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RESUMEN 

En este trabajo, utiJizando t6cnicas de Ingcnieña gcn~tica. se realizó un estudio topológico 

de 1 a prote!na OmpC de Salmonella typhi (una de las principales porinas de la membrana 

externa). dcmostnindose la exposición en la superlicic celular de la región variable r de esta 

prote!na. 

Este estudio se efectuó por medio de la inserción de un cpftope reportero en dos de las 

regiones variables (e y 1) de la prntefna OmpC, las cuales se ha propucst.6 que están expuestas 

en la superficie celular de S. typhi, segiln el modelo de estructuración y plegamiento de esta 

proteína en la membrana externa desarrollado por Puente et al.( datos no publicados). 

Un cp!topc de la proteína VP4 de la cápsula de rolavirus constituyó el cp!topc reportero, 

cuya secuencia nucleotídica correspondiente a los coclones 293 al 313, fue insertada por medio 

de mutagéncsis sitio dirigida, entre los codones 208 y 209 y entre el 252 y 253 del gene ompC 

dti S. typhi, los cunles están comprendidos dentro de las regiones variables e y r. respectivamente. 

Se verificaron las inserciones del epftopc de rotavirus en las regiones variables f y e, 

dcmostrandose que ésta última fue inestable, la cual cllminó gran parte de la ICgión S'del gene 

ompC. 

En el peñtl clcctroforético de las prote!nas expresadas por los genes hlbridos, la proteína 

híbrida OmpC-252-Rota que contiene la inserción en la ICgión variable r. se abscrvó con una 

migración correspondiente a un mayor peso mol!-.cular en comparación con la proteína OmpC 

nativa. Esto coincidio con el tamaño esperado para una proteína híbrida. 

El cpftopc de rotavirus en la prote!na OmpC-252-Rota, fué detectado por medio del 

anticuerpo monoclonal Y0-2C2 en preparaciones de prorefnas de membrana externa y en células 

completas en ELISA, y por medio de microscopía electrónica, por lo que concluimos que la 

región de la prote!na acarreadora del cpftopc de rotavirus, está expuesta en la superficie celular 

y tolera modificaciones sin afectar la viabilidad: de la ~ula. Esto sugiere que la estrategfa 

utilizada puede ser de utilidad para la caracterización topológica de esta proteína. Por otra parte, 

~to se traduce en la posibilidad de utilizar las regiones expuestas como acancndoras de epCtopcs 

hctcrólogos en el disefto de vacunas rccombinantes. 

Utilizando técnicas de "PCR" (amplificación en cadena de la polimcrasa). también se 

caractctiz6 la secuencia nuclcot!dica de las regióncs variables e y r de algunas especies de 

Salmonel/a, observándose una variabilidad del 14% en la primera región y 8% en la segunda, 



entre las cepas estudiadas. Los cambios observados a nivel de aminoácidos conespondieron a 

aminoácidos promotores de giros o no bloqueadores de tstos, por lo que se piensa que las vueltas 

predichas para estas regiones en la superficie celular se mantienen. pennitiendo que las 

cadenas 8 de la proteína inviertan su dirección para atravesar la membrana externa. 

2 



En la actualidad, las nuevas mctodologfas desarrolladas por disciplinas como la Biología 

molecular, han pcnnitido abordar el estudio de las enfermedades infecciosas como el de la fiebre 

tifoidea con un enfoque diferente y generar tanto conocimientos de los procesos biológicos 

básicos, como aquéllos que pennitan desarrollar nuevas estrategias para el diseño de métodos de 

diagnóstico, más específicos y rápidos, y et de vacunas más eficaces, entre otros. 

La fiebre tifoidea representa un problema de salud en MExico y a nivel mundial. 

Anualmente afecta a más de 12 millones de personas (excluyendo China) (Edelmnn y Levine, 

1986). El agente etiológico de esta enfermedad es Salmonel/a typhi, enterobacteria Grnm-negativa 

que entra al organismo por vía gastrointestinal al ingerir alimentos o agua contaminados con 

heces de humano. En el intestino, las bacterias penetran las dlulas del epitelio, alcanzan la 

lámina propia e invaden las placas de Peyer, llegan al sistema retículo endotclial y se multiplican 

dentro de los macrófagos, invadiendo los n6dulos linfáticos del mesenterio, el bazo y el hígado 

y produciendo finalmente una bacteremia (Calva et al., 1988; P'mlay y Falkow, 1989). 

Los mecanismos implicados en la adherencia de Salmone/la a las células epiteliales del 

intestino, así como la virulencia. la resistencia a la fagocitosis por macrófagos y la multiplicación 

dentro de éstos, son desconocidos. En S. typhimurlum, los determinantes genl!ticos de la 

virulencia requeridos para producir infección, ad.hcsión e invasión celular, están presentes en 

plásnúdos grandes (Gnlig y Curtis, 1987). En S. typhl, la mayoría de sus cepas carecen de 

plásnúdos y cuando están presentes confieren resistencia a antibióticos (Calva et al., 1988). La 

identificación y caracterización de genes implicados en la supervivencia y replicación de 

Salmonella, representan un área de investigación futura con implicaciones en el disefto de 

vacunas (Pang et al., 1992). Sin embargo, la carencia de un modelo nnima1 para et estudio de la 

fiebre tifoidea, debido a la especificidad de S. typhl pvr su hu~. ha oca...1.onado poCo avance 

en el conocimiento de los mecanismos de la virulencia y patogenia. No obstante, es posible el 

estudio de estos factores. gracias a un modelo análogo representado por la salmonclosis murina, 

ocasionada por S. typhlmurlum. Recientemeote, en estudios de núcroscopra electrónica con tejidos 

infectados de S. typhimurlum in vivo, ha sido evidenciada la destrucción de esta bacteria dentro 

de tos macrófagos y células polimorfonucleares, colocando el sitio principal de proliferación 

bacteriana en regiones extracelullllCS de los tejidos infectados del hutsped y apoyando la 

observación de una com:lación directa cn!rC ta resistencia a ta fagocitosis y ta virulencia (Hsu, 
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1989). Sin embargo, en la fiebre tifoidea en humanos, se sigue considerando a S. typhl como un 

parásito intracelular. ya que no se cuenta con evidencias que indiquen lo contrario. 

S. typhi es un bacilo móvil gram-negativo, perteneciente a la familia Enterobactcriaccae. 

Se diferencia de otras especies de Salmonellas por sus productos de fcnnentación y por tener el 

scrotipo 9,12,d,Vi, definido por las unidades repetidas (9,12) del antlgeno O, localizado en el 

lipopolisacárido (LPS) de la membrana externa (ME); el antlgeno H (d) constituido por la 

proteína flagelar (flagelina), y el antlgeno polisacárido capsular K (Vi). El antlgeno O tiene un 

papel importante como factor de virulencia de Salmonella, ya que se ha observado que cepas que 

carecen de este antígeno son menos virulentas que las que lo presentan (Germanier, 1984). 

Las bacterias gram-negntivas como Salnwnella, presentan una ME constituida por una 

bicapa lipídica asim6trica, la cual contiene dos componentes principales localizados en Jo 

superficie externa de la bicapa y son: el LPS y un grupo de proteínas característico de la ME, 

las proteínas de membrana externa (PME), dentro de las que se encuentran las porinas, las cuales 

fonnan poros no específicos o canales que pemúten el paso de pequeñas moléculas hidrofOicas 

a través de la ME (Nikaido y Vaara, 1985). Varios de los componentes de la ME, localizados en 

la superficie de la misma. constituyen antígenos de superficie. El estudio de la estructura y 

ensamble de estos componentes en la ME, la expresión de sus genes (en el caso de proteínas) y 

ta función que desempeñan 6stos en los procesos de inmunidad, es de gran interes para el 

desarrollo de m~todos de diagnóstico más eficientes y el diseño de nuevas vacunas. 

Las PME de las enterobacterias tienen un papel esencial en Ja interacción con otras 

entidades biológicas como anticuerpos, bacteriófagos y células. Estudios en ratones han mosttado 

que la inmunización con PME de S. typhimun'wn y S. typhl generan protección contra lns 

infecciones causadas por estas bacterias, (Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987; Isibasi, et al., 

1988). Bn pacientes con fiebre tifoidea se ha observado la elevación de los títulos de anticuerpos 

contra les PME (Calderón et a/., 1986; Calva et al., 1988). Otros estudios en ratón hon mostrado 

que la inmunización con PME de Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis inducen inmunidad 

protectora contra estas bacterias (Buchanan et al., 1977; Wong y Frash, 1984). También se ha 

reportado la irunurtización con PME de otras bacterias como Haemophl/us lnfluenzae (Guling 

eta/., 1982). Shigellaflexnerl (Adarnus et al., 1980). Pseudomonas aeruglnosa (Gilleland et al., 

1984) y Chlamydia trachomatls (Caldwell y Peny, 1982). Un estudio de "Western blot'' con 

suero de conejo anti PME de S. typ/JI, capaz de conferir pasivamente un estado protector contra 

un reto de la bacteria, mostró que los anticuerpos principalmente reconocen las PMB de entre 
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37 y 45 KDa que corresponden a las porinas y a la OmpA (otra PME) (lsibasi et al., 1988). 

Entre las PME están las porinas OmpC, OmpF, OmpD y PhoE, y la proteína modificable 

por calor OmpA (Osbom y Wu, 1988). Las porinas están presentes en la MB en un número alto 

de copias, del orden de 10' por célula. Los poros de difusión pasiva que forman, permiten el paso 

de mol~culas hidroffiicas de bajo peso molecular, siendo variable el límite de exclusión del poro 

entre !ns diferentes especies de bacterias, hasta de un máximo de 800 daltons. Las porinas 

confieren la propiedad de tamiz molecular de la MB. Se ha visto que funcionan como sitios 

receptores de fagos y bactcriocinas. Presentan propiedades químicas conservadas y la mayoría 

fonnan trímeros de unidades monomáicas de entre 30 y 40 kDa de peso molecular. La secuencia 

primaria de estas porinas contiene una alta densidad de resfduos de aminoácido con carga, no 

existiendo segmentos hidrofóbicos lo suficientemente grandes para fonnar a h6Jices que se 

expandan en la ME. Por tal razón se piensa que el centro transmcmbranal está constituido 

exclusivamente de cadenas B. Los modelos de plegamiento. basados en diversas estrategias, 

postulan que estas proteínas se estructuran formando hojas 6 antipáticas antiparalelas, orientadas 

petpCDdicularmente a la superficie de la MB, por lo que Ja atraviesan varias veces, exponiendo 

ciertas regiones en la superficie celular (KJeffel, B. et al., 1985; Paul y Roscnbusch, 1985). 

Entre las porinas más estudiadas se encuentran las porinas de Escherlchla co/i, 

codificadas por los genes ompF, ompC y phoE, las cuales han sido caractcri7.adas gcn~tica, 

bioquúnica e inmunológicamente. Estas porinas forman una familia de protefuas con 60% de 

similitud estricta a nivel de secuencia nuclcot!dica y de aminoácidos, Jo que hace pensar que 

comparten un ancestro comón. Sin embargo, no hay homología en los promotores y las regiones 

5'y 3' no codlflcantes entre estos genes de porinas (Mizuoo, et al., 1983). 

La expresión de los genes ompC y ompF de Escherlchia coli está regulada 

coordinadamente a nivel de transcripci6n por In acción de los productos del operdn ompB, los 

cuales ICSpOD<lcn a cambios en la osmolaridad del medio de CICcimicnto. El opcrón ompB 

codifica pnra dos productos génicos, EnvZ y OmpR, provenientes de 1m solo ARNm 

policistrónico (Mizuno et al., 1982). EovZ es una proteína osmoscnsora de la membrana interna 

de la clase de histidina-cioasa. OmpR es un activador ttaosctipcional localizado en el citoplasma 

que reconoce secuencias en In región promotora de los genes ompC y ompF (Mizuno et al., 

1983). Estudios bioquímicos y gen~ticos muestran que EnvZ funciona monitorcando las 

condiciones de osmolarldad del medio y comunicando CSla inform1Ción al componente efector 

OmpR, el cual media una respuesta adaptativa, que implica una regulación diferencial de los 
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genes ompC y OmpF (Hall y Silhavy, 1981). La expresión de OmpC se incrementa en 

condiciones de alta osmolaridad, mientras que la de OmpF disminuye proporcionalmente al 

incremento de OmpC, sucediendo lo inverso con niveles de baja osmolaridad, por Jo que el 

ntlmero de la suma de ambas porinas pennanece constante (Kawaj! et al., 1979). Estudios 

recientes han mostrado que EnvZ actúa tanto fosforilando OmpR (Aiba et al., 1989; Forst et al., 

1989) como defosforilando OmpR-P (lgo et al., 1989). Se ha observado, por medio de 

experimentos de huella digital del DNA in vivo, que OmpR estabiliza la fonnación de un 

complejo promotor-RNA polimerasa (fsung et al., 1990). Sin OmpR, la RNA polimerasa es 

incepaz de transcribir los genes ompC y ompF debido a que las regiones -10 y -35 de éstos, son 

muy diferentes de las regiones consenso utilizadu.s por la RNA pnlimerasa en ausencia de 

activadores (Mizuno et al., 1983). 

Estudios recientes muestran que el sistema EnvZJOmpR es necesario para la virulencia 

de Salmonelta (Donnan et al., 1989). Existen otros fnctores implicados en la regulación de la 

expresión de los genes ompC y ompF independientes del sistema EnvZ/OmpR.; se ha comprobado 

que bajo condiciones medioambientales apropiadas, OmpC y OmpF pueden ser inducidas en 

ausencia de OmpR (Ni Bhriain et al., 1989). Por ejemplo, se ha mostrado que los cambios en la 

topología del DNA afectan la osmom:gulación; mutaciones en OsmZ (proteína que tiene un papel 

importante en el nivel de superenrrollamicnto del DNA) afectan la regulación osmótica de OmpC 

y OmpF (Graeme-Cook et al., 1989). La DNA topoisomcmsa l (Graemc-Cook, et al., 1989) y 

los productos del locus envY (Lundrigon y Earhart, 1984) controlan también los niveles de ompC 

y ompF. Otros factores como la disponibilidad de oxigeno (Ni Bhrinin et al., 1989), el Factor 

de Integración del Hospedero (lHF), proteína implicada en una variedad de c:ventos de 

recombinación de sitio específica y en la integración del bacteriófago lambda (Huang et al., 

1990), así como el AMPc (Huang et al., 1992), también influyen en la expresión de estos genes. 

En S. typh/, a diferencia de E. col/, la expresión de la protelna OmpC es constitutiva, 

expresándose en niveles altos aún cuando la bacteria crece en condiciones de baja osmolaridad. 

Esta proteína tambi6n es regu1nda por un sistema dependiente de Omp~ aunque éste funciona 

de una manera diferente con respecto al de E. co/i (Puente et al., 1991). 

Las proteínas OmpC y OmpF de E. col/ son importantes para la sobrevivencia de la 

bacteria en diferentes ambientes. La proteína OmpF es expresada en un medio de baja 

osntolaridad y temperatura como al que se piensa se enfrenta la bacteria principalmente cuando 
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1988). Ellos han observado que las proteínas híbridas resultantes son estables y conservan su 

actividad biológica. Otro grupo interesado tambi6n en este campo es el de J. Tonunassen. quienes 

han utilizado a la proteína de membrana externa PhoE de E. coli K-12 como acarreadora de 

detcnninantes antig6nicos a la superficie celular (Agtcrbcrg et al., 1990). Estos autores han 

observado que el sistema es muy fieKiblc, la longitud y naturaleza de las inserciones en las 

regiones de PhoE expuestas al exterior celular, pueden variar sin intcñerir en el proceso de 

ensamble de dicha proteúin en In ME. 
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Fig. 1 Secuencia de aminoácidos de la protelna OmpC de S. typhi 
Debajo de esta sccuem;:ia se encuentran Jos aminoácidos de la proteína OmpC de 
E. col/ que difieren con los de la OmpC de S. typhl, los guiones indican huecos que 
se incluyeron para mejorar el alineamiento entre las dos secuencias. Las cajas 
contienen las siete regiones variables de a a g entre ambas bacterias. Las barras 
indican las regiones de la secuencia con un alto perfil hidroffiico 
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se encuentra en el medio ambiente externo al bu&pcd, donde la toma de nutrimentos escasos se 

cree es favorecida por el diámetro relativamente más grande ( 1.2 nm) que fonna esta porina en 

comparación con el de la OmpC. l!n cambio, la e>prCSión de OmpC es dada por una alta 

osmolarldad y tempcratwa, condiciones que se presentan en el interior del hospedero, en donde 

el tamaño de poro menor (1.1 nm) pudiera permitir a la bacteria aobrcvivir en un medio lleno 

de potentes detergentes como las aales biliares, al impedir el paso de dichos compuestos a travts 

de los poros (Nikaido y Vaara, 1985). 

l!n este laboratorio, el gene ompC que codifica para la proteína OmpC de S. typhi se ha 

aislado y caracterizado (Puente et al., 1987; Puente et al., 1989). La proteína OmpC es una de 

las proteínas más abundantes de la membrana externa; el monómcro de esta proteína tiene un 

peso molecular de 38,306 en E. co/i (Mizuno et al., 1983) y de 39,215 en S. typhi (Puente et 

al .. 1989), el cual forma trímeros que funcionan como poros transmembranales a trav6s de los 

cuales pueden pasar solutos pequeños (Nakae, 1986). 

El análisis comparativo de la secuencia de aminoácidos de las proteínas OmpC de S. 

typhi y E. col/ muestra que existe una-similitud del 77% a nivel nuclcotídlco y del 79% a nivel 

de aminoácidos entre ambas. De este análisis se han identificado siete regiones variables: 

a,b,c,d,e,f y g (F1g. 1) de las cuales, según el pcñD hidropático, las regiones a, b, c, e y g 

corresponden a trechos hidrofillcos (Puente et al., 1989), que probablemente se proyectan hacia 

el exterior de la membrana externa, lejos de la región transmembranal hidrofóbica. 

Con la finalidad de contribuir al estudio de la topología de estas proteínas en la 

membrana externa, y verificar la exposición en la supcdicie celular de las regiones que los 

modelos de estructuración han predicho para estas proteínas, se han realizado trabajos de 

ingenierla genética. Estos trabajos han permitido insertar determinantes antigénlcos heterólogos 

en las regiones predichas como expuestas, y comprobar su exposición en la superficie celular por 

medio de anticuoipos dirigidos contra· los cpíwpcs heterólogos insertados. Esto ha permitido 

t!mbi~ evaluar d uso de dichas reg!.one:: cor..o ru:arr-~oras y pr-...scntldoroa:; de detcnr.in::ntcs 

antigénlcos de diversos agentes infecciosos en la superficie bacteriana, generandose así la 

pooibilidad de usar potencialmente estas regiones en la CJCBCión de vacunas rccombinantes en un 

futuro próximo. Dentro de los trabajos en este csmpo se encuentran los realizados por el grupo 

de M. Hofnung, quienes han empleado una variedad de péptidos de diversas secuencias 

antigénlcas, las cuales han insertado en la proteína LamB de E. col/ para ser acarreadas hasta la 

superficie celular bacteriana y de esta manera quedar expuestas al oistema inmune (Cliarbit et al 
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OBJETIVO 

Dada la importancia de las proteínas de ME de S. typhi como inmunógcnos en la 

infección ocasionada al hombre por este organismo. y debido al papel que dcscmpcñllll las 

porinas OmpF y OmpC en la sobrevivencia de la bacteria, tanto en el medio ambiente como en 

el interior del huésped, se planteó el siguiente objetivo: contribuir a la generación de 

conocimiento sobre la topología de la proteína de ME OmpC de S. typ/zi. Esto se planeó mediante 

la inserción del dctennlnamc antigénlco de la proteína VP4 de la cápsula de rotavirus, en dos de 

las regiones variables (e y f) de esta protefua. Según el modelo de plegamiento y ensamble que 

se ha desarrollado para esta proteína (Puente et al., datos no publicados), estas regiones se 

encuentran expuestas en la superficie celular. De esta forma, al mismo tiempo se planteó evaluar 

la capacidad de Ja proteína OmpC de S. typhi como acarreadora y presentadora de un cpftope 

heterólogo. 
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MATERIALES Y METODOS 

Cepas Bacterianas 

E.co/i HBIOI 

E.co/i JMIOI 

E.co/i CMK 

E.co/i DH5aF' 

Prcparacion y subclonación de fragmentos de DNA 

Las preparaciones de DNA fueron realizadas por el método de Hsis alcalina y las 

subclonacioncs de fragmentos de DNA por medio de técnicas de DNA rccombinante (Maniatis, 

el al., 1989). Las enzimas de restrición usadas en este trabajo : BamHI. EcoRI, MluI.Psll, Pvull, 

y las enzimas modificadoras de DNA: DNA polinucleótido cinasa de T4, DNA ligasa de T4 y 

fosfatasa alcalina fueron obtenidas de Promega Biotec. La DNA polimerasa de T7 modificada 

o "Sccuenasa" (Tabor y Richardson, 1987) fue obtenida de la United States Biochemicals 

Corporation. La Taq DNA polimerasa fue de Bochringer Mannheim. 

Vectores y ollgonucleótidos empleados en In construcción de los genes hlbridos 

El vector Ml3PPs (Fig. 2), fue generado mediante la clonación del fragmento PvuU-PstI 

de 0.7 kb del pVF271 (Puente et al., 1987), el cual contiene la secuencia que codifica para los 

aminoácidos 50 a 285 de OmpC silvestre, entre los sitios Hi11cll y Pstl del fago M13mpl8. Este 

vector fue empleado para realizar Ja mutagénesis sitio dirigida del gene ompC. 

El plásmido pVF51 (Fig. 2), (Puente, J.L. comunicación personal) está constituido por 

el fragmento EcoRJ-EcoRV del plásmido pVF271 (Puente et al., 1987), el cual contiene la 

secuencia que codifica para el gene ompC completo y 1.1 kb de la región 51
• Este fragmento fue 

subclonado en el p~IT21, el cual es un derivado de 1.9 kb del pBR322 que contiene los 

nucle6tidns 2521 a 4361 y con~rva el gene de ri:sistencia a ampki!ina, sin presentar el sitio de 

rcstrición para la enzima Pstl (Huang, H.V. comunicación personal). Para efectuar la clonación 

del fragmento EcoRI-EcoRV, el pMT21 fue digerido con Bgffi y los extremos cohesivos 

generados fueron rasurados con el fragmento Klcnow de Ja DNA polimerasa l. Posterionnente 

se digirió con EcoRI, eliminando as! del vector los sitios Pstl y BamHI del polienlazador (Puente, 

J.L., comunicación personal). De esta forma, quedó presente en el plásmido p VF5 l, un sitio único 
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Fig. 2 Construcción del phlsnúdo p VF51 y del rugo reaimbinante Ml3PPs. 
El esquema muestra las estrategias seguidas en la construcción del plásmido pVF5 l 
y del fago rccombinnnte Ml3PPs a partir de el plásmido pVF271, nsl como In 
obtención del pVF51-RV160 por mutagénesis dirigida, el cual contiene ni gen 11 
ompC-I60rota (para mayor información ver materiales y métodos). 



para ta enzima P.stI dentro de la secuencia del gene ompC y ningún sitio para Ja enzima BamHI, 

debido a que esta fue la enzima elegida para introducir los epftopes heterólogos en el gene ompC. 

El pVFSl fue empleado para sustituirle a manera de "cassette" el fragmento Mlul-Ps1I del gene 

ompC silvestre, por el fragmento similar con la mutación introducida proveniente del fago 

Ml3PPs mutagenizado. 

El plásmido pVF51-RV160 (Puente et al., datos no publicados), derivado del pVF51, el 

cual contiene la inserción de la secuencia del ep!tope de la proteína VP4 de rotavirus, entre los 

codones 160 y 161 correspondientes a la región variable e del gene ompC de S. typhi (Fig. 2). 

Este plásmido fue empicado para amplificar por PCR (Polimerasc Chain Rcaccion) la secuencia 

del determinante antigénico de rotavirus flanqueada por los sitios de restricción para BamHl 

Los oligonucleótidos BH208 (36-mero) y RV252 (100-mero) fueron sintetizados por el 

método de los fosforamiditos usando un sintetizador automático de DNA Microsyn 1450 (Systec). 

Las secuencias nucleotfdicas de los aligas BH208 y RV252 (Fig. 3a) son complementarias al 

gene ompC de S. typhl en las regiones que flanquea al codón 208 y 252, respectivamente. El 

primer aligo (BH208) presenta, en la región central, la secuencia que reconoce la enzima de 

restticción BamHl y hacia uno y otro extremo secuencias de 15 nucleótidos complementarias al 

gene ompC (Fig. 3b). El segundo aligo ( RV252 ), contiene en la parte central ln secuencia de 

54 nucleótidos que codifican para el epítope de Ja proteína VP4 de rotavirus, entre un doble sitio 

de restricción para la enzima BamHI. Este mismo aligo contiene hacia uno y otro extremo 16 y 

18 nucleotfdos. respectivamente, los cuales son complementarios al gene ompC (Fig. 3b). 

Los codones de la secuencia que especifica el péptido de rotavirus, fueron elegidos con 

base al uso de codones que presenta ompC (Puente et al., 1989). Ambos aligas fueron purificados 

por electroforesis preparativa en geles desnnturaliznntes de poliacrilamida al 20% y urca 8 molar 

(Mnniatis et a/.,1989). Estos aligas fueron fosfori1ados en el extremo 5' con ATP no radioactivo, 

utilizando la enzima polinucleótido cinasa de T4 (Maniatis et al., 1989), para ser empleados 

posteriormente como iniciadores en la reación de síntesis de cadena nueva, durante la 

mutagénesis dirigida. 
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Fig. 3a Secuencia nucleotídica del gene ompC de S. typhl 

Secuencia donde se indica las regiones con las que los oligos mutag6nicos 
BH208 (36-mero) y RV252 (100-mero) se asocian. Los oligos están representados 
por las barras y la punta de flecha indica su dirección. Los triángulos 
corresponden a las regiones de los oligos no complemctarias con el gene ompC de 
S. typhi, y muestran los sitios de inserción de la secuencia p~ el sitio de restricción 
de la enzima BamHI con el primer oligo y del cpítopc de rotavU:us flanqueado por 
los sitio para esta misma enzima con el segundo aligo. 
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Fig. 3b Oligos empleados en la mutagénesl.s dirigida y en la secuenclaclón de las inserciones 
efectuadas en los plilsmldos pVF51RV208 y pVF51RV252 obtenidos. 
A: Ollgo mutagblico BH208 y secuencia nucleoUdica de la región 

variable e del gene ompC de S. typhl en asociación con ~te. 
B: Oligo mutagenico RV252 en asociación con la secuencia nucleotfdica 

de la región variable f del gene ompC de S. typhl. 
C: Secuencia nucleoUdica de los oligos CS y F/I empicados de la reacción 14 

de sccuencia.ción de las inserciones realizadas. 



lntroducd6n del olllo para la emlma de nstriccl6ll B-111 1 la oecueocla nudeolfdlca que 

codifica el epltope de la protelna VP4 de retavirus en el gene ompC 

Fue realizada por el método de mutag6ncsis dirigida de Su y El-Oewcly (1988), el cual 

empica a la DNA polimerua TI modificada, que carece de la actividad 3'- S' cxonuclcasa, y es 

conocida comercialmente como "Sccucoasa". En la realización de la mutag6tcsis de sitio dirigida, 

fue utilizado como templado el fago rccombinantc M13PPs en su forma de cadena sencilla, el 

cual lleva clonado el fragmento PvuU-Pstl del gene ompC nativo, y como iniciadores de la 

cadena complementaria los oligos mutag6ticos BH208 ó RV2S2. En reacciones separadas, cada 

oligo fue hibridado con el DNA de cadena sencilla del fago M13PPs; para ello el templado junto 

con su iniciador se mantuvieron a 65"C por 5 minutos .pcnnltiendo, dcspu61, por un intervalo de 

60 minutos, dcaccnder lentamente la tcmpCrlllUra, basta alcanzar la del ambiente, e incubar 

finalmcnte en hielo por IS minutos. La replicación de nuevas cadenas del fago rccombinante con 

la incorporación de las mutaciones sitio dirigidas fue realizada por la enzima "Sccuenasa" a 37°C 

por 15 minutos, e inactivnndola dcspu6s a 65"C durante S minutos. La DNA ligasa de T4 efectuó 

la cin:ularización de cadenas de DNA nuevas. C61ulas E. coll JMIOI fueron traru1fOJ1Jllldas por 

elcctroporación con una porción del DNA, producto de la reacción de mutag6nesis. 

ldentlftcadón de las donas positivas 

Fue rcafu.ada por hibridación DNA-DNA, del tipo "slot-blot", utilizando como sondas 

el oligo BH208 ó el oligo RV2 (34-mern), el cual contiene la secuencia que codifica para el 

cpltopc de rntavirus. Fueron marcados por separado 30 pmol de cada oligo en el extremo S' con 

140 µCi de gamma A TP P", empicando 10 unidades de enzima polinuclcotido cinasa de T4. Los 

ollgos marcados fueron separados de la marca no incorporada en una columna de 200 µl de 

Biogel P-30, contenida en un tubo cppcndorf y efectuando la separación por centrifugación 

(Maniatis, et al., 1989). La actividad especffica fue determinada en un contador de centelleo, 

siendo para ambos oligos de Hl" - lo' cpm/ug. 

El DNA de laa clonas obtenidas en la transformación con la reacción de mutag6nesis, 

fue fijado a membranas de nitrocelulosa y prchibridado con formamlda al SO\lb, SSC SX, Tris­

HCI SO mM (pH 7.S), solución Dcnhardt's IOX (Ficol, polivinilpinolidona y alb6mina de suero 

de bovino, ~a una al 0.2\lb) y 0.1 mg/ml de DNA de timo de ternera, por 30 minutos a 42", 

y postcrionncntc hibridado con 30 x 10" cpm de oligo man:odo a 37'C toda la noche en la 

misma solución, m'8 SOS O.S\lb y BOTA lmM. Las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas 
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con una solución de SSC IX y SOS 0.1 % a 37"C por 30 minutos y expuestas en un "cassette" 

a una pellcula de rayos X a -7rf'C. 

Las clonas positivas en el "Slot-Blot" fueron cultivadas y de 6stas se obtuvo el DNA del 

fago recombinante mutagenizado. La inserción de la secuencia para el sitio de rcstticción fue 

analizada por patrón de restricción. Para ello, el DNA fue digerido con la enzima de restrición 

BamHl. El sitio creado para dicha enzima se observo para las clonas mutagcnizadas con el aligo 

BH208 mediante linearización del plásmido con Bamm. La liberación del segmento de DNA 

conespondiente al epítope de rotavirus con BamID, permitió conoborar las clonas mutagenizadas 

con el oligo RV252. 

Dependiendo de cada aligo usado, se siguieron dos estrategias para la obtención de los 

genes h1bridos. La primera estrategia se realizó empleando al aligo BH208, por medio del cual 

fue introducido el sitio para la enzima de restricción BamHI, entre los codones 208 y 209 del 

gene ompC, logrando la mutag~nesis dirigida en el fago recombinnnte Ml3PPs. Despu~s el 

fragmento Mlul-Pstl del gene ompC en el pVF51, fue sustituido por el fragmento /lllul-Pstl del 

Mi3PPs, el cual contenía la reglón mutagenizada del gene ompC. El DNA del plásmido obtenido 

se digirió con la enzima BamHI - EcoRI y fue analizado por patrón de restricción. En el sitio 

creado para la enzima BamHl, fue in~ la secuencia nucleotfdica que codifica para el 

ep!tope de la protefna VP4 de rotavirus, la cual se obtuvo como producto de PCR. Esta secuencia 

fue diseñada de tan manera que contuviera, en los extremos. sitios para la enzima BamHI, los 

cuales pcmüticrón crear extremos cohesivos complementarios a los del sitio de inserción. 

Para llevar a cabo lo anterior , fueron sintetizados dos oligonucleótidos de 20 bases cada 

uno (160Pl y 160P2), complementarlos a las secuencias nucleotfdicas que flanquean por el 

extremo S'y 3'a la secuencia que codifica para el ep(tope de la proteína VP4 de rotavirus. Esta 

secuencia se cncuentta entre dos sitios para la enzima BamHl en el fago rccombinante 

Ml3RV160 (Puente et al., en preparación) (Fig. 4). Este fago fue usado como templado para 

amplificar la secuencia en cuestión. Los oligos 160Pl y 160P2 fueron purificados por 

electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida al 20% y urca 8 M. La reacción de 

amplificación por PCR se efectuó empleando a la enzima Taq DNA pollmerasa por 30 ciclos; 

siendo cada uno de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C, para la 

deanaturalización del DNA, Ja asociación eotre iniciadores y templados y la polimerización, 

mpectlvunentc, y un ciclo final de 15 minutos a 7t'C. EL DNA producto de PCR, fue digerido 

con la enzima BamHl y purificado por electroforesis en poliacrilarnida. La secuencia 
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Fig. 4 Construcción del pVF51RV208. 
En la figura se representa la cstrategía seguida en la construcción del pltlsmido 
pVF5JRV208. Este se obtuvó por dos pa«>s. El primero consistió en cno.ar por 
medio de mutagénesis dirigida el sitio de restricción para la enzima BamID entre los 
codoncs 208 y 209 del gene ompC de S. typh/, en el fago M13PPs con el oligo BH208 
y la sustitución del fragmento Mlul-Pstl del gene ompC con el sitio incorporado para la 
enzima Bamm, por el fragmento similiar en el pltlsmido pVF51, generando as! el 
pVF51BH208. El segundo paso consistió en amplificar de el fago Ml3RV160 por PCR, 
la secuencia nucleotídica del cpftope de rotavirus flanqueada por los sitios para la 
enzima Bamm, por medio de los oligos 160Pl Y 160P2. EL producto de PCR 
posteriormente fue digerido con Bamffi y ligado con el pVF5lBH208 lincarizado con esta 
misma enzima. 
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nuclcotídica del epítope de rotavirus con extremos cohesivos para la enzima BamHl fue 

subclonada en el sitio de restricción creado para ésta enzima en el gene ompC (Fig. 4). 

Para efectuar la subclonación, el plásmido con el sitio de inserción en el gene ompC fue 

linearlzado con la enzima BamHl y defosforilado con la enzima fosfatasa alcalina. La reacción 

de ligación fue rcallz.ada con una relación 1:10 de vector a inserto a 16°C por 8 horas. Células 

E. co/i CMK y HBIOI fueron transformadas con el DNA de la reacción de ligación. Las clonas 

positivas fueron identificadas por hibridación del tipo "Slot - blot'', utilizando como sonda al 

oligo RV2, marcado con fósforo 32 en el extremo S'. El DNA del plásmido obtenido de la clona 

positiva fue digerido con las enzimas BamHl - EcoRl para analizarlo por patrón de restricción. 

La otra estrategia consistió en emplear al ollgonuckórido RV252 como iniciador de la cadena 

complementaria. Este oligo permitió, en un solo paso, insertnr entre los codones 252 y 253 del 

gene ompC en el fago recombinante Ml3PPs, la secuencia nucleotfdica que codifica para el 

cpítope de rotavirus flanqueada por los sitios que reconoce la enzima de restricción BamHI. Una 

vez introducida esta secuencia en el fago rccombinante M13PPs, por medio de la mutagéncsis 

dirigida, fue obtenido el fragmento Mlul-Pstl conteniendo la mutación incorporada, el cual se 

empleó para sustituir el fragmento similar del gene ompC nativo en el pVFSI (Fig. 5). 

Análisis de la espreslóo de los genes hibridos generados por mufJlgénesis dirigida. 

La expresión de las proteútns OmpC de membrana externa híbridas codificadas por los 

plásmidos mutagenizados fue analizada por electroforesis en poliacrilamlda-SDS. 

Las protefnns de membrana externa de las cepas transformadas con los plásmidos 

genenidos, fueron obtenidas en la fracción insoluble de tritón X-100 por el método de 

Matsuyarnmma et al.,1984. Fueron cuantificadas por el micrométodo de Bradford estandarizado 

en este laboratorio. Este mftodo pcrm.itió detemúnar con precisión cantidades del orden de 1 a 

5 µg de p1ote!ua. 

IdenUficación del epllope de rofJlvirus en las prolefnas hlbridas generadas 

El reconocimiento del cpltope de rotavirus en las proteínas hlbridas expresadas por el 

gene ompC mutagenizado, fue realizado para verificar la inserción y expresión correcta de la 

secuencia nucleotf'dica del epítope de rotavirus. Se utilizaron ensayos de BLISA con el anticuerpo 

monoclonal Y0-2C2 (AcM Y0-2C2), el cual reconoce la secuencia 

KAANYQYNYLRDGEQVTA (del aminoácido 296 al 313) com:spondiente al epltope de la 
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Fig. 5 Construcción del pVF51RV25l. 
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La construcción del pVF51RV252 se efectuó en un solo paso por medio de la 
incorporación 'de la secuencia nucleotídica del epltope de rotavirus flanqueada por 
sitios para la enzima Bamill entre los codoncs 252 y 253 del gene ompC de S. typhl en 
el fago rccombinante Ml3PPs. Esto fue posible empleando el aligo RV252 en la 
mutagénesis sitio dirigida en este fago para generar al M13RV252. En el plllsmido pVFSl 
fue sustituido el fragmento Mlul-Pstl del gene ompC por el fragmento similar pero 
mutagenizado proveniente del Ml3RV252, obteniendo as( al pVFSlRV252. 
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· protefua VP4. Este anticuerpo monoclonal reconoce el cp!iope sint6tico y neutraliza al virus y 

se piensa que ~ es lineal o secuencial (Tanlguchi et al .. 1988). Los ensayos de ELISA 

(Verdugo et al.,en prcpataeión), fueron re:Jlizados con prote!nas de membrana externa (PME}. 

Como control negativo fueron empicadas las PMB de !acepa E. coli HBIOl/pVF51, que expresa 

la OmpC de S. typhl nativa, y como control positivo para este ensayo, a las PME de la cepa 

E. coll HBIOl/pVF51-RV160, que lleva al gene híbrido, el cual expresa la OmpC-160Rota de 

S. typhi; siendo kili ieconocida por el AcM Y0-2C2 en EUSA en PMB y c61ulas completas 

(Puente et al., en preparación). 

Por otra parte, para detcnninar si el ep!IOpe de rotavirus fusionado a la prote!na OmpC 

fue expuesto en la supcrlicie celular, se efectuó uo ensayo de ELISA utilizado c6lulas completas 

a una conccnttaeión de 5 X 101/ml, equivalente a una DO.., = 0.1 en PBS, como antígeno 

inmovilizado. 

Los ensayos de ELISA fueron llevados a cabo de la siguiente forma : 

Pozos de microplacas de EUSA fueron cubiertos con 100 µ!de c61ulas completas o 100 

µ! de PMB previamente hervidas en PBS I BMB por 5 minutos. a una concentración de 5 µg/ml; 

por duplicado para cada cepa. permitiendo la inmovilización del antígeno por toda una noche a 

temperanua ambiente. 

Al día siguiente, cada pozo fue lavado tres veces, siendo cada lavado efectuado con 150 

µ!de PBS lX-Twccen 20 al 0.05 % (PBS-1). Los pozos fueron bloqueados con 150 µ!de 

gclallna al l % y albdmina 2 % en PBS IX pH 7.4, por 2 hoias a temperanua ambiente; luego 

fueron lavados con PBS-T tres veces. 

ID AcM Y0-2C2 fue adicionado a razón de 100 ul por pozo y se dejó actuar por 90 

núnutos a temperatura nmbiente. Las diluciones probadas del anticuerpo fueron 1/45,000, 

1115,000, 1/5,000 y 1/500. La dilución con el anticuerpo del pozo fue removida y éstos fueron 

lavados tJes veces con 150 µ!de PBS-T. 

lnmunoglobulinas de conejo conjugadas con peroxidasa anti-inmunoglobulinas de ratón 

(conjugado), fueron agragadas a una concentración inversa de 1000 en PBS-T pH 7.4, 100 µl por 

pozo, duranic 90 minutos. Después, los pozos fueron lavados con 150 µ! de PBS-T, por cinco 

veces con intervalos de 5 minutos cada uno. 

m sustrato de la pcroxidasa, l mg/ml de orto-fenildiamino en buffer de citratos a pH 5.5 

y pctóxido de hidrógeno 0.06 %, fue agregado en razón de 100 µl. La reacción se llevó a cabo 

por 20 minutos a !Cmpczatura ambiente y fue detenida con 50 ul de ácido sulfúrico al 0.055 % 



por pozo. La placa de BLISA fue le!da al espcctrofotómctro a 492 nm. 

Secuencia de las regiones mulJlgenlzadas del gene ompC 

La secuencia nuclcotfdica de las regiones del gene ontpC, donde se llevaron a cabo las 

inserciones de las secuencias para los sitios de restricción BamHI y del epítope de rotavirus> fue 

detemünada por el m6todo derivado del de didcol<inucleótidos para DNA de doble cadena. 

Fueron usados como iniciadores de cadena para el análisis de secuencia del DNA Jos 

oligonucleótidos P/J (30-mcro) y C5 (23-mero), correspondientes a dos segmentos del. gene 

ompC. El primer aligo es complementario al gene ompC en la región que comprende a los 

codones del 249-252 y 251-256, el segundo es complemctario a la región entre los codones 203 

y 210. El oligo P/J (mutagtnico, que lleva en la parte central la secuencia que codifica para el 

sitio de restricción de BamHl) fue empleado para secuenciar la inserción de los sitios de 

restricción y del ep!tope de rotavirus, efectuada entre los codones 208 y 209 del gene ompC; el 

oligo C5 fue usado para secuenciar la inscn:ión realizada entre los codones 252 y 253 (Fig, 3b). 

Secuencia de las reglones e y t del gene ompC de diferentes especies de SabnoneUa 

Las secuencias nucleotfdicas efectuadas por PCR. de las regiones variables e y t del gene 

ompC, de diferentes especies de Salnwnella (Tabla 11), fueron dctcrminsdas por el m6todo de 

dideoxlnucleótidos para bandas de DNA obtenidas por PCR. Como iniciador de cadena se empleó 

al aligo C4 (21-mcro) complementario a la región variable d del gene ompC. El DNA utilizado 

como templado en la reacción de secuencia se obtuvo por PCR como producto de la 

amplificación del gene ompC, a partir del DNA genónüco de las especies de Sabnonella, con los 

pares de oligos C2-C6 y C2-CT (Bobadilla, 1992): siendo el oligo C2 (21-mcro), el C6 (27-mero) 

y el CT (18-mero) complementarios a las regiones variables b, f y g, respectivamente. 
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RESULTADOS 

Creación del sitio de restricción para la enzima BamHI dentro del gene ompC de S. typhi, 

•nlr• lo! codones 208 1 209 

Por medio de mutagtnesis dirigida (como se describe en Materiales y Mttodos) 

empleando al oligo BH208 como iniciador de cadena y al fago recombinante Ml3PPs como 

templado, fue introducido, entre los codones 208 y 209 del gene ompC de S. typhi, el sitio de 

..atricción para la enzima BamHI, generándose as! el fago Ml3BH208. Las <>!lulas de E. coll 

JM101 transfonnadas con este fago, fueron identificadas por hibridación "Slot-blol", utilizando 

como sonda, el oligo BH208. El DNA de fago de las clonas positivas fue digerido con l• enzima 

BamHI, originando el fragmento de 7A7 pb correspondiente al tamallo esperado para el patrón 

de restricción con esta enzima (F'ig. 6). 

En la construcción del plásmido pVPSl·BH208, el fragmento de DNA MluI-PstI del 

plásmido pVFSl fue reemplazado n manera de "cassette" por el fragmento similar pero 

mutagerüzado proveniente del fago Ml3BH208. El DNA de los plásmidos de las clonas 

transformadas con esta construcción, previamente identificadas como positivas en "Slot-blot" con 

la sonda BH208, fue analizado por medio de una digestión doble con las enzimas BamHI-EcoRI, 

generando un segmento de DNA de 549 pb (Fig. 7). 

Clonación de la secuencia nucleoUdica del epitope de rotavirus dentro del sitio creado para 

la au1ma Bamm en el gene ompC 

Una vez creado el sitio de testricclón único para la enzima DamHI en el pVF51, en el 

interior del gene ompC, fue introducido dentro de éste la secuencia nucleotCdica del cpftope de 

rotaviru~ flanqueada por extremos cohesivos generados por la enzima BamHI. Esta secuencia fue 

obtenida como producto de PCR. Para obtcoer la secuencia del ep!tope hct<rólogo, los oligos 

160Pl y 1601'2 (20-meros), complementarios a las regiones que flanquean la secuencia 

nucleotídica del cpftope, clonado entre los sitios para la enzima Bamm en el fago rccornbinante 

Ml3RV160, fueron usados como iniciadores y el fago anterior como templado en la reacción de 

amplificación por PCR. Fl DNA producto de la amplificación, _correspondiente al tamailo 

molecular esperado de 183 pb fue purificado por elcctrofórcsis en poliacrilnmida al 8%. Este 

DNA fue digerido con la enzima BamHI, produciendo la liberación de los extremos flanquean tes 

y generando los extremos cohesivos para la enzima. El DNA producto de la digestión fue 
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Fig. 6_ Patrón de restricción del M13BH208 Y Ml3RV252 con la enzima BamHL 
En la figura se muestra el patrón electroforético en poliacrilamida al 8% del DNA de 
las clonas. M13Bff208 (b) y M13RV252 (e) digeridas con BamHL En la figura se 
observa el patrón de restricción generado por la inserción del sitio para BamHI entre 
los codones 208 y 209 del gene ompC de S. typhi en la primera·ctona y de la 
sccuencia.nuclcoti'dica de rotavirus flanqueada por sitios de BamHI entre los codones 
252 y 253 del gene ompC en la segunda clona, obscrvandose .,,-{ la banda de 247 pb 
para el Ml3BH208 y las de 115 y 59pb para el Ml3RV252, com:spondiendo la última 
banda a la secuencia de rotavirus liberada: 
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Fig. 7 Patrón de restricción de los plásmidos pVFSl, pVFSlBH208, pVFSlRV208 y 
pVFSlRV252 generado por las enzimas BamHl0 EcoRL 
En la figura se muestra el patrón clectrofor6tico en poliacrilamida al 8% de los 
plásmldos pVF51 (b), pVF51BH208 (e), pVF51RV208 (d) y pVF51RV252 (e) 
digeridos con las enzimas BamHl·EcoRL En la figura puede observarse la 
incorporación del sitio para la enzima BamHI por mutagéncsis de sitio dirigida, la cual 
origina las bandas de 549 pb en los plásmidos pVF51BH208 y pYF51RV208, y la de 
420 pb en el pVF51RV252, observando en este llltimo plásmldo también la banda de 
59 pb correspondiente a la secuencia de rotavirus liberada, la cual no se observa en 
el pVF51RV208. 
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separado por electroforesis en poliacrilamlda al 8%, obteniéndose las tres bandas esperadas de 

49, 59 y 75 pb, aproximadamente. La banda de DNA de 59 pb, correspondiente al peso molecular 

de la secuencia nucleotfdica del ep!topc de rotavirus, fue purificada cortando la banda del gel y 

eluyéndola. 

Bl DNA del plásmido pVF51-BH208, lincarizndo con la enzima BamID y dcsfosforilado, 

fue ligado con el DNA producto de PCR digerido con BamHI y correspondiente a In secuencia 

que codifica para el ep!topc de rotavirus. Céltili!s de E. co/I CMK fueron transformadas por 

electroporación con el DNA de la reacción de ligación. La lloica clona positiva transformada por 

el plásmido generado pVF51-RV208 fue detectada por hibridación "Slot-blot", empleando como 

sonda al oligonuclcótido RV2. Bl DNA de esta clona fue empleado para transformar a E. co/i 

HB!Ol • Las clonas transformadas fueron identificodas por "Slot-blot" con la sonds RV2. Sin 

embargo. el análisis del patrón de restricción con BamHl-EcoRI, de las clonas tanto de la cepa 

E. coli HB 101 como de la CMK no mostró la liberación de la bsndn correspondiente al DNA de 

la secuencia nucleotfdica del ep!topc de rotavirus (Fig.7). 

Introducción de la secuencias nuclcoUdlcns para el slUo de restriccióo BamHI y del ep!lope 

de rotavlrus dentro del gene ompC (entre lo• codone& 252 y 253), en un solo evento. 

Al disponerse del oligonucleótido sintético RV252 ( 100-mero), fue posible realizar la 

mutngénesis sitio dlrigida que permitió, en un solo_paso, introducir entre los codones 252 y 253 

del gene ompC de S. typhi, un doble sitio de restricción para la enzima BwnID y entre éstos, n 

la secuencia nucleotfdica que codifica el cpltopc de la proteína VP4 de rotavirus, generando el 

fngo recombinantc Ml3RV252. Células de E. coli JMIOI fueron transformadas con este fago, 

producto de la reacción de mutagéncsis. Las e lonas positivas fueron seleccionadas por hibridación 
11slot-blot11

• usando como sonda et aligo RV2. El DNA de las clonan positivas fue analizado por 

patrón de restricción para la enzima BamHL La electroforesis en poliacrilamida al 8% mostró las 

bandas de 115 y de 59 pb, correspondiendo la segunda a la secuencia del epltopc, libc:rada del 

plásmido como cassette (Flg. 6). 

La susti.tución del fragmento Mlul-Pstl del plásmido pVF51 (correspondiente a un 

fragmento del gene ompC nativo de S. ryplú) por el fragmento similar pero mutagcnizado con el 

oligo RV252, proveniente del fngo Ml3RV252, generó al plásmido pVF51-RV252. Células de 

E. co/I HBlOl, transformadas por electroporación con el DNA producto de la subclooación del 

fragmento mutagenizado MluI.-Pstl, fueron idcatificadas por hibridación tipo "slo!-blot" con la 
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sonda RV2. El DNA de las clonas positivas por hibridación fue analizado por medio de una 

doble digestión con EcoRI-Bamtu, originándose los fragmentos esperados de 420 y 59 pb, 

pcrtOnecicndo el segundo a la secuencia del cpítope de rotavirus (Flg. 7). 

Perfil electroforético de las protelnas OmpC híbridas generadas 

La expresión de las prote!nas codificadas por los plásmidos pMYll 1 (OmpC nativo de 

E. co/I) (Mizuno et al., 1983), pVF51 (OmpC nativa de S. typh1), pVF5!-RVl60 (proteína b!brido 

OmpC-160Rota de S. typhl), pVF5!-RV252 (proteúia b!brida OmpC-252Rota de S. typhl) y 

pVF51-RV208 (proteína h!brida OmpC-208Rota de S. typ/u), fue analizada por electroforesis en 

poliacrilamida-SDS. El pedil electroforético de estas proteúias mostró un tamru1<1. malecular 

menor para la proteÚla OmpC de E. co/i con respecto a la OmpC de S. typhl. En cuanto a las 

proteínas hfbrldns, se observó un tamaño molecular mayor para la OmpCw 160Rota, como 

anteriormente se había observado (Puente et al., en preparación), así como para la 

OmpC-252Rota, con respecto a la proteína OmpC nativa de S. typhl. Sin embargo, el plásmldo 

pVF51-RV208 no expresó la proteúia b!brida OmpC-208Rota, cuyo peso molecular se esperaba 

fuera similar al de las otras dos proteínas hfbridas; observándose únicamente la produccción de 

las proteínas OmpC y OmpA de E. coli (Fig.8). 

Detección del epítope de rotavirus fusionado a la proteína OmpC 

La detección del epítope de rotavirus se realizó sólo para la proteína OmpC-252Rota. 

cuyo perfil electroforético correspondió al de una proteúia hfbrida. 

La detección del epftope hetcrólogo fue lleva.da o cabo con las ,Preparaciones de proteínas 

de membrana externa (PME) en ELISA, utilizando al AcM Y0-2C2 (Tabla !). El AcM Y0-2C2 

fue empleado en diluciones 1:500, 1:5,000, 1:15,000 y 1:45,000. En cada uno de los ELISA con 

las diferentes diluciones, el epftope de rotavirus fue detectado. Sin embargo, la proteína 

OmpC-252Rota fue reconocida en una proporción menor con respecto a la OmpC-160Rota 

(Flg.9). 
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Fig. 8 Patrón electroforético de preparaciones de proteínas de membrana. eJ!lerna 
expresadas por laa donas obtenidas. · 

· En Ja figura puede observarse el pcrffi elcctroforético en poliacrilamida-SDS de 
preparaciones de protcútas de membrana externa de E. coli HB101 llevando 
los plásmidos a) pMYIII (OmpC de E. co/1), b) pVFSI (OmpC de S. typ/u), 
e) pVFSIRVIOO (OmpC-RotalOO), d)pVF51RV252 (OmpC-Rora252) y 
e) pVFSIRV208. Las proteínas hlbridas expresadas OmpC-RotalOO y OmpC-Rota252 
presentaron una migraci6n electroforntica menor correspondiente a la de proteínas 
de mayor tamaño en comparación con la proteína OmpC silvestre. El plásmido 
pVFSIRV208 que presentó Ja eliminación de gran parte de Ja región amino terminal 
del gene ompC no expresó ninguna proteína híbrida. 

27 



~ 
e 
N 
; 
q 
o 

~ 
N ; 
ci 
d 

4P 

... 
3,0 

... 
2Jl 

1~ 

1P 

·~ 

1P 

•• 
•• 

ELISA/OMPs 

--

logldll 

ELISA/ WHOLE CELLS 

tog/dll 

pVF51 

pVF51-RV160 

pVF51·RV252 

HB1D1 

pVf51 

pVF51..JlV1&0 

pVF51·RV252 

HB101 

a 

b 

Fig. 9 ReacUvldad del anticuerpo monoclonnl Y0-2C2 contra preparaciones de proteínas 
de membrana externa 1 células completas. . 
En las gráficas se observa la detección del ep!topc de rotavirus con el anticuerpo 
monoclonal Y0-2C2 realizada en lea preparaciones de proteínas de membrana externa (a) 
y ~ulas completas (b) de E. co/I HBIOI conteniendo o na las plásmidas pVF51, 
pVF51RV160 y pVF51RV252. Los resultadas se obtuvieron en expcñmcntas de BLISA 
usando 5 µg/ml de preparaciones de pratc!nas de membrana externa a 5 x 107 ~lulas/mi 
y diferentes diluciones del anticuerpo monoclonal YQ..2C2. 
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Por medio de ELJSA con C<\lulas complclaS, se obsclvó que el epftopc hetcrólogo es 

reconocido por el AcM Y0-2C2 en la superficie celular, cuando está fomumdo parte de In 

protcfnn OmpC-252Rota. Sin embargo, el AcM Y0-2C2 ICCOnocló al epftopc hetcr61ogo en 

menor proporción con respecto al control positivo OmpC-160Rota (Tabla t y Flg. 9). Estos 

resultados indican que el epftopc de rotavirus en In protcfnn OmpC-252Rota, está expuesto en la 

superficie celular, aunque su exposición no es tan accesible al AcM como lo es el epftopc 

fusionado en la OmpC-t60Ro~1. 

Secuencia de tas regiones del gene ompC de S. typhi que contienen las Inserciones de los 

siUos de restricción BamHI y del epitope de la protelna VP4 de rotavirus 

La reacción de socuencin efectuada con el aligo C5 en el plásmido pVF5 l-RV252, 

mostró que la inserción de las secuencias nuclcotfdicas de los sitios de restricción para BamHI. 

as! como del epftopc de rotavirus, se efectuó en fase entre los codones 252 y 253 del gen ompC 

de S. typhi (Fig. 10). 

La secuencia realizada con el ptásmido p\TF51-RV208 empicando al aligo F/J, mostró 

que la inserción del "cassette" de rotnvirus se llevó a cabo. Sin embargo, esta secuencia también 

mostró la eliminación de la región 5 'del gene ompC. Para verificar esta eliminación de ta región 

5' del gene ompC, se procedió a analizar la clona por patrón de restricción coo dobles 

digestiones, con las enzimas Mlul-BamHI. Pstl-Bamm y con una digestión sencilla con EcoRI. 

Este análisis mostró que el sitio de rcstriccción para la enzima M/ul, a 400 pb en dirección 5' 

con respecto al inserto, se p<rdió. La digestión efectuada del plásmióo pVF51-RV208 con ln 

enzima EcoRI mostró una banda de aproximadamente 1 kpb menor que In obtenida para el 

plásmldo pVF51-BH208, evidenciando asf In eliminación de una parte de la región 5' del gene 

ompC en esta clona. 
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TABLA 1 Delccción de un antígeno de la proteína VP4 de rotavirus en preparaciones de proleÚ!a de membrana exu:rna 
y en células completas por medio de EUSA 

PME' 

Dilución del AcM Y0-2C2 E.coli HB 101 pVF51 pVF51-RV\60 pVF51-RV252 
(sin plásmido) (OmpC) (OmpC-!60Rota) (OmpC252Rota) 

1:500 0.37 0.59 3.37 2.83 

1:5000 0.11 0.15 1.90 0.74 

1:15000 o.os 0.09 0.69 0.29 

1:45000 0.08 0.13 0.36 0.23 

Células completas' 

1:500 0.19 0.18 1.0 0.77 

1:5000 0.02 0.02 0.98 0.36 

1:15000 O.O! O.O\ 0.88 0.16 

1:45000 0.07 O.O! 0.70 0.07 

a.· Las PME se utiliz:!ron a una concentración de 5p.gfml c:n PBS. 
b.· Las células completas se utilizaron a ima concentración de S x 101 célula...Jml, equivalente a una 000 = 0.1 en PBS. 



ne 597 es 

"º 210 

ADQNNTANARLYONODRA'l'VT 

·=~~~==~=~==~~~=~===== 

220 230 l<O 

TOOLkYDAHHIYLAAQYSQTY 

ACC ooc ooc ero AM TAC OAT OOJ AAC AAC ATC TAT ero OCA oca Cl4 DS' 'rC"!' e.o a.oc D.'l' 

250 252 

NATRFOTSUOSHO 

296 

kAAHYQY 

DallHI Secuoncln nuclaot.ídica del 

313 

HYLROOEQVTAOS 

253 "º 
S'I'SYOFA 

U.O 'rAC C'fO car aAC OOC Ql.A CAOOTTa.cc QC"l' GC1P. 'l'CC CCQ TCCAca 'fC'l' TCAGCn: 'ft'l' OCC 
~~~~~~~~~~~~~~~ 

epícope da rot1wiruo 

270 lBO 

AQHFEVVAQYQPDFOLRPS 

&&e Ali oc:o CAO u.e 'r'l'I' aaa. O'l'O an OC'l' cao u.e ca,a ne uc n'!' oar CTO COI' eco 'fCT 

"º 
VAYLQSkO 

300 

SNOYOASYO 

Fig. 10 

Letras claras 
Secuencia nuclcotfcfica del gene ompC de la región circundante a la inserción 
efectuada por medio de mutagénesis dirigida. 

Letras negritas 
. Muestran la secuencia nucleotfdica obtenida con el ollgo CS (23-mcro), el cual 
fue empleado como iniciador de cadena complementaria, en la reacción de 31 
secuenciaclón del plásmido pVFSIRV2S2. 



La secuencia nucleot!dica efectuada de las n:giones variables e y r de las diversas 

especies de Salmonel/a (Tabla 11) por un lado, mostró que entre las especies estudiadas, la región 

variable e, difiere en un 14%, mientras que la región variable r, en un 8%. Los cambios en la 

secuencia de aminoácidos deducida de este ani!lisis, indican que los aminoácidos que varían entre 

las secuencias, corresponden a aminoácidos que promueven giros o que no los bloquean. Por otro 

lado, estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio de hibridación de los aligas C5 

y C6 (complcmcnrarios n iss regiones variables e y r del gene ompC de S. typhi) con el DNA 

genómico digerido con EcoRV de estas sahnonellss (Bobsdilla, 1992). l!stos ollgos no hlbrldaron 

con el DNA de tas salmonellas que mostraron una secuencia nucleotídica con una similitud 

menor al 90% con respecto al aligo, siendo la excepción la región variable t de 3. enteritidls, que 

no blbridó con el oligo C6 aón presentando una similitud con este oligo mayor del 90%, lo cual 

pudo deberse a la disposición de bases adyacentes a In n:gión de cambio, afectando la unión del 

aligo C6 a la región complemcntaña durimte las condiciones de hibridación utili?.adas. 
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TABLA n Secuencia nucleotídica de las regiones variables e y f del gene ompC 
de varias sa)monellas. 

S. typhl IMSS-1 

S. typhlmurlum LT2 

s. enterltldls o l 
S. worlhlngtan G2 

S. goll/norum FV A-1 

S. oberdecm F 

s. typht2d 

S. lyph/IMSS-1 

S. typhlmur/um LT2 

S. enterlttdls Dl 

S. warlhtngtan G2 

S. galllnorum FVA-1 

s. oberdeen F 

Fuente 200 210 Hyb 

(1) 

(2) 

i3) 

(3) 

(4) 

(5) 

ollgonucloo11do o 

GCC GAT CAG MC AAC ACC GCT MC GCT CGC ClG TAT 
No ~P Gh Asn A.sn rtv Ala Asn AJo Atg Lou Ít" 

GCC GAT CAG MC MC ACC GCT MC GCT CGC CTG TAT 

GCC GAT CAG MC AAC ACC GCT MC GCT CGC ClG TAT 

GCC GAT CAG MC AAC ACA GCT ~~C GCT CGC ~TG ~f'! 

GCC GAT CAG AAC AAC ACC GCT GAC GAA CAC CTG TAT _ 
A1p G/u 1111 

GCC GAT CAG MC AAA ACC GCT GAC GAA CAC CTG TAT -
ly1 Atp G/u Hls 

(6) GCC GAT CAG MC MC ACC GCT AAC GCT CGC CTG TAT NO 

2•s 259 
oligonudoolldo f 

m GGT ACC TCl AAC GGC AGC AAC CCG TCC ACC TCT TAC GGT m 
Pha G.y 1hr Sor JUn Gly Sor Am Pro Sor rJv Sor T;'f Gly Pha 

m GGT ACC TCT MC GGT AGC AAC CCG lCC ACC lCT TAC GGT m 

m GGT ACC TCT AAC GGC AGT AAC CCG TCC ACC lCT TAC GGT m ..,. 
m GGT ACC TCT MC GGC MC AAT AAG TCC ACC TCT TAC GGT m 

Asn trs 

m GGJ ACC TCT MC GGC AAC AAT AAG TCC ACC TCT TAC GGT m . 
A.in tys 

m GGT ACC TCT MC GGC AAC AAT AAG lCC ACC TCT TAC GGT m 
Am tys 

Hyb 

.. 
100 

100 

100 

91~ 

82.6 

78.3 

100 

.. 
100 

96.3 

9b.3 

85.2 

as.2 

852 

s. typht2d m GGT ACC TCT MC GGC AGC AAC CCG lCC ACC TCT TAC <:;:GT m NO 100 

l.· Esle laboratorio (Pucn1e eral., 1987). 
2.· American Typc Culture Collcctlon No. 19430. 
3.- Cc¡a de rcfcrcncill del Instituto Na:ional de la NuUici6n, Cd. de México. 
4.- Cepa de referencia de la Facullad de Medicina Veterinaria y ZoolCalia. UNAM. 
5.- Cepa de refCRflCia de BillllX Diagoóslica. M!ldco. 
6.- Cepa lllOl106slca (d:·) allllda m lndooesll, Sllnfml Unlvmil)' I USNAMRU-2. 

Hyb: Resollado de la hibridación del o11so e con la reglón variable e y del aliso C con In regido variable r 
del aeoe ompC de So/mon<l/o typhl. (+) s! hlbrido. (·)no hlbridó ( Bobadilla. 1992). 

· $ : Pon:cntajc de similitud. de la reglón varinblc e con el oUgo e, y de la reglón variable t con el oltgo f. 33 



DISCUSION 

En este trabajo se demuestra la exposición en la superficie celular de una de las regiones 

variables de la proteína OmpC de S. typhl, por medio de la inserción del epftope lineal de la 

proteína VP4 de la cápsula de rotavirus, entre los aminoácidos 252 y 253, correspondientes a la 

región variable I de la proteína OmpC. La detección del antígeno heterólogo se realizó ulitizando 

el anticueq><> monoclonal Y0-2C2 y la 16:nica de ELISA con células completas. Sin embargo, 

el reconocimiento del epftope heterólogo efectuado por el anticueq><> monoclonal en esta región 

variable f, fue menor con respecto al de In región variable e, donde antcrionncnte el mismo 

epltope fue insertado y detectado por el anticuerpo monoclonal Y0-2C2 (Puente et al., datos no 

publicados). 

Esto indica que el cpCtope de rotavirus es expuesto en menor grado en la región f, siendo 

en este sitio menos accesible a la interacción con el anticuerpo monoclonal en comparación con 

la región variable c. El análisis de estos resultados nos pcnniten considerar que la región 

variable I de la proteína OmpC de S. typhl, segi!n el modelo de pleganúento propuesto para esta 

proteína por Puente et al.,(datos no publicados), no es de carácter hidrofflico y se pliega sobre 

sí nüsma evitando el contacto con el ngua, por lo que el antígeno de rotavirus insertado en esta 

región pudiera quedar inclu!do dentro de ~ y no ser presentado adecuadamente a la superficie 

celular. La detección por la técnica de marcaje inmunológico con oro (Immunogold) del antígeno 

VP4, realizado en c~lulns completas que expresan las proteínas OmpC-160-Rota y OmpC-252-

Rota, tambi6n apoyan este punto de vista (Fig. 11)( Puente et al., datos no publicados). 

Con respecto a la inserción del epftope de rotavirus en In región variable e 

(construcción pVF51-RV208), sólo una clona fue detectada con In inserción del epftope de 

rotavirus llevada a cabo entre los nucle6tidos correspondientes a los aminoácidos 208 y 209 de 

la proteína OmpC de S. typhi. Esta presentó además la elinúnación de una región mayor a 1 kbp 

en la región nucleotfdica adyacente al luglll' de la inserción por el extremo 5' del gene ompC. 

El hecho de que no se detectara ninguna clona funcional para la construcción del pVF51-RV208 

(expresaodo In proteína híbrida OmpC-Rota208) podría deberse a que la inserción efectuada en 

esta región variable de la porina afectó su incorporación en la ME o alteró sus propiedades 

fisiológicas, por lo que sólo la construcción con la delcción. que no expresó ninguna proteína 

fuucional hfbrida, no fue letal. 
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Fig. 11 Detección por inmunogold del epltope de rotavirus. 
En las imágenes puede obscrvme la detección del epítopc de rotavirus ~fcctuada por 
medio de la ltcnica de irununogold en la superficie de células de E. coll HB101 
conteniendo los plásmidos pVFSl (a), pVF51RV160 (b) y pVF51RV252 (e), usando 
el anticuerpo monoclonal Y0-2C2. 
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Sin embargo, los trabajos realizados con las proteínas OmpC, PhoB y OmpP de E. co/I, 

las cuales comparten un 60% de similitud y son muy similares estructuralmente (Mizuno et al., 

1983; Van der Ley et al., 1986), no apoyan las suposiciones anteriores, ya que por ejemplo, la 

cllminación de los aminoácidos 195-206 de la proteína PhoB en la región variable análoga a la 

región variable e de OmpC de S. typhi, no afecta la incorporación y localización de esta proteína 

en la membrana cxtcma (Agterberg et al., 1989). Bsto permite especular que la región variable 

e ha surgido como resultado de la insercion de aminoácidos efectuada a trav~ del tiempo, los 

cuales no son indispensables para la incorporación de la porina en la MB. De esta manera puede 

suponerse que la inserción del epltope de la proteína VP4 es permisible en dicha región, sin 

producir alteraciones que afecten la estructuración en la MB de la proteína hlbrida resultante. Por 

otra parte, se ha reportado que las mutaciones en los aminoácidos R37, R74, DIOS y R124 

alteran la función de poro de la proteína OmpC de E. coli (Misra y Benson, 1988), y que las 

propiedades de poro de la proteína OmpP son conferidas por el primer tercio de esta proteína 

(Mlsra y Bcnson, 1988). Con base en lo anterior puede suponerse que la región variable e de la 

proteína OmpC de S. typhi no está implicada en la función de poro de está proteína, y la 

inserción del antígeno VP4 de rotavirus efectuada por mutagénesls dirigida en esta región, se 

esperaría fuera pemúsible sin ocasionar la nltcración de esta función. 

La detección de una t!nica clona durante la construcción del p VP5 l-RV208, conteniendo 

una eliminación, pudo deberse a la estrategia de dos pasos empleada para obtener dicha 

construcción. La estrategia resultó ser poco eficiente debido a la dificultad de clonar en el sitio 

de restricción, creado para Bamlll en el gene ompC de S. typhl, la secuencia de 59 pb 

com:spondiente nl epltope de rotavirus flsnqueada por los sitios complementarios al lugar de la 

inserción, obtenida previamente como producto de amplificación por PCR. Además la clona 

obtenida mostró ser poco estable, presentando la eliminación de una gran parte de la región 5' 

del gene ompC. 

De acuerdo con el modelo de plegamiento y estructuración en la MB de la proteína 

OmpC de S. typlu de Puente et al., (datos no publicados), esta proteínn atraviesa 16 veces la 

membrana externa en una conformación de hojas B anfipáticas antiparalclas y petpendiculares 

a Ja MB (Flg. 12), con los residuos bidrofóbicos hacia la cara fosfolipldica y los aminoácidos 

bidroffiicos hacia la luz del poro. De abl que las cadenas B, invierten su dirección y producen 

vueltas o giros que ocasionan la exposición de ciertas regiones hacia el exterior celular y hacia 

el espacio pcriplásrnico, por lo que se postula que existen 8 regiones expuestas hacia el exterior 
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celular. Estas han sido postuladas con base a tas regiones variables observadas entre la proteína 

OmpC de S.typ/11 y la OmpC de E.co/i y al carácter hldrofílico de la mayoria de ellas, as! como 

de la detcmünnci6n de los trechos transmcmbrnnales de esta proteína debido a su carácter 

anfipático (Puente et al., 1989). 

Fig. 12 El esquema representa el modelo de plegamiento y ensamble de la porina OmpC de 
S. typhl en la membrana ei<tema, propuesto por Puente et al~ (datos no publicados). 
Bn éste, cada monómero de la porina atraviesa 16 veces la membrana externa en íonna 
de cadenas B anfipáUcas y antiparalelas, exponiendo 8 regiones hacia la supeáicie 
celular. Cada una de estas región corresponde a un pico hidrofílieo en el peñil de 
hidrofobicidad de OmpC, concordando la mayoría de ellas con las regiones variables entre 
la OmpC de S. typhl y E. colL Estas reglones variables están representodas por las 
letras a, b, e, d, e, t y g. 

Los aminoácidos de S. typhl que difieren con los de E. coli csllÚ• indlcadoo 
con letras 11egritas. Los puntos señalan los aminoácidos de la OmpC de S. typ/11 que 
corresponden a huecos o '1gaps" en la OmpC de E. coll, los cuales se dctcmúnaron 
por el alineamiento de las secuencias de aminoácidos de estas proteínas. Los círculos 
encierran aminoácidos importantes en la función de poro, los cuales están conservados 
entre las porinas rcla.cionadas filogcn~ticamentc con OmpC. En el rectángulo superior 
está representada la secuencia de aminoácidos del cp!tope de la prote!na VP4 de rotavirus, 
la cual se insertó en la región variable c. En la región variable f, también está indicada 
por medio del cuadrado, la inserción de este mismo epltope. 
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Por otra parte, en un estudio realizado por Janteur et al., (1991) sobre la estructuración 

de las proteínas de membrana externa de cntcrobncterias y neiserlalcs. se identificaron las 

regiones altamente conservadas a trav6s del alineamiento de la secuencia de aminoácidos de estas 

proteínas, las cuales correspondieron a los segmentos transmembranalea antipáticos, mienttas que 

las reglones variables entre ellas correspondieron a trechos extnuncmbranales, los cuales se piensa 

han tolerado inserciones o dclcciones de aminoácidos sin afectar la csttucturación y función de 

la porina. En cambio, se piensa tambi~n que las mutaciones que afectan Jos segmentos 

transmcmbranales pudieran disminuir o incluso abolir la incotpomclón de Ja prote!na en 13 ME 

(Bosch et al., 1989). 

Los resultados obtenidos con la inserción del epítopc de rotavirus en las regiones 

variables e y r, as! como su reconocimiento en la supcriicie celular por el anticuerpo mom;>clonal 

Y0-2C2, tanto en el ELISA como en la detección por "lmmunogold" con c6lulas completas, 

demuestra la exposición de estas reglones variables en la superficie celular y apoya la idea de 

que dichas regiones toleran inserciones o dclcciones de aminoácidos sin afectar el ensamble de 

Ja proteína en la ME. Por otro lado, los resultados obtenidos con las secuencias nuclcot!dicas 

de las reglones variables e y r del geno ompC de las diferentes salmonellas empleados en este 

estudio, apoyan la idea de que dichas reglones de Ja prote!na toleran cambios que no afCClan su 

csttucturacióa en Ja ME. 

El estudio de Ja topología de porinas por-medio de la inserción de ep!topes reporteros, 

ha llevado al descubñmiento de sitios permisibles, es decir, sitios de las porinns que toleran 

inserciones de secuencias de aminoácidos, sin proVocar cambios importantes en su conformación 

en Ja ME, ni en sus propiedades biológicas. Entre las porinns estudiadas en las que se han 

identificado sitios permisibles están LamB (Otarbit et al., 1991) y PhoE (Agterberg, 1990) de 

E. col/. Es también de interés el estudio de las secuencias (hidrofobicidad, longitud) que pueden 

ser insertadas en función de Ja traslocación e incbiporación de la proteína hlbrida resultante en 

Ja ME. En esta linea de investigación se han desarrollado trabajos, como por ejemplo con b 

proteína PboB de E. co/i, en la que se ha observado que secuencias in=adns altamente 

bidrofóbicas impiden el ensamble de la proteína en la ME (Agterberg et al., 1990). En la proteína 

LamB de E. col/, las secuencias heterólogas que han sido insenadas y expuestas en la supeñicie 

celular han sido de hasta de 60 aminoácidos de longitud (Olarbit et al., 1988). 

Por otra parte, otros grupos de investigadores esW. llevando a cabo la inserción de 

determinantes antfgénlcos heterólogos en las reglones expuestas y pcrmlsibles de porinas, con 

38 



ESJA 
SAUR 

TESIS 
DE lA 

NO DEBE 
llBLIOTlCi 

Ja finalidad de hacerlos accesibles al sistema inmune, al ser acmrcados hasta ta superficie celular 

por porinas expresadas en cepas de vacunación. Dentro de los epítopes heter6logos con tos que 

se ha trabajado, se encucnlran el antígeno de la prot.clna VPI del virus de la fiebre aftosa 

(Agtabcrg et al., 1990) llevado hasta la superficie celular por la proteína PhoE de E.coll; los 

cpftopcs de las principales protcfnas de ME de Chlamydla trachomatis insertados en LamB de 

E. coll (Hayes et al., 1991), as! como el pqtldo conapondiente a los aminoácidos 132-145 de 

la n>gión pres, del virus de la hepatitis B y el p<!ptido 93-103 de la protc!na VPI de la cápsula 

del polioviras insertados tambi~n en esta porioa (Callagban el al., 1990). 

m uso de las n>giones expuestas de porinas en la supemcie celular, para la inSClclón de 

detcnnlnaotes antigálicos de diversos microoÍganismos patógenos, rc¡nescnta la posibilidad de 

generar por medio de esta mctodolog!a. vacunaa iccombimntes que induzcan Inmunidad contra 

divesas co!cnr.edadcs. mediante un solo inmunógeno (OmpC modificada con los dlve1Sos 

cp!topcs 

CONCLUSIONES 

El estudio topológico de la porioa OmpC de S. typhl efectuado en este trabajo, 

contribuye al desarrollo de conocimiento de la estructura y ensamble de Esta protdna en la 

membrana externa. Los resultados obtenidos apoyan el modelo de plegamiento de está protefna 

propuesto por Puente et al.,(datos no publicados), el cual asume que la n>gión variable r está 

expuesta en la supeificie celular. 

Por otra parte, la n>gión variable f de la protefna OmpC de S. typhl, fue capllz de acarrear 

hacia la supeificie celular, el epftopc VP4 de rotavirus. Sin embargo, la exposición del cpftopc 

beterólogo en esta región de la protcfna. fue menor en comparación con la exposición del mismo 

epfto¡x:. en la región variable e efectuado por Puente et al.,( datos no publicados). 

En cuanto a la estrategia seguida en la inserción del cpltope heterólogo, en la n>gión 

variable f de la porina OmpC, JCaliz.ada en un solo paso y empicando al oligo RV252 (100-inero), 

"'8ultó ser eficas. Por lo que, el empico de esta estrategia se sugien> para la inserción de cpltopcs 

heterólogos en las regiones expuestas de la porina OmpC. 
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