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1. 0 R E 8 U M E N

El  objetivo del presente trabajo fué el de evaluar la
respuesta celular que presentan los esplenocitos de ratones de la
cepan C3HeB/Fej en microcultivos, ante la presencia de los péptidos
de las porinas de Salmonella typhi 9,12,vi:id, como antigenos, los
cuales se presentaron a las celulas tanto en forma soluble como
particulada (en papel de nitrocelulosa).

Para obktener los péptidos de las porinas estas se digirieron
con BrcCN, Con el f{fin de determinar los productos formados se
separé una muestra del digerido en SDS-PAGE, observandose que
aparec¢ian cuatro dandas al tefiir con el colorante de Coomassie vy
siete bandas cuando se realizt 1la tincién con plata. Los pesos
moleculares caleculados para los péptidos observados fueron de 29,
{9, 16, to, 9, 8, vy 6 KDa.

La separacién de 1los peptidos se hizé por cromatografia de
exclusion molecular y por inmunoelectrotransferencia, obteniendose
cn el primer caso un perfil cromatografico caracteristico {formado
por seis picos cuando las fracciones eluidas se leyeron a una lon-
gitud de onda de 26T nm, Con respecto a la inmunoelectrotrans-
ferencia al revelar el PNC c¢on rojo de Ponceau se pudieron apre-
c¢iar cuatro bandas, las cuales después de cortarse se trataron con
DMSO para formar particulas accesibles a las c¢elulas, con el {fin
de vconfirmar la transferéncia también se revelaron unas tiras del
PNC con un anticuerpo monoclonal.

Los ratones de los cuales se extrajé el bazo, fuerom inmuni-
zados con porinas {30 pg) los dias 0 y 7T y sacrificados el dia 14,
La evaluacién de la respuesta celular de los esplenocitos ante los
péptidos se determiné por incerporacién de H3Tdr.

Los resultados obtenidos indican que todos los péptidos
inducen una oactivacién celular, siendo el peptido de {6 KDa el que
10 hace con mayor intensidad tanto en la forma soluble como par-
ticulada y «ue esta estimulacion de esplenocitos es incluse mayor
que la obtenida con las porinas probablemente debido a 1la
especificidad del reconocimiento a un epitope inmunodominante o a
una mayor exposicién del mismo por efecto del rompimiento. Cabe
senalar también que el peptido de 29 KDa fué reconocido por el
anticuerpo monoclonal del lote 8F6 anti-porinas producido en el
INH, con lo que se¢ vefuerzan las evidencias de que los peptidos de
las porinas son buenos inmundégenos en forma individual, capaces de
activar linfocitos y ser reconocidos por anticuerpos especificos.



2.0 INTRODUCCION
2.1 FIEBRE TIFOIDEA

La fiebre entérica més severa y prototipica es la {fiebre
titoides y el agente causal es Salmonella typhi . El hombre es el
tmico huésped de S, typhi, y la transmision ocurre a través de
alimentos © agua contaminados con materia fecal proveniente de

individuos enfermos o portadores. (3a)

La fiebre tifoidea generalmente se presenta en forma endémica,
siendo un problema de salud pidblica importante enr nuestro pais; en
1987 s¢ rveportaron 14,078 casos con una tasa de 13.64 cas0s/100,000

habitantes, (4 40).

Una vez en el intestine, Salmonella typhi puede colonizar o
ue la luz intestinal antes de penetrar la mucosa del intestino
delgado, a diferencia de otras enterobacterias que necesitan

colonizar para tener invasividad., 4y

La evolucidn de 1la enfermednd se¢ caracteriza porque durante la
primera semana de infeccién, 1os sintomas, «ue consisten en fiebre,
letargo, malestar y dolores generalizados, pueden confundirse con
una variedad de otras enfermedades. Durante este lapso, el microor-
ganismo penetra en la pared in'tcstinul, infectando tos gsnglios

linfiticos regionales. Ademds Salmonella Ltyphi en esta fase, no



lesiona e! epitelio- intestinal., Aqui la bacteria es fagocitada por
e! macrofago y llevada al sistema fagoecitico mononuclear por el
torrente circulatorio, de manera tal que en 24 hrs la bacteria se
encuentra " localizada intracelularmente y circulande por todo el
organismo, donde es fagocitada por los monocitos, pero no
destruida. Luego de 1la r‘nultiplicacncibn intracelular, reingresa en
el torrente circulatorioc provocando una prolongada bacteremia, lo
cual ocurre durante la segunda semana de enfermedad. La infeccién
del sistema biliar y otros tejidos tambien ocurre en este momento.
Durante este periodo el paciente se encuentra severamente enfermo,
con fiebre sostenida de aproximadamente 39 9C y a menudo delira.
El abdomen es muy sensible y puede presentar manchas de color
rosa; en muchos pacientes comienza la diarrea. En este momento,
los microorganismos estan reinfectando el tracto intestinal desde
la vesicula y pueden causar necrosis de las placas de Peyer. Hacia
la tercera semana, los pacientes se encuentran exhaustos y todavia
con fiebre, pero comienzan a mejoérar si no se producen complica-
ciones. Las complicaciones incluyen perforacion intestinal,
hemorragia severa, tromboflebitis, colecistitis, neumonia o
formacion de abscesos. El cuadro clinico estid caracterizado por
mialgias, astenia, adinamia, hiporexia, cefalea, nsuseas y fiebre
de predominio vespertino alcanzando temperaturas hasta de 40 oC en
una primera fase. Si el paciente no es tratado en forma adecuada
en este momento y el cuadro se agrava, las manifestaciones pueden
ser de septicemia, estados tifoso o shock endotoxico. La tasa de
mortalidad varia del! 2 al {04 Se observa menor mortalidad cuando
se dispone del tratamiento de sostén adecuado. Puede haber

recaidas en aproximadamente e} 20% de los los pacientes. {4,34,63)



Thomas Willis, en 1659, describio los signos y sintomas de
la fiebre tifoidea; sin embargo, durante ados se confundié6 con el
tifo. En 1782 Ruxham describit las dos enfermedades febriles como
entidades clinicas diferentes: la fiebre pitrida maligna (fiebre
tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo). Jenner en 1850, demostré que
las lesiones de las placas de Peyer y nédulos linfsticos eran
vspecificas de la fiebre tifoidea. William Budd, en 1856,
estableci¢ que la enfermedad era transmitida a través de alimentos
¥y aguas contaminadas con materia fecal proveniente de individuos

enfermos o convalescientes. (27,28)

Eberth, en 1880, describié la presencia del bacilo tifoidico
en secviones histoldgicas de ganglios linfaticos mesentéricos y en
higado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, hizo

el primer aislamiento del bacilo a partir de heces. 19

La forma de establecer el diagméstico de certeza de este pade-
cimiento debe ser a través det aistamiento de la bacteria por medio
de temo Y coprocpltivo. Entre los analisis serolégicos se
encuentran las reacciones febriles o reoaccién de Widal fque se
deseribio desde 1895, la cual mas que diagnéstico sugiere el
antecedente de contacto con la bacteria y sélo el anélisis
repetido con aumento en el  titulo, permite establecer el
diagnéstico confirmativo; ademas se ha encontrade como fendémeno
concomitante en la fase aguda, la disminucion en la cuenta

leucocitarvia. (27,40
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lmonella typhi pertenece a la familia Salmonellne, es un

l

bacilo anaerobio facultativoe, Gram-negativo, mévil, no esporulado,
de longitud variable y gque caracteristicamente fermenta la glucosa
¥y la manosa pero no puede uulizx;r la lactosa o 1la sacarosa,
produce abundante icido sulfhidrico y descarboxila 1la lisina y
ornitina. Se conocen mbds de 1,500 serotipos de salmonelas. Segin
la clasificacién de Kauffman-White, Salmonella typhi pertenece al
grupo D y comparte con las diferentes especies de ese grupo los
antigenos somaticos 9, 12; los flagelos contienen ¢! antigeno *“d”
y en 1a superficie posee el antigemo "Vi". La £ormula: 9, 12, Vi:
d. denota los antigenos de S, typhi en forma abreviada.

(11,32,37,44) .



Tobla 1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE S, typhi Y

cuti 111,32) ¢

PRUEBA 8. typhi E. coli
INDOL - +

ROJO DE METILO + +

’
MOTILIDAD + +
GLUCOSA + +
dcido acido y gas

LACTOSA - +

acido y gns

SACAROSA -

"

MANITOL ¢ +
dcido y, gas

PRODUCCION DE 1ilaS ' -

‘TRIPLE AZUCAR HIERRO Pared alcalina, : Pared acida,
fondo acido. fondo 4cido.

LISIN-descarboxilasa + *

ORNITIN-descarboxilasa + +

i



2.3 ENVOLTURA CELULAR

La bacteria cuyo hasbitat es el intestino, debe poseer algin
mecanismo ¢ue proteja a su membrana citoplasmatica de la accién
deterygente de las sales Dbiliares, dcidos grasos y de los
glicéridos. Las Dbacterias patogenas deben tener propiedades
cupnce‘s de adherirse a las celulas eucaritticas y/o0 a los tejidos

itnvaditdos. (11,49)

La envoltura de las bactertas Gram-negativas consiste de tres
capas esenciales; membrana citoplasm&tica (o interna), capa de
peptidoglicana, capa delgada {20 a 30 XD densa a los electrones (y
que corresponde a la pared celular de las células Gram-positivas),
Y la membrana externa, una capa exterior (de 60 a 180 i). En los
cortes examinados, estas dos Gltimas capas aparecen intimamente
unidas. La membrana externa, o capa *L, es muy similiar, tanto por
su compoesicioen come en su  aspecto trilaminar, a las tipicas
mwembrranas binlbgicas.. Muchas tipos de¢ proteinas solubles que se
presentan en el citosol, se localizan entre las dos membranas en
an compartimiento conocido como el espacio periplismico. Las dos
membranas estan interconectadas por las también llamadas zonas de
adhesion. La envoltura celular esté a menudo cubierta con una capa
capsular mas bien amorfa o también llamada capa adicional o capa A
representada como un modelo de subunidades regulares de naturaleza

proteica. (49,60)
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Fig. 1 Esquema de la cubierta celular de un microorganismo
Gram-negative. Sus componentes se detallan a la derecha de la imagen, mien-
tras que a la izquierda se indican los posibles puntos de accisn de agentes
desestabilizadores de 1a envoltura celular. En la membrana interna, la
mayoria (o la totalidad) de las proteinas intervienen en los procesos de
transporte y de catdlisis, mientras que en la membrana externa existe un
nimero de enzimas muy reducido, y por electroforesis se demuestra que la

variedad de proteinas es también mucho menor (De Schmaitman, C.A. J. Bacte-
riol.,108:553,1971¢).



2.3.8. MEMBRANA INTERNA (CITOPLASMICA)

La membrana citoplasmica consiste de fosfolipidos y proteinas
en cantidades aproximadamente iguales, los cuales juegan un papel
importante en el transporte de nutrientes, en la fosforilacion
oxidativa, ¥ por medio de polisomas unidos a la membrana, &n la
sintesis de fosfolipidos, peptidoglicana 4 lipopolisacarido.
Ademas, estan probablemente inveolucrados en la divisitn celular y

sirven como una ancla para el DNA, al menos durante la replica-

cion. (49,60)

232 P EPTID OOAQQLICANA

M URETINA)

En las bacterias Gram-negativas .se encuentra una monocapa de
peptidoglicana rodeando 1la membrana citoplasmitica. La rigidez de
la capa de peptidoglicana permite a 1a célula que mantenga una
presion osmotica de aproximadamente 35 atm. en el citoplasma. La
degradacion de la peptidoglicana con lisozima resulta en lisis de
las celulas causada por la incorporacién de agua a traves de 1a
membrana  citoplasmatica al citosol. La capa de peptidoglicana
consiste de una red en la cual estan inmersas cadenas de amino-
azucares, que contienen residuos alternados de N-acetilglucosamina
¥ acido N acetilmuramico, éstas estan covalentemente unidas entre

=i, via enlaces c¢ruzades ique pueden formarse entre los

12



tetrapeptidos, los cuales estan unidos a 1los residuos del 4cido
N acetilmuramico. La peptid&ulicann es probablemente también
responsibile, junto cnn.m pared celular, de la forma bacilar de la
bacterias. Se ha observado que de maunera aislada tienme la misma

forma que las celulas de las cuales ha sido extraida. (49,69,71)

f-1,4 B-1,4
--@leNac  ------- » GlcNAc -------m GlcNAc ------ e

Lactil
L-Ala
D-Glu-a-N
L-Lys
D-Ala  ~emmeee-
--GleNAg - e cmm oo »=GlecNAc  -—---eeon-- -
Lactil
1-Ala {Gly)g
D-Glu-N

L-Lys - -+ ---

(Gly)s

Figura 2. Estructura de la peptidoylicana formada por resi-
duos alternos de N-acetilmuramico unidos por enlaces Pp-1,4, un
tetrapeptido formado por residuos D y L también alternos y un
cnlace peptidico gque une al grupo carboxilo terminal de un
tetrapéptido con un grupo NHp o COOH libre en uno de los
tetrapéptido vecinos,  (yyy



2.3.3 ESPACIO PERIPLASKICO

El espacio periplasmico esta localizado entre las mem_brunus
interna y externa, Ha sido reportado que representa entre un 20 y
un 40 7 del total del voluiten celular aunque se han sugerido
valores mucho mas bajos. El espacio estd compuesto por proteinas y
oligosacaridoes, las proteinas periplasmicas comprenden aproximada-
mente el 47 del total de las proteinas celultares. Con respecto a
sus funciones, pueden distinguirse tres clases de proteinas

periplasmicas:

1) Proteinas con una {funcién catabélica (p. eJ. S5'-nucleoti-
dasa Yy fosfatasa alcalina} convierten los solutos para los cuales
no existe sistema de transporte a una forma gue pueda ser
transportada a través de la membrana citoplasmatica,

.

2)‘ Proteinas que tienen afinidad por los azicares, jones y

aminocacidos. Estas prqtcknas son esenciales para el transporte del

solute en cuestion.

3) Proteinas involucradas en la degradacion o modificacién de
componentes nocivos tales como los antibitticos y los metales

pesados. (49,59)



2.3.3.4 ZONAS DE ADHESION

Por microscopia electrénica son visibles sitios de contacto
entre las membranas citoplasmica y externa, los cuales llegan a
ser aparentes sslo cuwando las membranas se separan por
plasmolisis.  Hay aproximadamente de 200 a 400 de estos sitios por
célula, miden de 20-30 nm de espesor y cubren aproximadamente el
5% de la superficie de la membrana. Se¢ sugiere que estin fnvolu-
cradas en la penetracitn del DNA de! fago en la célula, en la
sintesis de LPS y de algunas proteinas de membrana externa y en

la preduccion de pilis sexuales, (49,59)

2.3.4 MEMBRANA EXTERNA

Se ha determinado por microscopia electrénica que la membrana
oxterna es similar a la membrana citoplismica y tiene un espesor
de TS5 nmj en la microscopia electrénica aparece como una capa
media  electrotransliocida, colocada entre dos capas electrodensas.
La membrana externa esta constituida por proteinas ({9-127 de
roteinas celulares), et antigeno comin a enterobacterias (ECA)
como un componente menor (022 del peso celular seco), fos-
fnolipidos y lipopolisacarido (LPS) como constituyentes mayores.
Esta covalentemente unida a la capa de peptidoglicana, via una
lipopreteina, Actia como una barrera hidrofébica, pero no ejerce

un  papel activo de transporte. (115974}



La membrana externa protege a la bacteria debido a la gran
hidrotobicidad que le confiere, importante en la evasién de la
fagocitosis por el cambio en la constitucién de los antigenos de
superficie, proteje contra otras defensas {nespecificas del
hospedero, como son la lisozima, ta PB-lisina, varias proteinas de
los leucocitos y las sales biliares del tracto intestinal. Se
piensa que las cadenas especificas -0 se .proyectan de la super-
ficie de la membrana externa y, por tanto, resguardan la super-
ficie de la celula de la accion de los anticuerpos y el comple-
mento, evitando el contacto intimo con la membrana externa. La
membrana externa hace que la difusién de los antibisticos hacia el
interior de la bacteria sea lenta, dando oportunidad a ésta de que

los inactive. (49,60)

Estudios relacir)nudgs a la localizacién de los componentes de
la membrana externa indican que el LPS y casi todas las proteinas,
tienen sitios expuestos a la superficie, los cuales pueden actuvar
como receptores de fagos, colicinas y donadores de células en la
conJjugacion y pueden reaccionar con anticuerpos, enzimas y agentes

quimicos. (10,49)

l.a mayoria de los estudios sobie la membrana externa se han
realizado en E. coli y 8. typhimurium, sin embargo, los resultados

que se obtienen de estos pueden ser extrapolados a S, typhi.



2344 FO S FOLIPIDOS

La vcomposicien fosfolipidica de 1a membrana externa es muy
sumilar a 1a de 1la membrana citoplasmitica (lipides polares,
predominando  los fosfogliceridos en relacidén a los esfin-
golipidos), con un ligero, pero significativo enriquecimiento de

fosfatidiletanolamina vy fosfatidilinositol (45,60)

23.42 L1 PO POLISACARTIDOI(LPY

El LPS, el cual! es caracteristico de las bacterias Gram-
negativas, es una molécula amfipstica a menudo dividida en una
rarte hidrofebica 1llamada lipido A, ¥y un sacsrido hidrofilico. La
parte  hidrofilica consiste de un  corazén oliyosncérido. el cual
usvalmente es llamado antigeno-0, es wuna estructura polimérica
formada por unidades repetitivas de ,carbohidratos, ademas de estas
dos regiones se presenta una regién especifica de polisacarido.
Una representaciéon esquematica de la estructura general se da en
1a TFig. 3 El LPS .che seis ©0 siete cadenas de acidos grasos
semejantes a la cadepa de disacarido glucosamina, todas tas
cadenas de icidos grasos en el LPS estin saturadas, y contienen
scidos grasos 3-hidroxi-oxi-acil. Presenta gran cantidad de grupos
cargados uegativamente, sobre 1a propia unitn de los residuos de

azicares proximales. (1459,46)
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Figura 3. Representacion esquemitica de la estructura quimica

del LPS de S, typhimurium.sg)
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Figura 4. Region del nicleo basal' de &, typhimurium (De Wein-
baun, €. Microbial Toxins. Chapter 4, 1977).
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El antigeno O consiste de alrededor de 40 unidades repetiti-
vas de 3 a 6 residuos de azicar. El nimero de unidades repetitivas
varia, siendo uniforme en un cultivo o una cepa, ésto depende de
las condiciones de crecimiento, mientras que la presencia de
ciertos profagoes en el cromosoma pueden alterar dristicamente la
estructura y composicitn del antigeno-0. Estas propiedades son
usadas para determinar serotipos 0, 6 como método inmunolégico
para identificar sub-cepas de una especie. Las cadenas O
especificas del LPS son factores virulentos, los cuales ayudan a
la invacion bacteriana. Son altamente inmuneogénicas y capaces de

inductr anticuerpos especificos.. (49,59,86)

Los lipopolisacdridos constituyen la mayoria de los compo-
nentes antigénicos superficiales, (antigenos somiticos 0), y son
resposables de la  actividad endotéxica de las células Gram-
negativas. Se supone que la regisn del lipido A es responsable de
la actividad de las endotoxinas de 1los lipopolisaciridos bacte-
rianos. Esa porcion lipidica del complejo ests orientada en la
cona hidrofebica de la membrana exterior. La unién del LPS a la
membrana depende tanto de enlaces hidrofébicos como de enlaces

jonicos, que estéin medtados por cationes polivalentes (p. ej. el

M3''}L (60,80)
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Figura 5 Estructura del lipido A de S, typhimuvium (50



2.3.4.0 ANTIQENO COMUN DE LAS ENTEROBACTERIAS {ECA}

Tl antigeno comun de las Enterobacterias (ECA) es un poli-
sacadrido dcido que contiene N-acetil-D-glucosamina, scido N-acetil
D-manosaminuréenico, y +4-acetamido-tfi-dideoxi-D-galactosa, parcial
mente esterificado por el acido palmitico. FCA se presenta unido a
la membrana externa por medio de los fosfolipidos, que {forman una
"ancla®. El antigeno comin entercbacterinal o antigeno de Xunin
esth presente en la mayoria de las enterobacterias. Algunas cepas,
contienen © ECA en su forma inmunogénica, en la cual estsi asociado
con el LPS por un enlace covalente con la parte del corazén del

lipido A, similar a Ja forma de unién del antigeno-O. (49,60)

2.3.4.4 EFECTO DEL EDTA SOBRE EL LPS

Hace 20 afios, Repaske demostrd que el EDTA en buffer de tris,
Junto con lisozima, convierten 1as células de Dbacterias Gram-
negativas en esferoplastos, y ahora se reconoce el papel! del EDTA
como un desestabilizador de la interaccién LPS-LPS que destruye la
membrana externa. El EDTA remueve aproximadamente la mitad del LPS
de la célula, presumiblemente por los complejos que forma con los
cationes divalentes {los ¢uales estan involucrados en las

interacciones LPS-LPSL (49 60,71



2.2.4.5 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

Miura y Mizushima describieron por primera vez el aislamiento

de la membrana externa de Escherichia coli empleando esferoplastos

preparados con lisozima y EDTA, éstos se lisaron por choque
osmético y posteriormente se separé em un gradiente de sacarosa la
membrana externa de la citoplasmética. El método anterior £fué
modificado por Osborn con el {in de disminuir la cantidad de LPS
en las preparaciones de PME. Schnaitman describi6é una metodologia
que evita la preparacién de esferoplastos y consiste en el
rompimiento de las bacterias en una prensa francesa, seguido de la
sedimentacién de ta envoltura celular y de la solubilizacién de ta

membrana citoplasmatica con un detergente no i6nico(gy ey, T1)

Schnaitman fué el primero en informar gque Escherichia coli
contenia una proteina principal, la e¢ual constituia el T0/ de las
proteinas totales de 1a membrana; poco despugs, &1 y otros
investigadores demost_rnrou por SDS-PACE que en realidad eran
cuatro. Schinitges y Henning describieron una proteina principal,
que se podia separar en dos bandas por electroforesis, en
condiciones reductoras. _.Actualmente se sabe que el nimero de las
PME es variable Yy depende de la informacién genetica de la
bacteria. Su expresiéon puede verse afectada por factores tales

como las condiciones de cultivo, temperatura, etc. (6,29,72,73,74)

Las PME que mis se han estudiado son las de E  coli y 8.

12
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typhimurium, Di Rienzo, Nakamura e Inouye en 1978 y Osborn y Wu en

1980, hicieron una rvevision extensa de ellas y las clasificaron en

proteinas principales y menores. (12,62}

Las proteinas principales pueden estar expresadas con més de
100 000 copias por cé&lula y se han descrito alrededor de 10, sin
embargo, generalmente sblo se expresan 5. Dentro de las proteinas

principales se encuentran:

1) Proteinas matrices o porinas (Omp C, Omp D, Omp F, Pho E),
h
cqque intervienen en el transporte pasivo de sustancias de bajo peso

@olecular a traves de la membrana (oo) .

2) Proteina modificable por el calor (Omp A), involucrada en
los procesos de conjugacién y gque actéa como receptor para fagos y

colicinas(y 75).

3) Lipoproteina de Braun, la cual estd unida covalentemente a
ta peptidoglicana y cuya funcién es la de mantener la integridad

estructural y funcional de la membranagsy).

La proteina OmpA de E, coli es similar a las porinas, es rica
en  estructuras PB-laminares, aparece rodeando ligeramente a la
membrana. Lax mutantes carentes de la proteina OmpA, producen
membranas externas inestables y no son capaces de llevar a cabo la
conjugacion. OmpA ests presente en aproximadamente 105 copias por
eélula. Es modificada por calor, tiene un peso molecular aparente

en SDS-PAGE de 35 KDa, mientras que en su forma no desnaturalizada



es de 28 KDa. La proteina OmpA purificada no es hidrofdbica, La
carencia de la proteina OmpA esta compensada por un aumento de las
porinas Y fosfolipidos, Yy posiblemente tambieén del LPS.

{49,60,62)

Junto c¢on la lipoproteina de Braun la proteina OmpA ests de
alguna forma involucrada en el mantenimiento de la integridad

estructural de la membrana externa, as! como en la forma de la

celula. (49,59)

Las PME se encuentran principalmente estructuradas con la
conformacion terciara B-laminar. La cantidad de proteinas
principales de membrana externa por unidad de superficie de area
de membrana externa es constante bajo condiciones variables de
crecimiento. Las principales PME, han sido purificadas y ¢n muchos
¢asos su  actividad biolsgica depende de 1la presencia de LPS.

(19,62}



PROTEINAS MATRICES LBS

MODIFICABLE POR CALOR BRAUN

Fiéurﬂ 6, Organizacién de las proteinas de membrana externa.gf)
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Las proteinas codificadas por los genes ompF, ompC, y phoE
en E. coli y las codificadas por los genes omp¥, ompD cn S,
typhimurium son 1lamadas porinas, porque producen poros velativa-
mente  iuespecilicos o canales que permnel; ¢l paso de pequedas
wmoléculas hidrofilicas a través de la membrana externa. La impor-
tancia {isiolégica de las porinas estd en que permite la difusién

de tos nutrientes, antibiéticos, o inhibidores a través de la mem-

brana. {54,59,60)
2.44 PROPIEDADES DE LAS PORINAS

La membrann externa de las bacterias QGram-negalivas debe per-
mitir la absorcién de los nutrientes.y la eliminacién de los pro-
ductos de desechio. Se ha encontrado ue la membrana externa de las
harcteriacs entéricas es permeable u solutos hidrotilicos mayores 'de
600 daltons. El prin;ero en aislar estas porinas fue Rosenbuch
{1774), quien les llamo "matriz proteica", ya que se les consideré
como las responsables de la funcién de la membrana externa, de
determinar !a forma de las bacterias. Sin embargo no existen adan
evidencias de que las porinas contribuyan a mantener determinada
forma de las células, por 1o qgue el uso del término matriz pro-

teica ha sido abandonado. (59,60,62)



Tanto en E, ¢oli como en §. Lyphimurium pueden encontrarse
vurios tipos de porinas en una determinada cepa. La cepa E ¢olf
K-12 contiene las porinas OmpF y OmpC cuando crece en condiciones
normales de cultive y 1a porina PhoE se presenta cuando las
célulns crecen en anusencia de 'fosfatos. Se ha observado gque la
prateina PhoE forma un poro mis eficiente para el paso del fosfato
organico e inox‘o'anico que la proteina OmpF. Las células de S,
typhimuring LT2 crecem en los medios ordinarios presentando sus
tres porinas- OmpF, OmpC y OmpD anteriormente denominadas por sus
pesas  moeleenlares, 35 KDa, 3¢ EKDa y 324 KDa respectivamente. La
cantirlad relativa de estas porinas s¢ encuentra bhaje una eficiente
regulacion dada tanto por la actividad osmotica del medio, como
por ia temperatura. Las porinas estin presentes en forma constitu-
tiva, pero algunas veces son inducidas bajo ciertas condiciones de
crecimicnto, o estin codificadas por un bacterisfage o por un
plasmido. Schpaitman enconird gue varias muestras clinicas de las
que se aisle E. coli producen una porina adicicenal, llamada
proteina 2 o Le, la cual no existe en la cepa X-2 y es codificada
por un profago. En las cepas encapsuladas de E. ¢oli es frecuente
encantrar que producen una porina caracteristica, comunmente
tturmada proteina K. La cantidad total de estas proteinas, es
velativamente constante y muy grande, por to que las porinas son
unas de las proteinas mas abundantes en E coli y S typhimurium
en términos de masa; estas pueden representar por arriba del 27

del total de las proteinas celulares, (7.49,59,T1)



TABLA 2. CARACTERISTICAS GENERALES DF. LAS PORINAS DE S. typhimu-

rdium.(go0)

CARACTERISTICA

Peso molecular

Nimero de copias
por célula

Receptor para
fugos o barcte-
ricinas

Gene estructural

Punto isoeléctrico
Forma oligomeérica

Diametro del poro

N.D. No determinado

OmpF

35 KDa

Mayor d» 105

ompF
minuto 2t

4.77
Trimero

1.4 nm

ompC

36 kDa

Mayor de 105

PiE142 ,PH{OS
PH221

ompC
minuto 46

4.78
Trimero

1.4 am

OompD

343 KDa

Mayor de 105

PH42, PM 3t

PHS!t

ompD

minute 28

Trimero

1.4 nm



TABLA J.CARCTERISTICAS GENERALES DE LAS FORINAS DE E. coli k12

3 £, ceoli
GARACTERISTICAS

Peso molecular

Numero de copias
por célula

Receptor para
fagos o bacte-
ricinas.

Gene estructural

Puanto isoelectrico

Forma oligomeérica

Diédmetro del poro

Otras caracteris-
ticas.

N.D. =

OmpF

37.2 kDa

Mayor de {0°

Tula , T2, TPt
TP2,TPS5,K20
Col A

ompF
minuto 20.7

$.9-6.2
Trimero
1.4 nm

Su sintesis se
reprime en al-
ta osmolaridad

No determinado
KDa: Kilodaltones

ompC

36 KDa

Mayor de 105

TP2,TP5,PA-2
TP6,Tulb,T4
Mel

ompC
minutoe 46

4.41

Trimero

1.4 am

Se expresa en
condiciones de
alta osmolari-
dad.

PhoE

37.78 kDa

Mayor de 105
TC23,TC45
ompD

minuto 5.9
N.D.

Trimero

{.4 nm

Su sintesis se
deprime en con-
diciones limi-
tadas de fos-
fatos .



Se han secuenciado las porinas encontrindose (ue existe una
hemologia muy grande ei\tre OompC, OmpF y PhoE La estructura
secundaria’ de 1as porinas demuestra que existen de ti a 15
extensiones entre residuos de aminofcidos, las cuales adoptan la
conformacién f-laminar, esto suglere que la proteina atravieza la
mmembrana muchas veces por tener estas extensiones. Se ha demos-
trado que las estrucutras £-laminares estan orientadas perpendicu-

larmente hacia la superficie de la membrana. (35960)

Las porinas de 12 cepa K-12 de E. coli, OmpF y OmpC estin
inmunpolégicamente relacionadas con la proteina PhoE. La forma
desnaturalizada de cada wuna de estas proteinas asociadas a la
peptidoglicana reacciona con el antisuero producide coutra 1la
proteina OmpC purificada, estos resultados sugieren que todas
estas porinas son derivadas de un gen ancestral comin y que se han

conservado muy bien las estructurad de sus genes durante la

evolueién, (149,59}

las porinas de E. coli tienden a formar cristales hexagonales
bidimensionales cuando el complejo membran2 externa-peptidoglicana
es extraido com SDS a temperaturas por abujo de los 60°C. Tales
arreglos  pueden ser formados en la ausencia de 1a capa de
peptidoglicana, y el LPS (lipido A o0 acidos grasos), estimula este

proceso, Las porinas pueden ser extraidas y llevadas a una

solucion de NaCl { M en solucién de SDS, pero siempre que se usan

0



estas condiciones las porinas se presentan en forma de trimeros,
estrechamente asociados, que contienen un triplete de orificios
¢que retienen la  tincién negntivq. Cuando los trimeros son
calentados a t00°C en SDS, 6stos se disocian en monémeros, cada
unidad monomérica contiene un canal en su superficie externa. Se
ha propuesto que estos tres canales se fusionan a la mitad de la
membrana y salen del otro lado como un canal central onico. Esto
explicaria porque la hermética asociacion de las tres subunidades
©s necesaria para la produccién de los canales funcionales. Sin
embargo, otros estudios c¢en la porina PhoE, indican que en la

membrana externa los tres canales permanecen sin unirse,

(19,60,62)

Las proteinas OmpC y OmpF de E, ggl_i.acwan como receptores
Jdel fage Tula y los fagos Tulb y Mel respectivamente, La proteina
ompC debe interactuar con la regién del corazén del! LPS para
experimentar un cambio de conformacién antes de que éste pueda
actuar como un receptor de fagos. Alternativamente, la proteina
OmpC y el LIPS pueden constituir dos partes independientes del
complejo receptor, ambos son esenciales para la exitosa activacisn

de Tulb.  (10,59,71)

l.as porinas som fabricadas continuamente durante el ciclo
celular, Las lipoporoteinas y las porinas proveen de més de

400,000 contactos entre el saco de mureina y la membrana externa.

{69)
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2.4.2

El gen

nucleotidica

GEN DE OmpC

de la porina OmpC de & typhi tiene

siguiente: (54)

ia

secuencia

Los sitios del rompimiento con el BrCN se presentan con letra

remarcada

¥y

subrayados

! 0 N » [ 1]
CCA GTA AGC AGT GGC ATA AAA AAG CAA TAR AGG CAT ATA ACA GAG GGT 24 TAC
PY s g6ttt g d81TERG T

14 AL 3] n tot e
AYG Add GTT AL GTA CAG TCC CTC CTG GTA CCA GCT CTG CTG TG GCG GGC GCA
RE Y £V ¢ SLL Y P AL LY LA G

e {28 a1 4 155 16é
00 ALT GCA GCT GAR ATT TAT MAT AAL GAC GGC AAC AAL TTA GAC CT3 117 CGT
AN AL EBETLYNETDONE LD LFG

1] W 20 0 Ul
ALL GTT GAT GGC CT0 CAC TAC TIC TCT GAC GAC AKA GGC AGC GAC GGC GAC CAG
£ ypetL a8 7r¢fsdDEGS DG 5@

ot 136 us i L] 1t
ACC TAC ATG CGT ATC GGC TTC AAA GOC CAA ACQ CAG GTT AAC GAT CAG C10 ACC
Trwal ¢r 3BT OV ND QLT

n 10 Pl s n ]

- GGT TAT GGC CAG TGG GAA TAY CAG ATT CAG GGG AAC CAG ACT AL AGC AGC AAC

GYecaqevYy egraoyraecns®gtres sy

ns 1L b1 bi13 m e
GAC 7CC 764 105 CGT TG 66O TIT GCC GST CTG AAA TTC GCT GAC GCA GOT 72C
P S ¥v T2 Y LPAGL TP LD XGOS

ki n o1 L) 428 1
TTC GAT TAT GGT CGT AAC TAC CGC GTA ACC TAT GAC GTG ACC TCC TGG AAC GAC
FEDYGERERYGY T YT D VTS ¥ ND

40 451 L1} 410 m i
G €16 CCG GAG TIC GGC GO GAC ACC TAC GGC GCT GAC AAC TTT ATH CAG (AG
yLeE 8P 066Dt VG ADNF NQQ

Ll 58 HH S fxid 562
CGT 66T AAC GGC AT GCT AAC TAC CGT AAC ACC GAC TIC TTC GGT CTG GG MAT
B G NGTY AANTRNTODF PG L VYD



5t 560 it o m 599
GGT CT0 GAC TTC GCG T1G CAG TAT CAG 7GC AU AAC GCC AGC GIG ACC GGT Gik
G LD P ALQUQGENSGS Y S GE

] [0 5] 3} L 85
AL ACC ARG GGT COC AGC C10 €76 AAC CAG AAC 4C QAC GOT TAC GCC GOA YeA
NT R OB SLLNOQgNOCOGTYS QS

L1} 1] L1t} [1H 1] 14
9 ACE TAT OCA AYC 0GC QUA 00C TIC PP 0TC QGT 00C GCT AYC KCC ACO YCT
LTy a1 02 Q" BV ¢ 041t 13

i u nl 4 144 168
Akd COT ACT GCC 44T CAQ AAC AAC ACC 0CY AAC OCT COC €10 TAT COT AAC 00C
AT A0 QN KT AN T LY 0N

T " ) 19 0 L13}
G4 Gl 6CC ACA GTT TAC ACC 340 640 €30 AAA TAC QAT 000 AUC AaC ATC TAY
paArvyraaoctLgt Yoo NNTY

L} 0 ] (1] 51 [1}]
CT00CA 0 CAQ TAT TCT CAQ ACC TAT AAC OCT ACC COT TTT 00T ACC TCT MAC
LA L QY soetrTyrypraer gt R

L1 L] " 0 i 4§10
000 AGZ LAC OT0 TCC ACC TCT TAC 0T DPT OCC £AC A4X 0C €AQ KAC 11T QAL
d iR P8 Y37y 3P4 8T L QN PFR

9% L] W [ b8 i
10 071 60T CAD TAC Cad T9C e 9T 00T CTQ O CCO 1CT OTe act T4l €1
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QAT 00C ATC AAC ACC 0AC OAC ATV GTA 0CO CT0 (4T CTO CTT TAC CAQ TT0 TAM
By KT DB Y ALLOLY Y QPR

Hay evidencias de un control positivo en la sintesis de 1la

proteina OmpF por AMPe (g



Algunos estudios con células iptoctas llevan a la conclusibn
de que algunas de las porinas son especificas, Se ha ohservado que
1a perdida mutacional de la porina OmpF hace decrecer la velocidad
de la hidrelisis de los nucleétidos, este resultado condujé a
algunos investigadores a pensar gque la porina OmpF es un canal
especifico de nucledtidos, tal conclusién no es aceptable porque
In vetocidad de estos procesos esta influenciada por la magnitud
de la permeabilidad de 1la buarrera en relacién al tamafo del -soluto
en procesn de inmersion, Estudios en lipesomas demostraron que el

canal Pholl prefiere compuestos aniénicos. (60)
2.4.3 FUNCION GENERAL DE LAS PORINAS

Los poros hidrofilicos en las membrana externa explican 1la
impermebilidad a las sales biliares y la muy buena permeabilidad
para los nutrientes. Mutantes deficientes de porinas tienen

incrementada su Km pero no se altera su Vmix vespecto a la

incorporaciétn  de los solutos. (49,59)

Los hallazgos mas importantes sobre la cinética de incorpora-
¢idh a traves de porinas son:

i) La velocidad de difusién estd determinada por la diferen-
cia . en  concentraciones de los dos lados de la membrana. La
influencia de la tempertura seobre l1a velocidad de penetracién es

ba ja. {4.9)

ii) Los solutos que son voluminosos no pueden difundir a

34



traves del . poero,ggo)

i1i) Lo velocidad de difusion de los solutos a travées de los -
poraes esta influenciada por factores tales como su tamafio, carga e
hidrofobicidad, 1lo que origina una gran diferencia en los
coeficientes de permeabilidad de la mayoria de los solutos. Los
solutos que tienen cargas negativazs se difunden a traves de OmpF Yy

OmpC  de

col de forma mas lenta gue sus contrapartes no
cargadas y «que los solutos c¢on dos cargas negativas, que difunden
1gas lentamente. Se ha demostrado que los canales formados por la
Proteina LamB ¥y 1a proteina PhoE tienen wuna preferencia por
cieries sustratos debido 3 la presencia de sitios de unidén, que se

cavuentran presumiblemente 2 la entrada de los poros, (11,49,60)

iv) La incorporacisn de porinas en la bicapa lipidica conlleva
a un aumento de la conductancia de la membrana de varios niveles
de magnitud. La proteina forma grandes canales acuosos en la mem-
Lirana., La formacién de los canales es inducida irreversiblemente
Por el voltaje. Los capales existen tanto en estado abierto como

cerriado, los cuales estdn en  equilibrio entre  si. (45,49)

v) En algunas cepas s3c presenta mas de una clase de porinas. Se
i demostradn que una clase de porinas es suficiente para la

célula, 19

vi) El térmmino poro se ha introducido para indicar en general a
los canales Qe Jdifusion. Sin embargo, algunos poros ademas de

sus propiedades generales, tienen afinidad por ciertos solutos con

Js



respecto @ su  permeabilidad. (49,59,60)

vii} El limite de exclusion para S, typhimurium y E. coli es de
UPTrox, 6 KDa, lo cual es probablemente una ventaja para el
organismo  porgue permite la entrada de pequeias micelas, de
solutos hidrofobicos Y de grandes peptidos al espacio

periplasmico, (49)

‘Las porinas desnaturalizadas, son polipéptidos acidicos con
un puntu  isoetectrico de alrededor de 4.8 Una alta osmolaridad
resulta en la desaparicion de la proteina OmpF, 1a cual esta
cunantitativemente compensada por la sintesis de mas proteina OompcC.
Multiples copias del gen ompF resuattan er una superproduceién de
la prowna Omp¥ n expensas de (as protesnas OmpC y PhoE. lLa
Loperpodueciin de la proteina Phol, la cual ests acompaiada por
una diswinucién de la ecantidad de la proteina OmpF y la proteina
Lawd, es letal en las celulas, (49,59}



254 TRABAJOS PREVIOS CON PEPTIDOS DE DIFERENTES PROTEINAS

e tirnen antecedentes de la digestién de algunas proteinas
o Bromuvo dde Cianogene (BréN), entre las cuales se encuentran la
lisoeima (g, la termolisina (7sy ¥ la  proteina IB  del gonococe
(77} entre otras, los cuales describen los métodos de digestién,
separacion de los peptidos furmados y purificacién de los mismos,
asi como la antigenicidad e inmunogenicidad que se obtiene al
comparar los péptides con la proteina completa respectiva, en

ensayos  tanto celulares como humorales, (5,77,78)

2,5.2 MECANISMO DE REACCION DEL BreN

El BrCN es uno de los agentes quimicos especificos para la
eseision de cadenas polipeptidicas en residuos de aminoacidos bien
definidos. Ll mecanismo consiste en que el BrCN rompe el enlace
peptidico, en donde el grupo carbonilo es aportado por un residuo
de metionina, el eual se convierte en un residuo C-terminal que es
la lactona de la homoserina. El nimero de fragmentos producidos a
partir de un polipéptido por el bromuro de ciantgeno puede prede-

cirse segun el numero de vesiduos de metionina de la cadena (45).

La dqdescripeion esqueméatica de la ruptura peptidica por

1l BIrGN se presenta oo ta Figuara T.



Figura 7. Mccanismo de reaccién de la escisién de

polipeptidos por
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El BrCN produce romplimiento en las porinas, ya que estas
contienen tres residuos de metionina, lo cual repercute en la
produccion de cuatro péptidos, 1los cuales tendrian un peso

molecular estimado de 21, 9, © Yy + Kd. (PCGENE)

Con el fin de solubilizar el BrCN para que pueda reaccionar
con las proteinas, se han probado soluciones de &cido férmico a
diferentes concentraciones, habiéndose encontrado gue 1a solucién
de acido férmico al 702 es 1a mas adecuada. Con esta concentracisn
se inhibe la formacitn de bromuro y se evita una posible oxidacién
del triptofano presente en las proteinas. Concentraciones mis ele-
vadas del TOZ resultan en una aceién inhibidora de 1a agtividad
del bromuro de cianogeno. La concentracisn recomendada del BrCN en
¢l scido formico al 704 es de 100 mg/m}, la digestién se lleva a

wabo a 25°C durante 20 hrs (45,

El rompimiento con BrCN se pone de manifiesto determinando
los pesos moleculares de los productos de reaccién por anslisis en

SDS-PAGE. 5,77)

253 DICESTION DE PORINAS CON DBrCN

Mediante el uso del programa para computadora PCGENE, es
posible determinar los péptidos que se formarian al romper las
porinas OmpC y OmpF, ya fque funcionn simulando una digestién con
BIrCN, proporcionandonos las caracteristicas fistcoquimicas de
dichos péptidos, como son el punto isceléctrico (pl). la cantidad

de aminoacidos y el peso molecular de cada uno de ellos (tabla 4)
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos de las

porinas OmpC y OmpF respectivamente, de E. g_pLi‘.

OmpC

Posicion en la secuencia Longitud Peso p! 1721 ¢
(Da)

3) Gln- {43 a Met- 342 200 aa 21,445 9.0 i0m

2) Arg- 58 a Met- 142 85 aa 9,484 3.6 2 m

1) Lis~ 2 a Met- $7 56 aa 6,002 4.5 Im

4) Ser- 343 a Phe- 377 35 aa 4,040 3.6 >20h

ompt

3} Leu- 137 a Met- 329 193 aa 21,017 4.7 Im

2) Thr- 61 a Met- 136 76 aa 8,384 4.4 >20h

t) Lis- a3 a Met- 60 58 aa « 6,070 9.1 3 m

4) Ser- 330 a Phe- 362 33 aa 3,640 3.t >20h

aa : aminoscidos

h -+ hora

m : minutos

f : Tiempo necesario para la ruptura

-~
<
~

punto isoeléctrico

ordenados de acuerdo a su longitud

{de Inouchy yp colbs. 1982, Primary structure of the ompF gene that
codes for a majour outer membrane protein of Eschericia coli K-(2.
Nucleie acids research (0: 6957-6968) .
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Ls absorcion del triptofanc a 280 nm constituye el fundamento
de la determinaciétn de péptidos y proteinas por medicién de la
absorbancia de las fracciones de elucion obtenidas por cormato-
grafia de exclusitn molecular. Se ha observado que las proteinas
rotas por BrcecN pierden algunos determinantes antigénicos, pero
ganan nuevos eptopes no presentes sobre la proteina completa, tal
es ¢l ¢aso de la lisozima y la proteina IB. Se ha establecido que
muchos epitopes inmunodominantes estin encubiertos por la

conformacion de la proteina. (577)

Los estudios de la inmunogenicidad de péptidos se han reali-
zado, no s6lo en peéptidos obtenidos por digestion con BrCN sino,
tambien existen algunos en los que el rompimiento se da por enzimas

proteoliticas, o bien otros due son sintetizados dquimicamente.

(23,35,38)



2.6 VACUNAS CONTRA LA FIEBRE TIFOIDEA

La primera vacunacion contra }a fiebre tifoidea se realizé en

1896 por Wright, quien inoculé con Dbacilos muertos de Salmonell

typhi o dos oficiales medicos de 1os cuales uno de ellos recibib
DOSQCl‘iorll{ellle a la bacteria viable y mno presenté sintoma alguno
de la cenfermedad, considerandose asi que la vacuna habia conferido
proteccion, Mas adelante Visokovich realizo estudios similares en
la Uni6tn Soviética, sin poder obtener pruebas concluyentes sobre
el valor protector de las vacunas antitifoidicas similares a las
de ¥right, Sin embargo se corrobors gque ni siquiera el restableci-
mientoe de una fiebre tifoidea aguda protegia compietamente contra
una segunda infeccidn. Se han hecho maltiples ensayos para
encontrar la forma més adecuada e inocua de protecciétn contra 1Ia
enfermedad, siendo uno de los prime.ros intentos el de Pfeiffer y
Kolle, C‘I; 1885, quienes demostraron gue el suero de pncie.nt(:.s
convalescientes protegia a cobayos contra dosis letales de bacile
tifoidice, La primem‘ inmunizacién experimental con una suspensién
de  microorganismos vivos de Salmonella typhi, fué realizada en
conejos por Frankel y Simmons en (886 y en ratones por Bauner y
Pieiffer en 1887. KliKovich posteriormente empled bacilos muertos
con el mismo propoésito. Lo anterior indujé a Wright en Inglaterrn,.
y a Pfeiffer y Kolle en Alemania, a emplear en (897 por primera
vez, vacunas inactivadas en 1a inmunizacién de humanos. Cuande

estas vacunas se aplicaron en la India, Egipto, Italia y
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Sudafrica, s¢’ encontrs unua disminucion significativa en la
morhilidad, asi como una atenuacisn de 10s sintomas en los
individuos vacunados ¢gue sufrieron l1a enfermedad. Las vacunas
tifoidicas elaboradas con bacterias muertas siguieron utilizéndose
durante décadas sin conocerse su efecto protector real, ya que se
carecia de modelos animales para probar su eficacia y no se
lograba relacionar el efecto protector con algain indicador

serologico. 19,20, 4)

En {925, Besredkua propuse cl empleo de vacunas aplicadas por

via oral, hechas a base de bacterias atenuadas. El efecto de las

mismas fue estudiado en el cjercite francés, en donde, desafortu-

nadamente, hubivron muertns entre los individuos vacunados.qy)

En {955, bajo los auspicios de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), se realizaron estudios de campo en Yugoslévia.
Guyana, Polonia y la Unién Soviética, con el fin de probar la
eficacia de las vacunas preparadas a base de células enteras de

typhi inactivadas ‘con acetona (vacuna K} y con

calor-fenol (vacuna L), Estos estudios demostraron gque la vacura K
fue la wegor y se encontrd que la proteccién era mayor cuando se

aplicaban dos  dosis (24,66,80,87)

El hecho de gque las vacunas parenterales presenten cfectos
colaterales indeseables ha motivado la bisqueda de nuevos inmu-
noyenos protectores. Ha la fecha se han estudiado dos vacunas que
se administran por via coral y que se elaboran a base de bacterias

vivas., Una de e¢llas se produce a base de una cepa de Salmonella
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typhi dependiente de estreptomicina para su crecimiento y otra con
una mutante deficiente en UDP-4-dgalactosa epimerasa (designada por
Germanier como Ty 24a). Estudios inm vitro con esta vacuna han
demostrado que se desencadena upna buena respuesta humoral del
intestino, el cual produce una reacciéon especifica sustancial

wmayor para IgA que para 136G e I9M. (417,0246,6T)

1.os estudios realizados con la vacuna de Germanier en Egipto
demostraren gque es capaz de proteger at 957 de la poblacion vacu-
nada, Se ha encontrado que 1o vacuna oral con capa entérica es muy
supevior a la preparada en cépsula de gelatina, también se ha
observado fjue el nivel de protecciétn se relaciona con €1 numero de
dosis, se presenta una proteccisn alta al emplear 4 dosis, cuando
la vacuna se aplica en ‘una area de alta incidencia y/o prevalen-
cia, En Chile, se encontré dque con tres dosis administradas
{capsulas con capa entérica), a intervalos de 2 & 24 dias entre
cadn dosis, se inducia una proteccién del 51 al 674, res;;ectlvn—

mente {14,21,84)

'or otro indo, se han estudiado los antigenos de superficice
especificos de Salmonella typhi como probables c¢andidatos a
vacunas contra la fiebre tifoidea: antigeno somatico "on
{endotoxina  y/o lipopolisicarido), antigeno flagelar "I" Yy et
antigene ecapsular "Vi®, Durante mucho tiempo se pensté que el
antigeno somatico "O" jugaba un papel importante en 1a proteccisn,
por to que se elabors una vacuna a base del oligosacsrido de
repeticidn del lipopolisacérido (LPS). La protecciéon obtenida con
esta vacuna fué escasa y de corta duracién (273985
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También s¢ han probado en el modelo humano, vacunas hibridas
von  toxoide colerico, fabricadas por ingenieria genética sobre
celulas  completas de § typhi Ty24, insertando un plasmido que
vodifica para la biosintesis de un antigeno 0 de V, cholerae
{(Inabaf6t?2B), la c¢ual ha dado buenos resultados, aungque adn estid en

rstudio, (8,16)

Con respecto al antigeno flagelar "H", se ha demostrado que
tampneo esta relacionadoe directamente con 1a inmunidad protectora.
Tully y colbs. {1962) observaron que al inmunizar chimpancés con
una cepa rugosa de 8. typhi, se inducia la produccién de
anticuerpos contra el antigeno "H", pero no se obtenia proteccién
aitn von titulos altos de anticuerpos antiflagelares., En 1968,
Anderson demostré que en ratones inmunizados con una mutante
carente de flagelo de 3, _l_u:__h_;l, se obtenia el mismo grado de

prroteceidtn ue en aquellos inmunizades c¢on la cepa mdvil(gl-my

La relacion de los anticuerpes anti-Vi con un estado inmune
protector ha sido demostrada recientemente pur Robbins y colbs, a
través de eostudios de campo rexlizados en Nepal y Sudafrica. Por
10 que se¢ ha enfatizado en la importancia que tiene el antigeno
"vi* en Ia virulencia de la cepa infectante, asi como la conve-
niencia de sonservarlo en las preparaciones de vacunas

T (2,26,65,68)"

En 1970 Vennemnn Y colbs. demostraron que las fracciones

ribasomales de Salmonella typhimurium inducian proteccién en el



ratdn contra la bacteria virulenta. Resultados similares fueron
obtenidos por Molinari y Larralde. En trabajos posteriores
Molinari y <Cabrera demostraron que las fracciones ribosomales de¢
$almonella typhi inducian también proteccistn en ratones(56,57,83)

Por otra parte, 'Johnson presentd evidencias de que las
rrotenas ribosomales eran las que protegran a los ratones. Smith
Y Biglye sugiriecron que tanto el ARN como las proteinas, se
redquieren para  eobtener proteccidn. Los trabajos realizados pov
EBisenstein Yy Johnson demostraron que las fracciones ribosomales
de Salmonclia estéan contaminadas con LPS y proteinas de la

envoltura celular(yg,33,54,76)

En trabajos posteriores, Johnson y colbs. demostraron que las

proteinas de -la envoltura celular de Salmonella typhimurium son

las que¢ protegen a los ratones contra la infeccidn por esta
bacteria. Estos experimentos ponen en‘ duda el papel que juegan las
fracciones ribosomales en la proteccién y apoyan lo sugerido por
Mates y Yosipovisi, en el sentido de que los antigenos protectores
de Salmenelly  se loealizan en la superficie bacteriana(ggso,52)

Las evidencias de que las PME estan expuestas al medio
externo llevée a investigar su eficdcia como inmunégenos protec-

tores (9,18

Los hallazgos m&s importantes en cuanto a la capuéidnd

inmunégena y protectora de las PME y porinas son:
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Kussi y colbs, demostraron que las porinas extraidas de -una
Cepa rugoesa de £ typhimurium pretegen al ratén a un reto con una
cepa lisa homéloga, El mismo efecto se obtuve en forma pasiva con

anticuerpos cspcciiicOS(_“_d_z).

Isibasi y colbs. han demostrado que en pacientes con fiebre
tifoidea se producen anticuerpos de clase IgM hacia una PME de 28
Kba durante la fase aguda de su padecimiento. En 1a convalescen-
vin, la respuesta es de IgG y se dirigis hacia las porinas (36 a
‘11 KDa). Ademas que la vacunacisn de ratones NIH con 10 pug a 30 ug
de MY de S typhi, induce proteccisn del {002 al reto con 500
DLrp de € typhi 242,viid y & typhi Ty2i y del 302 al reto con
Ia misma dosis de 8. typhimurium. Tambiéen han demostradoe que la
adnministracion pasiva de suvero de conejo anti-PME de S typhi
2,12, Viid, confiere proteccién del 1007 al reto con 100 DLgy de S,
typhi 9242 Vidd y 3. typhi Ty2; y del 80Z al reto con 3.
typhimurinm El suero de conejo anti-PME utilizado en el ensiyo de
protecceison  pasiva  reconocis por i.nr:\unoclec'.rolrausferenciu, todas
las PME de las dos cepas de S typhi empleadas en el reto, pero
solamente a las porimnas de & (yphimurium. La transferencia pasiva
del suero anti porinas pudo protejer al raton de un reto letal

con £ typhimurium virulenta. (39 31,58)

Anticucrpos monoclonates (IgM) anti-porinas de & trphi 92

12,vVidd coufleren una proteccion del 607 al reto c¢un 20 DlLgy de

i

typhii 242,Vird, mientras que auticuerpos monoclonales auti-LPS noa
rroducen’ ningon - efecto. La administracién de anticuerpos monoclu-

nales’

5liti-ldidlipicos de las porinas a ratones BALB/c¢c normales
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geners  una ro.sp\msta‘ dr anticuerpos .capages de reconocer a las
rorinax por agwunoelectrotransfevencia, La  vacunacisn de ratones
NI won 30 pg de PME ae S typhi, produje in ¢itro una
respuesta proliferativa de linfocitos, en presencia de porinas de
S, typhi, € typhimurium o E, coli. La inmunizacion de ratones
C3TBL/6 con PME de §, typhi indujé in vitre una respuesta

proliferativa  especifica de linfocitos T. (20,81)

Deatra de los estudios de proteccistn con porinas resaltan tos

siguientes hechos:

{} Los uantigenos protericos en ausencia de las cadenas
O-vapecificas del LPS pueden producir inmunidad. El suere del
ralon inmunizado con PME de 1la cepa Rb2 {carente de la cadena -0

del  LPS) conptiene sblo anticuerpos anti-proteinas. (58,81)

2} Se ha observado und clara depeundencia del efecto de la
respuestas inmune a Ia dosis. La ruta de inmuiizacion no tiene una
influencia importante sobre lua respuesa inmune excepto para la

hipersensihilidad tardia en las vias intramuscuiar y subcutanea.

(55,58}

3) La porina es un antigeno protector ¥ su potlencial inmune
os swynificativamente mejoradn por el LPS. La mayor eficiepncia en
m‘ protecciéen con porinas al inocularse junto con el LPS se puede
deleer o que:

i) fL,os anticuerpos anti-LPS puedeun coniribuir a la. protec-

<rm.



ii) BI LPS puocde actuar como un adyuvante.

iii) B! LPS puede formar un complejo ¢on la porina & inducir
wn cawmbio de configurucién de la  misma, haciendola m3s inmu-

negenica, - (g4

La detegcion de los anticuerpos antiproteinas podria seprvir
rara  unda prucba dlaguostica Je to tifoidea, particularmente cn
‘wonas endemicas doncde la pruecka de Widal no ha sido satisfacto-

ria. (58}



3.0 JUSTIFICACION

Bassndose en los hallazgos encontrados en torno a la
inmunogenicidad de pé;;tidos, por diferentes autores en diversas
proteinas, el presente proyecto se enfoca en la produccién de los
peptidos de las porina.f; por rompimientoe con BrCN y la determina-
lcibn de¢ su capacidad estimulante de la proliferaciéon de esplenoci-
tos, como una medida de su inmunogenicidad, para evaluar el valor

de estos péptidos como vacunas antitifoidicas,
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OBJETIVO GENERAL

Obtener, sepavar y purificar los peptidos de porinas de 8.

Lyphi, asi como evaluar su capacidad inmunogénica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

+

Obtener porinas de S typhi, por el metodo de Nikaidogp)

OUbtener  peptidos de porinas  por  tratamiento de  estas  con

{1rCN.

Elaborar un mapa peptidice, mediante olectroforesis en gel
de poliacrilamida, en presencis de dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE).

Separar y purificar los peptidos, por los metodos de croma-
toyrafia pur filtracion en gel, isoelecirecenfoque e inmu-

noelectrotranierencia.

Determinar ta proliferacion de esplenocites en  cultivos

cetwlares, inducida por los peptidos de porinas,



5.0 MATERIAL Y METODOS

5.4 MATERIAL
Se emples ¢l material de vidrio comunmente usada dentro del

trabajo de isboratorio.

S.4.4 MATERIAL BIOCLOGICO

Cepa de Salmonelln typhi 9t2Viid, mislada de un paciente

con diagnastico clinico y bacteriolégico de fiebre titoidea.

Ratones hembras, singénicos de In cepa C3HeB/Fed de 18-20 g.

%.4.2 MEDPIOS DE CULTIVO
~ Agar infusién cerebro corazén (BHI).
- Mcdio minimo de sales A" (Bloxoa).
Solucitn de lavado Hepes 10 mM pH 7.4
Medio para cuwltivo celular HANKS (Sigma).
-~ Medio para cultivo de células RPMI (Sigma),

Suero {fetal bovino (Sigma)
5.4.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES
Todos los reactivos empleados en el presente trabajo fueron

de grado analitico y de las marcas J.T.BaKer, Sigma, Merck y Bio-

Rad.

B
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S2METODOLOGTIA

5.2.04 CULTIVO DE BACTERIAS

Las bacterias empleadas para ia obtencién de porinas s¢ cre-
cieron durante 8 hrs a 3I7°C y 200 vpm (New Brunswick Scientific
Ce) en medio mmimo A suplementado con 042 de extracto de
levadura vy 0,572 de glucesa. Tosteriormente las bacterias se cose-
charon, o¢n fase de crecimiento logaritmica, por centrifugacion
(Centrifuga Sorvall RCSC, Instrument Dupont} a 1650 xg durante {5
min a 4°C. Lo pastilla bacteriana se resuspendis en amortiguador

de Hepes 001 M pH 7.4, conservindose a -200C hasta su uso.

£.2.0.2 OBTENCION Y PURIFICACION DE PORINAS

La oltencién de porinas se cfectud empleando el métedo
itescrito por Nxh:xmomm. Las hacterias cosechadas en la fase de
crecimientn logaritmico, s¢ ajustaron » una densidad &aptica de
1.0 3 660 nwm, posteriorments se rompicron por sonicacisn (Lab
line Ultrateip Labksonic system sonicator), en periodos de dos
minutues en bado de hielo hasta disminuir Ja absorbancia a 03, a
060 nm.  Sfeyuido de la eliminacién de las bacterias enteras por
centrifugacion a 7000 xg /i8S min, 1a envoltura celular se obtuvs
nor ultracentrifugaciéon a (00 000 x9/30 min a 209C (Ultracentri-
fuga Beckman LB-M), esta se solubilizé en Tris 10 mM, pH 7.T con

2PSE al 2% ¥y se iacubs 30 min a 320C, posteriormente se ultracen~

-



L\'III\IUO ¥y el sedimento se sometid a una segunda solubilizacion en
las condiciones descritas anpteviormente. Fl sedimento formado
contemsa peptidoglicana, de donde se extrajeron las proteinas

unidas ‘o ella solubilizandola con Tris 50 mM, pH 7.7 que contenia

1751

DS al 24, EDTA S5 mM, NaClt 04+ M y §-mercaptoetanol al 0,05%
despues de un perisodo de incubacion de 2 hrs a 379C, se ultracen-
trifugo a 100 000 xg/30 min a 25°C, el sobrenadante se paso a
traves de una columna de Sephacryl S-200 (80 cm x 2.6 cm, Pharma-
¢ia Chemical Co) con una velocidad de flujo de 4 ml/hy. Se
recupers la  fraccion que eluye inmediatamente después del volumen
viacio, detectada por absorbancia a 280 nm (Uvicord, S LKB 2138j.
Pava reutilizav la columna, ¢sta se lavé con un volumen equi-

valente o dos veces el volumen total del gel. {1s)

$.2.0.3 DETERMINACION DE PROTEINAS

La cuantificacidn del contenido «de proteinas en las prepara-
ciones de porinas purificadas (NIKAIDO), 5¢ realizo de acuerdo al
metudo  de Lowey {481 empleando albuimina sérica bovina como

jrroteina  de refevencia {Sigma  Co.)
5.2.0.4 DETERMINACION DE LPS.

El contenido de LPE presente en las prreparaciones de porinas
s deterwing de manera  indireca cuantificando ¢! contenido de
scido 2-ceto J-mancoctulonice (KDPO) de acuerdo al metodo de

Kavrkhanis {36y Empleando una curva patrén de KDO.
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5,2.0.5 ELECTROFORESIS DE POilNAS EN CELES DE POLIACRILA-

MIDA EN PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO. {SDS-PAGE)

La SDS-PAGE para porinas se realizé en unz unidad electro-
torélica para geles verticales en placa (LKB Iastruments),
sistema discontinuvo de electrotoresis en condiciones reductoras,
El gel scparador coptenia 11.27 de acrilamida, 25% de bis-
gerilamida, 04974 de SD5 en amortiguador Qe Tris-HCl 035 M pH
8.8, El gel introductor contenia 57 de acrilamida, 0437 de bis-
acrilamida, 0.t¥ de SDS en ameortiguador de Tris-HCl 01425 M pH
.8, El amortiguador de muestra fuée Tris 0425 M pH 6.8 conte-
niendo SDS ul 24, Be-mercaptoetanol al 5%, glicerol .al 102 y azul

de  bromuefenol al 0.005Z. (43

La c¢lectruforesis se lleveé a cabe durante aproximadamente 6
hrs empleando 20 mA por placa y como amortiguador de corrimiento
Tris 0025 M, glicina 0492 M, SD3 al 0.i%, pH 83, Posterior-
mente, los geles se tideron durante § hr' en una solucitn de azul
de Coomassie R-250 al 0.257 en metanol-acido acético-~agua
{$56:10:45). Se desliferon empieando una solucién de metanol-acido
acotico-agua {5:40:85) hasta que el fondo de)l gel quedé trans-

parente.



5.2.0.6 DIGESTION DE PORINAS

La digestién de porinas se realizé segin indican los

siguientes pasos:

t-Liofilizacién de las porinas.
2.-8¢ preparan las siguientes soluciones:
aeido  fermico al TOX
-solucion de NaOH 5 N (se emplea como medida de seguri-
dad, para que en caso de sue 3e derrame el BrCN, éste se neu-

tralize ripidamente con NaOH y evitar asi la formacisn de HCN)
3.-Dentro de la campana de extraccien de gases s¢ procede a:

a) Colocar un peso aproXximado %le 100 mg de BrCN dentro de
un  vial de  vidrio, se tapa ¥y se traslada hasta la balanza
analitica en donde se determina su  peso exacto.

L) Se adiciona { m) de acido formico al vial que contiene
al BrCN.

¢} La solucion q‘ue se forma se adiciona a4 un segundo
vial, en el cual se han depositado 1 mg de porinas liofilizadas.

d) Se agita ta mezcla, se tapa perfectamente y se protege
d¢e la luz envolviendola en papel aluminio.

@) La reaccidon se mantiene durante 20 hrs,

f) Transcurridas las 20 hrs la mezcla de¢ reaccién  se

coloca  dentro de una membrana para dialisis {ppue permite s

-



separacidn de moteculas de 2,000 daltons) y se diasliza contra PBS
pil T4, con seis cambios del amortigusdor durante dos dias, de

2,000 mi cada uno.

5.2.0.7. ELECTROFORESIS DE PEPTIDOS EN CGELES DE POLIACRI-
LAMIDA CON DODECIL SULFATO DE SODIO {SDPS PAGE).

.o electrotoresis de peptidos se realizé en una unidad para
yeles verticsles (LKB  Instruments} en condicicnes reductoras y
ststema discontinuo de amortiguadores. El gel separador contenia
15% de acrilamida, 257 de bis-scrilamida, 0.197 de SDS 'en amor-
tiguador de Tris-HCl 1.5 M pH 848, E)l gel introductor contenia 5%
de acrilamida, 0.43/ de bis-acrilamida, 0.7 de SDS en amortigua-
dor de Tris-HCl 0435 M pHl 6.8, Como amortiguador de muestra se
usé Tris 0425 M pH 68, SDS al 27, B-mercaploetanol al 85I,

gticerol al {07 y azul de bromofenol al 0.005% 170}
$.2.0.74 TINCION CON COLORANTE DE COOMASSIE

El corrimiento electroforético se lleve a cabo cmpleando 20
mA  por plaesa ¥y como x;mtu‘\.igundor de corrimiente Tris 0.025 M,
glicina 0.492 M, SDS at o2 , pH 8.3 Luos geles se tiferon
empleando ta tineion cvon Ceomassie por la rapidez y sencillez que
implica su realizacian, y la tincion con plata por su capacidad
para revelar con mayor sensibilidad. las bandas més pequeias o
menos concentradas en las muestras, em la primera se sumergieron

durante { hr en una solucion de azul de Coomassie R-250 al 0.25%

(5]
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n metanel-4cido ncétiéo~ngun {465:10:45), Y se decotloraroen
ecmpteande una  solucidn de metanol-acido acetico-agua  {%:110:85)
hastn fue el  foudo del gel guedo transparente. La segunda forma

de tincién se realizd segun ins siyuientes pasos:
5.2.0.7.2 TINCION CON PLATA (Bio-Rad Laboratories)

i, Se coloes el gel a tedir dentro de 400 mi de una solu-
cidn fijadotra gque contenia 0¥ de metanel y 107 de seido acéticou
{V/V]L, cuidando no tocar ¢l gel directamente con las manos, tanto
en este paso como en los sucesivos, Dejar en esta sotuctén por 6O
min,

2. Z¢ Cawbis ¢l gel a una solucien de t0Z de etanol y 51 de
Geide acetica (400 ml) por 30 minutes,

3. fe rontino la figacion del gel, en 400 ml de una soelucion
nueva ae 1074 de etanovl y 54 de &cido acético (V/Y) por 30 min.

4. Se oxide el gel con 200 ml de la solucién oxidante pre-
viamente preparada (acido peryodicb {4 g; etanol 8.0 ml; ac,
acktico 10 m), y Ha0 (10 ml), durante 10 minutos.

5. Se enjusgsé ea 400 ml de aguan desionizada por {0 minutos.

. Sc repitico el lavado dos veces mas en 400 ml de agua
desionizada por 10 minutos.

T. Se leve ¢l gel a un recipiente gque contenia 200 ml del
ron-:ﬁvn de attrato de plata (2 ml de NH40H concentradeo; 28 mi de
NaOft ot N recien preparada;; 5 ml de AgNOgq al 204, y {15 ml ¢
agua desionizada) y se mantuvo ahi por %0 minutos,

8. Se enjuagé con 400 ml de agua desionizada durante 2 min.

9. El gel se colocs en 200 ml de la solucidén reveladora (05
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ml de formaldehido al 377 50 myg de =zcido acetico y t000 ml de
agua -’Ii:’:.'iouxz:ulu), el tiempo gue debhis permanecer fué de aproxi-
madamente 30 seg, hasta que la solucien reveladora se tornsd color
caft humo, una vez sque #sto ocurris, se desecho la solucion reve-
ladovra” y se adicionaron 200 ml de solucian nueva por 5 min,
10, Se¢ volvio a cambiar et revelador y se esperaron 5 min.
it. Se detuvo la reaccion con 400 ml de acido acetico al 5%

(v/v) por 5 wminutos,

5.2.0.8 SEPARACION DE PEPTIDOS POR CROMATOCRAFIA DE EXCLU-

SION MOLECULAR

En\]\lcu;:dn) tanto una cotumnia de 60 cm de largo X 1.5 ¢cm de
diametro como otra de 1w de largo X t ocm de diametro, se hizo
unaa cromatografia por filtracisn ca gel, ¢l soporte empleado fue
de poliacrilamida (Biogel P-30), el cual se hidrats toda la noche
on el amortiguwador de elucion. (acido acetico al 107%), y se
empaco en ambas columnas, dejandose lavar por dos dias, una vez
hecho asto, se colocaron 05 ml de péptidos, a una concentracion
de 500 po/ml, las fracciones se recolectaron en volumenes jiguales
de 145 ml, emplecando un cu!ccto.r de fracciones para cromato-
griafia  en gel (LKB Multivas 21{1), obteniendose las lecturas de
ubsuwibancia a 280 nm en ¢l Uvicord por registro en el graficador
potencicmelvico, Las fracciones colectadas, se leycron también a
280 nm vn el espectrofotimetra, y estos resultados se graficaron,

para obtener el patréen de elucion,

Una vez que se hubé determinado en que tubos se encontrakan

=0



105 picos de elucign se procedié a someterlos a dislisis contra
PBS pil T.4, con el fin de eliminar el &acido acegtico, y asi poder-

los emplear en 105 ensayos de activacion celular.
5.2.0.9 SDS-PAGE DE PEPTIDOS SEPARADOS

Con ¢l fin de corroborar que los picos de absorcisn estaban
d¢ados por los péptidos los cuales ya habian sido separados, se
sometieron muestras de 1las fracclones a corrimientos electro-
foréticos, habiéndose previamcnte concentrado estas fracciones
por liotfilizacien. La tincitn de estas electroforesis se hizé con
plata, debido a que la cantidad de proteina era mucho menor en

estas muestras, Y por tanto requeria de un método mas sensible de

tincisn,
5.24.0 INMUNOCELECTROTRANSFERENCIA.

La electrotransferencia de pépt'idos Y porinas Ade los geles
de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC), sc llevé a cabo
durante 75 min, a8 500 mA cn un equipo Transphor {(LKB Instru-
ments). Empleando como amortiguador para 1a transferencis gli-
cina 192 mM, metanol al 207 en Tris 20 mM, pH 8.3, Transcurrido
este tiempo y para comprobar que la transferencia se llevs a
cabo, se tifé el PNC con rojo de Ponceau durante 5 minutos y se

lave en seguida con PBS-T (Tween 20 al 0.7 en PBS}

Con el propésito de confirmar la transfercncia y de saber

si un aaticuerpo monoctonal anti porinas (lote 8F6), reconocia a
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»ulu\rl_:_yu‘:‘;d.i\ fos 'lélﬁtilios,' se- rveveld ‘el PNC . sometiendolo al

sigulente Lb;‘hvt_;un fento:

(.,- ‘St;._,y n;yii;rcu\'z‘vn ';:u solucién de blogqueo duraate 3 hrs a 379C,
‘(dé’-S t‘n“;'x.s en kPUS‘gz-luliuu at 22 y dos tiras en PBS -leche al)l 2%

3. “Se tavaven 4 veces con PBS-Tween D0.4Y, con agitaciém, §
winutos cada vez,

3. Se¢  incubaron las tiras con el primer anticuerpo sin
dituir {usando sobrenadante de ctlulas SP2 como control nega-
Ttive), por 24 hrs en agitacion a JTeC.

4. 8e lavaron $§ veces eon agitacién, durante 5 minutos cada
Ve,

. Se  adicionse e} conjugade {IgG de cabra anti-ratén con
geroxidasal, diluildo 5500 con  selwcion de blorgqueo, 5 ml por tira
por 90 nru’.n en agitacidn a 370C,

SHhOBe s lavn con PRS-Tween o seis veces ¥y tres veces ¢on PBS
‘5610. S.oominutos en agitacien.

7. Finslmente s¢ revelaron las Liras con una solucidn de
Dinminobenciding (5 mgl + 10 ml de PBS » {10 1l de Hz0p,

8, Cuando las bandas «que aparecian sobre las tiras de papel

s¢e observaron con claridad se detuvo la reaccistn con agua.

52144, TRATAMIENTO DEL PNC PARA ESTIMULACION DE ESPLENO-

CITOS

Cen ) [(in e adisponer d¢ los peptidos en una forma tal que
fueran aceesibles a las cglulas, fue necesario tratar al NG de

13 siguiecunte wwanera:



t. Una .vez que se ha terminado la transferepncia, se tife con
rojo de Ponveau y se lava con PBS-Tween 0.% para observar las

bandas,

2. Recortacr tas bandas

G Lavar con PBS-Tween 04% esteril.

o Pasar o tubos  esteriles.

S Lavar eon PDS esteri) y  secar.

6. Cortay en pedazos pegueros,

7. Pasar & tubos dc vidrio estérites. »

8. Agregar aprox. {00 ul de DMSO agitar y aAisolver. «

9. tucubar a T.A. 15 hers. «

10. Resuspender en amortiguador de carbonatos pH 2.6 estéril
en tudbo estéril, con agitacién constante, adicionar { gota c¢ada §
sty hasta 0.5 mi o«

1. Lavar 2 veces coun HANKSE «

12 Resuspender en 900 3 de RPML 3,640 wl o 100 p) S0 v
* Lus pasos sedalades con ¢! asterieco, se debicron realizar en
condiciones de esterilidad, dentro de la campana de fluje lami-

nar
5.2.4.2 ISOELECTROENFOQUE (IEF) (a5

En la tecnica de isoelectroenfogue se separan las proteinas
al alcanzar su  punto isoecléctrico. Se emples para verificar la
vurcza de Jos peptidos y JIas porinas al confivrmar los pl tedticos
reportados para cadn uno de ellos, Los pases que se siyuen para

desarrollne esta tecnica son los  siguientes:
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{. Una vez limpio el material con ngun y etonol, colocar la
placa de vidrio sobre el soporte azul. Se deposita una perquena
cantidad de agua sobre su superficie,

2, 8e coloca el lado lipofilico de un acetato para elec-
troenfoque LKB sobre la placa de vidrio y se sacan las burbujas
gque se hayan formado.

3. Colocar et plastico separador alrededor de la placa ya
montada.

4, Colocar la placa de plastico que contiene los carriles,

5. Una vez hecho el emparedado, se sella colocando pinzas
alrededor del mismo.

6. Se preparan las siguientes soluciones:

ajSolucion densa (avida)
578 pl de Inmobilina pH 3.6
-446 |t1 de Inmobilina pH 4.6
-3t4+ pl de Inmobilina pll 6.2
-Agua c¢bp 15 ml

-5 ml de Acrilamida

-7.3 ml glicerol al 977

-Agua cbp 30 ml

b}Solucién ligera (basica)
~424 !l de Inmobilina pH 3.6
=640 ¢l de Inmobilina pH 1.6
-930 1l de Inmobilina pH 6.2
-Agua chp (5 ml

-5 m! Acrilamina

-Agun cbp 30 m!
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7. La solucisn ligera se roloca en el recipiente izquierdo
del hacedor de gradientes, y 1a solugién densaz en el derecho
{donde se coloca también el motor)

8. Se adicionan 75 ] de TEMED y 80 pul de APS a cada reci-
piente. Se agita momentineamente, se c¢oloca el motor y se
enciende, Colocar el cono. Abrir las wvalvulas de salida de
eonexion, y depositar la mezcla en el emparedado.

9. Una vez polimerizado el gel, se retiran las pinzas y se
coloca la placa sobre el’ refigerante previamente engrasado,

10. Se mojan tiras de papel filtro con la solucién de 1los
electrodos y se colocan en los extremos del gel.

11, Se acomodan los electrodos y se¢ realiza un  precorri-
miento de 30 min a 2000 ¥V, 15 mA y 20 Watts,

12, Se deposita la muestra y se realiza el corrimiento a
2000 V, 5 mA y 5 Watts durante toda la naoche.

13. Apagar el sistema, sacar la placa y proceder 8 fijar 1a
proteina  durante t he, Posteriormente se tiiie con azul de

Coomassie durante 15 minutos y se procede a decolorar,

5.2.4.3 ACTIVACION DE ESPLENOCITOS MEDIDA POR

INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA (3HTdr)

i. Esquema de inmunizacian.
a) Inmunizar lotes de 3 ratones por via intraperitoneal los
dias 0 vy T con 30 pg de PME de Salmonella typhi en HANKS. Se

inocula también un raton control con HANKS.
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2. Obtenvién de esplenocitos (dia {4).

a} Empleando condiciones de esterilidad desnucar los ratones
inmune y control y limpiarlos con Yodo al 3%

b} Extraer el bazo colocandoio ¢n 5 ml de HANKS en condi-
ciones de esterilidad. ‘

3. Tratamiento del bazo.

9} Disgregar el bazo tamizando con malla metélica y adicionar
5 ml de HANKS,

b} Centrifugar a 1200 rpm durante ${0 minutos.

<) Lavar dos veces con HANKS eliminando en cada ocasién el
sobrenadante y resuspender las células.

d) Adicionar { ml de cloruro de amonio y frotar suavemente
durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo adicionar 10 ml de
ITANKS.

e} Centrifugar nuevamente a (200 rpm durante {0 minutos,
desechar ¢l sobrenadante y adicionar { ml de RPMI.

£} Determinar viabilidad empleando azul tripano.

g)] Diluir con RPMI hasta tener una concentracién de 2
millones de celulas/ml,

h) Coulocar 200 000 celulas por pozo en placas de 96 pozos de
microcultive ecn 200 ul., Se ayregan concentraciones de porinas de
30 pg/ml, y 50 pl de péptidos soludbles y en PNC, en una placa de
polietilene de 96 pozos. Las ceélulas se cultivan 5 dias a 37°C
en atmésfera himeda y 5% de €O ‘

iyDurante las vitimas 18 horas de cultivo se adiciona a cada
poze | uCi de JHTdr y al final de la incubacién se cosechan en un
cosechador semiautomstico (mca. Mini-Mash II)

J) La incerporacién de JHTdr se determina en un contador de

-



centelleo de radiaciones B {Contador B BecKman LS 5801).
K} Obtener esplenocitos de animales npo inmunizados, 1los

cuales se cultivan del modo antes descrito.

Como  testigo positivo de estimulacién se emplean células
provenientes de ratones inmunes y controles, a las que se adi-

cionan t0 ug/ml de Concanavalina A por pozo.
Se incluyeron pozos de celulas cultivadas con papel de

nit.rocelulv.).su~ sin proteina para descartar su actividad

mitogenica.
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60 R E 8§ U L T A D O S

6.1 OBTENCION Y PURIFICACION DE PORINAS

Las porinas de Salmounella typhi se obtuvieron de acuerde al
nigtodo  de Nik::hlo(go). el perfil cromatografico de purificacion
{ror exclusion moleculur se observa en la Fig. 8. las porinas se
recolectaron en la  fraccidon §, que ejuyd inmediatamente después
de¢l volumen vacio, oéstas contenian menos ael 1! de LPS como con~

taminante.

En la figura 9 se observan las bandas correspondientes a las

porinas OmpC y OmpF.

6.2 ORTENCION Y CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE

FEPTIDOS

Despues de digeridas las porthas y una vez separados los
productos de esta digestion se observaron las bandas que aparecen
e las  figuras 10 y ti. En los ‘carriles correspondientes a los
peptidos apualecen cuatro bandas {con Coomassiel y siete Dbandas
feon Plata) que se pueden observar claramente, estas bandas
fueron observadas en todas las muestras de peptidos con lo que se

demuestra la reproducibilidad del método de obtencion.
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PERFTL, CROMATOGRAFIOD DE PURITFICACICON
] (PORINAS)

o

ABSORBANCIA A 280 rm.
o

.1 T T T
25 50 75 100

Figura 8. Porfil cromatografico de purificacion de porinas
de §  typhi, por exclusion molecular. Columna de Sephacryl £-200
una velocidad de flujo de 4 ml/hr.

(Pharmacia Chemical Co.), con
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Figura 9. Electroforesis en gel! de poliacrilamida-SDE, tedida con

azil de Coovmassie, de: porinas de Salmonella typhi aisladas por el método de
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Figura (0. Patrén electroforético de los péptidos de las porinas de
A égghl digeridas con BrCN, los cuales se observan en los carriles 3 y #,
después de haber sido teiidos con colorante de Coomassie,
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Figura 1. Patrsn electroferético de los péptidos de las porinas de
S, typhi digeridas con Brce N, tefiidos con Nitrato de Plata, los cuales se
observan en los carriles 4 y 5.



Mediante 1a medicion de 1la distancian recorrida por los
peptidos, al tedir con azul de Coomassie y plata, se pudo conocer
el peso molécular aproximado de cada uno de ellos, encontrandose
frue recorren las distancias reportadas en la tabla 5. Basindonos
en  la velacion logaritmica entre ¢l corrvimiento de las muestras
el SDS-PAGE, expresado por el Rf, c¢on el peso molecuiar de
10s compuestos, se procedié a construir la curva de calibracién

correspondiente, la cual se muestra en la fig. 12

-¥
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CURVA DE CALLBRACION DE PESOS MOLECULARES

A SDS-PAGE al 154

™

Y = (-2.839)x + 4.888

LOG FESO MOLECULAR <pa>

Fig, 12. Curva patréin de los estandares de pesas malecu-
lares obtenidos para un gel de poliacrilamida al 15Z, en condi-
ciones reductoras.
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Intevpoulande el Rf  ubtenido para los péptidos en la
curva patron sc¢ conociernon los pesos. moleculares de cada uno de
los mismos (Tabla 5), cabe mencionar fque estas longitudes de corr_i_

~=miento son el promedjio de varias electroforesis.

Los pesos moleculares calculados para los péptidos indican
que la digestion se realizé solo de forma parcial, por lo que la
banda de mayor pese molecular corresponderia en realidad a la
unisn del peptideo de 8 KDa con el de ?.l‘ KDa, y el de {6 KDa a una

unisn entre el de 9 RDa y el de 6 KDa.

Con el fin de c¢onsequir una digestién completa se cam-
biavon las condiciounes de reaccion agregando 30 mg mas de BrcN
despues de 20 horas de haber puesto los primeros 100 mg de BroN,
Y sc¢ dejo durante 24 horas mas. Sin embargo no hubsé cambios en
cuanto 4 los productos de reaccitn obtenidos, por 10 que se deci-
dicé trabajar con los peptidos que producia la primera digestisén

(ineompleta).

la determinacion de 1a concentracién de peéptidos obtenida
tras la digestion se realizé mediante el método de Lowry. La con-

centracien de péptidos asi obtenida fue de 500 pg/ml
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TABLA 5.-Valores de la distancia recorrida por los
péptidos y los estindares de pesos moleculares expresada por el
Rf, asi como el peso moalecular correspondiente a cada uio de
ellos.

POLIPEPTIDO Longitud recorrida RE PM(Da)
E Albimina sérica

S Bovina (BSA) 0.5 cm 0.0357 66,200
T Albumina de huevo -

A Dblanco de gallina 1.3 cm 0.0928 42,699
N Anhidrasa carbonica

P bovina {.8 em 0.1286 31,000
A Inhibidor de ta

R tripsina, de soya 2.5 ¢cm 0.1786 21,500
E lLisozima del huevo

S blanco de gallina 3.8 em 0.2714 14,400
r UNO 2.1 em 0.1500 28,980
E pos 3.0 cm 0,.2142 19,040
P TRES 3.4 cm 0.2429 15,79¢
T GUATRO 4.4 ¢m 0.3143 2,902
L CINCO 4.6 ¢m 0.2286 9,018
D SEIS 4.8 cm « 0.3429 8,213
[ SIETE 5.2 cm 0.3714 6,816

El frente de colorante recorrito una distancia de (4.0 cm.
El Rf se calcula segin la formula:

distancia recorrida por la proteina
Rt = gjstancia recorrida por el frente de colorante

Se usaron estindares de pesos moleculares para SDS-PAGFE,
para rangos bajos (Bio-Rad Laboratories, Richmond, €.4.}.



6.3 ISOELECTROENFOQUE

Para observar la pureza Y et pl de los peptidos obtenidos se
decidio reaticar  esta  tecnica, o1 aspecto final del get después
de finalivado ¢l corrimiento de toda la noche fue el rque se mues-

tra en . la f{iy. 13,

Como se puede ver el peptido de 29 KDa tiene un punto
isveléctrico de 4.6, en tanto «ue el peptido :de 21 KDa tiene un
I aproximado de 47, se confirma que las porinas presentan un pl
de alrededor de 4.8, mediante la comparacion con los estindares
usadoes, tanhidrasa carbénica pI:5.9; P-lacteglobulina A pl:543 e

inhibidor Jde  tripsina  pl:-4.0).

6.4 SEPARACION DE PEPTIDOS

6.44 CROMATOGRAFIA POR FILTRACION EN GEL

Coumo ya se mencionsd autes, se usaron dos sistemas de colum-

nas diferentes para la separacion de los peptidos, encontrandose

los cromatogramas que se muestran en las figuras 14, 15 y 16.
.
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Figura 13. Isoelectroenfoque de los péptidos de porinas de S.
typhi por el método de las inmobilinas, los péptidos aparecen en los
carriles , 2 y 3, Las porinas se encuentran en el carril {4 y. los
estindares en los carriles 4, (5 y 6 (pI de 5.9, 5.3 y 4.6 respectiva-
mente). .



PURIFICACION DE PEPTIDOS DE S. tuphi
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Frgura 4. Cromatograma de los péptidos de porinas,

empleando una columna de 60 cm de longitud y 15 cm de didmetro,
en la que la fase estacionaria la forma el biogel P-30 de BIO-RAD
¥ eo! liquide de elucisn es Scido acético al (10X, la corresponden-
cia que se sugiere para los nimeros es la siguiente:

PICO NUMERO PEPTIDO
29 KDa
19 KDa
16 kKDa
9 KkDa
8 KDa

-
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Figura 15. Creomatograma registrado para la columa de 60 cm
de large, empleando el graficador con una limpara de longitud de
onda de 280 nm, la linea continua representa la absorbancia y 1a
linea discontinua la transmitancia. La velocidad del papel fué de
0.2 mm/min, E1 neomero f representa al péptidv de 29 kDa y el 2 al
de 19 KDa,

79

ESTA TESIS NO DEgE
SALR DE LA BIBLIOTECA



SEPARACION DE PEPTIDOS DE PORIMAS DE §. typhi
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COLUIMMY DE BIOGEL P-30
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Pigura 16, Cromatograma de los peptidos de porinas de
Lyphi 242,Vid, empleando un soporte de Riogel P-20,
acdlico al £07 fecomo lrquido doe elucien), la columna de
empleada tewa un diamotro de [ cm y una longitud de § m.
relacivn de Jos plces con los peptides es la que

doscoribe:

PICO NUMERO PEPTIDO
1 29 Kkba
2 19 KbDa
3 i KDa
+ 9 kDa
I 8 KDa
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Con ®l fin de determinar la longitud de onda a 1a cual
absorben mejor la luz cadn uno de los picos obtenidos en la
columna de exclusién molecular se realizé un barrido del espectro
de absorcion de cada pico obtenido a traves de la cromatografia
de exclusitn molecular. Envountrandose que a 267.0 nm es la longi-
tud de onda a la cual los cuastro picos absorben mis, sin que
interfiera la absorbancia que ¢l scido acetico tiene sobre la luz

ultravioleta (UV), figura (7.

El volumén muerto de la columna fué de {5 ml, la velocidad
de flujo fué de 12 mishr y el volumén de las fracciones de 1{.45

ml.
6.4.1.t SDS-PAGE DE PEPTIDOS SEPARADOS

Después de haber sometido las muestras provenientes de la
separacion por f{iltracién en gel, a la SDS-PACE y de haber tedido
con plata, el gel resultante mostré el aspecto que se representa

en la Figura 16,

Se encontré que el pico de mayor tamafo correspondia al
peptido de 29 KDa. Las muestras de los otros picos no presentaron
banda alguna en la electroforesis, probablemente por la baja con-
centracién en que se encontraban debido al efecto de la dilucién

que implica la separacién por £iltracién en gel.
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SEFARACION DE PEPTIDOS DR PORIMAS DE S. typhi

COLNW DX BIOGEL P-39 4

267 rea.

ABEORBPANCIA A
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Figura 7, Perfil cromatogrdfico del digerido de porinas
typhi con BreN, en columna de | m de longitud por { cm de
tmetro, al leerse la absorbancia de las fracciones obtenidas, ua
una lopgitud de onda de 267 pm. A continuacion se detalla ita
corrcspondencia sugerida de los picos con los poptidos,
PICO NUMERO PEPTIDO
“ 29 KkDa
19 kDa
16 %¥Da
9 kDa
8 XDa

Q&L ~
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Figura 8. SDS-PAGE de las fracciones eluidas de la columna
de 60 c¢m, depuds de haber sido dializadas contra PBS pH 7.4

Carril

W1 -

Muestra

Porinas

Peptidos

Estidndares de pesos moleculares

Banda correspondiente al peéeptido de 29 KDa
{pico uno del cormatograma)



6.4.2 TNMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Bmplecando un gel analitico para electroforesis, se separé
una muestra con peptidos de porinas y en seguida se c?locb en un
si1stema de trausferencia, Bl paso de corriente se suspendié a los
45, 55, 65, 75 y 85 minutos, encontrandose que a los 75 minutos
aparecen las handas de los peptidos y las porinas. Una vez esta-
blecidas las condiciones a las cuales se transfieren los
peptidos, se repitio la transferencia pudiendose apreciar tan
s4le b bandas al tefir con rojo de Ponceau, las mismas que se
obsservan al tedir con azul de Ccoomassie (29 KDa, 19 KDa, 16 kDa y

8 Kba).

Del PNC que contenia los péptidos transferidos se cortaron 4
tiras que después se revelaron con anticuerpos monoclonales,
pudiendose observar una banda d.f; color rosa intenso en la tira
cque se blogqueés con PBS-cGelatina (peptido de 29 KkDa). En la  figura
19 se puede apreciar el aspecto que presentaban las tiras de PNC

despues de haber sido reveladas.

El papel de nitrocelulosa se traté conforme a la técnica ya
descrita, emjpleando DMSO, obteniendose los péptidos dentro de

particulas muy finas de papel suspendidas en el medio de cultivo.
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Fiyura (9. Tiras del papel de uaitrocelulosa con peptidos
inmunotransferidos, despues de bhaber sido reveladas con un
anticuerpo monoclonal anti-porinas.

SP2 = Sobrenadante de células SP2 (mieloma de ratson)

8F6 : Sobrenadante de hibridomas productores de anticuerpos

anti-porinas.
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6.5 ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS

Con ¢l fin de conocer las cendiciones de microcultivo mas
favorables paru realizar la activacién de las células de bazo, se
procedit a montar una placa de polietleno de fondo plano con 96
puezos, en la que se varié tanto la cantidad de c¢elulas por pozo,
como la concentracion de SFB en el medio de crecimiento RPMI. El
raten empleado para el ensayo fue un C3HeB/Fej, las cuentas por
minuto de los tres pozos que contenian lo mismo se promediaron,
rn la tabla 6 se presentan tanto las medias de las CPM como sus

desviaciones esiandar correspondientes.

En vista de que cuando sc emplean 200,000 cclulas/pozo  se
presentan valores de CPM mas bajos que cuando se usan {00,000
células/pozo - (lo cue repercutiria en que se tendrian fondos
menores al realizar 1a activacién), y gque con esta cantidad se
observan valores mas altos que cuando son empleadas 300,000
vélulas/pozo (probablemente pot que el medio se agota més rspide,
deteniendo ta proliferacién), se decidia emplear 2 X 105

cétulas/puzo.

Fn c¢uaute a la concentracion de SFB en el medio de creci-

miente se cligié emplear el medio RPMI suplementado al 104, por
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producir unag estimulacion inespecifica menor a las concentra-

ciovnes del 272y S%

Una vez estandarizadas las condiciones del microcultivo
celular, se procedid a realizar el experimento de la activacién
de esplenocitos, y se monts una placa de fondo plano con 96
pozos, Los resultados obtenidos para la incorporacitn de timidina
marcada con H3, de cada uno de los peptidos de las porinas obte-

nidvus por rompimiento con BrCN, se presentan en la tabla 7.

La  representsciones graficas de los indices y coeficientes
de estimulacién se presentan en las figuras 20 y 21 respectiva-

mente,
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TABLA 6, Medias y desviaciones estindar de tas CPM
regiseradas en el ensayo realizado para determinar las condi-
ciones dptimas de microcultive, bajo las vuales se lleva a cabo
mejor la Incorporacisn especifica de JHTdr

Celulas/pozo Concentracion de Media Desviacién
SFB en RPMI. Estsndar

50,000 - - 17¢.0 16.9
$0,000 2 4 112.0 28.3
50,000 5 % 87.8 11.3
S0,000 10 % 740.0 45.06
100,000 - 194.7 4.6
100,000 27 762.0 144.9
100,000 5 % 1,846.0 282.0
100,000 10 % t,553.0 103.6
200, 000 - . 283.7 31.92
200, 000 2 467.2 83.9
200,000 5 % 531.5 4.4
200,000 10 % 380.8 5T.5
300,000 .- 443. 8 35.6
300,000 T2 398.5 59.5
300, 000 5 7 351.3 30.7
300,000 10 % 167.0 28.4

E! testigo de concanavalina A presentd una media de c¢pm de
2,744.5, usandose 200,000 células,/pozo y medio suplementado con
SFB al tox
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Tabla 7. Medias y deviaciones estandar de lax CPM obtenidas
por la lectura eén el contador de radiaciones B, para cada uno de
los antigenos usados cn la estimulacidn de esplenocitos de ratsn

ANTIGENO MEDIA DESVIACION ESTANDAR
RATON INMUNE
Celulas solas 493.0 64.6
Porinas solubles 9,2353.0 2,140.0
Papel de Nitrocelulosa 770.0 204.0
Peptido de 29 kDa
Transferido 7,408.0 1,279.0
Péptido de 19 KDa
Transferido 65,797.0 605.0
Péptido de 16 KDa
. Transferido 15,007.0 2,974.0
Peptido de 9 kbha
Transferido 7,778.0 {,002.0
Peptido de 29 KDa
Soluble 6,5{7.0 599.0
Peptido de (6 KDa
Soluble 10,685.0 737.0
Counecanavalina A 66,343.0 4,345.0
RATON TESTIGO
Celulns solas 313.0 23.0
Porinas solubles 867.0 T1.0
Papel de Nitrocelulosa 400.0 23.0
Péptido de 29 KDha
Transterido 180.0 59.0
Péptido de 19 kDa
Transferido 127.0 49.0
Péptido de 16 KDa
Transferido 528.0 19.0
Peptido de 9 kDa
Transferido 937.0 358.0
Peptido de 29 KDa
Soluble 662.0 142.0
Péptido de 16 KDa
Soluble 475.0 48.0
Concanavalina A 17,268.0 848.0
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El tratamiento de

de estimulacion y los

formuatas sigunientes:

Indice de esumulacu‘m
del inmune

Indice de estimulacién
del testigo

Coeficicnte de =
Estimulacion

los datos se hace calculando

20

los indices
ceeficientes de estimulacién segin las
CPM del inmune ¢on antigeno
CPM del inmune sin antigeno
CPM del testigo con antigeno
CPM del testigo sin antigeno
de estimulacién del inmune
Indice de estimulacién del testigo



tos.

Tabla 8. Indices y coeficiente de estimulacién para cada
uno de los antigenos empleados en la estimulacion de esplenoci-

ANTIGENO

Porinas solubles

Peprido transferido
{26,883 Da)

Péptido transferido
{19,040 Da)

Peptido transferido
{15,791 Da)

Peptido transferido
(8,213 Da)

Péptido soluble
{28,880 Da)

Teptido soluble
{15,791 Da)

Tapel de
Nitrocelujosa

Concanavalina

INDICE DE ESTIMULACION

INMUNE

19.49

10.10

134.57

N

TESTIGO

COEFICIENTE DE
ESTIMULACION

14.77
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Figura 20. Indices de estimulacion de péptidos de porinas,
comparacion de los indices para los ratones inmune y testigo

POR - PORINA

™MT : PEPTIDO { Traasferido (29 KkDa)
r2T = PEPTIDO 2 Transferido (19 KDa)
P3T := PEPTIDO 3 Transferido ({16 KkDa}
P4T = PEPTIDO 4 Transferido ( 9 KDa}
PtS = PEPTIDO 1 Soluble (29 KDa)
r3s - PEPTIDCG 3 Scluble {16 KkDa)



. COEFICIENTES DE ESTIMILACION DE PEPTIDCS D/RORENGS
1& (D INCORPORACLON DE TINIDIM H3
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Figura 24, Coeficientes de estimulacién de los diferentes
ant/genos usados en la incorporacion de timidina marcada radioacti
vamente con HY,

POR : PORINA

P{T = PEPTIDO { Transferido (29 KDa)
P2T = PEPTIDPO 2 Transferido (19 KDa)
P3IT = PEPTIDO 3 Transferido (16 KDa)
r+T : PEPTIDO 4 Transferido ( 9 KbDa)
PIS = PEPTIDO { Soluble (29 KDa)
P3S : PEPTIDO 3 Soluble (16 KDa)
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70 P I 8 ¢ U S I O N

l.a extraccién de porinas empleando el método de Nikaido,
'

(60) Permitic la obtencién de dos porinas; OmpC y OmpF, tas
cuales se  identificaron por SDS-PAGE. Estas pori.nng at ser
digeridas por tratamiento con BrCN produjeron no sé6lo los cuatro
peptidos esperados para cada una de ellas, sino ademas 2 péptidos
adicionales (debido a una digestion incompleta), de pesos molecu-
lares de alrededor de 29 KDa y 16 KDa, en el caso del de 29 KDa,
éste no puede ser sino la unistn de dos péptidos (2 y 8 KDa) ya
fque &stos se encuentran juntos en la cadena polipeptidica, en
tanto que el péptido de 16 kDa corresponderia a la uniénm del de %
KDa con el de 6 Kba por la misma razen que el anterior. Aupnque se
t.rntuba/tlr probar la inmunogenicidad de cada uno de los péptidos
ror separado, en ninguna de las digestiones se consiguio provocar
un rompimiento total, sin embargo 1a digestién parcial resulté
muy reproducible, por 1o que se decidié trabajar con las frac-

ciones de las porinas asi obtenidas.

Como se pudé apreciar en los cromatogramas presentados para
cada uno de los sistemas empleados, la columna de 60 cm de largo
por 1.5 cm de diimetro presenta los fondos de lectura més bajos,
sin embargo en ella resulta mas dificil observar un segundo pico
wuy cercano al primero, por le que podria pasar inadvertido, lo

cque noe sucede con la c¢uvlumna de 1 m de longitud por { cm de
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dismetro, que raltiza una mejor separacion (por la formacitn de
mas platos tesricos), sin embargo, nos presenta unas lecturas de
absorbancia de fondos mas altos y un cromatograma més irregular
el cual se atribuye a la resolucitn de todos los péptidos obteni-
dos fque serian seis por cada porina, doce en total, los cuales
ror su similitud en c¢cuanto a su peso molecular no pueden ser

separados con eficiencia por éste meétodo.

En los casos en que se tiene una nezcla tan basta de compo-
nentes, lo que se sugiere es usar un sistema cromatogrifico
liquido de alta presion (HPLC), ¢l motivo por el que no se uséH
este meétodo fué fgue no se contaba con la columna adecuada para el

rango de pesos moleculares de los péptidos.

Mediante ¢l uso del isoelectroenfoque fué posible conocer el
pl de los diferentes péptidos {dentro del rango de 35 a 6.5),
asi como confirmar la pureza de las proteinas empleadas y de los
péptidos obtenidos, ayudando @ésto a ,eliminar posibles interferen-
cias por*r contaminaciéon con otro tipo de compuestos, diferentes a

tus de nuestro interes.

Por medio de la electroforesis, se pudo demostrar que el
pico uno del cromatogi‘amu, corresponde al péptido de 29 KDa, se
sugiere rque el pico dos corresponde al péptido de 24 KDa y el
pico tres al de t6 kDa. Lo anterior se fundamenta en que siendo
¢l peptido de %2 kDa el que contiene todos los triptofanmos {(3) de
la proteina, es ¢l que m&s absorbe a 280 nm. y como se pudo ver

en las figuras {6 y 17, es el pico tres el uinico que absorbe
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menons a 267 nm oy mas a 280 nwm,

Bl hecho de que el monoclonal 8F6 (clase IyM ) reconozca
s6lo la banda correspondiente al i)éptido de 29 KDa, pero no a los
atros peptidos, indicaria que el determinate antigénico contra el
cual reacciona el monoclonal, esta formado por una parte de la

f
secuencia del peptide de 2 KDa y otra parte de la secuencia del
peptido de 8 KDa, y gque ¢l BrCN rompe en una parte intermedia del

epitope,

Con respecto a o inmuanngenicidad de los péptidos se puede
adecir que es el de 16 KDa el que induce una respuesta celular
mayor tanto en ta forma soluble como eon la Lrﬂn.fcri.du, por lo que
5 muy probable que sea en alguna regié¢n de este péptido en la
ffue se encuentre el epitope inmunodominante, en este sentido nos
inclinariamos a pensar que este determinante antigénico debiera
cstar en el peptido de 6 KDa en vista de que el peptido de 9 KDa

transferido no da una respuesta muy alta por si mismo.

Como  se puede ver en las figuras 20 y 21, la induccién de 1la
vespuesta celulur para el peptido de 16 KDa es incluso mayor que
para  las  porinas (comparasndesse amhous cuando se¢ encuentran en
solucion), to gue pudiera significar el aumento de la respuesta
inmune por la especificidad dnl reconocimiento del anticuerpo
hacia un epitope determinado,

Una vez montada la técnica de HPLC para conseguir una separa-

cién mas fina para el digerido de porinas y habiendo sintetizado
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dichas . proteinas por ingenieria genética (obteniendose una sola
porinag, ya sea OmpC u OmpF), como ya se esti haciendo en el labo-
ratorio, sers posible terminar de responder las cuestijones trata-

das en el presente trabajo.

La determinacisn de la ubicacion del determinante autigéuico
inmunodominante resulta ¢e utilidad en cuanto a ¢! desarrollo del
modelo de una nueva vacuna antitifoidea, ya dque esta sersd mas
gspcc-“ca e incluso pudiera aplicarse el péptido unido a otros
toxeides como el tetsnico para favorecer la respuesta inmune

despertada por ambos.

Fl paso a seguir dentro del contexto de la busgqueda de una
vacuna eficaz contra la fiebro tifoidea mediante el empleo de los
préeptidos de las porinas, es el de probar la respiesta humoral gque
estos  son capaces e inducir, ya sea por la  técnica de ensayo
‘imnuncenzimatico (ELISA) o alguna odra gue permita  medir el
titulo de anticuerpos y probuar la resistencia de que proveen en
el modelo murino, cuando los animales sean 1opmunizados con
diferentes concentraciones de péptidos y posteriormente retados

con diversas DLgg de S, typhl viva,
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80 C ONCLUSIONES

Empleando 1os métodos descritos a 1o largo del presente tra-
bBagn, fu@ posible ubtener y separar los péptidos de las porinas,
owpC ¢ Owp¥F, de¢ S typhi 242 Vidd, producidos por digestién con
BECN, los cuinles tenian pesos moleculares de 29, {9, 16, 9, 9, 8
¥y 6 KDa y eran producides ypor una digestisn parcial que, sin
eichbargo, {fué reproducible bajo las condiciones de reacciétn
empleadas, La pureza de los peptidos quedo demostrada por el iso-
electroenfoque, siguiendo el metodo de las inmobilinas.

La separacién de los péptidos resulté ser mas adecuada
empleando SDS-PAGE e inmunoclectiotransferencia, que usando cro-
matogratia por de exclusion molecular, debido a que ésta oltima
no ¢s adecuwada para separar mezelas tan complejas y de compuestos
tun simitares, como la mezela de peptidos resultante de la diges-

tiom,

Por wedio de la activacion de esplenocitos se determiné que
rs el pépltido de 16 KDa el que induce 1a mayor respuesta cetular,
Y 4 traves de la inmunoelectrotransferencia que el péptido de 29
KDa es el que se recounoce por el anticuerpo monoclonal 8F6 (IgM)
producido contra porimnas de S, typhi. Estos resultados demuestiran
que los peptidos son buenos candidatos como componentes de vacu-
nas contra la fiebre tifoidea, ya +«ue presentan una inmunogenici-

dad incluso wmayor que las porinas,
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