UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

- COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES Y DE POSGRADO

IDENTIFICACION EN Salmonella typhi SECUENCIAS SIMILARES AL GEN
ompF de Escherichia coli.

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA L A ALUMNA

‘CUERNAVACA MOR. JUNIO 199

§




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Unidad Acadumxca de 105 Cxclos Profesmnal y de Posgrado
uulxul llmvvrsllmm. Mu-xltu.' D.FF.. Cadige Pastal: 04510

x Insurgentes  Sur y LnlulIn

UNAM-CCH i : !

CEE PRDYECTD AEADENICD DE ;
ESPECIALI’ACIDN - MAESTRIA Y. DDCTDRADG EN’
;BIDTECNDLDDIA

1BT
- OF. ALMC/80/94

Mtro. Pablo Ruiz Napoles
Director de la UACPyP del CCH.
.Presente.

Por este conducto me permito informar a usted que en la
reunién de Comisién Académica, que se llevé a cabo el 12 de mayo
de 1994, se acordeé poner a su consideracisn el siguiente Jurado
para el examen de Maestria de la Biélaga., 6 MARIA DE LA LUZ
GUTIERREZ NAVA, con ndmero de cuenta 8l2il41-2, y nimero de

expediente 30921087, con la tesis titulada " Identificacion en
Salmonella _typhi de secuencias similares al gen ompF de
Escherichia coli " , dirigida por el Dr. Edmundo Calva Mercado.

PRESIDENTE: Dr. Mario Soberén Chavez a

vocaL: Dr. Luis Servin Gonzalez

SECRETARIO: Dr. Edmundo Calva Mercado

SUPLENTE:: Dra. Patricia Ledn Mejia

SUPLENTE: Dra. Maria Alejandra Bravo de la Parra

Sin otro particular aprovecho la ocasién para.enviarle un
cordial saludo. -

"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuernavaca, Mor., 9 de junio de 19%94.

N
ql’\b\h"\'\'\ ! N [" A’ ~’\
Dr. Agu tin Lépez~-Munguia Canales Mtro. Pablo Ruiz Napoles
Coordinador del Proyecto

c.c.p. Dr. Francisco Beolivar Zapata Director del IBT
c.c.p. Bidlogo Francisco Incera Ugalde Secretario de Asuntos
Escolares de la UACPyP del CCH.

ALMC/GS0/gp .



INTRODUCCION
Salmonella typhi vy la fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea (FT) es el resultado de una bacteremia
producida por Salmonella typhi, enterobacteria Gram-negativa cuyo
hospedero Unico es el hombre (Calva et al., 1988). La FT representa
un problema de salud; se ha estimado gue se presentan
aproximadamente 12.5 millones de casos al afilo en el mundo
(excluyendo China), con una incidencia de 365 casos por cada
100,000 habitantes del total de la poblacién y 590 casos por
100,000 (0.6%) de la poblacién de los paises en desarrollo (Edelman
and Levine, 1986).

S. typhi pertenece al serotipo 9,12,d4, Vi. BEste es definido
por las unidades repetidas de aztcar (9,12) del antigeno "0O", el
cual forma parte del lipopolisacdrido (LPS) mas abundante de la
membrana externa; por el antigeno "H', constituido por la proteina
flagelar; y por el antigeno capsular o de virulencia "vi®,
compuesto por polisacdridos (Hook, 1990).

Debido a gue no existe un modelo experimental animal, poco se
sabe acerca de la patogenia de esta bacteria. Estudios
epidemioldgicos muestran Que Salmonella penetra al organismo
mediante la ingestidn de agua o alimentos contaminados con heces.
Por extrapolacidn a partir de investigaciones en ratones infectados
con S. typhimurim, se piensa que la bacteria pasa a través del
lumen intestinal para llegar al ileon distal, qQue es el sitio donde

se inicia la infeccidén. La bacteria se asocia con la 1linea



epitelial y las placas adyacentes de Peyer. Salmonella causa
degeneracién de las microvellosidades de la superficie epitelial
para penetrar a la superficie apical de los enterocitos, mediante
un proceso de fagocitosis, la bacteria permanece intracelularmente
dentro de una vacuola. Posteriormente, las bacterias son
transportadas al sistema reticuloendotelizl, para multiplicarse y
propagarse por todo el organismo, colonizando principalmente los
nédulos linfdticos, el bazo y el higado (Finlay y Falkow, 1989).

La envoltura celular

La plasticidad de 1la envoltura celular de las bacterias
patédgenas juega un papel crucial en la adhesidn y colonizacién del
tejido del huésped, en la resistencia a las defensas del mismo y en
la adquisicién de nutrimentos esenciales. Asi, la estructura de la
envoltura celular de una bacteria, replicéndose en el tejido del
huésped, debe ser diferente al de una bacteria creciendo en un
medio de laboratorio esté&ndar (Williams, 1985).

£l proceso de infeccidn bacterial puede ser visto como la
adaptacién del patdgeno a una serie de microambientes, tales como
bajo pH, incremento de la temperatura, baja tensidén de 0O,, alta
osmolaridad y privacidn de nutrimentos. Las bacterias responden a
estos cambios ambientales mediante la modulacidn de la expresidn de
diferentes genes coordinadamente regulados, ademé&s disponen de una
serie de genes especificos qQue regulan su entrada a la célula
eucarionte (Dorman, 1981; Mekalanos, 1992).

El citoplasma de las bacterias Gram-negativas, como S. typhi,

estd rodeado por una estructura muy compleja, gue consiste en una



membrana interna, otra externa, y un compartimento acuoso conocido
como periplasma, en el cual se encuentra una capa de
peptidoglicanos que separa estas dos membranas. La membrana externa
(ME) actla como una barrera gque excluye moléculas téxicas del
medioc externo. La presencia de LPS en la ME aparentemente
contribuye a la baja permezbilidad de solutos lipofilicos. Se ha
sugerido que mas de la mitad de la masa de la ME esta compuesta por
proteinas, entra ellas se encuentran las lipoproteinas que son
proteinas muy pequefias unidas covalentemente a la capa de
peptidoglicanos, Yy las proteinas OmpA que son proteinas
estructurales monomérica. (PFig. 1, Nikaido y Vaara, 1985).

Asi mismo, se han observado mids de veinte proteinas menores,
de las cuales algunas se sobreexpresan bajo condiciones ambientales
especificas, tales como limitacidén de fosfato en el medio de
crecimiento o la deficiencia de magnesio (Nakae 1286).

El intercambioc de nutrimentos y productos de desecho con el
ambiente se lleva a cabo por medio de proteinas formadoras de
poOros vy canales presentes en la membra externa. Estas proteinas se
dividen en tres clases: porinas, las cuales permiten la difusiédn
inespecifica y espontdnea .de pequefios solutos hidrofilicos
excluyendo muchos antibidticos e inhibidores como sales biliares;
canales especificos, los cuales contienen sitios de unidén a
ligandos especificos; y canales receptores de alta afinidad
dependientes de energia, que permiten la entrada de moléculas

nutritivés que existen en muy baja concentracidn fuera de la célula

(Nikaido, 1992).
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Figura 1.- Representacidn esquemética de la membrana externa de una
bacteria Gram-negetiva.



Las porinas

Las porinas clédsicas descritas:foriginalmente en E. coli
incluyen OmpC (Inocuchi et al., 1982); OﬁpF (Tommassen et al.,
1982), y PhoE (Mutoh et el1.,1981) las cuales se conforman
triméricamente. Estas proteinas no son funcionales como monomeros
sino sbélo como trimeros y en asociacién con moléculas de LPS (Russo
et al., 1993). Se ha reportado qgue los monomeros de la proteina
OmpF son secretados dentro del periplasma Yy,posteriormente
espontédneamente insertados en la ME. El sitio de trimerizacidédn no
es claro, sin embargo, la informacidn que dirige a una proteina a
la ME se encuentra en la secuencia madura (Misra, 1923)

Las porinas estén ampliamente distribuidas en las bacterias
Gram-negativas y parecen haber aparecido muy temprano en la
evolucidn, pues se encuentran en la eubacteria Thermotoga maritima.
La cubierta de esta bacteria tiene como componente principal un
trimero de una proteina de 42 kDa, cuya estructura tridimensional,
revelada por microscopia y procesamiento de imdgenes, es claramente
reminiscente de las porinas clédsicas de la ME como OmpC u OmpF de
E. coli (Rachel et al., 1990, Nikaido, 1994).

En Escherichia coli estas porinas y la proteina OmpA, son las
més abundantes en la ME, presentédndose cada une en aproximadamente
105-10° moléculas por célula por lo que se les a llamado proteinas
principales. La proteina OmpC tiene un peso molecular de 38 kDa,
OmpF de 37 kDa y PhoE 36 kDa (Mizuno and Mizushima, 1990).

El trimero de OmpF, con 1.2 nm de didmetro, v el de OmpC, con 1.1

nm de didmetro, muestran preferencia por moléculas neutrales y



cationes, en contraste con el trimero de PhoE de 1.1 nm, que tiene
preferencia por aniones (Nikaido, 18992, Tommassen et al., 1993).

Las secuencias de aminodcidos de las porinas son muy
similares. Del alineamiento de las secuencias de aminodcidos de 14
porinas de diferentes bacterias Gram-negativas, se dedujo gque
existen 16 estructuras R-plegadas atravesando la membrana, las
cuales forman una estructura de barril bordeando un gran canal. Las
asas que conectan estructuras RB-plegadas son muy cortas (1-4
residuos) sobre el lado periplésmico, del lado contrario a éstas,
son méds largas (Fig. 2).

Se ha postulado que las secuencias de aminodcidos expuestas
sobre la superficie externa de la bacteria sufren un cambio
evolutivo rdpido, debido a que son blanco de reconocimiento de
componentes del sistema inmunolégico del hospedero, asi como de
fagos y bacteriocinas encontradas en el ambiente; al contrario las
secuencias qgue se encuentran ocultas en la membrana son muy
conservadas (Nikaido 19922). En cada una de estas porinas, 1los
poros son reducidos por el doblamiento hacia adentro de la tercera
asa externa, dentro del barril R (Jeanteur et al, 1891).

Las porinas de E. coli presentan dos configuraciones de
canales abiertos: un canal de tamefio pequeilo estable en pH dcido ¥y
uno de tamafio grande estable en pH bésico. Al parecer, el
aminoacido His2l esta involucrado en el cambio de tamafio del canal
del poro. El mecanismo inducido por el pH &cido en el tamafio del
canal puede involucrar el movimiento de la histidina protonada

hacia un carboxilo vecino, induciéndo una reduccidn del canal del
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poro (Todt y Mc Groarty, 1982).

La estructura cristalogrdfica de la proteina OmpF (Cowan et
al.,1882) mostrd bésicamente la estructura ya predicha por 1la
secuencia de aminodcidos. El canal formado por OmpF tiene forma de
embudo con su didmetro mas ancho hacia el interior de la célula,
estrechdndose hacia el centro del canal.

BExpresién de las porinas

Con respecto a la expresidn de alguna; proteinas de membrana
externa (PME), ha sido descrito que en E. coli, OmpF es sintetizada
preferentemente bajo condiciones de baja osmolaridad, pH alto; baja
temperatura o cuando las células son crecidas con una fuente de
carbono pobre, mientras que OmpC es preferentemente sintetizada
bajo condiciones de alta osmolaridad, pH bajo, alta temperatura o
cuando las células estdn creciendo con una buena fuente de carbono
(Sharif and Igo, 1993).

En cuanto a la regulacidén de OmpC, se sabe que a diferencia
de E. coli, en &. typhi y en Shigella flexneri esta proteina se
expresa tanto en alta como en baja osmolaridad (Puente et al.,
1981; Bernardini et al., 1993). Asi mismo, en Serratia marcescens
se aisld un gen que codifica para una proteina de 40 kDa similar a
la porina OmpC de E. coli y en la cual no se observa
osmorregulacidn o termorregulacidén como en OmpC de E. coli (Hutsul
y Worobec, 1994)

En E. coli, S. typhymurium, S. typhi y otras bacterias Gram-

negativas, la expresidén de OmpF y OmpC a nivel transcripcional esta
¥



regulada por las proteinas OmpR y EnvZ, estas proteinas partenecen
al sistema regulatorio de dos componentes, el cual responde a
estimulos ambientales. Entre otros sistemas similares se han
descrito los de las proteinas NtrB/NtrC (metabolismo del nitrdgeno
de Enterobacteriaceae), CheA/CheY ( quimiotaxis de £E. coli),
PhoR/PhoB (regulén de fosfato de E. coli) Vird/VirG (mécanismos de
infeccién de Agrobacterium tumefaciens) etc. En este sistema el
primer componente es una proteina integrada a la membrana
citopldsmica que detecta los estimulos ambientales y transmite la
seflal al segundo componente, la proteina reguladora, la cual se
encuentra en el citoplasma, ésta recibe la seflal y modifica su
dominio carboxi-~terminal para interactuar con €l DNA v modular su
transcripcién. A sido reportado Que en la transduccién de la sefial
esta involucrado la transferencia de un grupo fosforilo entre los
dos componentes.

EnvZ es una proteina de 1la membrana interna capaz de
autofosforilarse, existen dos dominios, un dominio periplésmatico
involucrado en sensar los cambios Ge osmolaridad, y un dominio
citoplésmatico involucrado en la fosforilacién y desfosforilacidn
de la proteina OmpR. OmpR fosforilada se une ‘a dos diferentes
motivos en las regiones reguladoras de ompF y ompC, los sitios de
alta y baja afinidad, en condiciones de baja osmolaridad la
cantidad de OmpR fosforilada disminuye y se une a los sitios de
alta afinidad en la regidn reguletoria de ompF, activando su
transcripcidn, en alta osmolaridad la cantidad de OmpR fosforilada

aumenta y se une a sitics de menor afinidad en la regidn promotora

w



de ompF y ompC, reprimiendo la transcripcion de ompF y activando la
de ompC. (Tsung 1989) (Pig. 3)

Con respecto a otros ‘factores que regulan la expresidén de
estas proteinas, se sabe que las cepas de E. coli K12 que carecen
de IHF (Factor de Integracién del hospedero) tienen alterada la
osmoregulacidén de estas proteinas. IHF se une a las regiones
promotoras de ompF y ompC, e inhibe fuertemente la transcripcidén de
estos genes. Se ha sugerido que IHF puede tener una interaccién
directa con OmpR ocasionando la curvatura del DNA del promotor
(Freundlich., 1982).

Se ha demostrado que la expresidén de porinas es sensible a la
topologia del DNA, el superenrcllamiento de éste inducido
ambientalmente, provee un mecanismo para la regulacidn coordinada
de la expresion de un nimero de genes inducidos por estrés. La
transcripcién de ompFy ompC es alterada cuando existen mutaciones
en los genes topA, gyr, © inhibidores de girasas del DNA. Aungue
las regiones promotoras de ompF y ompC son sensibles al grado de
superenrollamiento del DNA hasta ahora sole se conoce la proteina
reguladora OmpR necesaria para la transcripcidén de estos genes
(Durman., 1991, Graeme-Cook et al., 1989).

Recientemente, se ha demostrado que la sintesis de OmpF
disminuye en condiciones de estrés oxidativo. La regulaciédn de OmpF
en estas condiciones parece ser dependiente del reguldén SoxRS. En
este sistema, la proteina SoxR induce el gene soxS en respuesta al
estrés redox. Evidencias bioguimicas han demostrado que SoxS se une

-

2 la regidén promotora del gen micF. micF es un RN2 peguefio, que se

10
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transcribe en direccidén opuesta a ompF, e h:.brn.da g:on; el extremo
5'del RNA mensajero de ompF de E. coli inhibiendo  si.1a traduccién
de este (Choue et al 1993). R :

Las porinas como antigenos

El estudibo de las porinas también resulta atractivo por el
papel que tienen en la respuesta inmune humoral. Se ha observado
que las PME de S. typhi y S.typhimurium son capaces de inducir una
respuesta inmune protectora en ratén y que los anticuerpos séricos
de pacientes con FT son capaces de reconocer dichas proteinas
(Isibasi et al., 1988, Blanco et al., 12983). Asi mismo, se ha
reportado que preparaciones de PME de S.typhi, usadas como antigeno
de captura, son ttiles en un inmunoensayo enzimdtico (FT-Elisa)
para la deteccidn de anticuerpos séricos especificos en pacientes
con FT (Verdugo et &al., 188Za, 1893b, y 1983c).

Por otro lado, en el perfil electroforético de PME de S.
typhi, expresadas en bacterias en presencia de suero de humano, se
.observa la sintesis de proteinas de alto peso molecular {(maycres de
38 kba),las cuales pueden estar implicadas en la patogenecidad de
las bacterias (Perez-Valle, 1994).

Antecedentes

El objetivo principal de nuestro laboratorio, ha sido el
estudio de la relacidn estructura-funcién de las PME de S. typhi,
asi como de los mecanismos, que regulan la expresién de sus
respectivos genes. 2 la fecha se han clonado y secuenciado los

genes que codifican para algunas PME como son: ompC, cuya proteina
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es 11 aminodcidos mas grande que la proteina OmpC de E. coli, 1la
similitud entre ellos es 79% en la secuencia de aminodcidos;
(Puente et al., 1987; Puente et al., 1989); y phoE, cuya similitud
con el gen de E. coli es de 87% a nivel de aminodcidos (Puente,
1987; Torres, 1993 y datos no publicados). Por otro lado también se
ha aislado el operén ompB, el cual tiene 86% de similitud en la
secuencia de aminodcidos con el de E. coli, y estd también
constituido por los genes ompR y envZ, cuyos productos, las
proteinas OmpR y EnvZ, intervienen en la regulacién de las
proteinas principales OmpC y OmpF (Martinez, 1994 y datos no
publicados).

También se han hecho estudios de la expresién de OmpC, 1los
cuales revelaron qQue ésta es elevada tanto en baja como en alta
osmolaridad, a diferencia de su contraparte de E. coli, cuya
expresidén es inhibida en baja osmolaridad e incrementada en alta
osmolaridad (Fig. 4). La expresién de OmpC en S. typhi tambien es
dependiente del activador transcripcional OmpR (Puente et al.,
1991),

Uno de los objetivos particulares de este laboratorio es la
clonacidn y secuenciacidn del gene ompF de S. typhi. Este gen tiene
la peculiaridad de que se expresa en forma similar al de E. coli,
al menos en lo qQue respecta a respuesta a osmolaridad (Fig. 4).
Asi, a partir de un banco de genes de S. typhi construido en el
vector lambda 10592, y utilizando como sonda heteréloga el gen ompF

e E. coli, se aisld un gen que se pensd codificaba para la PME de

da
S. typhi con un peso molecular aparente de 37 kDa y cuya
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regulacidn es semejante a ompF en E. coli. Sin embargo, datos de su
secuencia nucleotidica y de su expresién en mini-células, seflalaron
que el producto proteico no corresponde a la proteina OmpF, sino a
una PME de 42 kDa que no es expresada en la misma cantidad que las
porinas principales en los cultivos de laboratorio, a menos de que
la regién estructural del gen esté bajo el control de un promotor
fuerte e inducible. Este gen al cual se denominé ompFl, tiene 56%
de similitud en la secuencia de aminodcidos con el gene ompF de E.
coli; no se sabe nada acerca de su regulacidén ni de su funcidén. La
proteina para la cual codifica, OmpFl, tiene caracteristicas de una
PME pues en su extremo amino terminal presenta un péptido lider v
cuando es expresada, tanto en E. coli como en S. typhi, se inserta
en la membrana externa. (Calva et al., 1992; Férnandez-Mora et al.,
1993)

Cuando el gen ompFl es usado como sonda, en hibridaciones tipo
Southern, contra DNA gendmico de S. typhi cortado con la enzima de
restriccién Sall, se observan cuando menos dos sefiales de
hibridacién: la que corresponde al gen ompFl de 5.6 kb y otra
menos intensa, de alrededor de 2.3 kb a la cual para fines
practicos llamames ompF2. Una posibilidad era que en este fragmento
se encontrara el gen gue codifica para la PME de 37 kDa.

Existen contradicciones en cuanto al nimero de posibles genes

similares al gene ompF, preguntas importantes a responder son
. ccuantos genes similares a ompF realmente existen?, ¢cudles son las

diferencias entre elles?, (todos se expresan?, ¢podrian tener

15
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practicos llamamos ompF2. Una posibilidad era que en este fragmento
se encontrara el gen que codifica para la PME de 37 kDa.

Existen contradicciones en cuanto al nimero de posibles genes
similares al gene ompF, preguntas importantes a responder son
ccuantos genes similares a ompF realmente existen?, ¢cudles son las

diferencias entre ellos?, ¢todos se expresan?, ¢podrian tener
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a)

b)

c)

d)

e)

a)

b)

c)

f)

e)

MATERIALES y METODOS
1.Cepas Bacterianas
Salmonella typhi serotipo (9, 12, d, Vi): IMSS-1. aislado
clinico de México D.F.
Escherichia coli HB10l. F-a(gpt-proA)62 leu supE44 arald galk2
lacYl, a(mcrC-mrr) rpsL20(St®)xyl-5 mtl-1 recAl3
Escherichia coli Q359 F- hsdR(r,’m,”), supE, fhuA (P80r) P2
Escherichia coli CMK
Escherichia coli DH50IQ F’/endAl hsdR17{rk'mk")supEd4 thi-1
recAl gyrA (Nal®) relal Aa{laczYA-argrF)Ulé68
deoR(P80dlaca (lacZ)M15)
2.Plésmidos
DPAT161 (Torres, 1993). Pldsmido recombinante gue contiene un
fragmento del gen phoE de S. typhi IMMS-1.
DF2 (Ferndndez-Mora et al., 1993). Pldsmido recombinante que
contiene el gen estructural ompFl de S. typhi IMSS-1.
pIP33 (Tommassen, 1982). Plédsmido recombinante gue contiene el
gen ompF de 2.coli.
pLF9 (Inokuchi et al.,1982)., Plédsmido recombinante que
contiene un fragmento del extremo carboxilo terminal del gene
ompr de . coli.

pLF1l (Inokuchi et al.,1982). Plédsmido recombinante que

contiene un fragmento del extremo amino terminal del gene ompF
de E. coli.

DVF27 (Puente et al., 1387). Plédsmido recombinante gue
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a)

b)

c)

d)

e)

a)

b)

c)

£)

e)

MATERIALES y METODOS
1l.Cepas Bacterianas
Salmonella typhi serotipo (9, 12, d, Vi): IMSS-1. Aislado
clinico de México D.F.
Escherichia coli HB10l. F-a (gpt-proA) 62 leu supE44 arald galK2
lacYl, &{mcrC-mrr) rpsL20(St¥)xyl-5 mtl-1 recAl3
Escherichia coli Q359 F- hsdR(r,'m,"), supE, fhuA (P80r) P2
Escherichia coli CMK
Escherichia coli DH50IQ F'/endAl hsdR17(rkmk')supBd44 thi-1
recAl gyrA (Nal®) relAl a{laczYA-argF)Uleé69
deorR(P80dlaca(lacz)M15)
2.Plésmidos
PAT161 (Torres, 1993). Plésmido recombinante que contiene un
fragmento del gen phoE de S. typhi IMMS-1.
DF2 (Fernéndez-Mora et al., 1993). Plédsmido recombinante que
contiene el gen estructural ompFl de S. typhi IMSS-1.
pJP33 (Tommassen, 1982). Plésmido recombinante gque contiene el
gen ompF de E.coli.
pLF9 (Inokuchi et al1.,1982). Plésmido recombinante aque
contiene un fragmento del extremo carboxilo terminal del gene
ompF de E. coli.

PLF1l (Inokuchi et al.,1982). Plé&smido recombinante que

contiene un fragmento del extremo amino terminal del gene ompF
de E. coli.

pPVF27 (Puente et al., 1987). Pldsmido recombinante gque
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a)
b)

c)

a)

b)

c)

d)

4. Medios de cultivo.

LB, Descrito por Maniatis et al., 1982.

NZCYM, Descrito por Blattner et al., 1877.

CY, Descrito por Karn et al., 1980.

5. Soluciones

Se siguieron bé&sicamente los protocolos de Ausubel, et al.,
1992; Maniatis, et al., 1982.

Solucidn para saturar el fenol para la extraccién de RNA.
-NaOAc 20 mM

-EDTA 1 mM pH 5.5 ( ajustar pH con ac. acético).
Solucidén de lisis para la extraccidén del RNA.

~NaOAc 20 mM

-EDTA 1 mM pH 5.5.

-SDS 0.5%.

Agregar DPC y esterilizar

Solucidn amortiguadora para electroforesis del RNA 10X.
~-N,EPO, 12.75 gr.

-N;H,PO,.,20 1.35 gr.

~-Aforar a 500 ml con agua.

~-Agregar DPC y esterilizar

Solucidn amortiguadora de dilucidn 10X.

-N,HPO, 5.11 gr.

-N,H,P0O,.,20 0.55 gr.

-Aforar a 100 ml con agua.

-Agregar DPC y esterilizar.
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6. Enzimas de restricciénm.

Las enzimas de restriccidn utilizadas fueron de las siguientes
compafiias:Boehringer Mannheim GmbH (Alemania), Gibco BRL (EUA) y
Promega (EUA).

7. Isbétopos Radioactivos.

&**pP-dCTP Amersham International plc.
METODOS

1 Preparacién de DNA bacteriano

La preparacién del DNA cromosomal de alto peso molecular,
tanto de S. typhi como de E. coli, se hizo por el método de
tiocianato de guanidina reportado por Pitcher et al., 1989.

2. Preparacién de RNA bacteriano.

La extraccién del RNA se hizo por el método reportado por Aiba

et. al.,1981 con algunas modificaciones.
Se inoculd una colonia en 30 ml de LB, se dejo crecer por un
periodo de 6-8 hr hasta que alcanzo a una densidad éptica de 0.6,

se centrifugd a 8 krpm por 2 min a 4°C en un rotor JAa20, la

pastilla se congeld inmediatamente en hielo.seco y se agregd 1/10
del volﬁmen original de la solucidn amortiguadora de lisis
calentada a 65 °C, se dejo lisando por 10 min minutos (resuspender
con una pipeta), se agrego 3 ml de fenol caliente, y se agité
durante 15 min a 65°C, se centrifugd a 8 krpm por 10 min a 4 °C, se

extrajo la fase superior y se agregd otra vez 3 ml de fenol

21



caliente. Se hicierdn 3 extracciones en total el sobrenadante se
precipito con 2.5 volimenes de etanol absoluto y 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M estéril. Se dejo precipitando media hora en
hielo seco y centrifugd a 12 krpm por 20 min se tiro el
sobrenadante y lavo c¢on etanol al 70%, posteriormente se
resuspendid en 500 Ml de agua estéril, tratada con dietil
pirocarbonato (DPC), se tomarén 5 pl y se cuantifico.

Nota. Todas las soluciones deben ser tratadas con 0.1% DPC por
al menos 12 horas; para después autoclavear por 15 min. Es
importante que, después de adicionar DPC, las soluciones se
esterilicen para inactivarlo, pues es carcinogénico.

3. Tratamiento del RNA con DNasal.

El RNA a tratar se incubo con 25 unidades de DNasal (25 U/pl)
en precencia de 2 gl Tris 1 M pH 7.5 v 5 pl CaCl, ;, m¥ en 100 pl
totales durante 30 min a 37 °C. La DNasa se inactivo con 3 ul 0.4
M EDTA y 5 pl SDS 20% por 15 min a 37 °C, el RN2A se extrajo con
fenol-~cloroformo 1l:1 y se precipito con 1/10 de CH,COONa 7 M, mé&s ‘
2.5 volimenes de etanol absoluto, se centrifugo a 12 krpm en un
rotor J220 por 20 min, se resuspendio en 100 pl de agua tratada con
DPC.

4. Preparacién de DNA de plésmido

Para purificar el DNA de los plésmidos, se utilizo el método
de lisis alcalina descrito por Maniatis, et al., 1982.

5. Purificacidén de fragmentos de DNA a partir de agarosa.

En este caso se utilizaron dos métodos, el descrito por

Maniatis et al., 1982; o bien el procedimiento gue involucra el uso
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del estuche de “Gene Clean", de la compafiia B10 101

6. Electroforésis en geles de agarosa.

La electroforésis en geles de agarosa es un método simple y
muy efectivo para separar, identificar y purificar fragmentos de
DNA, de 0.5 hasta de 25 kb. La concentracidén del gel de agarosa
varia de acuerdo a los tamafios de los fragmentos de DNA, puediendo
sexr desde 0.8 hasta 1.5%. Una vez gue las muestras fueron puestas
en el gel, se hizo la electroforésis a 100 volts, utilizando TAE
(Solucién amortiguadora Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M). Los
geles se tifleron con una solucién de 0.5 pg/ml de bromuro de
etidio, el DNA se visualizé por transiluminacién con luz
ultravioleta de onda corta (Fotodyne).

7. Gel de agarosa para RNA.

E1l RNA se corrio en un gel de agarosa al 2%. Se funde 1.8 gr.
de agarosa en 70 ml de agua tratada con DPC, a 65 °C, y se agrego
16 ml de formaldéhido (trabajando en la campana), mas 4.5% de
solucidén amortiguadora de dilucidn (ver soluciones).

8. Digestién de DNA con endonucleasas de restricciédn.

La digestidn del DNA con las endonucleasas de restriccidn se
hizo incubando el DNA con la enzimas a 37 ° {(cueando no habia
ninguna recomendacidn especifica por parte de la compaiiia
vendedora) en las condiciones adecuadas y el tiempo conveniente de
acuerdo a la concentracidén de DNA y enzima empleada.

9. transferencia de los fragmentos de DNA £iltros de
nitrocelulosa.

La transferencia de los fragmentos de DN, del gel de agarosa
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a filtros de nitrocelulosa, se hizo por medio de la técnica
descrita por Southern, 1875, y reportada por Maniatis et al., 1982,
la cual consiste en desnaturalizar el DNA y transferirlo a la
membrana de nitrocelulosa e inmovilizarlo.

10. Hibridacidén de &cidos nucleicos.

La hibridizacién de los dcidos nucleicos se hizo de acuerdo a
la técnica de Maniatis et al., 1982. En este trabajo las
condiciones de hibridizacidn se estandarizaron, de tal forma Que
cuando la sonda fue homdéloga se utilizd 50% formamida, y cuando la
sonda fue heterdloga se realizéd en 30% formamida.

11. Hibridacién en placas.

La hibridizacidén en placas se hizo por medio de la técnica
Benton and Davis, reportada en Maniatis et al., 1982, Esta consiste
en la transferencia del DNA, de las placas de lisis de la
superficie de las cajas de agar, a filtros de nitrocelulosa, para
posteriormente ser hibridados con la sonda deseada.

12. Crecimiento de fagos recombinantes y purificacién de DNA.

El crecimiento de los fagos recombinantes v la purificacién
del DNA se hizo como lo reporta Puente 1987.

13. Marcaje de DNA in vitro con *°P

El DNA se marcd radioactivamente por el métode de “Random
Primer" de la compafiia Amersham; este consiste en desnaturalizar la
molécula de DNA a marcar, para después incubarla con
oligodeoxinucledtidos, que en este caso son secuencias al azar de
seis bases de largo, més los ANTPs, en presencia del fragmento

grende de la DNA polimeraza (Klenow). De esta manera, 1los
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hexanuclebétidos se unen al DNA de interés en varias posiciones a lo
largo del templado y son extendidos para generar moléculas de DNA
de doble cadena que estdn uniformemente marcadas sobre ambas
cadenas.

14. amplficacién diferencial de cDNA.

Para la amplificacién diferencial de cDNA se siguid el
protocolo reportado por Chuang et al., 1993 con algunas
modificaciones.

El RNA total de las bacterias se aislo en las condiciones en
donde se estimo que los genes de interés eran expresados
diferencialmente. E1l RNA se trato con DNasa por 1 h a temperatura
ambiente, en presencia de inhibidores de RNasas (RNasina),
posteriormenteel RNA se extrajo con fenol-cloroformo 1:1 y se
precipito. Por dltimo se estimo la concentracidn de RNA.

Para la sintesis del cDNA se incuban 10 pg de RNA a 65 °C por 5
minutos a este RNA se aflade:

-25 pl agua

-5.0 pl de solucidn amortiguadora RT10X

-2.5 pl ANTPs 10 mM

-2.0 4l DTT 0.1 mM

~-3.0 oligo primer 100 pM/ml

-2.0 pl Transcriptasa reversa (MLV_RT) 20 M/ul

~0.5 Yl RNAsin 20 p/ul.

Se transfieren 10 pl de la reaccidn anterior a un tubo separado y
se afiade 1 pl 0-3?PACTP radioactivo para monitorear la sintesis de

cDNA, incubar los dos tubcs a 37 ° por dos horas. La
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transcriptasa reversa se inactiva a 65 °C por 10 min, se afiade agua
a un volumen final de 100 pl.
15. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La mezcla para la PCR fué la siguiente:
-solucidén amortiguadora de PCR 10X
- dNTPs 2.5 mM
~oligo iniciador 5’ 30 pmol
~o0ligo iniciador 3’ 30 pmol
-5 U Tag DNA polimerasa, Boehringer.
~100 ng de DNA (molde).
Aforar a un volumen de 100 pl.
Condiciones en las cuales se llevaron a cabo las PCRs.
- 1 ciclo de 3 min a 95 °C.
-30 ciclos de 1.5 min a §2 °C.
-30 ciclos de 1.4 min a 50°C, (esta temperatura fue variable
desde 50 °C a 60 ° C).
-30 ciclos de 3 min a 72 °C.

-'1.ciclo de 15 min a 72 °C.
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Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados

Secuencia (5'-3') L % G+C Tm
1A  CGA-TTA-CGG-CCG-~TAA-CTA-CGG 21 57.0% 66°C
22  CGA-AAT-CGA-ACT-GGT-ATT-GCG 21 47.6% 66°C
1C  TCT-TTC-GAT-TAC-GGC-CG 17 52.95 2°¢
2C  CGA-AAT-CGA-ACT-GGT-ATT-GC 20 45,0% 58°C
1D  CGG~CGT-TGC-TAC-CTA-TCG-TAA-C 22 25.0% €8°C
2D  CCG-ATG-GAC-GGA-CGC-AGA-CC 20 75.0% 68°C

L = Longitud (No. de nuclebtidos)
GC = % guanina + citocina

Tm = Temperatura de disociacié

Los oligonucleébtidos son identicos a la secuencia del gene ompF de
E. coli, la localizacibébn de cada uno de ellos en el alineamiento de

las secuencias de las porinas se sefiala en la figura 3.




RESULTADOS

En experimentos previos observamos que cuando los genes de E.
coli son utilizados como sondas -para aislar genes hombélogos o
similares en S. typhi uno de los principales problemas es el
sistema de selecciédn de los plésmidos o fagos recombinantes, pues
una de las bacterias mejor caracterizada y por ende mas utilizada
como hospedero de estos véctores de clonacién es E. coli. Por lo
tanto cuando se quieren aislar clonas de esta bacteria conteniendo
plésmidos en donde se han insertado secuencias de DNA de S. typhi,
se originan una gran cantidad de falsos positivos debido a 1la
hibridacién de la sonda con las secuencias de E. coli, haciendo
dificil el aislamiento de la clona deseada.

Como se menciono antes, en hibridaciones del DNA gendmico de S.
typhi digerido con Sal I contra ompFfl se observd que éste reconoce
ademds de la banda de 5.6 kb otra de 2.3 kb, en la gue pensamos
podria existir una secuencia o un gen similar u hombélogo al gen
ompF, con base en esto y en lo arriba mencionado utilizamos como
sonda el gen ompFl.

Dado gque existe alta similitud entre 1los genes de las
diferentes porinas, era necesario descartar la posibilidad de que
la banda de 2.3 kb fuera el gen ompC o phoE. Mediante hibridacién
tipo Southern y utilizando como sonda estos genes, se observd que
los patrones de hibridacidn eran distintos, lo gque indicaba gue en

la banda de 2.3 kb que denominamos ompF2 podria contener una
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secuencia diferente a la de estos genes.

En la literatura se ha reportado que Sal I es una enzima que
bajo ciertas condiciones presenta actividad estrella, con el
proposito de identificar otras enzimas que pudieran ser utilizadas
para la clonacién de secuencias similares a ompF, el DNA gendmico
de S. typhi se digirié con 16 enzimas diferentes y se hibrido
contra los genes ompF y ompFl para identificar secuencias similares
a ompf-“ pero que no pertenecieran al gen ompFl. Con la mayoria de
ellas se observaron sefiales de hibridacién multiples de bajo peso
por lo que Sal I fue la unica enzima que generaba fragmentos gque
no contenian sitios internos de ésta.

Experimentos de hibridacién posteriores, demostraron que el
patrén del DNA gendmico de S. typhi, cortado con la enzima de
restriccién Sal 1 contra el gen ompFl no era constante, ademds de
las bandas de 5.6 kb y de 2.3 kb, a veces se detecta una nueva
seflal de hibridacidén muy fuerte cuyo peso corresponde a 3.5 kb
eproximadamente, (Fig. 5)

Cuando el DNA gendémico fue digerido con la enzima Ssp I,
ademds de la sefilal de 2.0 kb observada en experimentos anteriores
se detecto otra sefial de peso molecular diferente (1.2 kb), de
igual intensidad v en algunos casos mas intensa. Sin embargo, este
patrén no siempre se repetia, por lo gque se pensd que los
diferentes patrones de hibridacién observados podrian ser el
producto de una actividad andmala de la enzima utilizada (actividad
“estrella", baja eficiencia de la enzima o actividad parcial). Para

descartar gue las enzimas de restriccidn tuvieran un comportamiento
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erratico, se hicieron digestiones con diferentes lotes de Sal I y
Ssp I, incluyendo como control el DNA del plésmido pFC63, el cual
contiene el inserto de 5.6 kb de Sal I y el de 2.0 kb de Ssp I.

De las hibridaciones de estas nuevas digestiones contra el gen
ompFl, se obtuvierdn los siguientes resultados: con todos los lotes
de Sal I (8 lotes distintos) se observa la banda de 5.6 kb, pero
sbdlo con algunos de ellos la de 2.3 kb, la banda de 3.5 no se
observé (datos no mostrados). Cuando el DNA fue cortado con dos
lotes distintos de Ssp I, fue claro que con sélo uno de ellos
existen dos sefiales, la banda esperada de 2.0 kb y otra de 1.2 kb;
con el otro lote sélc se observa la hibridacién correspondiente a
ompFl (Fig.6).

Estos resultados sugieren fuertemente que las diferentes
seflales de hibridacidén generadas se deben efectivamente a una
actividad anomala de las enzimas, pudiera ser actividad estrella,
actividad parcial o que la eficiencia de corte de la enzima no
fuera la misma para todos los lotes. Otra posible explicacidén es
Que la enzima no tuviera la misma accesibilidad a todos los sitios
de corte, lo cual ha sido reportado para la enzima Eco RV.

Con el propdsito de comprobar si la generacién de diferentes
bandas de hibridacidn por la enzima Sal I, al utilizar el gen omprl
como sonda, eran el producto de una actividad parcial, el DNA
gendémico de S. typhi fue digerido por diferentes periodos de tiempo

con Sal I.La hibridacidén del filtro conteniendo estas digestiones
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Figura 5.-Autoradiograma en donde se muestra la hibridacidn del
DNA gendémico de S. typhi IMSS1 digerido con la enzima
Sal I carxil A, y con la enzima Ssp I carril B,
utilizando como sonda el gene ompFl
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Figura 6.-Autoradiograma en donde se muestra la hibridacidén del
DNA gendmico digerido con dos lotes distintos de la
enzima Sspl e hibridado con el gene ompFl.
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contra el gen ompF de E. coli, mostraron dos sefiales de hibridacién
de igual intensidad, en la zona en donde ompFl reconoce solo la
banda de Sal I de 5.6 kb la otra sefial de aproximadamente 5.4 kb,
no es detectada por ompFl. Asi mismo en este experimento se observéd
una hibridacién débil en la regidén de 2.3 kb, y generd una serie de
hibridaciones bien definidas de peso molecular mds alto. Los datos
de hibridacidén de este experimento, muestran que las bandas
cbservadas son reproducibles, independientemente del tiempo y
concentracidén de la enzima para este lote de enzimas (Pig. 7).

De estos resultados surgié, como nueva alternativa, que las
diferentes bandas de hibridacidén, mostradas en 1la <figura 7,
representaban la presencia en S. typhi de un repertorio de
secuencias relacionados al gen ompF, ain mds amplio del que
consideramos originalmente. Con el proposito de identificar si
alguna de estas sefiales correspondia a los genes ompC o phoE, se
hibridd el DNA contenido en el filtro contra estos genes. La banda
de peso molecular més alto corresponde al gene ompC y phoE (Fig.
8). Por lo tanto las secuencias contenidas en las bandas de 2.3 kb,
de 5.4 kb o en alguna de las de alto peso molecular eran distintas
a la de estos genes, pudiendo estar ompF2 contenida en cualquiera
de ellas. Es por esto gue nos propusimos clonar estas secuencias

para su caracterizacidn.

35



M [
23.1 = - - S e . w—
sa - N -3 & 5§ F |
8.5
3 T L - ===
.
[ -
2.3 — ’
2,0_—.

2h 4h €h 8h 1Ch 12h

Figura 7.-Autoradiograma en donde se muestra la hibridacién del
DNA gendmico de S. typhi digerido por periodos diferentes
de tiempo con la enzima Sall e hibridado contra el gene
ompF de E. coli.
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Figura 3.-Autoradiograma en donde se muestra la hibridacién del
DNA gendmico digerido con la enzima Sall he hibridado con
los genes ompF, ompC, phoE, ompFl y con el inserto del
plédsmido pL15S.

37



AISLAMIENTO DE SECUENCIAS SIMILARES A ompF

Con el proposito de identificar secuencias similares u
homélogos al gene ompF se disefiaron dos estrategias distintas que
se describen a continuacién:

Andlisis de productos de amplificacién gendémica por medio de
PCR

La primera de ellas fue disefiar oligonucledtidos sintéticos
para PCR, a partir de secuencias muy conservadas entre 1los genes
para porinas hasta ahora descritos y que corresponden a las
regiones que estén embebidas en la membrana externa. Las regiones
muy variables corresponden a regiones expuestas en la superficie
de la célula (ver fig. 3) y algunos autores consideran 1la
posibilidad de que algunos de los segmentos de DNA qgue codifican
para dichas regiones puedan sex especie-especificos.

Las secuencias de los oligonucledtidos se basaron en la
secuencia del. gen ompF de E. coli (ver Materiales y Métodos y la
figura 2). Con esta estrategia se esperaba amplificar en PCR
fragmentos que correspondieran a los diferentes genes de las
porinas ompC, ompFl o phoE ademds de fragmentes de secuencias
similares u homoldégas en los que podria encontrarse la secuencia
que denominamos ompF2. Estos fragmentos podrian servir
posteriormente como sondas homdlogas para encontrar los genes
completos en un banco de genes de S. typhi. En la tabla 1 se
comparan los resultados esperados y los obtenidos de estos

experimento y en la (Fig. 9) se muestran los productos de la PCR.
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LR :
Tamafo esperodo del producfo (pb) en lcs PCR

Poro el gen et ;Olngo

Frogmentos de DNA de
5.0/ e 3.5 Kb de Sy 510

Figura 9.-Productos de las PCR, en los carriles 1 v 2 se

muestran los obtenidos utilizando como molde el DNA gendmico

de E. coli, con los oligos C y D respectivamente, en los

carriles 4 y 5 los obtenidos utilizando como molde el DNA

gendmico de S. tuphi con los oligos C y D respectivamente.
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En este contexto, se diseflaron dos pares de oligonucledtidos;
los pares "C" y *"D", cuyas caracteristicas se describen en
Materiales y Métodos. Cada par de oligonucleétidos se utilizd en
reacciones de PCR, en donde el molde fue DNA gendémico de S. typhi
y de E. coli, y como control negativo se hacian las mismas
reacciones sin agregar DNA. En las reacciones en donde se utilizéd
como templado el DNA de E. coli se amplificé un producto de
aproximadamente 520 pb con los oligos “C", y de aproximadamente 420
pb, con los oligos "D', por el tamafioc estos fragmentos podrian
corresponder al gen ompF. Para S. typhi se obtuvieron los
siguientes productos: con el par de oligos "C*, un fragmento de 600
pb y con el par de oligos "D* uno de 490 pb que podrian ser
fragmentos de los genes ompFl o phoE (ver tabla 1).

Cada uno de los productos de PCR, obtenidos apartir del DNA
gendémico de S. typhi fueron utilizados como sondas de hibridacién
contra DNA digerido con Sal I para confirmar su identidad,
esperando obtener hibridacién con alguna de las bandas que podrian
corresponder a genes nuevos. Estos experimentos demostraron gque
todos los productos obtenidos hibridaron con la banda que reconoce
el gene omprl (datos no mostrados), inclusive cuando se utilizd
como molde el fragmento de DNA de 3.5 kb que se obtenia de las
digestiones con Sty I qQue supuestamente es el que contiene la
secuencia del gen ompF2.

Identificacidén de los mensajeros

Una estrategia que nos parecid interesante fue analizar los
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RNA mensajeros. Se propuso gue podria ser posible amplificar el gen
homélogo al gen ompF de E. coli mediante experimentos de PCR
reverso, Esto seria factible si de algin modo la cantidad de
transcritos de este gen se enriquecia con respecto a los de otros
genes de porinas. Para realizar este experimento, se crecieron
bacterias de S. typhi, cepa IMSS-1, tanto en alta como en baja
osmolaridad, ya que la expresién del gen ompF aumenta en baja
osmolaridad y disminuye en alta, esta seria la condicion gque
permitiria aumentar el mansajero. Se extrajo RNA de las bacterias
crecidas en ambas condiciones y se utilié en reacciones de
transcriptasa reversa, utilizando como iniciadores los pares de
oligos "C* o “D" 3’ para después amplificar el cDNA en PCR (ver
Materiales y Métodos).

Para saber que gen o genes se amplificaron, se hicieron dos
cosas: por un lado, como sabiamos gque segmentos de las secuencies
de los genes ompC y ompF eran factibles de ser amplificados con los
oligqnucleétidos utilizados, se buscaron sitios de restriccidn
tdnicos, tanto en la secuencia de ompFl, como en el gen ompC. El
andlisis de las digestiones correspondientes, sugiridé que sdélo se
habia amplificado un fragmento correspondiente al gen ompC en ambas
condiciones. Por otro lado, &l hibridar, este producto de PCR,
contra DNA gendmico, sdélo se observéd la sefial de hibridacién
correspondiente al gen ompC.

Clonacién del DNA gendmico

Paralelamente a los experimentos de PCR y PCR reverso, la

segunda estrategia utilizada consistidé ean la construccidén de un
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banco de genes DNA de S. typhi, en el vector pUC18 utilizando DNA
genémico digérido con Sal I. En un principio se trato de purificar
los fragmentos de DNA de 2.3 kb y de 5.6 kb a partir del gel, sin
obtener resultados positivos, por lo que se describe unicamente la
clonacidén de los fragmentos de DNA sin purificar. Una vez hecho el
tamizaje del sub-banco, se obtuvieron cuatro pldédsmidos
recombinantes que dieron sefial positiva en las hibridaciones; todas
con un inserto de peso molecular aproximado de 2.3 kb. En
Materiales y Métodos se describe la estrategia utilizada para
tamizar dicho sub-banco. El andlisis detallado de las cuatro clonas
mostré que todas contenian el mismo inserto, por lo que se decidid
seguir trabajando con sélo una de ellas, a la cual se le denomind
pL15.

Cuando este fragmento se hibrido contra el DNA gendémico de S.
typhi el patron de hibridacién fue diferente que el que se origina
con los genes ompC, phoE u ompFl, con lo gque guedaba descartado que
el fragmento clonado fuera uno de estos genes. La siguiente
pregunta era saber a cual de ellos se parece més. Para ello, se
digirieron con las enzimas adecuadas, cada una de las clonas gQue
contienen estos genes : pVF27, que contiene el gen ompC; pATS1l, que
contiene el gen phoE; ¥y pF2, gue contiene el gen ompFl. Como
control negativo, se utilizdé la clona pIM18, gue contiene el gene
ompR. Se separaron en un gel de agarosa, cantidades iguales de DNA
digerido de cada una de las clonas, teniendo cuidado que hubiera
menos DNA de la clona homéloga pLl5; se transfirieron a una

membrana de nitrocelulcsa y se hibridaron con el fragmento de 2.3
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kb de la clona pLl5. En estos experimentos, se observé mayor
intensidad de hibridacién heterdloga con el gen ompC (Fig 10).

En experimentos en donde se transformdé una cepa de E. coli
MC4100 y de S. typhi IMSSI, con el plésmido pL15, de las que
posteriormente se hicierén preparacidénes de PME, no se observd
ningin producto proteico que se aloje en la ME de estas bacterias
proveniente del pLlS5. Una posible explicacidén es gue el gen no se
encuentre completo o que su expresidn sea basal de tal forma que la
proteina no ée observa en las preparaciones de PME.

Sin embargo la secuencia nucleotidica del inserto del plédsmido
pL1l5, muestran una posible fase abierta de lectura, que se aloja
hacia el centro del inserto, y muestra alrededor del 50% de
identidad con ompF de E.coli, lo que apoya la presencia de un nuevo
gen para una OMP de S. typhi (Fig 11), que al igual gque ompFl se
expresa a niveles mucho menores que las porinas principales, en
condiciones de laboratorio, ocurriendo lo mismo cuando se encuentra
en un plédsmido multicopia. Las implicaciones y algunas
especulaciones de los resultados obtenidos se discuten a

continuacién.
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-

Figura 10.-2utorradiograma en donde se muestran las hibridaciones
del fragmento clonado en el pLl5 con los pldsmidos pFC63
(ompFl), pVF27 (ompC) pAT161 (phoE), pIM18 (ompR y envZ) y
con el plédsmido pL15.
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DISCUSION

En esta trabajo se siguieron diferentes estrategias para la
identificacidn de secuencias similares u homdélogas a el gen ompF de
E. coli. lLa actividad anémala de la enzima Sal I hizo dificil la
identificacién de estas secuencias, 1los resultados de este
experimento sugieren gque la sefial de hibridacién de 3.5 kb
efectivamente se debe a una actividad estrella de la enzima, sin
embargo la sefial de 2.3 kb parece deberse mas bien a la eficiencia
de ésta, asi en los lotes en donde la eficiencia es alta, la seflal
de 2.3 kb se observa perfectamente y en los lotes en donde la
actividad es baja esta seflal no se observa. Otra posible
expl%cacién es Que la enzima no tenga la misma accesibilidad a
estos sitios. En las hibridaciones del DN2A gendmico de S. typhi
digerido con Sal I por diferentes periodos de tiempo contra el gen
ompF, se observé que las seflales de hibridacidén fueron constantes
independientemente del tiempo y de la concentracidn de la enzima
para ese lote de enzimas, los resultados de este experimento
sugieren que en S. typhi existen secuencias similares al gen ompF.

Como se mencioné anteriormente, en nuestro laboratorio se
aislé un gen a partir de un banco de genes contenide en un
fragmento de 5.6 kb de Sal I el cual se secuencid y se caracterizd
como ompFl pensando en que era el homdélogo del gen ompF de E. coli,
sin embargo este gen no codifica para la proteina del mismo peso
molecular que la que se observa en un perfil electroforético de
preparaciones de PME de S. typhi a la cual se le ha llamado OmpF

-

debido a que su tamafio y regulacidn es similar al de Z. coli. Por
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lo tanto el gen que codifica para OmpF de S.'typbi:ﬁo se ha aislado
ni estudiado pudiendo estar contenido en éualquiera de los
fragmentos de Sal I ya sea el de 2.3 kb, el 5.4 kb o en un
fragmento de peso molecular mas alto. El objetivo de este trabajo
fue analizar estos fragmentos con el propdsito de identificar
secuencias similares al gene ompF en donde posiblemente estén
contenidos nuevos genes relacionados a porinas, sin embarge no
podemos descartar que podrian tratarse de pseudogenes.

Como se menciond se siguieron dos vias distintas llevadas
acabo paralelamente. Por la estrategia de las PCR no se logrd
amplificar estas secuencias con los oligos disefiados, sin embargo
creemos que por medio de estos experimentos es posible amplificar
secuencias relacionadas a genes de porinas ademdés de la secuencia
de ompF, modificando las condiciones de las reacciones, combinando
los pares de oligos, disefiando oligos de regiones conservadas en
donde se encuentren aminodcidos que siempre estén presentes entre
las porinas por ejemplo el aminodcido arginina que se encuentra en
la regidn concervada cuatro (ver fig. 2).

En cuanto a los experimentos de PCR reverso existen varias
posibilidades gque pudieran explicar porgue no se identificdéd el
transcrito del gen ompF de S. typhi una de ellas es gue ompF no se
este transcribiendo en la fase de crecimiento en que las bacterias
fueron cosechadas, que las condiciones de crecimiento no sean las
adecuados para que el gen se transcriba o que el transcrito este
degradado. No se insistidé en estas metodologia puesto que en el

sub-banco de genes de S. typhi construido paralelamente a estos
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experimentos se identificaron plédsmidos recombinantes qQue contenian
secuencias similares a ompF. Esta parte del trabajo sin embargo
también tuvo ciertas dificultades metodoldgicas, como se menciond
en los resultados, el sistema de seleccién de plésmidos
recombinantes fue dificil, debido a que la sonda utilizada fue un
gen de E. coli, en las hibridaciones en colonia se observé mucho
fondo debido a la hibridacidn de la sonda con el genoma de E. coli,
por otro lado por la gran similitud gue existe entre los genes de
las diferentes porinas la hibridacién de la sonda con otros genes
tanto de S. typhi como de E. coli hacia mas dificil 1la
identificacién de los plésmidos recombinantes que contenian las
secuencias de S. typhi en las cuales estamos interesados. Debido a
la estrategia que se siguid para aislar los plésmidos recombinantes
no fue posible aislar alguna de las otras secuencias similares de
peso molecular alto, pues el crecer cada una de las 750 clonas fue
‘un paso que nos limité en poder analizar un mayor nimero de éstas,
por el tiempo que esto implicaba.

Los datos de la secuencia parcial del fragmento de 2.3 kb
aislado revelan la existencia de un posible marco de lectura
abierto, en el cual existen secuencias altamente conservadas entre
los genes de las porinas lo que sugeriria la presencia de un gen no
reportado anteriormente para una PME. Esto resulta muy interesante
desde el punto de vista de las ventajas que le confiere a la
bacteria.

La capacidad de un organismo para adaptarse al ambiente, es la

clave de su sobrevivencia. Organismos patdgencs como S. typhi deben
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adaptarse a cambios ambientales que acompaiian la transicién de un
estado de vida libre a un nicho asociado al hospedero (tracto
digestivo, torrente sanguineo etc). Estas fluctuaciones ambientales
ejercen en la bacteria una gama muy variada de condiciones que
causan estrés, tales como temperatura, osmolaridad, disponibilidad
de oxigeno, pH, disponibilidad de nutrimentos, mecanismos de
defensa del hospedero y las actividades de otros miembros de la
microflora (Dorman y Ni Bhriain, 1993).

Para sobrevivir y proliferar en un nicho ecoldgico, las
bacterias patdgenas han desarrollado estrategias para evadir los
mecanismos de defensa especificos y no especificos del hospedero.
Estos mecanismos comprenden mimetismo con antigenos del hospedero,
sobrevivencia en fagocitos y variacién en los antigenos de
superficie, pudiendo estar entre éstos las PME (Nassif et el.,
1993). En la ME de E. coli y S. typhi uno de los componentes mas
abundantes son las porinas, ha sido ampliamente estudiado gue éstas
son antigenos de superficié.

El hecho de que las porinas se encuentren ampliémente
distribuidas en eubacterias termbéfilas, sugiere que éstas
aparecieron muy temprano en la evolucidn ya que proteinas que
faciliten el transporte de solutos, son una caracteristica
indispensable en un sistema de doble membrana. (Rachel et al.,
1893).

Esto nos permite postular que el "set" de porinas necesarias
para la scobrevivencia puede ser medianamente grande y por lo tanto

pueden existir porinas no caracterizadas con funciones especificas
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desconocidas. Un ejemplo de una porina, con funcién desconocida, es
la codificada por el gen ompFl, gue parece no estar presente en E.
coli y cuya expresidn en S. typhi parece ser mucho menor que las
proteinas principales (Fernandez-Mora 1993). En este trabajo se
aislo una gene para una nueva porina, con similitud al gen ompF de
E. coli, y cuya funcién también es desconocida.

En conclusién, las bacterias para contender con diferentes
situaciones ambientales, que van desde la vida libre hasta los
diferentes microhabitats con los gue se enfrenta a través de la
infeccidn, probablemente evolucionaron hasta tener un Jjuego
polifacético de porinas.

Con respecto a los mecanismos evolutivos de formacién dge
familias de proteinas, pueden especularse varios aspectos. Quiza a
partir de una porina primigenia, cuyvas caracteristicas pudieron
haber sido una permesbilidad general, con poca especificidad pero
muy versdtil, haya sufrido cambios evolutivos como duplicacidn
génica. De esta manera, un gen mantendria la funcidén, y por lo
tanto la viabilidad de la célula, mientras que el duplicado o los
duplicados podrian mutar (por deriva génica) y poseer diferentes
funciones. También podria mutar el promotor y ocasionar un cambio
en el patrén de expresidn.

asi, las regiones altamente conservadas, flanqueando regiones
variables, promoverian la recombinacién intragénica entre copias
silenciosas, pseudogenes y genes usualmente expresados.

Las regiones variantes y los genes silenciosos pudieran

representar el repertcrio genético gue una cepa usaria para variar
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sus PME, creando genes mosaico compuestos de segmentos de dos o més
genes donadores., La recombinacién se puede primero llevar a cabo
entre dos loci del mismo cromosoma; © bien entre dos cromosomas en
contacto mediante un proceso de conjugacidén o transformacidn, lo
que involucraria la transferencia horizontal de genes incluso de
otra especies aumentando aun mas la variabilidad.

Un ejemplo de diversidad antigénica es el caso de algunos
protozoarios como los tripanosomas africanos que durante su ciclo
de vida, habita en la mosca tsetse y en el torrente sanguineo de
mamiferos. En el torrente sanguineo, cada pardsito se cubre con
cerca de de 1X10? moléculas de proteinas, ancladas a glicolipidos
llamadas glicoproteinas variantes de la superficie (VSG). E1
pardsito evade la respuesta inmune del hidesped, al interrumpir
periddicamente la expresién de una VSG y expresar una diferente
VSG, en un proceso llamado variacién antigénica. E1 genoma del
tripanosoma, tiene algunos cientos de genes de VSG, disponibles
para la expresidn en el torrente sanguineo, de los cuales solamente
uno es expresado a la vez permitiendo asi escapar del sistema
inmune del hdesped (Lu et al., 1993).

La variacidén antigénica, como una ventaja de la bacteria para
escepar del sistema inmune del hidesped, ha sido ampliamente
estudiado en Neisseria, y en Borrelia (Girons et al., 1991; Nassif
et al., 1993; Hass et al., 1992; Suker et al., 1994)

El proceso de variacidn antigénica pudiera conferir a las
bacterias varias ventajas, como la formacidén de pseudogenes no

funcionales gue permitieran una mayor variabilidad, ya gque al ser
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silencisos no tendrian expresién fenotipica y por lo tanto no
habria efectos deletereos. Por otro lado, al existir miltiples
copias con secuencias homélogas, favoreceria la recombinacién
homéloga espontédnea, lo que permitiria la formacién de genes
quiméricos con epitopes nuevos de manera que al expresarse éstos
alternativamente, la bacteria escaparia al sistema inmune.

Las ventajas de tener familias de porinas serian: reduccidn
del gasto metabdlico al solo expresar las porinas importantes en el
momento adecuado; una mayor eficiencia de la porina para
transportar a su soluto (cinéticas mas rdpidas), una mayor
selectividad y una permealibidad que favoreciera la entrada de
moléculas benignas y evitar la de las dafiinas, una mayor
flexibilidad ante medios cambiantes y diversidad de antigenos de
superficie permitiendo a la bacteria escapar del sistema inmune.
Asi, al aumentar la selectividad y la permeabilidad a tipos de
moléculas especificas, se permitiria que la bacteria utilizara
recursos en concentraciones muy bajas cuando fuese necesario. En
conclusién el estudio de la estructura y funcién de las porinas
bacterianas y sus genes ofrece la oportunidad de profundizar en
conceptos de evolucidn, regulacidn genética vy ecologia bacteriana,

existiendo todavia un drea de investigacidén muy amplia.
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