

serie de funciones efectoras y de regulación; para ello se requiere del contncto intercelular y/o de Ja 

secreción de citocinas y de algunas otrns moléculas. Los linfocitos T se dividen en dos grupos 

según Ja expresión de las moléculas de superficie celular. CD4 y CD8. La expresión de éstas 

moléculas se :idquicrc durante su desarrollo en el timo. que cor.-cfaciona con diferencias 

funcionales: los linfocitos T CD•I.., liberan una amplia variedad de interJeucinas indispensables 

para fa inducción de una respuesta inmune por ejemplo. par.i Ja proliferación y diferenciación de 

linfocitos B. fa actuación de macrófagos ó el rcclut:imicnro de otr.is poblaciones celulares. por Jo 

cual se dice que llevan a c:ibo Ja función "cooperadora" y se designan como linfocitos Th (h: 

hclper. cooperadores). Las células T cos+ lis:in a las células blanco de manera antigcno

cspccifica y por boto se designan linf"ocitos T citotóxicos (Te). La expresión de las moléculas 

CD4 y CD8 se corrcJ.::1.ciona con las moléculas del complejo principal de histocompacibilidad 

(CPH) que restringen el reconocimiento del nntigeno: las células T co4+ reconocen ni antígeno 

generalmente en el contexto de moléculas clase 11 del CPH. mientras que In respuesta de las 

células T cos+ esta restringida por moléculas de clase J del CPH (36). 

a).- Linrocitos T co4+ 
l...."lS células T co4+ se dividen en dos poblaciones de acuerdo a las cadenas del receptor 

para el antígeno (TCR) que expresen. 

Linrocitos T CD4+ ap 
El TCR que presentan éstas células se compone de dos c::J.denas polipeptidicas Ua.madas a. y 

P. unidas covalcntcmcnre cnr:rc si por cnfaces disulfuro. La cadena a es una glicoproleina ácida de 



40 a 50 kDa._ y la cadena P es una glicoprotcina neutra o básica de 40 a 50 kDa. Existen 

similitudes estructurales entre las cadenas a y p del TCR y las cadenas de las Jg. Las cadenas a y 

P tienen un dominio variable (V) y un dominio constante (C). La región V está codificada. por un 

gen V y uno de unión (J. del inglés joining), y sólo en el ca.so de la cadena p, por un gen de 

diversidad (O). Este TCR se encuentra asociado en la superficie al complejo CD3 constituido por 

las cadenas polipcptidicas y, a. c. t; ; es importante señalar por que se requiere de la presencia. de 

ambos complejos (TCR-CDJ) para las funciones del linfocito. 

Liníoc:itos T CD4+ y8 

El TCR ya es un segundo tipo de hctcrodimcro unido por enlaces disulfuros asociado al CD3. 

que se expresa en un pequeño subgrupo de células T periféricas negativas para el ap, y en 

timocitos inmaduros. Las cadenas y y 8 son glucoprotcinas transmcmbran.:ilcs con estructuras 

similares a las cadcn:as a y P (36). 

2.2 .. 1. Subpoblaciones de linrocilos T CD4+ 

•).- Subpoblacioncs ThlrTh2. 

Mosma.nn y cols. (42)~ definieron en el ratón la existencia de dos subpoblaciones de clonas de 

linf"ocitos T CD4+ con base en el patrón de citocin:as que secretan y las designaron: '"lñl y Tii2 

(39). 

Linrocilos Thl 

Los linfocitos '"lñ 1 producen principalmente interlcucina-2 (IL-2). inteñcron gamma (IFN-y) y 

factor de necrosis tumoral beta ó linfotoxina (TNF-p) (dibujo 2). Esta población pa.nieipa en 

reacciones inOama.torias mediadas por cClulas ó Jo que se conoce como hipersensibilidad de tipo 

tardía (DTH) (41-43). El IFN-y estimula en los linfocitos B el cambio de isotipo de anticuerpos. 

presentándose principalmente lgG2a. JgG2b e lg03(46); éstas subclases de a.nticuerpos tic:ncn la 

capacid:id de opsoniz:ir b:icterias u otros :inligcnos particulados favoreciendo su fagocitosis, 

además de fijar y activ:ir el complemento ayuda.ndo de lal ma.ncra en las funciones efectoras de los 

macrófugos. 

Una respuesta prcdomin:intc de tipo Til 1 es el aumento de varios mecanismos citotóxicos, 

comenzando con la secreción de IFN-y y TNF-P que actiY.ln a Jos macrófagos. :aumentando su 

cap:icidad de destruir a Jos microorg:i.nismos intracelulares y células tumorales 

aumcnbndo la producción. de derivados reactivos del óxigcno (ROi), óxido nítrico a través 
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Diblljo 2. F'..Oomes efed ..... de .......... ci6n Tlll CIM+. l...as células TCD4• en reposo 
tras el --lo microbillno son dif"e<cnciándas hacia Th 1. teniClklo como principal 
auacteristica d producir IL-2 e IFN-y; esta úlri.ma citocina tiene imporlanlcs fiancioncs 
efectoras en la cü.Ccrcaciación y manlC:nimicalo de la respuesta "'lb 1 . Además de .aivar de 
manera impcxtMllc a los macrófq,os los induce a producir susrancias microbicidas. El IFN-y 
induce el cambio de '-ipo de antic:uapas en las células B a f&V2a principalmcllrc. éstos 
anticuerpos acaivan cJ cornplcmcnto y favolJ'CCal la f"agocirosis. Oua importante fUnción del 
IFN-y. es activar a los linf"ocitos T Cos· aumentando su actividad cilolóx..ica. Tomado de A.K. 
Abbas. NalMnr 1996. 
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de la enzima óx.ido-nStrico-sintctasa (NOS). además de incrementarse Ja expresión de moléculas 

clase J y JI del CPH, y de receptores para la Fe (Fc"'Y) de .anticuerpos de la subclase JgG2a. isotipo 

de anticuerpo involucrado en Ja muerte célular por fijación de complemento. 

Lin(otitos Th2 

Esta población tiene Ja caractcrfstic:n de liberar una amplia gamma de citocinas como 

intcrlcucina--4 (IL-4). intcrluccina-5 (JL-5). intcrlcucina-6 (IL-6). intcrJcucina-9 (JL-9). 

intccJeucina-10 (IL-10) e intcrlcucina-13 (11~:13). Esta población participa en Ja activación, 

prolif'cración y dif'crcnciación de linfocitos B. En Csb. respuesta humoral ó tipo ~ existe una 

fuerte producción de anticuerpos de isotipo lgG J e JgE. favorecida principalmente por Ja IL""4. El 

anticuerpo lgE fuvorccc fa función y proliferación de mastocitos y cosinófilos (dibujo 3). 

b).- F•ctorrs que afectan la diferenciación Thl/Th2. 

No se conoce con ccncza el origen de las poblaciones Th J y Th2 por lo que se ha 

propuesto dos posibles modelos. En el modelo A, se habfa de un precursor individual. fa célula 

ThO. que puede dif"ercnciarsc a Th J ó 7lt2 dcpcndfondo de la célula presentadora de antígeno 

(CPA). El modelo B propone Ja existencia de los precurson:s de las dos subpoblncioncs: THJP y 

TH2P, las cuales están comprometidas para dar el fenotipo de secreción de linf"ocina.s antes de fa 

cstimulación inmunogéniQ. El modelo de Swain (41). señala la existencia de un célula precursora 

pTI1. efectoras cTh. de memoria mTh y con fenotipo de Til J y Th2. ThO. 

E"Ciste una serie de factores que van a dctenninar Ja polarización de Ja rcspucst:l inmune Thl/ 

Th2. entre Jos que se encuentran a las cirocinas, la rmruralez.a y dosis del antigcno. el tipo de célula 

presentadora. de anrigcno (CPA). y la csprcsión de honnonas y de moléculas accesorias. 

1.- Liníocinas y citocinas 

En Ja diferenciación de las células co4+ hacia ThJ ó Th2. intervienen Un:l serie de citocinas. 

principalmente JL-12 e lL-4 como fas responsables de éste balance. 

IL-J 2 (lntcrleucina-12) 

La IL-12 es una citocina hctcrodimérica de 70 kDa fbnnacb por dos Qdcnas glicosilada.s. de 

40 kDa y de 35 kDa, producida principalmente por macróf"agos ó células fagociticas en respuesta a 

bacterias, productos bacterianos y parásitos intrncclularcs. y en menor proporción por tinf"ocitos B. 
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./ e.a. ~ .IL-'I lnhlbld6n de 

-~@ L---1.J :t:¡;0 la •eapueat• 

·~ IL-t3 lnftam•l••I• 

1

~ ~ Dlfe•enciaef6n 
~ Y•cttvad6n de 

~·• eo•fn6fllo: 

Oegranul•d6n de t•• 
Cl-Jul•• cc••d•• -~ 

Dibujo 3 Funciones ef"ectoras de la subpoblación Th2 CD4+. La respuesta de tipo Tii2 ó 
respuesta Uununc hurnot'al generad;¡ tras el estimulo microbiano. se caracteriza por la 
prcsccncia de las citocinas IL-4. IL-S. IL-JO e IL-13. l....3s citocinas IL-4 e IL-13 tienen la 
capacidad de inducir en las célula B el cambio de isotipo de anticuerpos a lgG J e lgE. éstos 
últimos favorecen la dcsgr.Ululación de las cClulas cebadas. activando adem3.s a los cosinófilos. 
Tomado de A.K. Abbas. NalM"' 1996. 
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Células T c04+ y CDS+ clonadas en pn:::scncia de IL-12. son capaces de producir grandes 

cantidades de IFN...,,. mientras que la producc;:i6n de IL-4 es minimamcntc afectada por Ja 

presencia o ausc:ncia de IL-12 (•2,•3,46). lo que indica que Ja IL-12 tiene un efecto dirccro en la 

dif"crcnciación de todas las células T. 

La. inhibición de las células productoras de IL-4. es un ef"ecto probablemente selectivo de la IL-12 

que favorece a las productoras de IFN...,,. así como Ja proliferación y el establecimiento de las 

clonas Thl (dibujo 4) (38}. 

JFN-y (lntcrfcrón-eamma) 

El IFN-y es una glicoproteí.na homodimérica de 2 J a 24 k.Da (36), que tiene Ja capacidad de 

diferenciar a las células T co4+ en células TI.t productoras del m.ismo. Esta linfocina es el 

principal factor de las células ThJ. teniendo como función principal Ja de activar macrófagos 

aumentando su acción microbicida; estimula Ja producción de anticuerpos JgG involucrados en la 

opsoniz:ación y fugocitosis de microbios paniculados con ayuda de IL-12 (4 J ). Como filctor de 

mancertim.iento de Ja población Thl. inhibe Ja prolffcración de cClulas que produc:cn IL-4 {cCJulas 

Th2). además de disminuir a las poblaciones que en un inicio se diforencicn en liníocitos Th.2. 

IL-4 {lnlerleucina-4) 

L:L lL-4 es un miembro de fas citocinas a. hcfü:oid.3.les. Esta inrerJcucina estimula el cambio 

de isotipo de cadena pesada de las c:Clulas B. produciendo anticuerpos de isotipo lgG J e lgE 

principalmente. Además. inhibe Ja activación del macrófu.go y bloquea Ja mayor parte de los 

erectos activadorcs sobre el macrófugo por ef"ccto del IFN-y. incluida la producción aumentada de 

citocinas como la interlcucina-J {IL-1). el óx.ido nitrieo y la.s prostaglandinas (37,38). La IL-4 

previene la diícrcnciación a cCluJas productoras de IFN-y {células Thl) aU.n en presencia de IL-12. 

teniendo el mismo cfocto supresor que tiene IL-J 2 hacia Til2. 

En sistemas in vitro se ha demostrado que al estar presentes Ja IL-4 e JL-12. no disminuye la 

cantidad de IL-4 producida durante una. n:estimulación antigCnica~ por Jo tanto se estima que Ja 1 L-

4 es domina.ntc sobre JL-12 en Ja inducción del fenotipo productor de citoeinas (45.48,49). 

13 
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Dibujo 41 Balance cMre tu dtoc:iaas IL-12 e I~ dtttnninantcs de las respuestas Thl 6 
-n.z. Dcspub de la p.-ión del antígeno por paro: de las CPA a través de las moléculas de 
c:ta.c 11 del CPH c.on d n:iccpCor de las c::élulas T (TCR). se pn::scma W1a segunda inrc:ración. 87 
con CD2B. esta UIÜÓlt gcacn una serie de señales cocstimulalorias. activándose las cClulas T y 
produciendo una serie de ci1ocinas. enu-c ellas la IL-2 que actúa como factor de crecimiento 
~- U. decisión luocia Thl ó Th2 dcpcndc del balance ......, IL-12 que favon:cc la 
.....,._ Thl. e IL-4 que fa....-.cc la rcspucsra Tb2. Si el macrófilgo IUnc:iona como CPA 
p<oducirá IL-12 que escimulará a las células ThO a producir IFN-y difCJalCiándose a Thl. Para 
el -de la - lipo Th2. las células ThO produciran IL-4, IL-S. IL-10. IL-13 
y TGF-8 ~ a Th2. La producción tanpt"ana de IL-4 en la n::spucsta inmune se 
puede atar dando por céhdas T1l2 an1igcno-cspc:cificas presentes. una subpobtación CD4+ 
..::livada de memoria (NKJ.I+) ó por cClulas no linf"oidcs e.orno mastocitos_ f'avorccicndo el 
cslablccimic:modc la rc:spucsra Th2. Modificado de Trinchieri G. Annu. Rcv. lnununol. 199S. 
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IL-10 (lnterleucina-10) 

Citoci.na homodimérica de 3S kDa producida principalmente por células ThO. Th2 y en 

macró&gos (sólo por cfi:cta cndotóxic:o). 
La IL-1 O inhibe fuertemente la síntesis de IFN-y y la proliferación de las células T ya que 

bloquea la producción de IL-2. así (;OlllO las funciones efectores de las clonas Th 1. En macró&gos 

inhibe sus funciones incluyendo. presentación de antígenos a clonas Th J y algunas propiedades 

microbicidas. Por otro lado. la IL-10 aumenta la proliferación de las células cebadas o mastocitos 

y la secreción de anticuerpos (44). 

IL-2 (lnterleucina-2) 

Glicoprotcina de 14 a J 7 kDa producida por cC:lulas T CD4 y en menor cantidad por las 

COK; original.mente llamada factor de proliferación de la célula T. que funciona e.orno faclor 
autócrino y panícrino (36). 

La IL-2 apan::icc como requerimiento para d dcsanollo de células Th 1 o '"lb2 pero no es 

dctcnninante para su dif"Cf'eneiación (38,47), aunque se le ha clasificado como citocina de las 

clonas Thl. 

2.- Dosis de anUaeno 

La dosis del antfgc:no es 01ro fiactor que afecta la diferenciación de los lirúocitos T CD4 hacia 

Th 1 ó Th2. A concentraciones bajas de el antígeno ó inf'cccicmcs coa baja dosis de antfgcno 

licnden a inducir prcf'crcntc:mente respuestas de tipo 'Th t. mientras que con altas dosis se inducen 

rc:spucslaS de tipo~. Aun se dcsc.:onc:>eclt los mecanismos que rigen éstos cf'cctos. es posible que 

las principales CPA ·s a. dosis bajas de antígeno sean células dcndriticas y macróEagos. ambas 

producc:n IL-12 y pnxnovcrian la difcn:nciación hacia Th 1 ; mientras que a dosis altas de antígeno 

las CPA·s no productoras de IL-12 (células B). favon::ccrian el desarrollo de Th2 (41). 

3.-Tipos de c6ulas presenladoras de anliseno (CPA) 

Los dif'"crcntcs tipos de CPA afectan la difercnc:iación de los linfocitos T. dentro de éstas 

encuentran las células dendríticas y los macrófagos que los llevan a dif"crcnciarse hacia Th 1; 

mientras que las células B los conducen hacia "lb2 (40). 

4.- Molb:ulas cocslimulaloriu 

Otro factor muy importanle es el efecto de las molCculas cocstimulatorias que pueden 

selectivamente influir en la difcn::nciación de la cClula. T. 
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La -..:ción y ..:tivación de los linfocitos T ._icftn ele des -.oles de la célula prescnradora 

de _...., (CPA). La p""-8 sci1a1 es el c:a1ace cid TCR con el complejo antlaeno-MHC. que 

prowe ~ficidad. micnbas que la ~ _. - -. poi" 1aa moléculas c:ocstimulalorias 

--en las CPA·s. 07.1 y/o 07.2 con - lipadm ca linfi>cit.os T (CD28 y/o CTLA-4). 

Tanto 87.1 c:c:wno 07.2 se expresan constitutivamencc en células dc:ndrilicas y macrófagos. 87.1 

participa en la imaacción con CD28 ~ la pn>lile.ación del linfi>cilO T. antigcno y 
mdóFDo clcpcndiconle; -. en la p.-..:ción ele IL-2 (53_s.). 

07.1 - como la molécula cocstlmuladon maa poocatc en la cstlmulación de n:spucstas 

inll..-iasótipo Thl (SS); micnuasquc 07.2 ......,.._la molécula responsable en el inicio de 

las....,._. humorales en los linf"ociros T ó tipo Th2 (56-59). 

2..3.1.-5 .. palrl•cionn de dlulas T coa+ Tcl / TcJ 

Mmmaan y cols. en un principio descubrieron la cxislencia de dos tipos de células T CD4+ 

que se dilenmdan en base al paUóo de ciS-. que expresan dcnominándosc Thl ó Th2. 

P · .. .., se ba dcscrilO la cxilcncia de - poblaciones dentro de los linfOcitos T CD8+. que 

en .....,alpúrándecitocinascncontnldassc-Tcl y Tc2. Al igual que las células Thl 

y Th2, lu poblac- de CDB+ ncccsi1a11 de IL-12 ó ~ para difCrcnciane. En los linf"ociros 

Thl y Th2 se licaea bien definidas sus fianciona:. pero no asilos linfix::itos Tclrrc2. rcc:onocicndo 

soluncalc las c:oc 1 .. w.Sicntcs citocinas que ao. idcacifican. 
Ea sistemas In Vítro los li.nfix:itos T CD&+........,. una fuerlc desviación hacia Tel. en 

~ a los linlOcitos T CD4+ que es maaor. ~ con ésto Jos linfocitos T CDB 

paia clifCrcnciane a Tc2 n:quicrcn de IL~. anci-IFN.,., ó ambos elementos; no asi los linfocitos T 

CD4 que csponláncamc:n1 se difcn::ncian hacia Th2. Las citocinas producidas por los linf'ocitos T 

CDa sc:m las mismas que para los li.nf"ocilOS T CD4. con la ünica ditef'cncia de que los primeros las 

producx:a en una lnl80I'" proporción (60). 

Otro nasao imponantc que comparten tan1o los linfocitos T CD4 como T COI. es el f"cnoc.ipo 

de memoria y/o activación. donde células no actiwadas de ambas poblaciones presentan el fi:nolipo 

CD45~/ CD62L...., I CD44 ....... mientras que ésta mismas dlulas activadas In vltro. presentan 

el finolipo CD4S--/ CD62L -1 CD44""" (61). 

3.1.1.- M-ria - células T. 
La llllCll..-ia se define c.mno la capcidad de generar una rápida y efectiva respuesta inmune 

dcspuCs de exposiciones sucesivas al antiacno~ p~ por larao ricmpo a un posible 

nx:acum&ro con d ap:mc paüJscno (62,. A pesar de rec:icales evidencias en estudios y análisis que 

lnwolucran al taccor de difaenciación y -.ración de células O y T. aún se considera 
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- el fi:aocipa de Wi células de memoria (63). Las células de memoria al estar en 

- eoa el~ que las origin6 p<olifionn. ....,,_en su superficie allOS niveles de las 
mol6culas CD2. CD44. CD29. LFA-1. LFA-3. y VLA4-6 y lajas niveles de CD62L (L

llcleclina). CD27 y - de IL-2 (64). 

Los linfocilOo T ctec:torcs y de memoria .....-... un p8ln!a de rccin:ulación difi:n:ntc al de 

las células T en ._, o no Kli..-,,. dif"crcncia que se debe en gran panc a la expresión de 

moléculas de unióa al endccclio. La mipación llclcc:tiva de los linliJcitos T no activados a los 

~ linfoidcs o de los linf"ocilOS T memoria a los lupn:s de infWrwción se denomina "homútg". 

La impo<ancia fisiológica de l!stas vias de "-.U." cliJt<adcs. es que los lilúocitos T en 

._ o no aaivadm miaran p--..,., a los ~ linli>idcs. cl<xMic ~ y 

~ a .-._ .....,..,. (las fiucs de rea>nocimienlo y ac:ti..ación de una ~ 

primaria) - la a.ka expresión de CD62L. ._ "homing" para --ión a HEV. 
Micauas que los I~ T memoria a ttavés de la aba exp<CSión de olro n:c:cp10r °'bomiJIB" 
(CD44). miaran~ a loll tejidos pcriRricos ~ para eliminar a los~ 

(- -.. ó - secundaria). 

Es - glic<lprotdna de - de •o-roo kDa. expresada en varias fi>nnas y c:on 
8'W-ilacioncs .,.,._.,les en una variedad de tipos a:lularcs incluidas las células T maduras. 

timocitos. células B. macróf"agos. entre Ob'OS. El CD44 se une: al hiafurona&o lo que en parte es 
._t.lc de la unión de la célula T al endotelio (molécula "lloonias"l en los luprcs en que tiene 

lupr la inllama<:ión y quizás a las HEV de las placas de _.. El CD44 puede accuar tambión en 

la n:rcnción de las células T en los tejidos .,,._ .......,.......,. (36). 

b).- cD6zL (L-Selectiaa. proo.-. c1e dire~ p..-e- e11u1a ao 8diY..tu). 

Es una sli<oPrcccina de 90-110 kDa que si...., - - "1-Ung" en células 

~. lcucociros. dcndrilicas y macrófiogos princi~. Tiene como ~ importanle la 

núpación de liaf"ocitos a nódulos lin&tic:os. y en el proceso de inflamac:ión exprcsindose ea 
dif'crarles sitios cspccificos. La expresión de éste marcador es alta en lirúocitos T no activados o 

en n:poso. y bajo en células de memoria; se ha -"""' - - un.....,,_.. de prolifi:ración 
y maduración en células T. El anticuerpo rnonoc::lonal que recoaocc ésta molCcula se dcnmnina 

MEL-14. 
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El "*fico de linfocitos hacia las vcnas cndotclialcs airas (HEV) de los nódulos linfláticos 

es dcprnd;c..1c de la cxpn:sión de CD62L (65). 

Por ~ éstos antccedcntcs se propone el estudiar los mecanismos inlmnmcs que se puedan 

llegar a inducir por la inmunización con las porinas de S. l)lp#tJ. protcinas altamente 

inmunogáücas. que han sick» profundamente estudiadas y que por sus propiedades se les ha 

-- candidato VllCUllal. 

O.- Hll'OTESIS 

Siendo Salmone/la typhi un patógeno inbac:Clular. y las porinas potentes irununógcnos 

rcspcmsablcs de una respuesta prolCc:IOfa. éstas podrian inducir wa respuesta de lllúocitos T CD4 

de tipo Th 1. en la cual la producción de IFN-T y anticuerpos l&G2a _.;zantcs y fijadores de 

complemento. colabol'an en el comba&e de la infccc:ión. 
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U.- OB.IETJVOS 

ObjetiyD c-r.I. 
• Aaaliz.ar el tipo de respuesta i.rununc que se induce al inmunizar con porinas de S. IJ'Phl. 

dl.mleS de dos cepas con diEcrentc suscc:plibilidad genética a Salmone/la. 

Ob,ieoiYD9 ·-----• Estandarizar las condiciones de eslimulación tn vitro de oélulas de bazo de ratón. 

• Dccenninar si el tipo de respuesta que induce la irununiz.ación con porinas. es 

hwncxal y/o celular mediante el análisis de los isot.ipos de anticuCl'pOS y el pauóa de citoeinas. 

• Si la respuesta es de tipo celular. analizar la capacidad de las porinas para inducir 

.....- inmunológica. 

• Conocer el rqx:rtOrio de linf"ocitos T cspccificos inducidos por las porinas. a lnlvés 

del ...wlisis de las regiones variables de la cadena B (VB"s) del TCR. 
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IV.- METODOLOGIA 

1.1.1.- Animaln utilizados 

Grupos de S ratones hembras de 6-8 semanas de edad aproxim:idamcnte (peso aproximado de 

20 a 25 gnns.) de cada una de las cepas DBA/2 (02) y C57BU6J (B6) (provenientes del biotcrio 

de la Facultad de Quimica, Conjunto E Cd. Universitaria). 

1.1.2. Esquema de inmunización. 

Día O : Sangia prc-irununización a los respectivos grupos de ratones y achninistración por vía 

intrapcritoncal de 30 µg de una preparación .~e porin:t.s de Sa/mondla typhi existente en el 

labora.torio, por ratón. A los animales testigo se les administró 100 µI del amortiguador de alta 

fuerza iónica. Nikaido pH 7.7 (Apcndicc)•. 

Dfa 1 O: Administración de 30 µg de porinas de Sa/monel/a typhi por vía i.p. Los animales testigo 

recibieron de nuevo 100 µI del amortiguador Nikaido. 

Di:I. 20: Sangrado de ratones y obtención del bazo y/o macrófagos. 

2.1.1.- Preparación del antiaeno. 

Para el uso del antigcno en cultivo celular. la preparación de porinas (que contiene dos 

porinas, la porina OmpC y otra porina a.Un no Cólracterizada, pero con comportamientos 

clcctroforético y cspcctrofotométricos muy similares) se precipitó con acetona en una proporción 

1 :6 (porina.s:acctona) en tubos Corc."(.. dejándose a temperatura ambiente toda Ja noche. Los tubos 

se ccntrifug;iron a 10,000 r.p.m. durante 20 minutos y se decantó la aeetonn. El precipitado ya 

seco se rcsuspcndió en dimctilsulfóxido (D?\.fSO) al So/o con amortiguador N-[2-Hidroxictil] 

pipcra.zina-N'[2-:ieido ctanolsulfónico] (HEPES) 25mM pH 7.4, y se ajustó a una concentración 

de 1 mg/ml. Para su esterilización se sometió a 10,000 rads de radiación gamma (lrr.:idfador de 

cesio). Para Ja inmunización de los animales. el antígeno se administró en amortiguador de 

Nik:iido. 

3.1.1.- Ensayo de proliferación in ,..;1ro de linfocitos T. 

De Cólda. grupo de ratones inmunizados se tomó uno y se sacrificó par.:i c."Ctracrlc el bazo, el 

cual se disgregó, y cada suspensión celular se centrifugó a 1.200 r.p.m. durante 6 min. Los 

paquetes celulares se resuspcndieron en 1 mi de amortiguador de lisis de eritrocitos {previamente 

c:alenbdo a 37ºC) y se incubaron a la misma temperatura por 2 ó 3 minutos. Cada paquete celular 

se lavó dos veces con amortiguador de fosfatos (PBS) 70 mM pH 7.2 y se rcsuspcndió en l mi de 

• 1..:1. composición y preparación de las soluciones utilizadas se encuentran en el Apcndicc. 
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medio Roswcll Park Mcmori:d Jnstitut (RPMI) al IOo/o de suero f'etal bovino (SFB). L3. suspcnsi6n 

cclula.r de cada bazo se pasó individualmente por columnas con fibra de nylon y placas 

inmunoadsorbcntcs para Ja purificación de linfocitos T (punto 3.1.2.). Finalmente se ajustaron a 

2xl06 célul:is/ml. 

De los csplenocitos totales. el 25·30% son macrófagos. Jos cuales se utilizaron como 

cCiulas prcscnt:idora.s de 3Jltigcno (CPA "s)~ para su separación se obtuvieron a partir de bazo de 

un ratón no inmune. siguiendo el procedimiento ólntcrior hasb obtener el paquete celular libre de 

eritrocitos. Estos csplcnocitos totales se irradiaron a 1.500 rads y ajustaron a S:d06 células/mi. El 

:antígeno se trabajó a difcn:ntcs concentraciones; para Jos linfocitos T (L 'T) prol.·cnicntcs de Ja cepa 

B6 fueron 1 o. 25. SO. 75, 1 OO. 125 y 150 µg/ml. y para Jos LT de l.:.1. cepa 02 O. 1. 1. 1 O y l 00 

µglml. En placas de 96 pozos de f"ondo plano. se cultivaron los linfocitos T. CPA y el antígeno. 

Los linfocitos T se colocaron en dos concentraciones 2x 106 y 1x1 0 6 por mi. mientras que fo. 

concentración de células presentadoras füc constante (5xJ06 ccUml). Todos fas concentraciones de 

:intigeno fueron tra.bajacbs por triplicado. Las placas pennaneeieron 72 horas a 37°C / 5% C02 y 

18 hr antes de finalizar el cultivo. se agregó 1 µ-Ci / pozo de Timidina-Tritiada (Ti-3H). Para. el 

cuhivo se utilizó Dulbecco·s Modificd Eagle tt.fcdium (D"MEM) 20% SFB. Finalmcnle se 

congelaron las placas par::i favorecer el lisado celular. y con ayuda del cosechador de células se 

n:colcetó en papel de fibra de vidrio Ja timidina tritiacb. La cuantificación se realizó con un 

contador Beta (Dcckman LS6000 SE) utilizando liquido de centelleo. 

3.1.2.- Evaluación de la pureza de los linfocitos T mediante citometrfa de nujo. 
Esta metodología se realizó para evaluar el grado de purificación de linf"ocitos T. 

provenientes de bazo de ratones no inmunes e inmunes. Para la purificación de los Jinf"ocitos T de 

:inim::ilcs no inmunes. se realizo como se señala en el punto :interior. L3 suspensión celular 

resultante en medio RPMJ JOo/o SFB. se pasó a travCs de una columna con fibra de Nylon de JO mi 

(previamente incubada a 37°C durante 45 minutos) y se incubó 1 hora a 37°C I So/o CO:.. Al 

término de la incubación. l:i colunma se lavó con 20 mi de medio RPl\rfl al 10% de SFB y las 

células resultantes se ccntrifug:iron a 1 200 r.p.m. duranCe 8 min. El botón de células resultante se 

rcsuspendió en 5 mi de medio y se vertió en una placa inmunoadsorbcntc +y se incubaron dur.mle 

30 a 45 min. a 37ºC I 5% CO:. Las células no adherentes se recupera.ron con una pipeta. teniendo 

+ ver preparación de placas innmnoadsorbentes. 
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cu-. de.., dospn:ndc.- i.s célum lldhcridas; d sob.-., ""c:encriftq¡O a 1.200 r.p.m. por 7 

minldm. y d balón RSUI- ó liafix:itos T se rcsuspcndió en POS al 2% de SFB y oc 'liustó a 

lxlo' -.1u1pozo en placas de 96 pozos de fondo rulando (Nunc Co.). prosiguiendo con el 

siguiCllle aqucma de tinción. 

UQU&MA DE DOaLE TINCIÓN PARA EL ANALISIS DE PUIU:ZA D LINFOCITOS T. 

~,--(-) 

JOmia POS 
'"C 

PBS 

1 =-......,... dm veca; e/ 200 111 PBS e/u a 1800 r.p.m 2 lllin. 

-'"C -'"C -'"C 

500MI 

PE 1 PE 1 PBS 13er.pw 
Realizar el lavalo como el anterior 

PBS 1 PBS 1 Thy 1.2 , .. IO. puo 

Realizar el ~como el anrcrior 

~ 1 ~- 1 ~ 15co.puo 
V.P. 1 V.P. i V.P. l&lo..PW 

Dc::spuá de agn:pr el Yoduro de Propidio (V.P.) a las muestras. de inmediato se analizaron en el 

-., de flujo (FACS- Becton Dickinson). 

Lcyc:ada del esquema de tinción. 

anti-MM: 1: lgG anti-Mac 1 de macrófitgos de ratón; Rat. Biocin: lgG de cabra anti-lgG de rala 

conj.,...SO a Biotina: PE : Estrcptoavidina - Ficocritrina (naranja) FL-2: Thy 1.2: lgG anti-'Tily 

1.2 de ..aón: ratón-FITC ó na1a-FITC: lgG anti-ralán ó anti-rata conjugado a FITC (verde) FL-1 

Y.P.: Yoduro de Propidio (rojo). 

Noca: Las células de bazo (provcnic:ntes de animales inmunizados) estimuladas in vrtro utilizadas 

para d estudio de la expresión de f"cnotipo de activación y/o memoria y regiones variables de la 

c:adcaa 8 (VB.s) del TCR. no se pasaron a través de columnas de Nylon.. solamente por placas 

~rbcn<cs. 
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+ --(tix:aicade"pmüag"). 

Pan la p......,_ de las placas se colocarua SO µI del ~IO F(ab')2 de cabra anti

- Mu de ralÓn (µ cluün), nms S mi de POS esu!ril por placa (caja pctri estéril). y se 

incubaron por 30 m.in a 37°C. El PBS con d anticuerpo n::mancntc ó no adherido se R:tiró. y 9IC 

utilim para nuevas placas. Las placas ya recubiertas con el anticuerpo (Hpaning'') se sclluon CGJ 

- pdiaala elástica y guanlaran en d CXJll&elador Reveo de -20"C. 

- placas se utilizaron para quitar células e por inmunoadsorci6n. de células de bazo 

previamente pasadas a través de la colwnna de Nylon. awncntando la pureza de los lirúocitos T. 

En celulas estimuladas In vltro se utilizaron 2 placas inmunoadsorbcntcs. ya que no se pasa.roa 

por columna de Nylcm. 

'9.1.1.- Esquema de Tillllad6a e lsotipificación de anticuerpo• porina.-espedf'"acos medi..ae 

ellH)' .. buauaoeazil96ticos (ELISA) directo e indirecto. 

ELISA dinx:to pua la titulación ELISA indirecto para la isocipificación. 

1.- Porinas de S. typhl fijadas. l.- PorU..s de S. typhl fijadas y anti-isocipos 

2.- Sueros de raioncs inmunes y no inmunes. de cabra. 

3.- Anti-lgG de ratón conjugado con pcroJt.idasa. 2.-Sueros de ratones irununcs, no inmunes y 

4.- Visulización con OPD. testigos positivos. 

3.-Anti-isotipos anti-lg de ralón (cabra). 

4.-Anti-lg de cabra conjugado con PO 

(problemas) y anti- lgG de ratón COlli. a PO. 

S.- Visulización con OPD. 

4.1.1.1. Titulación de anticuerpos por ELISA-directo. 

Se tmnaron muestras de sangre de la parte posterior del globo ocular de ratones 

inmunizados con porinas de Salmon.,//a ryphi. los días 1, J, s. 8, 17 y JO post-s.cgunda 

inmunización. Se separaron los sueros y se analizaron mcdianle ensayos inmunoenzirnáticos en 

tase sólida (ELISA) según se dcseribe brevemente. 

Se sensibilizaron placas de policstin:no con 5 µg de porinaslpozo en amortiguador de 

carbonaaos O. 1 M pH 9.5 y se incubó durante 2 hr a 37ªC. Postcrionncn1e se rdiró el 

amortiguador de carbonalos. la placa se lavó 4 veces con PBS-TW'CCO al 0.1 o/ .. y se procedió a 

bloquear los sitios no cubicnos por el antígeno con POS-leche al S'Y-. para ello se incubó duranlc 2 



hr a 37°C. Posccrionncnrc se lavó la placa 4 veces con PBS-Twccn al 0.1 %. Después se incubó 

durante 2 hr a 37ºC los sueros problema.. tcseigos positivos y testigos negativos en dif"crcntcs 

diluciones: 1:50, 1:100 y 1:200 todos por triplicado y se lavó la placa 7-8 veces (lavado muy 

imponanlc). Pua revelar la presencia de anticuerpos anti-porinas de isotipo fgG. se utilizó un 

anticuerpo laG de cabra acoplado con pero,Udasa anti-ratón en una dilución 1: 1000. incubando 2 

hra 37°C. El ans.icuepo se retiró y se lavó de 8-10 vec:cs. Finalmente se adicionó el sustrato (H202 

1:1000 + 1 m&'ml de OPD. en amotiguador de citratos 0.J M pH S.6). dejandosc desarrollar el 

color durancc 10-IS minutos. La rcacc:ión se paró adicionando SO µI de H 2SO. 2.S N por pozo. La 

ICCCUra se n:alizó en un lector para ELISA a 492 nm (Labsystcms Multiska.n Muflisoft). 

4.1.1.2.- laotipilicaci6n de aalicuerpos llKdiantc ELISA-indirec:to. 

Esta metodología es una variante de la anterior (4. 1.1.). Se utilizaron placas sensibilizadas 

con las porinas (SjJ.glpozo) y en las mismas se sensibilizaron pozos con los anticuerpos anti-lgG 1. 

anri-lgG2a. y anti-lgG2b (aPli.uotipos) en dilución J: 1000 en POS. paca el coninucnto de los 

testigos positivos. Se retiró el amobguador de carbonatos y el PBS. y Ja placa se lavó 4 vc::ccs; se 

bloquca.nx1 Jos pozos de la placa con POS-loche al So/o y se incubó 2 hr a 37ºC. De nuevo Ja placa 

se lavó y los sueros problema (utilizados en el punto 4.1.1.). rcstigos negativos y testigos posi1ivos 

(Y3. AF6-RD.12._ WGl32 y BBM.I) se incubaron durante 2 fu- a 37°C. Los lcstigos positivos se 

col:ocoaron de 1 a 3 f.lgfpozo. La placa se lavó 8 veces y se adiciona.-on Jos dif'en:ntc:s anticuerpos 

anti-isotipo$ (lgG 1. lgG2a., lgG2b. lgGJ. lgM e lgA). tanto a los sueros problema como a Jos 

ccstigos rqal.ÍWJS, incubándolos ducantc 2 hr a 37°C. La placa se lavó 8 veces y se adfoionó el 

anticuerpo marcado con pcroxidasa anti-lnmunoglobulina.s de cabra.. a Jos sueros problema y 

testigos ncaativos; y el anticuerpo anti-lgG de ratón a los testigos posi1ivos. incubando la placa. 

durante 2 hr a 37°C. Final.mc:nu: se adicionó el susuato y se realizó Ja lectura a 492 nm en el 

lector para ELISA. 

5.1.1.- Esta..lación in vüro de células de bazo p•r• la dcltcnninación de RNA mcns•jcro 

de cirociau por RT-PCR. 

Se sacrificaron nuoncs inmunizados con porina.s de S. typh1 de ambas cepas para Ja 

extracción de bazos. estos se disgregaron y se obtuvieron las suspensiones celulares libres de 

eritrocitos (punto 3.1.1.). Los csplenocitos se estimularon 1n v11ro a una concentración de 

3xl06 cClulaslml en boc.cllas de 2S cm2 (Com.ing) coa 100 µg/mJ de porinas. El cultivo se mantuvo 

a 37ºC I 5% C02 y se siguió la cinC:tica. lomando alicuocas de 3 a S mi a diferentes tiempos: 2. 4. 

6. B. 10. 12. 14 y 18 hr. Se lavaron las células dos veces con PBS y por centrifugación se retiró 



todo d liquido. finalmente se _..iaron los paqudcS cclulan:s en tubos Eppc:ndorf estériles en un 

coagdador (Reveo) de -70°C hasta su posterior análisis. 

A partir de éstas c:Clulas se analizó la prcscencia de los RNA mensajeros para diferentes citocinas 

(punto 5.1.4.) 

S.l.2.- Obtenci6n de macr6faao• de peritoneo de rat6n. 

Ratones de las cepas B6 y 02 üunwllzados con porinas de S. typhl se sacrificaron al ler. 

3cr y Sto día después de la segunda inmunización. para la obtención de macrófagos de peritoneo. 

Con ayuda de un equipo de disección se les retiró el pelaje exponiendo el pcritonéo. al cual se le 

inyectó 3 mi de PBS frio con una jeringa. hasta que estuvieran distendidos. Después de S minutos 

de frotamiento se recolectaron los macrófagos. con la núsma jeringa y se colocaron en un 

Eppcndorf' estéril. El paquete celular recuperado se centrifugó a 1.200 r.p.m. y las células se 

lavaron dos veces con POS. Finalmente el botón celular se guard6 en un congelador de -70°C. 

para su posterior anilisis. 

Noca: A partir de los macrófagos de peritoneo se dctcnninó la prcsc:ncia de RNAm para IL-12 

mediante RT-PCR. 

S.l.3.- Estracci6n de RNA Total. 

Los paquetes celulares provenientes de las alícuotas de csplcnocitos cultivados '" vilro ó 

de macrófagos de peritoneo guardados en el congelador de -70ºC. se descongelaron para la 

extracción del RNA. Como primer paso. se adicionó 1 mi de TRJz.ol 0 por cada S a 10 millones 

de células. favoreciendo la lisis con ayuda del vortcx.; el homosc:neizado se incubó durante S min a 

tcmpcralUr.s ambiente y se adicionó 0.2 mi de cloroformo frio por mi de Tlllzol. se agitó 

vigorosamente la mezcla durante IS segundos y se lncubó durante 2 a 3 minutos. Las muestras se 

centrifugaron a 14 mil r.p.m. por IS minutos a 4ºC. La mezcla presentó dos f"ascs. una inf"erior de 

color rosa ó f"asc fcnol-cloroformo. una interfase de protcinas totales y la f"asc: superior incolora ó 

fase acuosa. donde permanece exclusivamente el RNA. La fase acuosa se transfirió a tubos 

cstCrilcs y se les adicionó O.S mi de isopropa.nol frio por mi de TRlzol. Se mezclaron en el vortcx 

por 10 segundos. se incubaron por 10 min a 1cmperatura ambiente y se centrifugaron a 14 mil 

r.p.m. 10 minutos a 4ºC. Como último paso se dccan1ó el sobrcnadantc y se lavó el RNA con 1 

ml de c:aanol f"rio al 7So/o (por mi de TRlzo.1 uliliz.ado) con ayuda del vortcx. Finalmenle se 

centrifugó a 7.500 r.p,m. S minutos a 4ºC. El etanol se removió por ccntifugación-vacio durante 

10 minutos y se dejó se.car el RNA. El bolón de RNA (transparente como gel) se resuspcndió en 

0 Ver Apcndicc 
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agua estéril ó agua lndada con dictil-piro-catbonalo (DEPC. inhibidor de RNAsas). incubando a 

61°C para su cmnplcca disolución durante 20 ó 30 minutos. Posteriormente se cuantificó 

espcctrof"- a 260 nm (U.V.) haciendo una dilución 1:100. Tomando además la 

Jc:crura a 280 run pan. dc:tcnnina.r contaminación por proleinas. 

Aplicando la IO<mula: 

RNATOlal: A269-• 40pa/llll • 100 

A ~ = Absotbancia tomada a 260 nm 

40 µg/ml =~de conccnttación de RNA 

100 = - de c:oawenión 

111:/ml RNA 

Para conocer la~ por proteinas se aplicó la siguicruc f'órmula: 

A 260- I A 280- > ó - 1.6 (RNA óptimo)• 

• Es muy impr:wUllllC que esté casi libre de proteinas el RNA,. de lo contrario no sirve para el 

análisis. 

S.t • .C.- RT-PCR (Traascripd6a revena - Reacci6e a1 Cadea• ele la Polimcras•) 

Esta técnica parte de la utilización de RNA hJl&I. del cual se obtendrá cDNA por- la 

16cnica de Tramcripción revena y es amplificado por la técnica de PCR. 

A partir del RNA lolal provcnicntc de las células estimuladas in vlrro y de los macrófagos 

de peritoneo. se analizó la prcsccrlCia de los RNA rncasajcros que codifican para las siguientes 

citoclnas: IL-2. IL-4 0 IL-10. IL-12. IFN-y y GAPDH como testigo positivo. con la finalidad de 

conocer que pabóD praenlan éscas células. 

Nota : El RNA anees de usa.ne se hirvió por 10 minutos. para desnaturalizar las estructuras 

secundarias que se hallan formado. colocándoao rápidamc:ntc en hielo. 

Reactivo 
•RNA 

• AmorUguador de 
reacción para la 
RT 
•dNTP"s (mezcla 
de nuclcótidosl 
• tnhibidor de 
RNAsas 

Concentración ..... 
'" 
lmM 

IU 

IX 

Volíuncn 

4 u1 t stock 2S mM \ 
4 pi ( stock 5 X) 

2 µI (stock 10 mM) 

1 µJ C Dilución 1 :.aO del sioc:k 
40U/u.U 
2 f.ll hcxamcros (stock 1 o x) 

ó J Jil iniciador 2 ( Dilución 
1: 10 del stock 4. 7 nmoUu.Jl 



5U 2 Id (Dil. 1:10 stock 2S U/f.ll) 

c.b .. 20 volWncn lota! 

CODdicioees de ~cción: Cuando se utilizan He.s.uncros: 10 minutos a 25ºC. 45 minutos a 

42°C y 5 minutos 94°C .. 1 Ciclo 
Cuando se utilizó el Iniciador 2: 45 minutos a 42ºC y S minutos a 94ºC ,. 1 Ciclo 

Anles de tcnninada la corrida de RT. se prepararon las mezclas para la PCR adicionando Jos 
reactivos en nuevos tubos en la siguicn&c secuencia (excepto el cDNA y la enzima Taq): 

Coac:eatnción 

2 rnM 
1 X 

•lqicqdorz 

•Enzima T .. Poi. 2 u 
• ·-- t:91éril c.b.o . 

Volúmen 
20 uJ (Vol.de rx. de la RT> 
4 u1 (aock 25 mRA 

8 Ji1 (Slodc. IOx) 

3 µ.I (dil. 1:10 stock 4.7 
nmoVul> 
3 µJ (dil. 1:10 stoc::lt 4.7 
~11u1i 
2 u1 t dil. I :S stock 10 U/u.J) 
100 tal lVolUmcn total> 
JOul 

Condiciones de reacción: 30 segundos a 94ºC. 1 minuto a SSºC y 1.5 minutos a 72ºC 
.. 40ciclos 
Al ténninar la rcacc:ión se mantuvicroa las muestras en hielo. 

5.1.S.- AnAlisis de los productos de DNA obtenidos por la &écnica RT-PCR de las direrenles 
ci1ociaas. mediante electrororesi.s. 

Se prepararon geles de aprosa al l .S•/._ disolviendo 1.5 g de agarosa en J 00 mJ del 

amortiguador TAE •. calcnrando par.a favoR:Cer la disolución. Va fundida la aga.rosa se 

adicionaron 3 µI de bromuro de ctidio y se vertió en la cámara de clcc:trof"oresis. colocando los 

peines para la aplicación de las muestras dejándolo solidificar. Después se agregó el 

amortiguador sobre el gel hasta cubrirlo. se retiraron los peines y se procedió a introducir las 

muestras en las ranuras. ro.nando S-7 µI de los productos de RT-PCR mezclados con 

amortiguador de muestra para electroforesis (stop-mix). 

+ Ver Apcndicc 
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Fina1mc:alc .., aplicó una fuc:rz.a clcctomotriz de 45 ó 60 volts por espacio de 1 a 2 hr para cJ 

- cofrimic:nlo de las muestras. El sel se observó en un analizador de imir&cncs de U. V. 
(IS-1000 Digilal ~ syslem). 

6.1.1.- A.alisis de I• eapresi6n de molHulu de activaci6n y/o meMOria mediante 

m..--........a. indirecta (Cl'.M2L y CIM4) y de lu repones varibles de la cadena O 

(VD.•) - ._or par• .... ._de i. e.el ... T (TCR) - ... •11bpobt.ci- CD4 y CDS de 

los lialecil .. T. 

Para d análisis de la cxpn:sión de éstas moléculas. asf como la purificación de los L T 

(J.1.2.). a Ulilizó un cilómcUo de flujo. Este aparato se basa en incidir sobre cada una de las 

células de una muestra. una fUc:ntc de luz l&scr. delcnninando de manera concisa su tamaiio y 

complejidlld; mientras que si las células fueron tcilidat con algún Ouoroc::romo (FITC. PE. etc.). el 

mismo apandO dclcrminaní la intensidad de fJuorcsccncia y cJ porcentaje de las células 

o~ (células positivu). 

Para éae anatisis se partió dt células de baw que prow::aian de ani.maks inmuniudos con 

poriaas de SollltOIV/la ryphl. libres de critrocilos y estimuladas in vltro por espacio de 3 y 5 días 

(sqún 5.1. J) . .En el momear.o del análisis. las células se cosccbaron y purificaron pasándolas a 

haw!s de dos placas inmunoadsort..nres (3.1.2.). Finalmcnlc los linfocitos T purificados se 

c:ctkK:uon ea placas de f"ondo redondo. ajustados a 1x105 célulaslpoz.o. Los linf'ocilos T se 

n=si•sprwticron en 200 1.d de PBS y centrifugaron a 1,800 r.p.m. 2 min .• el PBS se retiró y se 

prosiguió con el siguiente esquema de Unción. Este esquema incluye el ana.Jisis de CD62L (L

sclcctUa). Cl>44 y las regiones variables 6. 1 1. 17a y 8.112/3 de la cadena O del TCR. además 

del 3"'lisú de purificación de los linfocilOs T (3.1.2.). 

Nota: Par.a el análisis de las regiOPC$ 8.1/8.2/8.3. se utilizó un sólo anticuerpo que reconoce una 

ftaccic. COftSCl'Vada en las ucs regiones. 

Leyam. dcJ esquema para Ja doble tinción realizada a los linfocitos T CD4 y T COK. 

Rat.Biotin = lgG de cabra anti-rata conjuga.c:to" a Biotina; Thy 1.2 = lgO anti-Thy J .2 de linfocitos 

T de talOn; PE = Estrepioavidi.na-Ficocritrina {naranja) FL2; anli-Macl = JgO anti-Mac 1 de 

macrófaaos de ratón; nu-FITC = lsG anti-rata conjugado a FITC (verde) FLI; ratón-FITC = 
lgG anli·nuón COfliu&*lo a FITC (""rdc) FL 1; Y.P. = Yoduro de Propidio (rojo) 



ESQUEMA DE DOBLE TlNOON EN LINFOOTOS T Cll4 (6.1.1.) 

Incubación 1 Conttol (·l 1CD4/CD62L1 CD4/CD44 I CD4/CD8 I CD4ND6 1 CD4NDl l I CD4NDl7a 1 CD4ND8 

B ~ Se adicionó 200 µl de anticuerpo anli.CD4 a cada uno de los pozos (del 2 al 8). !ter. puo 1 
Se lal'aron las células 2 mes con PBS al 2%de SFB, ccntrifug¡ndo a 1,800 r.p.m. 

¡10 min. ~·e 1 Se adicionó 200 µI (IOµglml) de lgG de cabra an1i-rat:1 conjugado a Biolina a todos los pozos (1·8). \ido. puo \ 

1 REALIZAR EL LA VADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE . 1 

\io min. 4ºC \ Se adicionó lOOµl de Estreptoa1idina·Ficocritrina (PE) a lOµg/ml a todos los pozos (l·8). j:ier. puo j 

1 REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. l 

30 min. PBS anti·CD62L 1 anti·CD44 I anti.CDS 1 anli·Vn6 1 anli·VDll I anti-VDJ7a 1 anti-VDS I 410.puo 

4'C 

po min ~·e 1 A los pozos l-6 se adicionó 100µ1 del lgG anli·rala coajugado a FITC (JOµg/ml). \1oo¡tldc lgG ralón·FITC j \s10. puo \ 

1 REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. 1 

1Se resuspendicron las células en 500 µl de Yoduro de Propidio (Y.P.) a una coneenttación de (IOµglml), pasándose a tubos 1610 puol 
indiliduales, y de inmedialo se lc¡tron las muestras en el citómctro de flujo. 



ESQUEMA DE DOBLE TINCION EN LINFOCITOS T CDB (6.1.l.) 

lncubaciónlCD8/CD62L\ CO&/CD44 \ CD8NB6 ICD8NBlllCD8N617al CD8NB8 1 LT 1 ~Ws !control(· 

\iomin.~·c \ \scadicionólOOµldeanticuerpoanti·COhlospozos l a!6. \ ~ \anli·~lat \ \ PBS--n1~;~~\ 

Se la\'aron las células 2 mes con PBS al 1% de SFB centrifugando a 1,800 r.p.m. 

\io min. ~·e 1 Se adicionó 200 µI (IOµg.lml) de lgG de cabra anti·ratatonjugado a Biotina a todos los pozos {1·9). jzdo. paso 1 

1 REALIZAR ELLA VADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. 1 

\io min.4ºC \ Se adicioni> 100µ1 {IOµg.lml) de Eslrtploa1idina·Ficoeótrina (PE) a todos los pozos (1-9). ' \ ler. paso 1 

1 REALIZAR EL LAVADO COMO SE REALIZO ANTERIORMENTE. ____ -~ 

30min. 1 anti-CD62L} anti-CD44 } anti·V66 } anti-VBll } anti-V6!7a} anti·VBS } anti· PBS PBS 1 4to. puo 

Thvl.2 

'--------------' ~gGanti·ratonconj. a ITTC(lOµg.lml).. \ EJ \ 5to. paso \ 

1Se resuspendieron las cilulas en 500 µI de Y aduro de Propidio (Y.P.) a una concentración de lOµg.lml, pasindose a tubos 
iindividu:iles, )'de inmediato se le¡tron las mue.11Jas en el citómetro de flujo. 

1 6ro. paso 1 
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V. RESULTADOS 

1.- Ensayo de prolireración de linfocilos T conlra porinas de Salmone/la typhl. 

Con el propósito de conocer las condiciones óptimas de cstimulación in vflro, y obtener 

una. máxima proliferación de linf"ocitos T provenientes de ratones inmunizados con porina.s de 

Salmone/la typhl, se determinó el número de linfocitos T y concentración de antígeno que se 

requería para llevarlo a cabo en placas de 96 pozos. En la figura JA se puede observar que Ja 

máxima respuesta de prolif"cración se obtuvo con 125 µg/ml de antígeno y 2xl06 de linfocitos T/ml 

para la cepa C57Bl.../6J (86); mientras que para DBA/2 (02) esta respuesta (figura 1 B) se obtuvo 

con 100 µg/ml de antígeno y 2xl06 linfocitos T/ml. Estos resultados rucron aplicados en los 

subsecuentes experimentos en Jos que se analizaron 1a expresión de RNA mensajero para 

citocinas. regiones variables de 1a cadena n (VB"s) del TCR. y determinación dc1 f"cnotipo de 

linf"ocitos T :ictivados y/o de memoria. 

2.- Dclcrminaci6n del parrón de Cltpre.sión de RNA mensajero de cilocinas mediante la 

técnica de RT-PCR. 

Con la finalidad de conocer el patrón de citocinas que expresan una población de 

csplcnocitos totales estimulada in vltro con pario.as de Salmonclla typhl, se analizó la presencia de 

RNA mensajero (RNArn) para las siguientes citocinas: IL-2. IL-4, ILIO e JFN-y y en macrófagos 

de peritoneo, JL-12. En.Ja figura 2 A se muestra la cinCtic:i de expresión de RNAm para intcrfcrón 

garnnm (IFN-y) en la cCpa B6, donde se expresa a partir de las 10 horas (c:irril 5) de cstimulación 

un producto aproximadarncntc de 570 pb que pcnnanccc: hasta las 1 M horas, obscrvoi.ndosc la 

mayor intensidad a las 12 y 14 hr (carriles 6 y 7); mientras que en la cepa 02 el RNAm de IFN-y 

apareció desde fas 6 horas y pcmlallcció hasta las JO horas (carrik.-s 3 al 5). L:l p..-csencia del 

RNAm para intcrlcueina-4 (IL-4) se dió en :unba.s ccpa.s desde el inicio de la estimulación e incluso 

en csplcnocitos de ratones no irununcs (carril 1. figuras 3A y 3B). disminuyendo coniom1e 

aumcnt:aba el tiempo de cstimul:tción. Como testigo positivo se analizó la expresión de RNAm para 

OAPDH (Glieeraldehido-3-Fosfoto-Deshidrogenasa). a las cero horas no detectó, pero durante la 

cstimulación in vltro fo. expresión se mantuvo constante (figura 4). 

La expresión de RNAm para IL-12 se dclenninó en macrófogos de peritoneo (In vivo) 

observando que en la figura 5. se detectó al 3er dia después de Ja segunda inmunización. El testigo 

positivo OAPDH se dclectó al primer. tercer y quinto día post-innlUnización. 

Nota: No se muestran resultados de Ja cxprcsióll de RNA.nt p:ara las citocina.s IL-2 e IL-10. 
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3.- Eval...ci611. de .. semerKiba de anticuerpo• porÑU·-apedlico• de respuesta sec:uadaria, 

proveaieetes de....._ --·-hedos coa poriw de~ typlll. 

CtXI el objdo de evaluar los titulas de anticuapos {respuesta humoral) inducidos por la 

inmunización de animab con. porinas de Salnt0nella typlrl. se analizaron Jos sucR>S provenientes 

de éstos animalca modiamc ensayos inmunocnzimaticos en lllsc sólida (ELISA) según lo señalado 

en métodos (4.1.1.). En la figura 6 se prc:sc:nra la curva de gcacra.c:ión de anticuerpos y cada punro 

dc:tenninado RfH''eseata el triplicado del titulo 1: 100 de cada uno de Jos sueros. Desde el primer día 

después de la sqpmda inmunización se presentaron anticucipos específicos; corüormc el tiempo 

transcunia aumentaba la producción de los anticuerpos. observándose un pico de mayor respuesta. 

al dia 17 y prcrmancciendo hasta el día 30 en que se realizó Ja última dctcnninación. Este 

comportamiento fÜc muy similar para ambas cepas. 

4.- Determiaaci6a de lo• Uotipos de anticuel'pO• poria•-c.pcdficos inducidos por a. 
inmwaiaad6a CCNI porilla. mediante la lknk• de ELISA-indiredL 

p.,. dcccmúnar los isotipos de Jos anticuerpos anti-po~ se an:ilizaron Jos sueros del 

c:xpcrimcmo anterior (figura 6), mcdian1c ensayos inmunoenzimáticos-indircctos (ELISA). En la 

figura 7 A que corresponde a la cepa 86 se presentó una respuesta humoral mediada por 

anticuerpos IJl(l2b e lg03 y en menor proporción lgG 1 e lgM; mientras que en 02 (figura 78). se 

detcc:tó los anúc::uc::rpm: lg02a e lg02b (figura 78). Cabe sci\alar que el aná.Jisis se Ucvó acabo 

ulilizando dilución 1: 100 de los sueros del pico m4xirno de respuesta secundaria (días J 7 y 30). 

5.- Evahaaci6a ele a. pul"l2al de liaf"ocitos T lotales provenientes de ratones inmunizados coa 
porinu de S. ,,,,,,.,, 

Para el análisis de la expresión de moléculas involucradas en Ja generación de memoria 

inmunológica de linCocitos T. se necesitaba conrar con una población que presentara una elevada 

pureza.. por Jo que mediante por inrnunofJuorcsccncia indirecta se dcrcnninó el porcentaje de 

células contaminanacs. Para cJ análisis se utilizó el anticuerpo anti-Mac 1 para conocer el 

porcentaje de mació&raos CCXltaminanCCS. obscrvándosc en la figura 8 A que un 6% COITCSpoodia a 

dicha población.. el 1% a linfocitos By el 92% de células negativas que corresponde a litúociios T: 

micnuas que cuando se utilizó el anticuerpo anti-Thy 1.2 contra linf'ocitos T totales (figura 88). 

se obluvo entre el 90% y 92% de linf"ocitos T o Thy 1 .2+ y el 8°/o células No T. este pon:c:ntaje 

corrcspondia a los macrófagos y linf'oc:itos B mostrados en la figura 8A. Este aruilisis se realiz.D a 

los 0.1.3 y 5 dias post-cst.imulación in v11ro para ambas cepas {según mCtodos 3.1.2. y 6.1 l.). 

prescnlando &odas cllol patrones de purificación muy similares. 
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6.- Determinación del fenotipo de memori• y/o activaci6n en faafocilos T purificados de 

ratean inmuniuldos coa poriau de S. typlll. 

Con la finalidad de conocer el f'cnolipo de memoria y/o activación en linf'ocitos T 

pnwcnic::ntcs de ratones inmunizados con porinas. se realizó una cinetica en donde se estimularon 

los lilúocitos T (L T) in v/tro., y a los dias O. 3. y S se tomaron y analizó. por i.nmunoOuorcscc:ncia 

indirecta. la cxpn::sión de las moléculas CD62L y CD44 involucnadas con el f'cnotipo de memoria 

inmunológica. Estas rnol6culas indican la migración selectiva de los LT en reposo ó activados y/o 

de mcmori~ hacia los diferentes sitios donde se encuentre el antígeno. 

Nota: En todos los histogramas de las figuras 9 a la 16. se mide en las abscisas la intensidad de 

OuOC'CSCCDCia 1 CFL 1-Hcight) que com:spondc a la cantidad de moléculas analizadas. expresadas 

en las células~ mientras que en las ordenadas se muestra el nÚJDCro de eventos ó nlimcro de células. 

MI y M2 corresponden a las rcgiollcs (ó poblaciones) 1y2. siendo la MI la población "positiva .. 

para la molécula que se está analizando. donde debe colocarse c:ntJ'c IO:z y 10' de FLI; y la M2 es 

la población '"negativa"º ó la que expresa en menor proporción dicha molécula.. colocandosc entre 

10° y 102 de FL 1 . En cada región se representa el porccn1ajc de la población. así como la media de 

fluon::scencia (MF). ésta última es la media de la intensidad del canal de Ouorcscc:ncia (que en 

fonna práctica significa un promedio de la cantidad de moléculas prcscnles en las células 

"positivas ·i. 

L• penlid• en I• e.presión de .. molécula CD62L ó L-selcdina iadic.ai la prcsenci• del 

ícaotipo de memoria y/o activ•ción en W subpobl•cioaes CD4 y CDS de los linfocitos T 

proveaientes de 1 .. cepas B6 y 02 inmunizados con porinas de S. lyp/li. 

En la rasura 9 se presentan las cinéticas (A y B) de expresión de la molCcula CD62L ó L·sclcctina 

en las subpoblaciones CD4 y CDS de los linf'ocitos T. de la cepa 06. 

La cinética A corresponde a llnfocitos T CD4. AJ día O (A 1) que concsponde a linfociros no 

irunW1CS. observándose una sola población con el 78% (M 1) que expresa gran cantidad de la 

molécula CD62L. presenta.fido una media de Ouorcsccnc.ia de 668. La población M2 con tan sólo 

el 22% se considera que no expresa CD62L. AJ dia 3 (A2) se observa que la población M 1 

aumentó de 78% a 92% y la mc:clia de fluorcsccncia de 668 a 758. awncniando el número de 



células que expresa CD62L en mayor proporción. AJ dia 5 (A.3) M 1 disminuyó de 92% a 45%. 

aumenlando a la media de Ouoccscencia de 758 a 816. Mientras que la población M2 que no 

expresa CD62L aumentó a 55%. 

La cinética B que conespondc a los linf'ocitos T CDI. pracnla un comport.arnient scmcjantc a la 

cinética A. Al ella O (B 1) la región M 1 presenta la población que cxpn:sa una elevada 

conccnbación de CD62L con 95% y media de Ouoracc:ncia de 1241. siendo mayor la expresión 

de ésta molécula a la pn:scntada por los linfocitos TCD4 (Al). AJ día 3 (02) la población MI 

disminuyó ~te de 95% a 92o/o. asi como la MF de 1241 a 891; esto da como n:sultado un 

aumento liilcfo de la población M2, que presenta baja expresión de CD62L (8%). Al dla S (B3) se 

observa la misma tcndcnc::ia a los días anteriores. donde el porcentaje de la población M 1 que 

expresa CD62L disminuyó a 52o/o así como la intensidad de fluorescencia a 756. 

En la &s-r• 10 se presentan las cinéticas (A y 8) de or:prcsión de la molCcula CD62L en las 

subpoblacioncs CD4 y CDS de los l.inf'ocitos T. de la cepa D2. Esta cinética presenta un 

c:omportamienlo similar a la ocpa D6. 

La cinética A corresponde a linf'ocitos T CD4. Al dia O (Al) el 75% de la población roul o MI 

cx.prcsó una sran cantidad de CD62L con una fluon:sc:cncia media de 701. Al dia 3 (A2) la 

población MI. disminuyó de 7.5% a 67% sin cambio significativo en la intensidad de fluorcsccncia 

(790); mientras que la población con baja expresión de CD62L ó M2 aumentó de 25% a 33%. Al 

dia 5 (A3) se prcsc:nta la mislna tendencia a los dias anteriores. la población M 1 disminuyó de 

67% a 54,....._ asi como la media de fluon::sccncia a 576; en tanro que la población M2 aumentó de 

33%a46"-. 

La cinétic:a B corresponde a Ja cinética de expresión de CD62L en Jos linf"ocitos T CDS. Al dia O 

(DI) se presenta una población maYorit.aria (MI) que expresa gran cantidad de CD62L con el 88% 

y 995 de media de Ouorcsccncia. Al día 3 (82) M 1 aumentó ligeramente de 81% a 90% 

disminuyendo la MF a 604. Al dia 5 (83) ésta misma población disminuyó de 90% a 59% 

aumentando ligeramente las unidades de Ouorcsc;.cnc:ia a 7 J 4 _ 

En las cinéticas A y B correspondientes a las figuras 9 y 1 O (de ambas cepas). en las dos 

subpoblacioncs de células T (CD4 y CDS). se presenta el mismo cícero en la disminución en la 

expresión de CD62L. al aumentar el tiempo de estimulación con el ancigcno 



35 

El awneato ea .. espresi6n de .. mol&ula CD44 ea las subpoblacioncs CD4 y coa ele los 

lialocitos T espedficos. pone de aaaair.esto un reaotipo de maaorim y/o activad6n ea contra 

de las poriaas de S. typl.i en ratomes -..uaizados de las cepas B6 y 02. 

En la liaura 11 se prcsc:naan las ciné:cicas (A y B) de expresión de la molécula CD44 en las 

subpoblacioncs CD4 y CD& de los linfi:>citos T. de la cepa 06. 

La cinética A concspondc la expresión de CD44 en linfocitos T CD4. Al dia O (A 1) se pn::sc:ntan 

dos poblaciones una de ellas más ..,.ndc (MI) con el 54% y 1232 de media de Huon:sccncia. la 

cual expresa la molécula CD44 en mayor proporción; mientras que la poblaciOO M2. no es 

.-lmcntc negativa a expn::saJ" CD44 ya que presenta 90 de media de Ouon:sccncia. Al ella 3 (A2) 

la población M l prácticamente se mantuvo (53%) pero la intensidad de fluorcsccncia aumentó de 

1232 a 1316. Al dia S (A3) MI aumentó ligcr.uncntc de 53% a 56%. presentando una media de 

Ouorcsc:.cncia máxima de 2102. El awncnco en la media de fluorcsc:c:ncia registrado. significa una 

mayor concentración de moléculas CD44 en la superficie celular. 

En la cinética B se observa el oomporlalnic:nto de CD44 en los linfucitos T CDB. Al día O (Bl) se 

observan dos poblaciones. M 1 que expresa gran cantidad de mol6culas CD44 c::on 66% y 1203 de 

MF y M2 con 34% prcscntando baja expresión por tener 119 de media de fluon:sccncia. Al dia 3 

(82) las poblaciones M 1 y M2 no presentaron cambio en los porcentajes. pero la media de 

fluorcscc:ncia de la poblacióa M 1 disminuyó casi dos vc:ccs su valor. de 1203 a 698. Al día S (03) 

la población M 1 disminuyó de 66% a 62o/o,. aumentando Ja MF casi 3 veces su valor de 698 a 

J 862. por lo que el nümcro de moléculas CD44 aumentó 3 veces más con respecto al dia 3. 

En Ja fisura 12 se prcsc:ntan las cinéticas (A y B) de expresión de la molCcula CD44 en las 

subpoblacioncs CD4 y CDS de los linCocilOs T. de Ja cepa 02. 

La cineaica A concspondc a la expresión de CD44 en linfocitos T CD4. AJ día O (A 1) se presenta 

sólo una población bien definida con el 77% (MI) y 1285 de media de nuorcsccncia. la cual 

expresa CD44 en aira. proporción; mientras que la Olra población (M2) con 23°/o y 120 de MF. 

expresa en menor proporción la misma. molécula. AJ día 3 (A2) Ja población M 1 aumentó de 77% 

a 19o/o. a.si como Ja MF de 1285 a 1686. AJ día S (AJ) MI disminuyó de 89% a 39"/o. mientras que 

la media de fluorescencia aumentó de 1686 a 2192. por lo que Csta población al parecer pequeña 
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expresa una mayor concentr.c:ióa de moléculas en Ja superficie celular. La población M2 aumentó 

de 11 a 61 'Y-. expresando~· cantidad de CD44 por pcacntar 10 de media de Ouorcsccncia. 

La cinética B presenta el comportamiento de CD44 en Ji.nf"ocitos T CD8. Al día O (B 1) la población 

MI con 75% que expresa ea mayor proporción CD44. pn:scnta 1307 de intensidad de 

fluorescencia. Al dJa 3 (82) MI disminuyó de 75% a 66%, mientras que Ja media de Ouorcsccncia 

aumentó de 1307 a 1740. AJ día 5 (03) las dos poblaciones que se prcscntan aJ día 3 se encuentran 

mi.s definidas; M l disnúnuyó de 66% a 28"Ya. disminuyendo la MF a 1566. Mientras que M2 

aumentó de 34% a 72% y la MF disminuyó de 180 a 129. presentando una expresión media de 

CD44. 

El comportamiento de la molécula CD44 es muy similar en las cinéticas A y B de las dos cepas 

correspondientes a las figuras 11 y 12. aumentando la expresión a medida que el tiempo de 

cstimulación transcurria. 

La tendencia en las subpoblaciones de Jos linfocitos T (CD4 y CDS) en Ja disminución de 

la expresión de CD62L. y por lo consccuc:ncc el aumento en la expresión de CD44 al aumentar el 

tiempo de cstimulación. le hemos asignado el f"cnot.ipo CD44-../CD62L ...... 

7.- El •n61isis de I• esprai6n de rqiones Y•riables de la cadena O del TC~ ddermina un 

repertorio restrinsido de liafocitos T-espedficos en ratones inmunizados con porinas de 

SalntDfte/I• l,Yplli. 

De acuerdo con los resultados anteriores. para el análisis de las regiones variables de la 

cadena O del TCR. se partió de linfocitos T estimulados in Vitro con las porinas a los dias o. 3 y S. 

Las regiones de estudio fueron 6. 11. 17a y 8.118.218.3. 

Como en el análisis anterior. los his&ogramas presentan en las ordenadas. # de eventos y en la 

abscisas. la intensidad de fluon:sc:cncia 1 (FL J-hcight). 

Linfocitos T CD4 y T CD8 provatie:nta de n1tona: inmunizados con porinas de S. typ/11 de 

las cepas B6 y 02 eapra- .. reai6a VOl7• en el receptor de: I• célula T. re:slrinaido para el 

re:conocinüento ciertos epitopos de las porinas. 

En la fiaura 13 se presentan las cinéticas (A y B) de expresión de la región variable 17a de Ja 

cadena O del TCR en las subpoblacioncs CD4 y CDB de los lirüocitos T. de la cepa 86. 
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t.. cin«ic:a A corresponde a linf"ocicos T CD4. Al dia o (A O linfocitos no inmunes. se presenta la 

poblac:ióa M2 con el 98% Y media de Ouon:scc:ncia de 6 que no expresa la región variable l 7a de 

la - ft en el TCR. Al dla 3 (A2) M 1 con el 16%, expresa la n:gión VBI 7a con 325 de media 

de OUOl"ISCC:DCia. AJ dia S (AJ) MI awnc:ntó del 16% a 80% sin cambio significativo en la media 

de Ouoraccncia. 

La cin6bca B muestra la expresión de la misma región VBJ7a en los lirúociros TCD8. AJ día O 

(81) la población M2 con el 96% no expresa la rqión VB17a. Al dia 3 (82) la población MI 

awncm:.ó de 4% a 31% pccsc::ntando 362 de inrc:nsidad de: Ouon:::sccncia. por lo que la región VBJ7a 

se exp.-csa en alta proporción. Al día 5 (83) M 1 aumcnaó Jigctamcntc de 31 % a 36% expresando 

VBJ7a ca una mayor cantidad. por el aumentó de la media de fluorcsccocia de 362 a 840. 

En fa fisura 14 $C observan fas cinéticas (A y B) de expresión de la región variable J ?a de la 

cadena 11 TCR en las subpoblacioncs CD4 y CDS de los linfocitos T. de la cepa 02. 

La ciaCfic:a A corresponde la expresión de VO l 7a en linfoci&os T CD4. AJ dia O (A 1) Ja población 

MI ca1 97% y 5 de MF no expresa la región V017a. AJ día 3 (A2) la población MI con 14% 

expresa V817a en mayor conccntnación. prcsc::ntando 455 de intensidad de fluorescencia. Al día 5 

(Al) MI aumentó de 14% a 8J%disminuycndo la media de OuOl'CSOCDCia de 455 a 312. 

La cinc!tica B muestra la expresión de la región. V017a en linfocitos TCD8. AJ día O (BI) Ja mayor 

parte de la población CDS .:on 96% (M2) no expresa la región VBI 7a. Al dla 3 (02) M 1 aumentó 

de 4% a 72%. CJl¡>rcsando VBl7a en elevada proporción pn::senlalldo una MF de 460. Al día 5 

(03) MI se incn:mc:nró de 72% a 85% mantcniérxk>sc alta la MF. 

En las cinéticas A y B (de ambas cepas) se observa el aumento en el númcJO de céJulas T. tanlO 

CD4 como CDI. que expresan la región VOJ7a; asi como el número de n:-ccptorcs en Ja superficie 

celular. Este cambio es muy significativo aJ dia 5. 

La m....-.ci6n de ratones de las cepas B6 y 02 con porinas de S. 1yplli., induce la 

proliferaci6a de Unrocitos T C~ y T CDS que espraan las rqiones V08.l/8.2J8.3. 

En la ficura IS se observan las cinéticas (A y B) de expresión de las regiones variables 8.118.2/8.3 

de la c.adc:na B del TCR en las subpoblacioocs CD4 y CDS de Jos linf"ocitos T. de Ja cepa 86. 

La cinC:lica A com:spondc al comportamiento de VOS.11213 cu linfocitos T CD4. AJ dfa O (AJ) 

linfocito$ no inmunes. M2 con el 57% no expresan la r-cgión VOl.11213; mientras que MI con el 
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43% y J 02 de medfa de fluorescencia si expresa Ja región. Al día 3 (A2) M l aumentó de 43% a 

68% manteniéndose Ja media de fluorescencia. AJ día S (A3) M 1 aumentó d_e 68% a 78%. asf 

como Ja media de fluorescencia 3 veces más, de J J S a JSS. 

En Ja cinética B se presenta Ja expresión de la región V88. J/2/3 del TCR en linf'ocitos TCDS. AJ 

dia O (BI) M2 con 92o/o no expresan la región V88.l/2/3. Al dia 3 (B2) MI con 13% si expresan 

la región Vil8. l/2/3, prcsent:uldo una media de fluorcsccncfa de 432. Al dfa S (BJ) M 1 aumentó de 

13 % a 92%. así como dos veces Ja MF. de 432 a 853. 

En Ja fi¡::ura 16 se observan las cinétieolS {A y B) de expresión de las regiones variables 

8. J/8.218.3 de Ja cadena ll del TCR en Jas subpoblacioncs CD4 y CDS de los linfocitos T. de Ja 

c:cpa 02. 

La cinética A corresponde a Ja cxpn.."'Sión de vns.J/2/3 en linf'ocitos T CD4. AJ día O (AJ) M2 con 

92% no expresaron Ja región Vll8.J/2/3. Al día 3 (A2) MI aumentó de 8% a 64% expresando Ja 

región VOS.112/3 presentando 110 de MF. Al día 5 (A3) M 1 aumcnló de 64% a 92%. así como fa 

media de fluorescencia 3 veces m:i.s. de 11 O a 386. 

En la cinétiC.3. B se presenta la expresión de la región V08. J/2/3 del TCR en linfocitos TCD8. Al 

día O (BI) el 60% de los linfocitos TCD8 (M2) no expresaron en el TCR fa región VB8.11213. 

micntr.ts que el 40% (MI) con 138 de MF. si la expresaron. AJ dfa 3 (82) MI disminU)'Ó a 22%. 

o:aumcnrando lo:a media de fluorescencia más de 3 veces (454). Al dfa 5 (B3) ésta misma población 

aumcn1ó h3.sta el 90%. registrando 3.S9 de MF. 

En las cinéticas A y B (ambas cepas) de las figuras 15 y 16. se observa como aumenta el número 

de células T. tanto CD4 como CDS. que cxpres:a.n la región ó regiones VOB.118.2/8.J. siendo 

mayor al dfa. 5: así como el número de receptores (TCRºs) que presentan dicha región ó regiones en 

Ja superficie celular. 
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Figura 2. Cinéticas de expresión de RNA mensajero para IFN-y en células de bazo 
totales pro"cnicntcs de ratones inmunizados con porinns de Salnronel/a lyphl. El análisis 
se llevo acabo por RT-PCR de acuerdo n lo dcscrilo en mClodos. A) cepa CS7BU6J; B) cepa 
DBA/2. CtuTil 1: P.M. 2: O hr linfocilos no inmunes~ 3 al 8: 6. 8, 10, 12, 14 y 18 hr post
cstimulacion in vllro, respectivamente. (Pam la edición de las imágenes se utilizó el progranm 
Folosrylcr y Word para Windows). 
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Figura 3. Cinética de c.spresión de RNAm p•r• IL-4 en células de bazo torales 
provenientes de ratones inmuniudos con porinas de Salmonel/a tpphl. El análisis se 
Ucvo acabo por RT-PCR de acuerdo a Jo dcscriro en métodos. A) cepa C57BlJ6J; B) c:cp3. DBA/2. 
C.1rril 1: P.M. 2: O hr JinJbcilos no inmunes; 3 al 8: 6. 8. 10. 12. 14 y 18 hr pos1-cstimulacion In 
virro, rcspectiv.uncnlc. 
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Figura 4. Ciniticas de espresión de RNA.m para GAPDH (la:li&o positivo) en células 
de bazo totales provenientes de ratones inmunizados con porinas de Salmon~l/a 
ryplli. El ani.lisis se llevo acabo p:>r RT·PCR de acuetdo a lo descrito en métodos. A) cepa 
C57BLJ6J; B) cepa DBA.12. Catril 1: P.M. 2: O hr linfocitos no inmunes; 3 al 8: 6. s. 10. 12. 
14 y 18 hr post-cstimulacion in vuro. rcspccti\.·amcnlc. 
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Figura 5. C~ca de espresióa de RNA mensajero para IL-12 ea macróraeos 
perito.ala provenias1es de r•loaa: C57BL/6.J h11111111.iz:ado• con porinas de 
S•bwoltldl•ljlplai. c.anilcs J yB P.M.; 2 al 4. ILal2 a losdlas 1.3 y 5~de la segunda 
Uununiuci6n. 5 al 7 GAP J. 3 y 5 dias posa~2da. inmunización. 
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0.5- •• l•c57BU6J c::JDBA/2 

o -·f'-~~~--,-~~~-.~~~~.....-~~~..,..-~~~--.~~~~-r 
o 1 3 5 

tiempo (días) 

8 17 30 

Fia.,-ura 6.- Cinética de producción de anlicucrpo• porina-cspecificos de respuesta 
secundaria (l&C) analizado• por medio de la técnica de ELISA-dirc4:ta.. Los sueros 
provcnicncn de rnloncs inmuni7.ndos con porirla$ de S. 1yphl. 1omados pos1-scgunda
inmuni2:1ción (l. 3. s. 8 0 17 y JO dias). C.-.da punto de la curva representa una dctcnninación 
rc.'lli7 . .-.cfa por triplicado. de Ja titulación de an1icucrpos. pro\'cnicnlcs de una dilución l:JOO 
de los sueros. 
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Figura 7.- lsodpHicación de los anticuerpo• porinu - apcciflco• mediante la tknica 
de ELISA-indirccta. 1.:1 dclcnninación se realizó en Jos sueros de los dias 17 y 30 (mayor 
rcspucs1:i} en dilución 1: 100. A. cepa C57BL/6J; B. cepa DBA/2. Las barras son el 
resultado de una dclcnninación rc.'llizada por lriplicado. en 3 r.uoncs de cada cepa. 
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PLI~ CONTAMINACJON' POR MCll Y LB 

'S? 1'6J.a. 

~ . ·.:. !:~'.?:~\ .. :. 

PUREZA. DE LINFOCITOS T 

Fiaura 8.- Ci1omctria de Rujo de Ja purcz.a de linfocitos T por inmunonuorcsccncia 
indirecta. A. Conlaminación por Macrófagos (M,."s) y linfüci1os B idcnlificados por el anli
Macl (FL-2) y anli·lgG de ralón (FL-1). rcspcctivnmcnlc. B. Población de linfocitos T 
101aJcs idcmificadospor el anli-Thy 1.2 (posilhtos para FL-1). Nótese que éslc palrón de 
purificación. se presentó de m.'lncrn scmcjanlc en todos Jos cnsos en que se realizó cJ estudio 
de las molécuJas de memoria y regiones VJJ • s en los linfocilos T. 
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Fi¡:ura 9.- Cil:omctría de la inmunoQuorcsccncia indirecta de las cinéticas de c.x-prcsión de 
CD62L (MELl4) en linfocitos T CD4 y CD8 provenientes de ratona de la cepa C57DL/6J 
inmunizltdos con porinas de Salmon~lla 1.Jplli. (A) linfocitos CD4+ y (B) Jinfocicos CDS+. © Ola O, 
Jinfocicos T de bazo de ratones no inmunes; C2> y Q> dfas 3 y S pos1.-cstimulación In vltro de csplcnociros 
totales con el nnllgcno (JOO µg/ml). Abscisas. intensidad de fluon:sccncia J (Hcight FLI); ordenadas, 
número de cvcn1os. MI y M2: población 1y2. MF: ntcdia de fluorescencia. CD4+"'1ELJ4 I CDB+MEL14: 
Jinfoci1os TCD4+ ó TCOH+ nnnlizndos con cJ anticuerpo MELJ-1 (nnti-CD62L). 
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Fie,ura 10.· Citomctría de la inmunonuorcsccncia indirecta de las cinéticas de e:sprcsión de 
CD62L (l\.tEL-14) en linfocitos T CD4 y CDS provenientes de ratones de la cepa DBA/2 
inmunizados con porinas de Salmonella typhi. El nn:ilisis de la c:.xprcsión se dctcnninó por 
inmunonuorcsccncia indirecta, cuantificacb por citomctria de flujo. (A) linfociros CD4+ y (B) lin.Cocitos 
CDS+. CD Di:t O, linfocilos T de bazo de r.uoncs no inmunes; <2> y CD dfas 3 y S post-csUmulación In vitro de 
csplcnocilos lolalcs con el anlJgeno (100 µg/rnl). Abscisas, in1cnsidad de fluorescencia 1 (Hcight FL1)~ 
ordenadas. nUmcro de cvcnlos. MI y M2: población J y 2. MF: media de nuorcsccncin. CD4+~LJ4 / 
CDB+MELl-1: linfocilos TCD4+ ó TCDS+ analizados cou el ;mlicucrpo l\llELl-1 (anti-CD62L). 
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Fi¡:ura 11.· Cil:ometria de Ja inmunonuoresccncia indirecta de las cinéticas de expresión de 
CD44 en linfocitos T CD4 y CDS provenientes de ratones de la cepa C57DL/6J inmunizados 
con porinas de Sa/mondlo typh;. El nn."ilisis de Ja expresión se dcremlinó por inmunofluorcsccncia 
indircc1a. cuantifü:."lda por citornetrfa de flujo. (A) linfoci1os C04+ y (B) linfocitos CDS+. © Ola o. 
linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; Q) y CO días 3 y S pos1-cs1imulnción in vi/ro de csplcnocitos 
101nlcs con el antígeno (100 µg/mJ}. Absci~s. in1cusidad de fluon:sccncia 1 (Hcighl FLI); ordcnndas, 
nümcro de cvcnlos. MI y M2: población l y 2. MF: media de fluorescencia. CD4+CD44 I CD8+CD44: 
Jinfocilos TCD4+ ó TCDS+ an.:1liz;idos con el anlicucrpo anli-CD44. 
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Figura 12.- Citomdria de la inmunofiuorcsccncia indirecta de las ciniticas de expresión de 
CD44 en linfocitos T CD4 y CDS provenientes de ratones de la cepa DBA/2 inmunizados con 
porinas de .. \.a/niondla 1yp/1i. El análisis de In expresión se dclcmlinó por inmunonuorcsccncia 
indirecta. cu.·mtitic.,dn por ci1omcufa de flujo. (A) li1úoci1os CD4+ y (B) Jinfocilos CDS+. CD Dia O, 
linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; CD y Q) di:is J y S posl~limulaci6n in ''ilro de csplenocilos 
lolalcs con el anligcno (IOO µglml). Abscisas, inlcnsidad de nuorcsccncia 1 (Hcighl FLI); ordenadas. 
nümcro de ~·cnlos. M l y M2: población 1 y 2. MF: media de fluorcsccnci;i. CD4+CD4..J / CDB+CD44: 
linfocitos TCD4+ ó TCDB+ analizados con el anticuerpo ;inli·CD4-I. 
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Fi¡:ura 13.- Citometria de la inmunonuorcscencia indirecta de las cinéticas de expresión de vp 
t 7a en linfocitos T CD .. y CDS provenientes de ratones de fa cepa CS7BL/6J inmunizados con 
porinas de Sa/nione//a l.J'phi. El an.ilisis de Ja expresión se dclcnninó por inmunonuon:sccncia 
indirccl.a, cuant.ifiCólda por cilomctria de flujo. (A) Jinfocilos C04+ y (B) linfoci1os CDS+. CD Dia O, 
Jinfocilos T de bazo de rn1oncs no inmunes; Q) y <:'O dfas 3 y 5 post-cstimulación in vi/ro de csplcnocilos 
lolnlcs con el antlgcno (100 µg/ml). Abscis.'ls, intensidad de fluorescencia J (HcigJ1t FLJ); ordenadólS. 
nUmcro de eventos. MI y M2: población 1 y 2. MF: media de fluorescencia. CD4+VD17a I CD8+VD17a: 
linI"ocitos TC04+ ó TCDS+ analizados con el ;mticucrpo anri-VDJ7a. Es necesario hacer nolar que lólS 
poblaciones al dia O son negativas para c."presar Ja región J7a. cncon1nindosc cnlrc 10° y J02 de FL-1. 
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Fipr• t•.- Cirometri• de I• inrnunonuoresca.ci• illdireaa de las ~as de espresi6a de Vp 
17a a1 liafocitos T CD4 y CDS proweaieata de ratOlleS de la ttpa DBA/2 inmunizados con 
porinu de Sobnonella t,ypltl. El anAlisis de la Clqlf'CSión se dacnn.inó por inmunonuorcsc:cncia 
indiR!Cla. cuantificada por cilomctria de: Rujo. (A) linfbcitos CDt+ y (B) liÑocitos COR+. ro Día o. 
linCocilos T de bazo de ratones no inmunes: CZl y a> días J y !5 post-esl.imulación In vitro de esplcnoci1os 
toCalcs con el antJgc:no (100 µ.glmJ). Abscisas. in1cnsidad de Ouol'CSIC:Cncia 1 (Hcighr FLI); ordenadas. 
númcl'O de eventos. MI y M2; población 1 y 2. MF; mcdi.w de OUOICSICCl1Cia. CD4+V617a I CD8+V&l7a: 
linf"ocitos TCD4+ ó TCD8+ analizados con el anticuerpo anti~V&l7a. 
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Fi¡:ura 1 s.- Citometria de la inmunoOuorescencia indirecta de las cinéticas de expresión de VJl 
8.1/2/3 en linfocitos T CD4 y CDS provenientes de ratones de la cepa C57DL/6J inmunizndos 
con porinas de Salmonclla typhi .. El análisis de la csprcsión se dclcnninó por inmunofluorcsccnci:l 
indircctot, cuantificada por citomctria de flujo. (A) linfocitos C0-1+ y (8) linfocitos CDS+. CD Dfa O, 
linfocitos T de bazo de ratones no inmunes; Q) y Q) dlas 3 y S post-cslimulación in vllro de csplcnocitos 
totales con el anligcno (100 µg/ml). Abscisas. intcnsid.'ld de fluorescencia 1 (Hcighl FLI)~ ordenadas. 
número de a·enlos. MI y M2: población 1 y 2. MF: media de fluorescencia. CD4+VD8.l/2/J I 
CD8+VD8. J/213 : linfocilos TCD.4+ ó TCDB+ nnalizados con el anticuerpo anli·VDS.1/2/3. 
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Fiaur• 16.- Citometria de I• inmunoRuoresccncia indir.ect• de las cinilicas de csprcsión de Vf) 
8.1/Z/3 ea ünrodtos T Co.t y CDS provenienrcs de ratones de I• cep• DBAIZ inmunizados con 
porinas de So/monella typlli. El análisis de fa ocpn:::sión se dc:tcrnunó por inmunofluoresccncia 
jndircc:aa. cuanlificada por cilomcuia de flujo. (A} Jinf"oci1os COol+ y (B) Jinfociros CDS+. (J) Dia O. 
linfocitos T de bazo de ralones no inmunes: Q) y CI> dlas J y 5 post--cstimuJación /n vlfro de C$plcnoc11os 
1o&a.1cs con el anUgeno (JOO µg/mJ). Abscisas, in1cnsidad de OQOl'CSCCQCia 1 (Hcighr Fl... I ); ordenadas. 
nítmcro de eventos. MI y M2: población 1 y 2. MF: media de Ouorcscencia.. CD.a+VBH.l/2/J I 
CDB+VBB.11213 : liRfoci1os TCD4+ ó TCD8+ analizados aMti el &11tk:ucrpo ami-V&8. 11213. Es necesario 
hacer notar que las poblaciones aJ dfa O son negativas para expresar la región 8. 112/J. enc:on1rándosc cnlrc 
10° y 102 de FL·I. 

54 

f 
1 
i 
{ 
¡ 
i 
( 



VJ. DISCVSION 

En el cscudio de la Uvnun.icDd c:oatra bac:Ccrias intncclularc!I como Mycobacteri*M y 

LJ11,,ta. se ha ddcmUnado q11C la rcspucda inmune de tipo Thl es la~ principal pana su 

calb"OI y eliminación. En la infi:cción por SalM01Wlla. aún cuando se ha dcrcnninado la 

participación de linfocitos T CD4 y T coa y una U...-- _....... de .micucrpos. se 

dcsconocen los lllCCalÚsmos inducidos _. los .migcnos baclcrianoo. en panicular las .-;nas. _. 
lo c:ual cJ prcsc:ntc uabajo abordó el estudio de CSIOS macanismos. tras inmunizar a animaJc::s de 

laboratorio con porinas de Saltnonella ryphi. 

En Cstc contexto los resultados aqui oblaUdos revelan ucs puntos importantes. a) en 

primer lugar la inducción de una respuesta inmune celular o de tipo Th 1. evidc:nciado por la 

pn:scacia de RNAm pan IFN""I' e IL-12 en linfucitos T y macro ...... n:spcctivamcalc; adanás. la 

i--.;a de ..- rcspucsea humoral muy ~ con la ...-..,c¡án de antieuctpaS de las 

subc:lases lgG2ac lgG2bprinci~. b)cn __ I_ • .,_. ua ~~ 

en las poblaciones de linfocilos T CD4 y T CDll con m-ipo de memoria y/o aaiv.cióa 

(CD44-/CD62L->. e) y en tercer lugar. existe un ._...;o rcslriagido de linfocitos T 

cspccificos. que expresan las regiones variables 17a y 11.1111.218.3 de las cadenas 8 del TCR. 

(A) Inducción de una respuesta inmune celular o de tipo Thl al inmunizar núoncS de las 

cepas (con dif"c=tc fondo gcnCtico de susceptibilidad hacia Salmonella). B6 (lty") y 02 (ley'). 

con porinas de Saltnonella ryphi. 

Se encontró que los linfociros T prow::nic::ntcs de éstos tatoncs estimulados In vitro. 

expresaban RNAm para IFN-y a pulir de las 1 O ho<as en la cepa 86. y en la cepa 02 a las 6 

horas. Por°''° lado. macróf"agos de pcriloneo cxpn::saron el RNAm para IL-12 al rcn:::cr dia post:

sqund:I inmunización. sólo en ratones de la cepa 86. Estas dos citocinas son las n:sponsablc:s de 

inducir una respuesta de ripo Th 1. participando linfocitos T y ~rófagos principalmcnlc. Los 

macró&gos. al contac10 con el antígeno se activan y producen IL-12. la cual estimula la 

producción de IFN-y en linf"ocitos T y células NK. El IFN""')' aa.iva a los macrótagos induciéndolos 

a producir sustancias microbicidas. como derivados reactivos del óx.igcno (ROi). óxido nitrico por 

la enzima ó,Odo-nilrico-sinte1asa (NOS) y Cactor de necrosis rumoral alfa (TNF-a); adc:mas 
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provoca el cambio de isotipo en linfbcitos e. pruduciendo inmunoglobulinas propias de una 

respuesta de cipo Th 1 (46). Este cm:.o se observa en la cepa 02 predominando la subclase lgG2a 

y en la cepa B6 la subclase lgG2b. Estas subcla9cs de amicuc.pos tienen la capacidad de 

opsonizar. Ea~ la filaocitosU de antigenos partieulados. entre ellos la Salmonella )' sus 

antígenos. cxistic:ndo roccplorcs conba la fiacc:ión Fe (Fc-T) para éstos anticuerpos en macrófügos 

y ncutrófilos. Estos anlicucrpos tienen además la capacidad de fijar y activar aJ complemento. 

contribu~ de tal manera,. a la dinúnación de éstos antlgc:nos. 

En el caso de la expresión del RNA mcnsajCl'O para IL-4 (citocina de tipo Th.2) en 

li.nf'ocitos T no inmunes (día O). al inicio y durante la csti.mulación In vitro en ambas c:.cpas de 

ratones sugiere dos posibilidades a) exposición a algún antígeno que estimule su expresión. 6 b) 

pn:scntan un ... ,.ondo genético"" para ésta citocina. La cxpn::sión de RNAm para IL-4. disminuye 

cuando apan:cc el RNAm para IFN-T. produciendo un cf"ccto negativo sobre Ja expresión del 

RNAm de la IL-4. cf"ccto clásico de antagonismo cnll'c las citocinas de tipo Th l y Th2 (42.,43). 

En cuanto a la respuesta respuesta humoral. se induce la producción de anticuerpos de 

respuesta secundaria. desde el primer dJa dc:spués de la segunda inmunización y se mantiene hasta 

el día 30. En estudios anteriores éste tipo de respuesta ya se babia reportado. por Jo cual se 

considcnan inmunógcnos muy podct'osos (12.15,17). Estos anticuCfJ>Os como ya se babia 

mencionado. son de las subclases lgG2a e lgG2b priocipalmaUc. 

(B) Poblaciones de linfbcitos T CD4 y T CDB con fc:aoc.ipo de memoria y/o activación. El 

comportamiento en la cx.pn:síón de las moléculas CD62L (L-scloctina) y CD44 en los linf'ocitos 

TCD4 y TCDB no inmunes presenta una relación inversa ya que expresó una importante 

conccnll'ación de CD62L. y una baja de C044 (CD44.,... I CD62L ""'"'); Cste fcnoc.ipo refleja 

células no activadas. Micntns que los lirúocitos T inmunes estimulados con las porinas 

manif"cstaron el f"enotipo de mc:moria y/o activación,. es decir aumentó la expresión de CD44 y 

disminuyó la de CD62L conf'onnc aumentaba el tiempo de cstirnulación. presentando el fcnOlipo 

CD44..,.../CD62L ,.,,_que caracteriza a células activadas y/o de memoria. 

Este f"crtOlipo de memoria y/o activación adquirido por éstas cClulas. se caracteriza por la 

pCrdida. en la expresión del rcccptOr ••bomingºº CD62L. para las c:CJulas cndotclialcs venosas altas 

(HEV); aumcnando Ja c."C.prcsión del n:ccptor •'bomingºº CD44. en los tejidos periféricos. Esto 



.,.- debcnc a que los liaf"oci- T ya no migran a los ~ linfuidcs para la presentación de 

la So/llWJ#Wlla y/o sus ~ (n:::spues&a primaria). •ino ahora se diriaen a los órganos 

pc:riJi!ricos para SU a>GUol Y diminacióa (n:opucsta socundaria Ó memoria ÍnmWIC). 

(C) Repertorio rcstria¡¡ido de linfi>citos T cspociCacos. - e><pn:san las regiones variables 

17a y 8.118.218.3 de las ~ 11 del TCR. Estas pablacioaco de linf"ocilOS T. expresan de 

manenapnofi:n:ncial dos RgÍoo1CI ..ariablcs (17a y 8.112f3) de las cadenas B del TCR. ind;cando un 

ftPCl10rio limitado de linfbcitos T CD4 y T CDB cspocificos. La alta expresión éstas r-cgioncs. es 

una aridcncia del posible reconocimiento de cpitopos inmunodominantcs de las porinas. 

El conocimicn.to de los mocanismos inmunológicos inducidos por la inmunización con 

porina.s de S. ,,,,,,,, sugiere la posibilidad de proponerlas como nueva vacuna contra la fiebre 

tif"oiclca.. debido a su capacidad de proceger a nlOncS aJ reto con la bacteria viva y por inducir una 

.__ posiblcmcnl.c p- de úpo <dular y hwno<al de .....,_;a. Llama la a<cnción de -

las porina.s las pasibles ....,..,..- de imucir una rcspucs1a de tipo Th l. y no ""°" anllgenos de 

la Sallf/tOftlllla. como pudicna ser el lipopolisacárido de la pared celular. al cual se le babia 

ambuido Csla -· 
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VJJ. CONCLUSIONES 

Las porinas son poderosos inmunógcnos que tienen la capacidad de inducir una respuesta 

inmune de tipo Th J ó celular. con base en el p;uron de expresión de RNAm para las citocina.s lL-

12 e IFN-y. 

• Las porinas inducen una fücrte respuesta de anticuerpos de memoria de clase lgG. de Jas 

subclases lgG2a e JgG2b principalmcrue que forman parte de: una respuesta inmune celular ó tipo 

Th l; con la característica de ser exc.elcntcs opsonizantes y fijadores de complemcnro. 

• Las porinas provocan un incremento de las poblaciones de linfochos T C04 y TCDS con 

f"cnotipo de memoria y/o aclivación (Cl>44_,., CD62L .......,. 

• Ef rcpc11orio de los llnf'oeitos T cspccificos. se cnc:uc:aua restringido para la expresión de Jas 

n::gioncs VIJl7a y Vj}B.11213 del TCR. Estos linfocitas T posiblcmc:nle ccconoccn cpilopos 

irunu.nodominantcs de fas porinas. que al eontacto con dios prolif"eran. 
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VID.- APENDICE 

J.-EQVIPO 
- Espccuofü<ómetro Modelo DU-640 (Bcclanan) 
- Campanas dc flujo laminar (VECO) 
- Incubadora con C02 (Lab-line} 
- Termociclador (Stra.tagcnc Robocycler 40) 
- Contador de ccntcUco LS 6000SE (Bcckman) 
- lrradiador ganuna (GAMMACELL) 

ESTA 
SALIR 

- Lector de ELlSA (Labsystcms Multiskan Multisofl) 
- Citómctro de Flujo FACSort (BECTON DICKINSON) 
- Ccntrifüga-vacío (Hctovac Modelo VR-1 Hcto Lab Equipment) 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
8lílH9TECA 

- AnaJizador de imagcncs (IS-1000 Digital imaging system Modelo TM-20. Alpha lnnotcch 
Corporation). 

U.- REACflVOS •rOLOGICOS 
- Fragmento F{abº),de cabra anti cadena Mu de ratóa (CAPPEL) 
- lgO de conejo anti-<:abra marcado con pc<0>tidasa (DAKO) 
- lgO de c:ancjo anli ral'.ón man:ado con pcroxidasa (SIGMA) 
- Estuche para la dcecnninación ele iSOlipos de anticuerpos de ratón (SIGMA) 
- lgG de cabra anli-rata coojugado a Biotina F(abº), 200µg/I mi (BOEHRJNGER MANNHEIM) 
- Eslrcptoavidlna-Ficocriuina 50µs ll mi (BOEHKINGER MANNHEIM) 
- lgG anli-r.ua marcado coo -ianaao de fluon>sccina. FITC (GIBCO BRL) 
- lgG anli-ratón marcado coa i~ocianato de lluooosc:eina. FITC (GIBCO BRL) 
- lgO anli-Thy 1.2 de ra<ón (SIGMA lmmuno Chcrn.icals) 

Hibridomas productoras c1c anticuemos monoclonales: 
- ATCC TIB-207 Clona GK 1.5 produccora de lgG de rata ami-CD4. 
- ATCC TIB-105 Clona 53.672 produdora de lgG de rata anri-CDB. 
-ATCC TIB-128 Clona Mln0.15.11.S.HL productora de lgG de rata anri mac-1 (unidad a) 
- ATCC HB-132 Clona MEL-14.DS4 productor.a de lgO de r.11a anri..CD62L 
- Clona NIMRB productora de lgO de rata an1i-CD44 (Ref. 66) 
- Clona 44.22. I productora de lgG de rata anti-VP 6 (Rd. 67) 
- Clona KTI l p<Oductora de lgG de rata anri-Vp 11 (Rcf. 68) 
- Cloe>a K.J23 producror.o de lgO de ratón anli-VP 17a (Ref: 69) 
-Clona F23.I productora de lgCi de ratón anli-VP B.1/B.2/8.3 (Rcf. 70) 

Anticuerpos utilizados como tcsligos positivos para la i.SOCipiticación. 
- Anlicucrpo Y3 de isotipo lgG2a ( 1 mg/ml). 
- Anticucro AF6-RD. l 2 de isotipo lgG J (0.34 mglml). 
- Anlicucrpo WGl32 de ~ipo lgG2a (1 mg/ml). 
- Anticuerpo BBM. J de isotipo lgG2b ( J mg/ml). 

Reactivos para RT-PCR 
- Cloruro de magnesio 2SmM (BOEHRJNQER MANNHEIM) 
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- Amoniguador de la RT-AMV SX que se compone de Tris-HCI 250 mM. MgCh 40 mM, KCI 
lSO mM. ditiotrcitol S mM; pH B.S; y enzima RT-AMV (Avia11-Myeloblastosis-Virus) 
(BOEHRINGER MANNHEIM) 
- ln.ibidor de RNAsas. mol6cula de S l k.Da que se encuentra en un amortiguador que contiene 
HEPES-KOH 20 mM. KCI SO mM. ditiotrcitol S mM. 50o/o v/v de gliCCl"ol y pH 7.6 
(BOEHRINGER MANNHEIM) 
- Mezcla Hcxanuc:lcotidos IOX que contiene Tris-HCI O.S M. MgCI;, O. lM, ditiocritritol (DTE) 1 
mM. 2 mg/ml de albúmina sérica bovina, hexanuclcotidos y pH 7.2 (BOEHRINGER 
MANNHEIM) 
- Mezcla de Nuclcotidos trifos&tados (dNTP.s) en una solución de NaCI, que contiene dA TP. 
dCTP, dGTP y dTTP cada uno en concentración 10 mM a un pH 7.0 (BOEHRJNGER 
MANNHEIM) 
- Enzima Taq (Thcnnus-aquaticus) y amortiguador de la enzima que contiene: Tris-HCI 20 mM. 
ditiotrcitol 1 rnM, EDTA 0.1 mM. KCI 0.1 M. 0.5°/o Nonidct P40• (v/v), 0.5% Tween 20° (v/v), 
50% glicerol (v/v), pH 8.0 (BOEHRINGER MANNHEIM) 

Secuencias iniciadoras pan, citocinas utiliz3das para PCR «National Bioscicnccs lncl. 
IL-2 
Iniciador 1: S "CAG CTC GCA TCC TGT GTC ACA 3. 
lniciador2: S"GATGATGCTTTGACAGAAGGC 3· 

IL-4 
Iniciador 1: S "GTA CCA GGA GCC ATA TTC ACG 3. 
Iniciador 2: S "GAG TCT CTG CAG CTC CAT GAG 3. 

IL-10 
Iniciador 1: S "CTG GAA GAC CAA GGT GTC TAC 3. 
Iniciador 2: S "GAG CTG CTG CAG GAA TGA TGA 3. 

IL-12 
Iniciador 1: S"ATG GCC ATG TGG GAG CTG GAG 3" 
Iniciador 2: S"Tll GGT GCT TCA CAC TTC AGG 3· 

IFN-y 
Iniciador 1: S TCA GGA AGC GGA AAA GGA GTC 3. 
Iniciador 2: S TCA AGT CAA TTG AGA CAC TGC 3. 

GAPDH 
Iniciador 1: S"GATGAC ATC AAGGTGGT 3· 
Iniciador 2: S TCT TGC TCA GTG TCC TTG CTG 3" 

- Yoduro de Propidio (SIGMA) 
- TRlzol para uso en tejidos y células. Solución mono-Bsica de isotiocianato de guan.idina y Cenol 
(GIBCOBRL) 
- Medio de cultivo RPMl-1640 con L-Olutamina. Hcpcs 25 mM (OIBCO BRL) 
- Medio de cultivo o·MEM con glucosa. L-glutamina. Hcpcs 2.S mM~ NaCI 0.08 mM 
(GIBCO BRL) 
-Tunidina tritiada (mctil-.JH) S mi de solución acuosa (6.70 Ci /nmol) (DUPONT) 
- Solución Antibiócica-antim.icótica lOOX (SIGMA) 
- Coctel de liquido de centelleo (lnsla-Ocl* XF Packard lnsuument Company INC.) 



111. PREPARACION DE SOLllCIONES 

t.- Amortiau•dor de ah• fuerza i6nica pH 7. 7 (Nikaido). 
NaCI 0.4 M ............................................... 23.4 gr. 
Tris-HCI SO mM ........................................ 7.83 gr. 
SOS 1% .................................................... JO.O gr. 
EDTASmM ............................................. O.IBSgr. 
2-mcn:apcoctanol O.OS% ............................. O.S mL. 
Agua destilada ........................................... c.b.p. 1 Lt. 

2.- Amortipador de Foslalo• (PBS) pH 7.2 
NaCI ISO mM ............................................. 8.S gr. 
NalHPO.. H20 SOmM ................................. 8.2 gr. 
KHiPO .. 18 mM ........................................... 2.48 gr. 
Agua destilada ............................................. 1 Lt. 
Finalinemc la solución se esterilizó a 121ºC. 

3.- Amortiauador de HEPES 2s m.M pH 7.4 
HEPES (N-(2-Hidroxicúl) pipcr.Wna-N"(2-ácido ctanolsulf"ónicc) ) 

(Sal de sodio) ................................................ 6.S gr. 
Agua destilada . ......... ... . . . . . . . . . ... .. .. . .. . . . . . .. ... . . 1 Lt. 
Se esteriliza la solución pasandola a través de un filtro de 0.22 µm 

4.- RPMI 10% de SFB 
Medio RPMI estéril ......................................................... SOO mL. 
Suero F<tal Bovino (GIBCO BRL) .................................... SO mL. 
Piruvato de sodio 10 mM (SIGMA) ................................. S mL. 
P- Mcrcaptoctanol SO mM (SIGMA) ................................. O.S mL. 
Solución Antibiótica-antimicót.ica ..................................... 5 mL. 
que contic:nc 10.000 U. de Pcnicil~ IOmg Esucptomicina. 25 µg/ml Anf"occricina B 
y NaCI 0.9% (SIGMA). 

5.- DºMEM ZO% de SFB 
Medio DMEM cscéril ...................................................... SOO mL. 
Suero F<tal Bovino (GIBCO BRL) .................................... too mL. 
Piruvato de sodio 10 mM (SIGMA) .................................... S mL. 
P- Mc<cap<octaDol SO mM (SIGMA) ................................ O.S mL. 

MEM Antinoacidos no csccncialcs IOmM (GIBCOBRL) ....... S mL. 
Solución Antibiótica-antim.icótica .......................................... S mL. 
que contiene J0.000 U. de Penicilina.. IOmg Estn:ptomicina.. 25 µg/rnJ Anfotcricina B 
y NaCI 0.9% (SIGMA). 

6.- Arnortiauador de Carbonatos 0.1 M • pff 9.5 
NaHC03 80 mM .......................... 7 gr. 
Na2C03 20 m.M .••.....•..••.....•....... 2.8 gr. 

Agua destilada .............................. c.b.p. 1 U. 
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7.- Amortisuador de Citrato• o.a M a pH S.6 
Citrato de Sodio 110 mM ................................. 29 gr. 
Acido cítrico 20 mM ......................................... 4.1 gr. 
Agua destilada .................................................. c.b.p. 1 Lt. 

8.- A1metrtipll9dor de Lit:U pH 7.4 
NH.CI O. IS M ................................................. 8.025 gr. 
KHCO, 1 mM ................................................. 0.1 gr. 
Na2 EDTA O.lmM .......................................... 3.7mg. 
Agua destilada ................................................... c.b.p. 1 Lt. 

9.- ABtortipador TrD·aútico-EDTA (TAE) 
Tris ba!IC 40 mM ............................................... 9.68 gr. 

Acido acéCico glacial ·········································· 1.142 mL. 
EDTA O.S M pH 1 .......................................... 2 mL. 
Agua destilada .................................................. c.b.p. 1 Lt. 

Noca: Las soluciones 6 a la 9 fueron esterilizadas a 121°C. 
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