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RESUMEN 

Las porinas son las proteínas más abundantes en la membrana externa de las 

bacterias Gram-negativas y son proteínas transmembranales que funcionan como canales 

de difusión facilitada para moléculas de bajo peso molecular (600 KDa). Se ha demostrado 

que el complejo de las porinas de Salmonella typhi, juega un papel importante en la 

inducción de inmunidad protectora contra el reto de la bacteria homóloga, en el modelo 

murino. De este complejo, la porina OmpC participa en el proceso de inducción de 

protección. Para identificar regiones potencialmente antigénicas y estudiar la topología de 

esta proteína, se procedió a alinear las secuencias de las porinas OmpC de S. typhi y 

Escherichia coli, en donde se observó que, de acuerdo al modelo cristalográfico de OmpF 

de E cok los segmentos 246-255 y 290-303 corresponderían a las asas extraceluiares 6 y 

7 de la OmpC de S. typhi, además de que la región 246-254 es exclusiva de S. typhl. Por 

otro lado, estas regiones están predichas como zonas potencialmente inmunogénicas para 

el reconocimiento por linfocitos B. Se sintetizaron químicamente dichos péptidos, el 

péptido unido a la resina se emuisificó con adyuvante completo de Freund y se 

inmunizaron ratones de manera independiente. Los anticuerpos resultantes fueron 

capaces de reconocer tanto a la proteína nativa como a la bacteria completa. Para realizar 

el ratreo de anticuerpos =nacionales dirigidos contra estas regiones, se construyeron 

proteínas de fusión entre la subunidad B de la toxina del cólera (CTB) y las secuencias 

descritas, que por comparación con la porina OmpF de E coli corresponderían a las asas 

6 y 7 respectivamente. Se sintetizaron oligonucleótidos codificantes para dichas 

secuencias y se insertaron en el extremo 5' del gen que codifica para la CTB. El gen 

quimérico se empleó para transformar E. coli y la cuantificación de CTB en el medio de 

cultivo se realizó por la técnica de GMI-ELISA. Las proteínas de fusión se identificaron por 

el cambio en su peso molecular en comparación con la CTB nativa. Estas proteínas de 

fusión permitieron la selección eficiente de donas positivas mediante GM1-ELISA. Los 

anticuerpos policlonales y los monocionales reconocieron tanto a la porina nativa, como a 

la bacteria completa. Estos resultados demuestran que estas regiones están expuestas en 

la superficie y que pueden corresponder a las asas 6 y 7 La observación de que fueron 



accesibles a los anticuerpos sugiere que pueden estar involucrados en los mecanismos de 

inducción de protección por la inmunización con porinas. 



ABSTRACT 

Porins are the most abundant proteins on the membrane of Gram negative bacteria. They 

are transmembrane proteins which function as passive diffusion channels for low molecular 

weight molecules. In a murine model, it has been shown that Omp C from Salmonella typhi 

plays a role in the protective immunity against the challenge with this bacteria. In arder to 

identify B-cell epitopes, specific for S. typhi only, the Escherfchia col/ and S. typhi OmpC 

sequences were aligned. The 246-255 and 285-303 aminoacid strands in the S. typhi 

OmpC sequence were supposed to correspond to the extracellular loops 6 and 7, 

According to the crystallographic model of E. culi Omp F, loops 6 and 7 are projected 

extracellularly. In arder to probe this assumption, peptides bearing these sequences were 

generated by salid phase synthesis and mice were immunized independently with both 

peptides, These mice raised antibodies which recognized both, the native OmpC porin and 

the whole S. typhi 	These results demonstrate that these regions are indeed 

surface-exposed and may very well correspond to loops 6 and 7. In another side, mice 

were immunized with resin-bound peptides whose sequences have been proposed to 

be part of exposed loops in S. typhi outer membrane protein OrnpC 	To screen 

hybridomas for monoclonal antibodies against those epitopes we designed fusion 

proteins where the candidate peptide sequence was attached to the amino end of 

cholera toxin B-subunit (CTB). The constructed fusion proteins allowed the efficient 

selection of positive clones by GM1-ELISA. Selected antibodies recognized purified 

OmpC and whole Salmonella bacteria. This suggests a native structure of our 

genetically attached peptides in agreement with immunological properties reported for 

previous CTB recombinant fusion proteins, In a more general context CTB hybrids 

could be used to screen for antibodies towards immunogenic epitopes in other 

systerns. This might turn particularly useful when producing antibodies against peptide 

sequences in microorganisms whose handling is difficult or that pose inherent health 

risks. Moreover, the observation that the loops were accessible to antibodies suggest that 

they may be involved in protective mechanisms elicited by the immunization with porins. 
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INTRODUCCION 

Las proteínas que se encuentran insertadas en la membrana tienen segmentos 

hidrofóbicos que interaccionan con los fosfolípidos de la misma, esta interacción 

permite el anclaje de dichas moléculas debido al número de veces que atraviezan la 

membrana originando a su vez que se expongan ciertas regiones hacia el exterior de 

la bicapa lipídica. 

La membrana de las bacterias Gram-negativas las proteje del medio externo, 

pero a sus vez debe permitir un intercambio de solutos y solventes necesarios para el 

microorganismo. Las porinas, proteínas de la membrana externa de las bacterias 

gram-negativas, se asocian en trímeros y tienen un peso molecular promedio entre 38 

y 42 KDa. Son proteínas que cumplen esta función ya que forman canales de difusión 

facilitada con un limite de exclusión de aproximadamente 600 daltons,1  

Por sus características hidrofóbicas, tienden a agregarse en solución acuosa y 

es muy difícil solubilizadas, por lo tanto la determinación de su estructura 

cristalográfica es compleja, sin embargo la descripción de las estructuras de una 

porina de Rhodobacter capsulatus 2  y de las porinas PhoE y Omp F de Escherichia coli 
3  permite saber que estas proteínas tienen una conformación de 16 i-plegadas 

antiparalelas, con 7 loops cortos (de 2 a 5 residudos de aminoácidos) hacia la parte 

interna y 8 loops largos (5 a 44 residuos, 14 en promedio) expuestos hacia la 

superficie de la bacteria. 

Debido a las dificultades que presenta su cristalización, cada vez se utilizan con 

más frecuencia los algoritmos de predicción 4  para obtener modelos estructurales de 

las proteínas de membrana,5  en combinación con otros métodos y otras estrategias 

para comprobar la eficacia de los mismos.6 



Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos descrito la importancia de estas 

proteínas en la inducción de protección, en ratones, contra el reto de la bacteria 

completa,' 8 9  así como su importancia en la inducción de los mecanismos de la 

respuesta inmune en los humanos.1°  . Y últimamente, la participación de la porina 

Omp C de Salmonella typhi en la inducción de protección en el modelo murino.12  

Esta tesis tiene como finalidad identificar epitopos de la porina que sean 

reconocidos por anticuerpos, mediante la predición de los mismos y su posterior 

análisis inmunoquímico. 

Considerando la alta homología que existe entre las porinas de las bacterias 

gram-negativas13  en este trabajo, se tomó la secuencia de la porina Omp C de 

Salmonella typhi 14  y se realizó la predicción de regiones expuestas de la misma. 

Posteriormente se alineó con la secuencia de la porina Omp C de Escherichia coli 15  y 

se eligieron dos regiones no compartidas, es decir Sahnonefia-específicas. Estas 

secuencias se sintetizaron químicamente y se evaluó la capacidad antigénica del 

péptido empleando conjugados químicos y genéticos. Se generaron anticuerpos 

policlonales y monoclonales contra las regiones escogidas y éstos fueron capaces de 

reconocer tanto a la porina nativa como a la bacteria completa Estos resultados nos 

ha permitido (Martín-Orozco, N. manuscrito en preparación) proponer un modelo de la 

topología de dicha proteína y confirmar que estas secuencias corresponden a la asas 

6 y 7 y que se encuentran expuestas en la porina y sobre la superficie de la bacteria. 

Además, esto permite confirmar que los anticuerpos alcanzan la superficie de la 

bacteria y permite corroborar el mecanismo de eliminación de la misma, propuesto por 

Ortiz y cols. mediado por complemento y por facilitación de la fagocitosis al opsonisar 

a la misma. 



GENERALIDADES. 

1.1 	Reconocimiento antigénico. 

El anticuerpo (Ac) y el receptor para el antígeno del linfocito T (TCR) tienen muchas 

características similares. Ambos poseen dominios variables y constantes, y tienen 

procesos de recombinación genética semejantes. Sin embargo, la forma mediante la cual 

el linfocito B y el linfocito T reconocen al antígeno son ligeramente diferentes El anticuerpo 

reconoce antígenos solubles o sobre superficies celulares, pero siempre en su 

conformación nativa, mientras que el receptor de T solamente reconoce al antígeno 

asociado con las moléculas de histocompatibilidad (MHC) sobre la superficie de una célula 

presentadora de antígeno (CPA). Dichos antígenos son procesados y/o degradados de tal 

manera que el determinante antigénico reconocido por el TCR es solamente un fragmento 

pequeño del antígeno original. 

Otra diferencia importante, es que el anticuerpo puede ser producido en dos 

formas, como el receptor para el antígeno de la célula B o como anticuerpo secretado, 

mientras que el . TCR siempre es una proteína membrana' integral El anticuerpo secretado 

es una molécula bifuncional en donde las regiones variables se enlazan al antígeno y los 

dominios constantes interactúan con receptores sobre las células de tejidos 

complemento 



Linfocitos T.  

La inmunología molecular, tuvo un gran avance a finales de los 80's con la 

descripción de la estructura cristalográfica de la molécula de histocompatibilidad clase 1 16 . 

Dichos estudios, condujeron directamente al concepto de que el reconocimiento del 

antígeno por células T, podría ser imitado por la adición de péptidos derivados del 

antígeno proteico intacto. Aunque estas observaciones son congruentes con la forma en 

que los antígenos son reconocidos por estas moléculas, las vías intracelulares de 

generación de estos péptidos son totalmente diferentes la una de la otra. Los péptidos 

destinados a asociarse con moléculas clase 1, se generan de proteínas sintetizadas o 

introducidas directamente al citoplasma de la célula, mientras que los péptidos que se 

asocian a moléculas clase 11 son producidos en un compatimento endosomal o lisosoma117  

Lineas celulares con mutaciones en genes que afectan una u otra de las vías fueron 

identificadas 18 
19

: La observación de que la expresión en la superficie celular o la 

conformación de la molécula está modificada, en estas mutantes, indica que aun en 

células no infectadas la gran mayoría de las moléculas de MHC tienen péptidos 

enlazados a ellas presumiblemente derivados de la degradación de proteínas celulares 

normales o de material endocitado. 

La interacción de la molécula del MHC con el péptido fue visto con una perspectiva 

diferente, debido al análisis de la unión MHC-péptido que realizó Rammensee y cols 

Ellos describieron que las secuencias reconocidas contenían motivos (motifs=secuencias 

de aminoácidos que se repiten) que eran alelo-específicas. Estos 



descritas de proteínas procesadas naturalmente. En el caso de las moléculas clase I, estos 

motifs, han tenido un valor predictivo para identificar epitopos para linfocitos T CD8+. Estos 

resultados sobre la secuencia de los péptidos junto con los datos estructurales han 

provisto de una referencia muy fuerte para el estudio y el entendimiento del anclaje de los 

péptidos al nicho de la molécula de histocompatibilidad. 

Linfocitos B.  

En la reacción antígeno-anticuerpo, la molécula de anticuerpo no reconoce a todo 

el antígeno a través de su sitio de unión. La porción del antígeno que es el blanco de la 

unión del anticuerpo se conoce como determinante antigénico y pueden haber más de un 

determinante antigénico por molécula. Para estudiar la especificidad del anticuerpo, se 

necesita tener anticuerpos dirigidos contra un solo determinante antigénico Los haptenos 

son grupos funcionales que corresponden a un solo determinante antigénico, por ejemplo; 

pueden ser compuestos orgánicos como el trinitrofenol (TNP) o bencenarzonato mono u 

oligosacáridos tales como la glucosa o la lactosa o un oligopéptido como la pentalisina. 

Los determinantes antigénicos de las proteínas consisten de residuos 

aminoácidos en un arreglo tridimensional determinado. Los residuos que hacen contacto 

con la parte complementaria en la molécula de anticuerpo se conocen como residuos de 

contacto. Obviamente para que hagan contacto estos residuos deben estar expuestos en 

la superficie de la proteína y no ocultos en la parte hidrofóbica. 



1.2 Péptidos sintéticos como inmunógenos. 

Históricamente, los péptidos sintéticos han sido utilizados desde los años GO's, mas 

que nada como reactivos de investigación. La disponibilidad de estos péptidos sintéticos 

permitió un estudio sistemático de los parámetros de la antigenicidad 21 . 

Sin embargo, para el caso de los linfocitos T, la presentación del antígeno necesita 

de un reconocimiento dual (péptido y moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad), por lo que nos enfrentamos a problemas difíciles de resolver 22 . 

Para sintetizar un péptido determinado, es útil predecir las regiones de la proteína 

que serían reconocidas por el sistema inmune. Esto es complicado por el hecho de que 

además de los factores intrínsecos relacionados con la estructura del antígeno o la 

secuencia del mismo (motifs), muchos factores extrínsecos, relacionados con la regulación 

y el repertorio del sistema inmune, determinan qué sitios de una proteína son de hecho, 

reconocidas por linfocitos T y B 21  

1.3 Epítopos. 

La antigenicidad de una proteína reside en una parte restringida de la molécula 

conocida como determinante antigénico o epitopoL Esta región está accesible en la 

superficie de la molécula y es reconocida por los paratopes o sitios de unión específicos 

de una molécula de anticuerpo. Los paratopes están presentes en los extremos de cada 

uno de los dos Fab de los anticuerpos y consisten en rizos hipervariables de residuos que 

hacen unión con el antígeno 23. 



Los tipos de epitopos se han clasificado en función de su unión con el paratope 

en 24. 
 

1 	Epitopos continuos que consisten en fragmentos lineales de residuos. 

2.- Epitopos discontinuos que consisten en residuos no contiguos en secuencia 

pero unidos en la superficie de la proteína debido al plegamiento de la cadena 

polipeptídica. 

En cuanto al número de epitopos que puede haber en una proteína podemos 

comentar que: 

1.- Una proteína contiene pocos epitopos discretos situados en una superficie 

altamente accesible y el resto de la molécula no es antigénica o no posee antigenicidad. 

2.- Toda la superficie accesible de la molécula es un conjunto de epitopos que se 

traslapan, potencialmente capaces de unirse con su apropiado paratope. El que un epitopo 

sea capaz de provocar una respuesta de anticuerpos en un individuo dependerá de 

factores genéticos de éste como son el repertorio genético de inmunoglobulinas, la 

tolerancia y otros mecanismos reguladores 25  

proteínas globulares generalmente los residuos terminales 

predominantemente superficiales lo que explica porqué los extremos arnino y carboxilo 

poseen antigenicidad 

Generalmente los epitopos de B corresponden a secuencias discontinuas. Datos 

estructurales cristalográficos establecen que los epitopos en 



consisten en 15 a 22 residuos en un arreglo discontinuo. Sin embargo, cálculos 

energéticos sugieren que es un péptido de 5 a 6 aminoácidos el que contribuye con la más 

alta energía de unión al complejo antígeno-anticuerpo, y los demás residuos sólo 

contribuyen a la complementaridad 26 . 

El estudio a futuro de las estructuras de los epitopos debe considerar su estructura 

nativa así como las interacciones con el anticuerpo. El análisis cristalográfico de un 

péptido de 19 aminoácidos proveniente de la miohemeritrina muestra una configuración de 

hoja plegada en el nicho del anticuerpo y en forma nativa corresponde a una región de alfa 

hélice 27  

1.4 Métodos de predicción de epitopos 

1.4.1 Algoritmos de predicción. 

Los algoritmos de predicción se han utilizado principalmente para dilucidar la 

estructura secundaria y terciaria de proteínas partiendo de su secuencia de aminoácidos. 

Estos han tenido cierto éxito para 

cristalográficos es muy rica. Sin embargo en proteinas transmembranales esto se ha visto 

limitado debido a que muy pocas proteinas transmembranales han sido cristalizadas y 

analizadas por difracción de rayos X 28  

Para la búsqueda de cualquier estructura en una proteína hélices hojas plegadas, 

o en nuestro caso sitios antigénicos, se deben conocer las funciones y 



algoritmos y a la par considerar los datos experimentales y características de la 

secuencia en estudio. Esto nos permitirá elegir el método adecuado aplicable al caso de 

predicción 29  . 

1.4.2 Predicción de epitopos de B.  

Los determinantes antigénicos reconocidos por linfocitos B son regiones 

generalmente expuestas al medio acuoso. Poseen principalmente aminoácidos con 

cadenas laterales hidrofilicas y cargadas. La predicción de epitopos de B esta basada en 

estas características. 

1.4.2.t Método de Hoop .y Woods 

El método de Hoop y Woods 3°  localiza determinantes antigénicos reconocidos por 

linfocitos B en una proteína, analizando promedios de hidrofilicidad de los aminoácidos, 

Encuentra el punto de mayor hidrofilicidad que corresponde o está adyacente a un sitio 

antigénico. 

1.4.2,2.Método de Karplus y Shultz 

El método propuesto por Karplus y Shulz plantea que la movilidad de los segmentos 

a lo largo de una cadena polipeptídica esta correlacionada con la localización de los 

epítopos continuos en una proteína 31  . 



La localización de un epitopo en una región móvil es ventajosa debido a que facilita, 

para el epitopo, ajustarse a un paratope preexistente y esto permite encontrar su pareja de 

anticuerpo que le ajuste. La movilidad puede mejorar la complementaridad de las regiones 

de contacto por un fenómeno de ajuste. 

La información acerca de la movilidad en proteínas proviene de estudios de 

resonancia magnética nuclear (RMN) y estudios cristalográficos, con parámetros sobre 

movimientos rápidos de las cadenas laterales. Estos métodos proveen los factores de 

temperatura atómica (valores B o Debye-Waller) que representan el desplegado de los 

mínimos cuadrados de cada átomo de un promedio bien determindo de posiciones 

(desplazamiento mínimo de cada átomo en un promedio de posiciones.) 

1.5 Pépticlos sintéticos. 

El desarrollo de la síntesis de péptidos ha permitido estudiar parámetros de 

antigenicidad como son composición química, tamaño, formal  carga y configuración. 

Además de estudios en inmunidad celular como interacciones célula-célula especificidad 

en el reconocimiento de los antígenos de linfocitos T y B, tolerancia y restricción genética, 

entre otros. Se ha visualizado su uso posterior para la produción de vacunas sintéticas y 

anticuerpos monoclonales en la inmunoterapia. 

Las limitaciones en el uso sistemático de los péptidos son el costo y el número 

necesario para realizar una evaluación completa de la secuencia en estudio. 



Es importante señalar la diferencia entre antigenicidad e inmunogenicidad de un 

péptido. La antigenicidad se refiere a la habilidad de una proteína o un péptido de unirse 

especificamente a un anticuerpo incluso en condiciones in vitro, mientras que la 

inmunogenicidad se refiere a la capacidad del antígeno de provocar una respuesta de 

anticuerpos. La primera es una característica intrínseca del péptido mientras que la 

segunda depende de las funciones de linfocitos 13 y T cooperadores, del protocolo de 

inmunización, de la naturaleza de las interacciones entre linfocitos T y B, de la genética del 

animal inmunizado y de otras características extrínsicas. Los estudios de péptidos 

sintéticos conjugados con proteínas heterólogas buscan antigenicidad con respecto a las 

células 13 más no inmunogenicidad. 

Los péptidos sintéticos pueden provocar una respuesta de anticuerpos que 

reconozcan tanto al péptido como a la proteína nativa. Se ha observado que anticuerpos 

monoclonales anti la proteína nativa no reconcen a los péptidos 21. 

Antipéptidos se han utilizado para detectar cambios conformacionales en proteínas 

y para la purificación de proteínas donadas ylo fusionadas con el péptido en su extremo 

carboxilo o arnino. 

Milich clasificó operativamente a los anticuerpos antipéptidos en: 21 



a) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmunógeno mas no con la proteína 

nativa (péptidos específicos). 

b) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmunógeno y con la proteína nativa, 

pero que no compiten con los anticuerpos producidos por la inmunización con la proteína 

nativa (péptidos unicos). 

c) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmunógeno y con la proteína nativa 

y que compiten con anticuerpos producidos inmunizando con la proteína nativa 

(determinantes secuenciales específicos). 

2.1 Las Porinas. 

La membrana externa de las bacterias Gram-negativas funciona como un filtro 

molecular para compuestos hidrofílicos y protege a la célula de algunos mecanismos de 

defensa del organismo hospedero. Uno de los principales componentes activos de la 

membrana externa, con estas propiedades son las porinas Estas proteínas con pesos 

moleculares de 38,000-42,000 Da, se ensamblan como trímeros y forman poros o canales 

que permiten la difusión inespecífica de pequeñas moléculas hidrafílicas al interior de la 

bacteria 32  

Las porinas identificadas en Escherichia cola y Salmoriella typhimurium son Omp C1  

Omp F y Pho E, presentes en ambas cepas y Omp D presente exclusivamente en S. 

typhimurium. Estas proteínas son muy semejantes entre si 

selectividad y afinidad por grupos iónicos. Las estructuras de las porinas presentan una 



gran estabilidad en presencia de detergentes como las sales biliares y el SDS, y son 

altamente resistentes a la acción de algunas proteasas 32 33 

2.1.1 Estructura de las porinas. 

2.1.1.1 El monómero.  

Dentro de la familia de porinas de los géneros Escherichia y Salmonelial  las más 

estudiadas son OmpF y PhoE de E. coli, pero debido a su gran homología (más del 60%), 

se considera que la estructura de las otras porinas es muy similar. Están formadas por tres 

monómeros idénticos de forma cilíndrica semejante a un barril (Figura 1). La entrada del 

poro la delimitan largas prolongaciones del cilindro que al inclinarse hacia el centro del 

canal, restringen su acceso. A la mitad de la altura, el diámetro del poro se reduce por el 

doblamiento de una de sus paredes hacia el interior. Esta zona de restricción determina el 

paso de las moléculas de diferente tamaño y polaridad. El poro se vuelve a abrir y 

conserva sus dimensiones hasta el otro extremo, el cual desemboca en el espacio 

periplásmico de la bacteria 3  

El monómero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en promedio. Los 

estudios cristalográficos realizados en OmpF y PhoE, con resolución de 2.4 A y 3.0 A 

respectivamente, muestran que la unidad estructural es un barril /3 formado por 16 

regiones de hojas anti-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas 

asas con algunas a-hélices intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras 

de manera pseudo-cíclica, mediante un enlace iónico entre el extremo carboxilo de la hoja 

/3-16 y el extremo amino de la hoja /3-13. 
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Figura 1 Modelo tridknensional de 1a porina OmpF de E. coi/. Estructura 
definida por cristalografía de rayos X a una definición de 2.5 A. Tomado de Rosenbouch 
(3). 



En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal, el 

cual está rodeado por dos "cinturones" de aminoácidos aromáticos que por su interacción 

con la membrana le permiten, a la porina, anclarse a la misma 6  . La entrada del poro está 

restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia el centro generando un 

diámetro de 11 A a 19 A. La salida del poro al espacio periplásmico, en cambio, tiene 

dimensiones de 15 x 22 A, y está definida por las vueltas A. El mayor número de 

modificaciones en la secuencia protéica entre una y otra porina se localiza en estas asas, y 

por tanto son éstas las responsables de la diferencia en el tamaño de entrada de los 

poros 3. Esta proteína comparte muchas propiedades estructurales y. funcionales con otras 

porinas, pero no así la homología de sus secuencias. 

2.1.1.2 El trímero. 

Los monórneros de las porinas se ensamblan en el espacio periplásmico de la 

bacteria para incorporarse a la membrana externa formando trímeros 34  Contrariamente a 

sino que están lo que antes se creía, los canales no se fusionan dentro del mismo trímero 

bien separados por una distancia de »35 A 3  

La principal contribución a la formación del trímero es el entrecruzamiento de las 

regiones hidrofóbicas de las vueltas 13 1-5 y /3 16 donde los diez residuos carboxilo de la 

región A 16 en particular el último (una fenilalanina muy conservada en las porinas), son 

esenciales para el correcto ensamblaje y la estabilidad de la porina 35  36 



2.1.1.3 Expresión y función de las porinas.  

Las porinas se encuentran en la superficie de la bacteria en cantidad relativamente 

elevada, (hasta 105  copias por célula), por lo que constituyen una de las proteínas más 

abundantes en la bacteria en términos de masa; pueden representar hasta un 2% de la 

proteína total de la célula. Hasta el momento las porinas más estudiadas son las de E. coli 

y S, typhimurium.33  

Las condiciones de crecimiento, como la actividad osmótica y la temperatura, 

regulan la expresión de las porinas. En un medio de cultivo común (que contenga fuentes 

de C y N, factores de crecimiento y sales minerales) solo OmpF, OmpC y OmpD se 

producen; PhoE únicamente se expresa bajo condiciones de escasez de fosfatos. La 

expresión de OmpF se reprime por la temperatura y la osmolaridad elevadas; por lo que 

algunas cepas prácticamente no sintetizan esta proteína a 37°C y en presencia de 

aproximadamente 0.9% de NaCI. Por el contrario, la expresión de OrnpC se ve favorecida 

con niveles elevados de sales 32 . 

OmpC y OmpF son proteínas muy semejantes funcional y estructuralmente; sus 

poros tienen tamaños de exclusión similares (Mr» 600 dal), y diámetros que varían entre 

1.1 y 1.3 nm 32. Se cree que estas dos proteínas y la porina Pho E evolucionaron de una 

proteína ancenstral común ya que las secuencias proteicas contienen un 63% de 

aminoácidos idénticos y que esta homología se incrementa hasta en un 86% en el extremo 

carboxilo de ambas proteínas 37 . Al realizar estudios in vitro en los que se reconstituyen las 

porinas en membranas lipídicas, se ha demostrado que las porinas de E coli son 



permeables a trisacáridos y tetrapéptidos; lo que implica que permiten el paso de 

nutrientes y iones a través de la membrana externa de la bacteria. Además, la medición de 

la conductancia (G) en estas membranas, ha permitido calcular el diámetro de los poros 32. 

No hay información que muestre la especificidad del poro hacia los solutos; sino 

que aparentemente son las propiedades fisicoquímicas de los solutos las que determinan 

su velocidad de difusión a través de la porina; siendo tres las principales: a) el tamaño, b) 

la carga eléctrica y c) la hidrofobicidad del soluto 34. 

2.1.2 Inmunogenicidad de las porinas de S. typhi. 

Las porinas de S. typhi desempeñan un importante papel en la inducción de una 

respuesta inmune contra la fiebre tifoidea. 

Se ha demostrado que estas proteínas estimulan mecanismos efectores humorales 

y celulares en el modelo murino y que son buenos inmunógenos para la inducción de un 

estado de protección contra la infección por la bacteria 769 . 

Se comprobó que un suero anti-proteínas de membrana externa (PMEs) de S typhi, 

empleado para inducir la protección pasiva en ratones reconoció con mayor intensidad a 

las porinas de las diferentes cepas de. Salmonella utilizadas en un ensayo de inmuno- 

electrotransferencia. Este hecho mostró que las porinas podían ser los antígenos 

responsables de la inducción de protección '.. 

Más adelante la inmunización con cantidades tan pequeñas como 10 mg de porinas 

purificadas de Salmonella typhil  confirió protección al 90% de los ratones NIH retados con 



500 DL50  de la misma bacteria. En cambio no se indujo protección al reto con Salmonella 

typhimurium en las mismas condiciones, lo cual demuestra una respuesta especie-

especifica a las porinas 8. 

El empleo de anticuerpos monoclonales de isotipo lgM anti-porinas de S. typhi 

9,12,Vi:d confirió una protección del 60% al reto con 20 DL50  en el modelo murino38  

mientras que los anticuerpos monoclonales anti-lipopolisacárido no indujeron protección39  

Las porinas de S. typhi son también inmunogénicas en el humano. Esto se 

demostró cuando, al evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes con fiebre tifoidea 

en fase convaleciente, se encontraron anticuerpos de clase lgG dirigidos contra las 

porinas 10  .De igual modo, la administración de la vacuna antitifoídica oral indujo la 

producción de anticuerpos anti-porinas en las personas estudiadas ". 

Se demostró que las porinas de Salmonella typhil  Salmonella typhimurium y 

Escherichia mil son capaces de inducir la proliferación in vitro de linfocitos de ratones NIH 

inmunizados con PME de S. typhi, y más aun, que la respuesta a las porinas de S. typhi no 

se debió a la presencia de LPS 9  

La porina OmpC recombinante es capaz de inducir una protección del 30% al reto 

con 100 DL50  de la bacteria viva 12 



Estos hallazgos en torno a las porinas de S. typhi y su papel en la respuesta 

inmune, han motivado un estudio más profundo sobre su antigenicidad; es decir, sobre las 

regiones de la proteína responsables de la inducción de protección. 

2.2 Predicción de epitopos 

Los determinantes antigénicos de una proteína, o epitopos, son aquellas regiones 

contra las cuales está dirigida la respuesta inmune, A partir del estudio y comparación de 

un gran número de regiones identificadas en diversas proteínas, se ha podido establecer 

que: 

Los epitopos reconocidos por linfocitos T están contenidos en una pequeña 

región de la proteína, definida por secuencias específicas dentro de las cuales se 

identifican ciertos aminoácidos de anclaje al nicho de la molécula de histocompatibilidad, 

en función del haplotipo del que se trate 4°  

2. Los epitopos reconocidos por linfocitos B consisten en aminoácidos que pueden 

o no ser contíguos en la secuencia, pero que se encuentran unidos en la superficie de la 

proteína debido al plegamiento de la cadena polipeptídica 41 42 . 

Se ha empleado una variedad de técnicas para la búsqueda de estos sitios 

antigénicos dentro de las proteínas Entre ellas las más utilizadas han sido la 

fragmentación química o enzimática de la proteína la donación de fragmentos genéticos 

la elaboración de péptidos sintéticos. Recientemente con la introducción de los métodos 

Y 



que permiten la síntesis simultánea de muchas secuencias cortas, los péptidos sintéticos 

se han empleado como el medio primario para la identificación de los epitopos 43  . 

Una estrategia para el mapeo de los epitopos puede ser la de sintetizar varios 

péptidos con secuencias traslapadas que en total abarquen toda la secuencia de la 

proteína. Sin embargo, esto resulta demasiado costoso y laborioso; por lo que otra 

alternativa es la síntesis de péptidos seleccionados mediante una predicción de epitopos. 

En la actualidad se cuenta con diversos métodos computacionales elaborados a 

partir de estudios y modelos matemáticos, que permiten establecer predicciones de las 

regiones de la proteína que puedan ser antigénicas. 

Se ha descrito, por otro lado, que entre las características importantes de los 

epitopos para inducir la respuesta inmune de las células. B, se encuentran las de ser las 

secuencias más expuestas en la superficie de la proteína, y así mismo ser altamente 

hidrofílicas, cargadas y flexibles. Para establecer las predicciones de epitopos 

reconocibles por células B se tienen varios programas de computadora. 

El programa del paquete PCGENE, denominado FLEXPRO 24 28 29 • basa sus 

predicciones en el modelo de flexibilidad o movilidad de las regiones antigénicas, 

estudiado por Karpluz y Schulz. Con base en estudios de resonancia magnética nuclear y 

análisis cristalográficos a muy alta resolución se determinaron coeficientes de agitación 

térmica 44  (valores de Debye-Waller), que representan el desplazamiento mínimo de cada 

átomo en un promedio determinado de posiciones Tomando en cuenta el factor Debye- 

2 0 



Waller para el carbono-a de los aminoácidos, el algoritmo selecciona aquellas regiones 

que, a lo largo de la secuencia, muestran los valores de movilidad más elevados. 

Los métodos para predecir epitopos, han tenido un éxito parcial en la localización 

de regiones antigénicas en la superficie de las proteínas y han permitido generar 

• 

	

	 antígenos capaces de inducir anticuerpos que muestren reactividad cruzada con la 

proteína nativa 45 . 

En este trabajo se reporta la identificación de dos regiones expuestas de la porina 

Omp C de Salmonella typhi, mediante un mapeo con anticuerpos, para el que se utilizaron 

tanto péptidos sintéticos como proteínas híbridas, las cuales contienen al péptido predicho. 



MATERIALES Y METODOS. 

- Cepas bacterianas y medios de cultivo. 

La cepa virulenta Salmonella typhi 9,12, Vi:d se aisló originalmente de un paciente 

con fiebre tifoidea y desde entonces se ha mantenido en nuestro laboratorio. Se crece en 

medio mínimo "A", conteniendo 0 1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa. La cepa 

Escherichia culi UH302/psT13, expresa únicamente la porina OmpC recombinante de 

Salmonella typhi (rOmpC) y fue gentilmente donada por el Dr. Felipe Cabello (New York 

Medical College) 46 y se creció en medio mínimo "A" suplementado con 50pg/m1 de 

ampicilina. La cepa Escherichia al K12 fue donada por el Instituto Nacional de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológico de la Secretaría de Salud, México D.F. 

- Aislamiento de la porina OmpC recombinante de Salmonella typhi. 

La porina rOmpC de S. typhi se aisló de la cepa cepa E coi/ UH302/psT13, 

mediante una modificación del método descrito por Nikaido 33  y descrito con anterioridad 8  

- Predicción de los sitios antigénicos de la porina OmpC de Sahnonella typhi. 

Se buscaron epitopos mediante algoritmos de predicción en la secuencia de la 

porina OrnpC de Salmonella typhi 9,12 Vi:d de 378 aminoácidos reportada por Calva y 

cols 14, y las predicciones de epitopos de B se realizaron con el programa FLEXPRO 

(versión 2.03 1989) del paquete PCGENE, (PCGENE: the nucleic acid and protein 

sequence analysis software system. (C) A. Bairoch/ University of Geneva/ Switzerland; 
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(T.M) Intelligenetics Inc. Release 6.26/ 1990). Los programas ANTIGEN y FLEXPRO se 

utilizaron para predecir epitopos, PALING para el alineamiento de las secuencias y 

QGSEARCH para identificar la presencia de secuencias repetidas en otras regiones de la 

proteína. 

El programa FLEXPRO basado en el modelo de flexibilidad o movilidad de los 

antígenos reportado por Karpluz y Shulz torna como medida de flexibilidad los factores de 

temperatura atómica (valores 13 o factores Debye-Waller) con respecto al carbono alfa. Los 

valores B representan el mínimo cuadrado del desplazamineto de cada átomo en una 

posición promedio 44. 

El método clasifica a los aminoácidos según los valores de B en rígidos cuando 

presenten un valor de B menor que 1 y en flexibles o móviles cuando B sea mayor de 1. 

Determina una segunda escala en función de los valores de B (normalizados) de los 

residuos vecinales contiguos (n+1, n-1). Cuando se presenta un vecino rígido el valor 

asignado es interme*dio, ningun vecino rígido asigna un valor móvil, o dos vecinos rígidos 

corresponden a un valor de rigidez. 

Esta segunda escala sirve para la predicción de flexibilidad de secuencias en una 

posición n ponderando los valores desde las posiciones n-3 a la n+3 usando los valores: 

0.25 0.5 0.75 1 0.75, 0 5 y 0.25. 

Reporta el perfil de movilidad como los valores de B a lo largo de la secuencia y los 

10 valores de B más altos como posibles regiones antigénicas. Se realizó el análisis con 

ventanas de 6 aminoácidos. 



Las secuencias identificadas por éste método fueron comparadas a las obtenidas 

por otros métodos (ANTIGEN), basados en la hidrofilicidad de la secuencia. 

- Síntesis de péptidos. 

Péptidos sintéticos solubles. 

La síntesis, del péptido 246-255 (GTSNGSNPST), se realizó sobre un soporte 

sólido de polidimetilacrilamida Novasyn KA, empleando la técnica de derivados Fmoc y el 

desprendimiento con ácido trifluoroacético. La purificación de los péptidos sintéticos se 

relizó por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), empleando una columna C-18 

(m-Bondapak 125 A.10 mm 7.8 x 300 mm) y un flujo de 2.5 ml/min 47 . 

El péptido 286-303 (LQSKGKDISNGYGASYGDQ) se sintetizó empleando la 

técnica de síntesis de péptidos en fase sólida, con la química de los derivados F-moc en 

poliamida, 48 49 89  en un sintetizador PS-3 de Protein Technologies Inc. (Tucson, Az.,EUA), 

Se obtuvo con una pureza del 75% al pasarlo por una columna C-18 de fase reversa, por 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

Péptidos sintéticos unidos a resina. 

Se acoplaron los péptidos (GTSNGSNPST y LQSKGKDISNGYGASYGDQ) a una 

resina de síntesis en fase sólida (0.25 mmol), utilizando un sintetizador semiautomático 

(Novabiochem CA, USA). Para lo cual se usó una resina comercial básica Novasyn KD y 

se empleó la química de derivados F-moc (15 y 16 del VD). La desprotección de los grupos 



laterales sin desprender el péptido de la resina, fue posible gracias a la alta resistencia de 

la unión benzyl-ester al TFA.51  

Conjugación a proteínas acarreadoras. 

Unión química. 

El péptido sintético, 286-303, se conjugó empleando el método de carbodiimidas, a 

tres acarreadores diferentes: albúmina sérica bovina (BSA), hemocianina (KLH) y lisozima; 

para lo cual se empleó un kit de conjugación Imject*  imrnunogen EDC Conjugation Kit with 

BSA and KLH (No. 77101 G) de Pierce. Este método se basa en la activación de grupos 

caboxilos por el hidrocloruro de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), y su 

posterior reacción con aminas primarias. 

Las mezclas de reacción se purificaron por filtración en gel empleando columnas de 

exclusión molecular de dextranas y se colectaron fracciones eluídas de 0.5 mi. Se 

determinó su absorbancia a 280 nm. 

Esquemas de inmunización. 

Los conjugados quimicos,se emplearon para inmunizar ratones de la cepa 

C3H/FeJ, hembras y de 6 semanas de edad, (donados por el Instituto Nacional de Higiene, 

según el siguiente protocolo: 

Día O: Inmunización subcutánea con 200 mg del conjugado BSA-péptido en 

adyuvante completo de Freund por cada ratón 



Día 7: Refuerzo con 100 mg del conjugado péptido-KLH por vía intravenosa. 

Día 14: Sangrado de los ratones y obtención de los sueros de manera individual. 

- El conjugado peptidil-resina se resuspendió en agua desionizada con un volumen 

igual de adyuvante completo de Freund, dicha preparación se sonicó (Soniprep 150) hasta 

que se formó una emulsión homogénea. Se administraron inyecciones intraperitoneales, a 

grupos de 5 ratones cada uno de la cepa C3H/FeJ, con el siguiente esquema: 

Día 1: Dosis de 0.5 mg de peptidil-resina, que corresponde aproximadamente 10 pg 

del péptido. 

Día 15: Refuerzo con una dosis igual a la anterior. 

Día 21: Sangrado de los ratones y obtención de los sueros de manera individual. 

Evaluación inmunoquírnica de los sueros de ratón. 

a.- Titulación de los sueros. 

Los sueros se titularon mediante ensayos inmunoenzimáticos en fase sólida 

(ELISA),52  segúun se describe brevemente a continuación. Se recubrieron placas de 

poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Nunc Co) con 5 pg/pozo del conjugado lisozima- 

péptido en amortiguador de carbonatos (pH 9.5). Se bloqueó con una solución de PBS- 

gelatina (3%), y se añadieron los sueros de los ratones en diluciones seriadas de 1:50 

hasta 1:3200 Como segundo anticuerpo se añadió el conjugado [Sigma Co. anti-mouse 

lgG (whole molecule Peroxidase Conjugate] en dilución 1:1000. Se reveló la placa de igual 

manera que los ensayos inrnunoenzimáticos. 



b. - Ensayo con la proteína nativa. 

Se recubrieron las placas de ELISA con 2 pg/pozo de la porina recombinante (rOmp 

C), obtenida de la cepa E. coli UH302 pST13 por el método de Nikaido 8. Se realizó el 

ensayo del mismo modo que los anteriores, y se reportó el reconocimiento de la proteína 

nativa por los sueros inmunes. 

c. - Ensayo de competencia. 

Se realizó el ensayo de ELISA de manera similar al señalado en el inciso a.-; con la 

diferencia de que los sueros de ratón se incubaron junto con el péptido libre en 

concentraciones variables (desde 10'3  a 10'7  M). Los resultados de absorbancia a 490 nm 

se reportan en términos de porciento de inhibición de la interacción de los anticuerpos anti- 

conjugado con el antígeno. 

Obtención de anticuerpos policionales anti-péptido. 

Preparación del inmunógeno.  

Los péptidos sintetizados y unidos a la resina KD, se resuspendieron en agua 

destilada y desionizada, adicionado de adyuvante incompleto de Freund Posteriormente, 

la preparación se homogenizó en un sonicador "Soniprep 150", en intervalos de un minuto 

hasta que la mezcla tomó un aspecto lechoso. 



Esquema de inmunización.  

Ratones con un peso promedio de 14 a 16 g fueron inmunizados dos veces con 0.5 

mg de la mezcla péptido-resina (aproximadamente 10 ug de péptido), con intervalos de 15 

días. Siete días después, se sangraron por punción retroorbital y el titulo de anticuerpos se 

evaluó mediante la técnica de ELISA, empleando como antígeno a la porina Omp C 

recombinante. Cada vez que se requirió mas suero, los ratones se reforzaron y se 

sangraron 4 días después de la última inmunización. 

- Proteínas híbridas PAP-CTB. 

Diseño de los oligonucleótidos.  

Las secuencias nucleotídicas elegidas fué elaborada ad hoc para este trabajo y fue 

diseñada como dos cadenas sencillas complementarias que al ser apareadas in vitro 

dejan dos extremos libres de cadena sencilla, los cuales a su vez son complementarios a 

los extremos generados después de digerir con las enzimas Sac I y Xma 1 La secuencia 

insertada, del péptido 246-255, incluye un sitio de reconocimiento para la enzima de 

restricción Kpn I y al regenerarse el plásmido no se reconstituye el sitio de Sac I Los 

oligonucleótidos fueron elaborados en la Unidad de Síntesis del Departamento de 

Inmunología de la Universidad de Uppsala, Suecia y en la compañía Oligos, Etc. En la 

elección de los tripletes se tomó en cuenta el uso preferencial de codones empleado por E 

col/. 



Construcción genética. 

Se empleó el plásmido pJS 752-3 53  (Figura 2) el cual contiene el gen de la 

subunidad B de la toxina del cólera (1202 pb) controlada por el promotor tac. En el extremo 

codificante para el amino terminal (5') existe un sitio de corte para la enzima Sac 1 y otro 

para la enzima Xma 1. 

El plásmido fué purificado por métodos convencionales 54  y digerido con la enzima 

Xma 1 (New England, Biolabs). Después de verificar la totalidad de la digestión, el vector 

fué extraído con fenol-cloroformo y precipitado con etanol. Este ADN fué digerido con la 

enzima Sac 1 y repurificado. Al plásmido lineal se le agregó un exceso molar de 

oligonucleótidos (50:1) y se circularizó con DNA ligasa de T4 (Gibco, BRL), por 16 hrs a 

15°C. 

Este ADN fué empleado para transformar células competentes D1-15a (ver abajo). 

Las colonias recombinantes obtenidas fueron identificadas mediante la purificación de 

plásmido en pequeña escala, su digestión con las enzimas Kpnl junto con Hindi y la 

visualización en electroforesis de las bandas de 1.2 Kb (inserto) y de 4.7 Kb (vector). 

Electroforesis de agarosa. 

Para el análisis de las moléculas de DNA se emplearon geles de agarosa al 1 y 2% 

y un sistema de buffer de Tris-Boratos-EDTA 54  El 

aproximadamente durante 15 minutos y a 75 Voltios, después se tiñó el gel con Bromuro 

de etidio (0.5 mg/m1 en agua), para continuar el corrimiento hasta que la separación de las 
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Obtención de CTB y de PAP-CTB por precipitación con  NH4" 

El sobrenadante del cultivo fué recuperado se midió su volumen y se le agregó 

sulfato de amonio hasta el 70% de saturación. Se agitó hasta disolverse y se mantuvo a 

4°C por 16 horas con agitación. El precipitado se colectó a 13,000 x g por 20 

resuspendió en un centésimo del volumen inicial de PBS. 

G. 

bandas era adecuada. En la observación de los geles se utilizó Luz ultravioleta larga (366 

nm) y se documentaron mediante fotografía empleando una cámara Polaroid MP-4, filtro 

Wratten 22 y película Polaroid 667. 

Transformación de células competentes.  

Las células competentes que se emplearon fueron E. mil  5a (Gibco, BRL) 

preparadas por un método modificado de Hanahan 55  . Las modificaciones consistieron en 

la omisión de hexamina cobalto, DTT y OMS° al buffer FSB. La transformación se realizó 

siguiendo el método de Hanahan. 

Producción de las proteínas híbridas.  

Las colonias recombinantes se crecieron en medio Luria con ampicilina 0.2 

mg/ml 54  hasta la fase estacionaria tardía (16-18 hrs) y se cosecharon a 6 000 x g, 

colectándose tanto la pastilla celular como el sobrenadante. 



Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).  

La SDS-PAGE de la subunidad B nativa y recombinante se hizo en una unidad 

electroforética para geles verticales en placa (Gibco, BRL) en condiciones reductoras y 

sistema de amortiguadores discontínuos, de acuerdo al método de Laemmeli 55  . Como 

amortiguador de muestra se usó Tris 0.125 M pH 6.8, que contenía SDS al 2 %, 

B-mercaptoetanol al 5 %, glicerol al 10 % y azul de bromofenol al 0.005 % El gel superior 

contenía 5 % de acrilamida, 0.13 % de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en amortiguador de 

Tris-HCl 0.125 M pH 6.8. El gel separador contenía 15.0 % de acrilamida, 2.5 % de 

bis-acrilamida, 0.19 % de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 8.8. 

El corrimiento electroforético se llevó a cabo durante aproximadamente 2 h, 

empleando 30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 

0.192 M, SDS al 0.1 %, pH 8.3. Posteriormente los geles se tiñeron durante 1 h en una 

solución de azul de Coomasie R-250 al 0.25 % en metanol-ácido acético-agua (45:10:45). 

Se destiñeron empleando una solución de metanol-ácido acético-agua (510:85) hasta que 

el fondo del gel estaba transparente. 

Ensayo inmunoenzimático en fase sólida (GM1-ELISA)  

Para determinar la presencia de la subunidad B de la toxina del cólera en el 

sobrenadante de cultivo de la bacteria recombinante se empleó el método de ELISA, como 

se describe brevemente 57  . 



Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Corning), con 100 ml/pozo de 

una solución de 1.5 mM de gangliósido GM1 en PBS (Na2HPO4  1236 gil, NaH2PO4  0.180 

gil, NaCI 8.5 gil) y se incubó a temperatura ambiente durante toda la noche. Las placas se 

lavaron con PBS tres veces; posteriormente se bloquearon con albúmina sérica bovina 

(ASB) (Sigma, Co) al 0.1% en PBS utilizando 200 ml/pozo e incubándolas a 37°C durante 

30 min. Al terminar la incubación se lavaron 3 veces con PBS. 

El sobrenadante a investigar se agregó en la dilución correspondiente y como 

control positivo se empleó subunidad B recombinante a una concentración de 1 mg/ml a 

partir de la cual se hicieron diluciones seriadas 1:2. Se incubó 1 hr a temperatura 

ambiente, se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T}. En seguida, se agregó 

el anticuerpo monoclonal LT39, que reconoce a la subunidad 13 en su forma pentamérica, 

diluido 1:100 en PBS-ASB 0.1%. Se incubó 1 hr a temperatura ambiente. El lavado se hizo 

tres veces con PBS-T. El conjugado anti-inmunoglobulinas de ratón se agregó en dilución 

1:1000 y se incubó 1 hr a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se lavó 

tres veces con PBS-T. En seguida, se agregó el sustrato (OPD 10 mg/di buffer de citratos 

0.1 M pH 4.5, H202  al 30% 4 mi). Se dejó desarrollar el color durante aproximadamente 10 

minutos y se leyó en un lector para ELISA a 490 nm. 

Identificación inmunológica del Péptido.  

Con el mismo sistema de GIVIi-ELISA, se efectuó otro ensayo añadiendo como 

primer anticuerpo un suero policlonal anti-porinas. Se reporta el reconocimiento del péptido 

en términos de las lecturas de absorbancia a 490 nm. 



Análisis de regiones expuestas de la porina Omp C. 

Para averiguar si las regiones predichas están expuestas en la porina y en la 

superficie de la bacteria intacta, se realizaron dos tipos de ensayos: 

Ensayos inmunoenzimáticos (ELISA).  

Los sueros se titularon mediante ensayos inmunoenzimáticos en fase sólida 

(ELISA)152  según se describe brevemente a continuación, Se recubrieron placas de 

poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Nunc Co), con 1 inipozo de la proteína nativa 

(Omp C) en amortiguador de carbonatos (pH 9.5). Se bloqueó con una solución de PBS- 

gelatina (3%), y se añadieron los sueros de los ratones en diluciones seriadas de 1:50 

hasta 1:3200 Como segundo anticuerpo se añadió el conjugado [Sigma Co. anti-Mouse 

IgG (whole molecule Peroxidase Conjugate)] en dilución 1:1000. Se reveló la placa de 

igual manera que los ensayos inmunoenzimáticos anteriores. 

Citometría de flujo (FACS).  

Para analizar la exposición de estas regiones sobre la superficie de la bacteria se 

realizaron ensayos de citometría de flujo con los anticuerpos policlonales. Se describe 

brevemente La bacteria (Salrnonelfa typhi 9 12 Vild) se creció durante toda la noche a 

37°C, se lavó 3 veces con PBS SNC al 2% (esterilizado por filtración) se incubó 3 hrs a 

37°C con el anticuerpo anti-péptido, después de lavada se le agregó un anticuerpo anti- 

IgG de ratón conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) [Gibco BRL], en dilución 

1:1001  y a continuación se lavó para eliminar el exceso de anticuerpo, para posteriormente 



resuspender el paquete bacteriano en PBS-SNC al 2% con bromuro de propidio 1:1000 y 

efectuar la lectura de fluorescencia en el citómetro de flujo (FACScan de Beckton 

Dickinson), utilizando el software Lysys H. Las ventanas de adquisición se ajustaron a un 

"forward scatter" y "side scatter" de tal manera de que se excluyeran las células 'izadas y 

los agregados celulares. Se analizaron 10,000 células en cada muestra. 

- Obtención de anticuerpos monoclonales contra regiones expuestas de la 

porina Omp C de Salmonella typhi. 

Obtención de células alimentadoras (macrófagos de cavidad peritoneal).  

Se obtuvieron macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones BALB/c, en 

condiciones de esterilidad Los macrófagos así obtenidos se resuspendieron en 5 ml de 

medio de cultivo Dulbecco modificado por Eagle (DME) (Sigma) o en medio RPMI-1640 

suplementado con 10 al 20 % de suero fetal bovino (Gibco, BRL), glutamina 2 mM glicina 

0.3 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM, estreptomicina 100 rng/rnl y penicilina 100 U lid (DIME- 

S). 50 ml de la suspensióm de rnacrófagos se colocaron en las placas de cultivo de 96 

pozos (Nunc, Co.) y se mantuvieron en un incubadora a 37°C con 95% de humedad y 5% 

de CO2  hasta su uso. 

Linea celular de mieloma.  

Se emplearon células de la línea de mieloma X63/Ag8.653 (deficiente en HGPRT) 

Las células Ag$1 en DME -S, se mantuvieron en incubadora a 37°C 



y 5% de CO2. Las células se cosecharon en fase de crecimiento logarítmica para 

emplearlas en la fusión. 

Células esplénicas inmunes.  

Cuatro días después de la última inmunización (ver esquema de inmunización 

descrito anteriormente), en condiciones de esterilidad, se extrajo el bazo y se depositó en 

una caja petri conteniendo 5 ml de solución de Hanks. Dentro de una campana de flujo 

laminar, con el objeto de liberar las células plasmáticas, se disgregó el bazo. La 

suspensión así obtenida, se dejó sedimentar durante 5 min con el fin de eliminar los restos 

tisulares. El sobrenadante se recuperó y se centrifugó a 1200 rpm/5 min. El sedimento se 

resuspendió en 5 mi de DME y el número de células viables se contó en una cámara de 

Newbauer mezclando dos gotas de la suspensión de células con dos gotas de azul tripón 

al 0.2%. 

Fusión.  

La fusión se efectuó, de acuerdo al método descrito por Koller y Milstein 58 59  y 

modificado por Baron D. 6°  Para esto, en un tubo de centrífuga cónico de 50 

colocaron y centrifugaron (1200 rpm/5 min) 6.6 x 106  células de bazo/m1 y 3.3 x 106  células 

Ag8/m1; la pastilla celular resultante se le agregó lentamente 1 ml de polietilenglicol 4000 

(Gibco BRL). Después de dejar reposar la mezcla 1 min a 37°C se agregaron 8 ml de 

DME gota a gota y se dejó reposar 5 min a 37°C Posteriormente se adicionaron 30 ml de 

DME y después de 5 min se centrifugó a 800 rpm/5 min. La pastilla se resuspendió 



suavemente en 5 ml de medio DME-S y se agregaron 50 mi de esta suspensión en cada 

uno de los 96 pozos de una placa de cultivo (Nunc, Co.), la cual había sido recubierta con 

macrófagos. Veinticuatro horas después, se reemplazó el medio DME-S por medio HAT 

(DME suplementado con hipoxantina, aminopterina y timidina). Posteriormente el cambio 

de medio se realizó cada tercer día. Al décimo cuarto día de cultivo, el medio HAT se 

sustituyó por medio HT (DME suplementado con hipoxantina y timidina). Las células se 

mantuvieron en este medio hasta el día 19. 

Selección y donación de hibridomas.  

Cuando los hibridomas cubrieron la tercera parte del fondo del pozo de cultivo, se 

tomó el sobrenadante para cuantificar, por el método de GM1-ELISA, la presencia de 

anticuerpos específicos. Para esto se emplearon las construcciones de las proteínas 

híbridas, que Ilevavan consigo las secuencias de las regiones descritas Los hibridomas 

secretores de anticuerpos anti-péptido, se donaron dos veces por el método de dilución 

limitante. 

Expansión de hibridomas productores de anticuerpos rnonocionales.  

La expansión hl vitro, se realizó en botellas de cultivo de 80 cm2  (Nunc, Co.) Los 

sobrenadantes resultantes se utilizaron para determinar la especificidad del anticuerpo y 

su capacidad para reconocer a la porina nativa y a la bacteria completa. 



La expansión in vivo, se realizó en ratones BALB/c, inoculados por vía i.p., 15 días 

antes con 0,5 ml de pristano (2,6,101 14, tetrametilpentadecano. Sigma, Co.). Cuando el 

tumor se hizo evidente, se obtuvo el líquido de ascitis mediante punción peritoneal. 

a 	 Almacenamiento de células.  

Con el objeto de conservar a los hibridomas productores de anticuerpos 

monoclonales, se prepararon viales conteniendo de 1 a 5 x 106  células en solución 

crioprotectora (9 volúmenes de suero fetal bovino y 1 volumen de dimetilsulfóxido), los 

cuales se almacenaron a -70°C durante 24 h y posteriormente en nitrógeno líquido. 



RESULTADOS. 

- Selección de los péptidos. 

Las secuencias que se evaluaron como probables epitopos de B se 

seleccionaron de acuerdo a tres parámetros: Primero. Las regiones debían de tener un 

alto grado de hidrofilicidad y flexibilidad, de acuerdo al análisis de la predicción de 

estructura secundaria con los métodos de Van Regenmortel 24, Hoop and Woods 3°, 

Jahning 28  and Fasman 29. Segundo. El alineamiento de la secuencia de OmpC de S. 

typhi con las de OmpF y OmpC de E. coli debían de mostrar que los probables 

epitopos de B estuvieran expuestos en la superficie de la bacteria. Tercero. Las 

secuencias deberían de ser especie-específicas de la OmpC de S. typhi. 

Mediante el análisis computacional, se predijeron varios candidatos a epitopos 

de B en la secuencia de la porina OmpC de S. typhi. Después de comparar estas 

regiones con las secuencias de aminoácidos de las porinas OmpF y OmpC de E cok 

dos regiones: 246-255 (TSNGSNPDT) y 286-303 (QSKGKDISNGYGGASYGDQD) 

fueron predichas a estar expuestas en la superficie celular de la bacteria. La región 

246-255 no está compartida con las porinas OmpF y OmpC de E, con. La secuencia 

286-303 también está expuesta en la superficie de la bacteria pero es parcialmente 

homóloga a las porinas de E. coli (Figura 31. 

La comparación entre las secuencias de las porinas OmpC de S typhi y OmpF 

de E. coli, así como el análisis computacional para predecir la estructura secundaria de 

la porina, han permitido proponer un modelo topológico para la misma (Figura 4), en 

donde se localizan estas dos regiones en el asa 6 (246-255) y en el asa 7 (286-303). 

En función de lo descrito, estas dos secuencias fueron seleccionadas para los análisis 

posteriores, por lo que se sintetizaron como se describe en materiales y métodos. 

Figura 3. Selección de los péptidos. a) Alineamiento de las secuencias de las porinas 
OmpC de S. typhi y E. col!. b) Las regiones indicadas corresponden a las secuencias 
seleccionadas. (Siguiente página). 
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Figura 4. Modelo topológico de la porina OrnpC de Saimonella typhi. El 
modelo fue desarrollado empleando varios algoritmos de predicción de 
estructura secundaria y por comparación con los datos cristalográficos de 
la porina OrnpF de Escherichia culi. 



- Conjugación a proteínas acarreadoras. 

Conjugados  

Los conjugados se eluyeron y las fracciones se monitorearon por su absorbancia a 

280 nm. Se emplearon en el esquema de inmunización descrito en materiales y métodos. 

Titulación de anticuerpos anti-conjugado.  

Los sueros de los ratones inmunizados con los conjugados BSA-péptido y KLH- 

péptido se titularon mediante el ensayo de ELISA, empleando corno antígeno el conjugado 

lisozima-péptido. Los resultados se muestran en la Figura 5, donde puede observarse que 

el título en los sueros de los ratones inmunizados es tres veces mayor que el título previo a 

la inmunización. 

Reactividad de los anticuerpos anti-péptido con la porina OmpC nativa. 

La figura 6 muestra que los sueros anti-conjugados OSA péptido y KLH-péptido 

reconocieron en los ensayos de ELISA, a la porina fijada a la placa Los sueros de los 

ratones inmunizados mostraron un título mayor que el de los mismos animales antes de 

ser inmunizados. 

- Ensayo de competencia. 

Los sueros de los ratones se incubaron a una concentración constante, en 

presencia de concentraciones crecientes del péptido libre. Los resultados presentados en 

la figura 7, muestran una disminución en la capacidad de los anticuerpos para reconocer al 

conjugado lisozima-péptido, al incrementar la concentración del péptido libre. El porciento 

de inhibición de estos sueros, al añadir péptido libre en concentración 1 o M, fue de 42%. 

El comportamiento de la curva de inhibición muestra la presencia de más de una familia de 

anticuerpos, una capaz de ser inhibida por cantidades tan pequeñas como de 10:7M de 

péptido libre y otras menos susceptibles, aún frente a cantidades mayores (10'6-1041W del 

péptido. 

42 



t4 

1.2 - 

E 

o 

0.3- 
(v5 

3-6 
5 0.6 - 

o 
ti) 
< 11 

 
04- 

0.2- 

Después de la 
inmunización 

Previo ala 
inmunización 

H 
50 100 200 400 800 1600 3200 

1/D ilLiCiÓ ti del suero 

Figura 5. Reactividad del suero de ratón contra el 
conjugado lisozima-péptido. El suero de ratones 
inmunizados con los conjugados BSA-péptido y 

KLH-péptido se tituló mediante un ensayo de ELISA 
empleando placas recubiertas con 5pgipozo del 
conjugado HEL-péptido. Se muestran resultados 

para el péptido 286-303. 



Previo a la 
inmunización 

0.4 

4 E 
c 0.3 
o 

o 
(15 

o 
n° 0.1 

Después de la 
inmunización 

1:50 	1:100 	1:200 

1/dilución de 

Figura 9. Los anticuerpos anti-péptido reconocen .a 
la porirr.a rO!'ppQ. Se investigó, la re4átiVid. ad..d01.  

suero de los ratones inffiuniáplos:•ó0n-los: 
conjugaplós. (ver i ura 5).  contra la ppriha nativa, 
emOléOndo .un ensayó: dLIA, usando .como 

antígeno rOrnpC a una concehtración.  d'o.2pg/pOpi 



117  

8  10.7  106  10"5  4 10 

50 - 

o 

6
A 

- 

Concentración Molar del péptido 

Figura 7. El péptido libre compite por la unión al 
anticuerpo. El anticuerpo se incubó previamente 

con cantidades variables del péptido libre. El 
porcentaje de inhibición se midió por la 

disminución de la unión del anticuerpo al 
conjugado HEL-péptido en un sistema de ELISA. 



• 

- Reactividad del suero anti-péptido contra la porina nativa. 

Ratones C3H/FeJ se inyectaron con el conjugado peptidil-resina, tal como se 

describe en materiales y métodos. Los péptidos se administraron en la forma acoplada 

para que la resina actúe como un acarreador. Los anticuerpos en contra de las secuencias 

específicas se analizaron por ELISA empleando placas cubiertas con la porina rOmpC 

aislada de E. coli UH302/pST13. 

Ambos péptidos, 246-255 y 286-303, fueron capaces de inducir una buena 

respuesta de anticuerpos en contra de la proteína recombinante. Estos resultados sugieren 

que los péptidos sintéticos son capaces de imitar las propiedades inmunológicas de la 

proteína, especialmente la conformación de los epitopos nativos. No se encontró 

reactividad específica en el suero preinmune. (Figura 8'). Se observó una respuesta 

similar de anticuerpos cuando se utilizaron como acarreadores a las proteínas KLH, OVA o 

HEL (Figura 5). 

- Reconocimiento de la porina OmpC en la superficie de la bacteria por los 

anticuerpos anti-péptido. 

Los resultados anteriores demostraron que los anticuerpos contra los péptidos 246- 

255 y 286-303, reconocen a la porina rOmpC de S. typhi mediante un ensayo de ELISA. 

Posterior a ésto se realizaron ensayos de citometría de flujo, para determinar si estos 

anticuerpos podrían reconocer a la porina OmpC nativa sobre la superficie de la bacteria 

intacta. Salmonella typhi 9 12,Vi:d se mezcló con el suero anti-péptido y después de 

eliminar aquellos anticuerpos que no se unieron, se detectó la reacción con un anticuerpo 

anti-cadena pesada de IgG, conjugado a fluoresceína (Gibco-BRL) Se midió la 

fluorescencia de muestras que contenían 10,000 células La unión no-especifica de los 

Figura 8. Reactividad del suero anti-péptido contra la porina rOmpC. El antisuero se 
produjo por inmunización con el péptido sintético acoplado a la ,  resina (regiones 246-255 y 
286-303 de OmpC). El título de anticuerpos se midió por ELISA. Se ensayaron diluciones 
seriadas dobles del suero y se evaluó su unión a la patina OmpC inmobilizada en la placa. 
Cada punto es un promedio de dos determinaciones. (Siguiente página). 
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anticuerpos se midió utilizando el suero del ratón preinmune, el cual presentó una media 

de fluorescencia (MFC) de 5.6. Los anticuerpos anti-péptido 246-255 y 286-303, 

reconocieron a los epitopos específicos en la OmpC de S. typhi, como lo demuestra el 

incremento en la media de florescencia (MFC=60 y 198 respectivamente), demostrándose 

que ambos péptidos están expuestos sobre la superficie de la bacteria (Figura 9* ). 

Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-péptido. 

Debido a la similitud parcial de la región 286-303 entre las porinas OmpC de S. 

typhi y E. col!, probamos la reactividad del suero anti-péptido 286-303 en contra de la 

bacteria E. col! completa. En la Figura 10, se puede observar una ligera reactividad 

cruzada, lo cual puede sugerir que la respuesta de anticuerpos está dirigida principalmente 

en contra de los residuos no conservados de este epitopo que son los que están 

expuestos en la superficie de la bacteria. No se observó reactividad al utilizar el suero 

preinmune o el suero anti-péptido 246-255. 

- Proteínas híbridas PAP-CTB. 

Después del alineamiento de las secuencias de las porinas Omp C (Figura 3), 

observamos que la secuencia Salmonella typhi-específica es 246-255. Por lo tanto, 

con estos datos de antigenicidad y de particularidad de la secuencia, se decidió 

sintetizar los oligonucleótidos correspondientes a la secuencia 246-255 

(GTSNGSNPST) (Figura 11A), tal y como se describió en materiales y métodos. El 

aminoácido 246 (G) nos permite adicionar el sitio Kpn 1 y forma parte de la secuencia 

de la porina Omp C. Esta misma estrategia se utilizó para construir las proteínas 

híbridas con la secuencia de las asas 7 de Omp C de S. typhi (Figura 11A) A estas 

construcciones se les denominó 16-ctb y 17-ctb y a las proteínas de fusión 

recornbinantes producto de estos genes L6-CTB y L7-CTB respectivamente. 

• Figura 9. Reconocimiento de la superficie de S. typhl por los anticuerpos anti-péptido. 
Se muestra un experimento representativo del análisis por citometría de flujo. La bacteria se 
preparó y se tiñó como se describe en materiales y métodos. (Siguiente página) 
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Fusiones genéticas.  

El plásmido pJS 752-3 fue digerido, purificado y ligado. Cinco ml de esta mezcla 

se utilizaron para transformar células competentes. Se obtuvieron 33 colonias en dos 

experimentos por separado y de estas se analizaron las primeras 7. En cinco de ellas 

se observó el patrón característico de la construcción planeada. En la Figura 11B+  se 

muestra el mapa del plásmido pJS 752-3, en el cual se indican con flechas los sitios 

Xmal y Sacl, donde fueron insertados los oligonucleótidos. 

Análisis de restricción de la construcción genética. 

Se seleccionaron algunas colonias de la cepas de E. col! DH5a/pJAK, y el DNA 

purificado del plásmido fue digerido con las enzimas de restricción Hind III/Kpn I. El 

análisis por electroforesis en gel de agarosa se muestra en la figura 11C; en el cual se 

observa al plásmido pJAK (carril 2), con dos bandas, de aproximadamente 1.2 kb y 4.7 kb 

respectivamente; mientras que el plásmido original pJS752-3 (carril 1), solo presenta una 

banda de aproximadamente 5.9 kb. 

Expresión de la proteína híbrida PAP-CTB en E.coli DH5a. 

Se investigó la expresión de la proteína híbrida mediante la técnica de ELISA, 

empleando como estándar diluciones de CTB (a una concentración inicial de 1 mg/ml En 

la Figura 12, podemos observar que la cantidad de PAP-CTB determinada como 

concentración equivalente de CTB es muy semejante a la obtenida en los sobrenadantes 

de las colonias de E. mil  transformadas con el plásmido pJS 752-3 original usadas como 

control. De esta manera podemos demostrar que las proteínas recombinantes poseen una 

afinidad normal a GM1, es decir que el péptido insertado no está interfiriendo con la unión. 

Figura 11. Diseño del gen que codifica para las proteínas de fusión L6-CTB y L7-CTB. 
A) Oligonucleótidos complementarios que codifican para las asas 6 y 7 B) Mapa del plásmido 
pJS 752-3, con las flechas se indican los sitios de restricción para las enzimas Sac I y Xma I, 
en donde los oligonucleótidos se insertaron. C) Análisis de restricción con las enzimas Eco RI 
y Hind Hl del plámido parenteral pJS 752-3 (carril 1) y de la construcción pJAk (carril 2). 
Estándares Kb feeder (carril 3) de GIBCO-BRL. 

51 



Loop 6 
246 
	

255 

Sac I 
GTSNGSNPS T 

XMa 
GGT ACC AGC AAC GGT AGC AAC CCT AGC ACC C 

T CGA CCA TGGTCG TTG CCA TCG TTG GGA TCG TGG GGG CC 

Kpn I 
Loop 7 

303 

KDISNGYGASYGBQ  
Sac I 	 Xma I 

AAA GAC ATC TCT AAC GGT TAT GGT GCT TCT TAT GGT GAC GAG C 
T CGA TTT CTG TAG AGÁ TTG CCA ATA CCA CGA-  AGA ATA CCA CTG CTC GGG CC 

290 

Xma I 

Sac I 	 

Ilind III 

Eco RI pJS752-3 
5,874 pb 

 

2 

      

bp 

4,072 
3,054 

2,036 

1,636 

1,018 

511 

       

       

       

       

       

       

       

         

         



CTB PAP-CTB 
1.200T 

rzs 
E -a-5 1.000 
es. 

Dux 
800 

GOO 
e 

400 
d 

11) 

200 
o 

o ---111~fflimelunarmullit-~ 

DH5o( 	pJ9752-3 	pJAK 

Figura 12. La presencia del péptido en la molécula híbrida no 
impide su reconocimiento por GiVii. La cantidad de PAP-CTB 
producida por la bacteria transformada con el plásmido pJAK es 
similar a la cantidad de CTB producida por la bacteria 
transformada con el plásmido parenteral. Se empleó el sistema 
GIV11-ELISA y una curva estandard de diluciones de CTB a una 
concentración inicial de lpgiml. Se incluye como control el 
sobrenadante che DI-15-alfa. 



Caracterización de las proteínas de fusión.  

Las proteínas de fusión L6-CTB y L7-CTB se caracterizaron por electroforesis 

en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE), a partir de 

sobrenadantes de cultivo concentrados por precipitación con (NH4)2SO4  al 70% (Figura 

13'). Las proteínas de fusión tienen un comportamiento consistente con lo esperado 

ya que la movilidad electroforética de la PAP-CTB (carril 2) es menor que la de CTB 

nativa (carril 1) debido a la presencia del inserto. Para confirmar esta diferencia en 

movilidad se hizo una mezcla de CTB nativa y PAP-CTB (carril 3). 

- Identificación del péptido 246-254 en la proteína híbrida con el suero anti-

porinas. 

Mediante el sistema de GM1-ELISA se determinó si el péptido fusionado a la CTB 

era reconocido por anticuerpos en contra de la proteína nativa. Para ésto, se utilizó la 

proteína de fusión PAP-CTB de los sobrenadantes de cultivo y un suero policlonal anti-

porinas desarrollado en conejo. En la figura 14 se observa que el suero reconoce a la 

proteína de fusión secretada por la clona pJAK, de dos a tres veces más que al 

sobrenadante de la cepa no recombinante E coli DH5a y que a la CTB nativa de la clona 

pJS752-3. 

- Anticuerpos Monoclonales. 

Los sobrenadantes de . L6-CTB o de L7-CTB se usaron para rastrear anticuerpos 

monoclonales específicos en el sobrenadante de los hibridomas. 

Figura 13. Análisis electroforético (SDS-PAGE) del sobrenadante de cultivo de E. coli 
transformada con el plámido pJS 752-3-L6 (pJAK). Carril 1, E. col/ D1-15-alfa transformada 
con el plásmido pJS 752-3. Carril 2, E. coli DH5-alfa transformada con el plásmido pJAK 
Carril 3, mezcla de los subrenadantes de los carriles 1 y 2. Las flechas indican las proteínas 
CTB y L6-CTB. (Siguiente página). 
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- Rastreo de los hibridomas. 

Después de seleccionar las donas positivas, los híbridos se expandieron y la 

reactividad de los sobrenadantes de cultivo se probaron contra la proteína recombinantes 

relevante, en el sistema GM1-ELISA; empleando para ésto como controles sobrenadantes 

de la bacteria E. coli DH5cx sin plásmido y esta cepa transformada con el plásmido 

parenteral OS 752-3. Así corno manera cruzada de empleó la construcción que llevaba a 

la otra asa y la construcción L8-CTB como tercer control. Se observa que el sistema fue 

eficiente para seleccionar las donas positivas deseadas (Figura 15'). 

- Reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-péptido contra la porina 

rOmpC y la bacteria completa. 

Para determinar si la reactividad hacia las proteínas de fusión correlaciona con la 

porina rOmpC aislada, se probaron los anticuerpos monoclonales poniéndolos a 

reaccionar (sobrenadantes de hibridomas) sobre placas de microtitulación recubiertas con 

la proteína rOmpC. La reacción positiva en ELISA confirmó que los anticuerpos 

seleccionados reconocían a sus correspondientes regiones en la proteína rOmpC 

purificada (Figura 16°). De la misma manera estos anticuerpos fueron capaces de 

reconocer, presumiblemente, a la OmpC sobre la superficie de la bacteria S. typhi, 

mediante un ensayo con citometría de flujo (Becton Dickinson), interpretado como el 

desplazamiento del pico de fluorescencia. 

Figura 15. Análisis de la especificidad del anticuerpo monoclonal en contra de las 
secuencias L6 y L7 empleando un sistema de GM1-ELISA. A) Anticuerpo monoclonal anti- 
L6 and B) anticuerpo monocional anti-L7. 1.8-CTB fue utilizado como un control. Como control 
positivo se empleó un anticuerpo monoclonal contra CTB (LT39) [D.O. 1.21) 

Figura 16. Reconocimiento de la porina OmpC recombinante de S. typhl por 
anticuerpos monoclonales anti-L6 y anti-1.7 medido por ELISA. El suero anti-porina usado 
como control positivo dió una D.O. de 0.76.(páginas siguientes). 
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DISCUSION. 

La identificación de epitopos de B, en una proteína puede ser un proceso muy 

tedioso. Ya que los programas de predicción de estructura secundaria y de regiones 

expuestas de la proteína no son 100% eficientes, algunos investigadores han preferido 

sintetizar péptidos traslapados y probar la capacidad antigénica de cada uno de ellos. Este 

procedimiento es muy cansado y de alto costo. En este trabajo seguimos un estrategia 

diferente para una proteína de membrana externa. Ya que la estructura de las porinas de 

las bacterias Gram-negativas son altamente conservadas, asumimos que el arreglo 

espacial de la porina OmpC de S. typhi es muy similar a . la porina OmpF de E. coli. Sin 

embargo, la porina OmpC de S. typhi debe de tener algunas secuencias específicas y si 

éstas están expuestas en la superficie, es de esperarse que sean regiones reconocidas 

por los linfocitos B. 

- Búsqueda de epitopos. 

La participación de las porinas de S. typhl en la inducción de la respuesta inmune 

contra la fiebre tifoidea ha sido estudiada en diversos trabajos por medio de los cuales se 

ha demostrado su capacidad para estimular mecanismos efectores, tanto humorales como 

celulares, en el modelo murino Con base en estos hallazgos y buscando un conocimiento 

más profundo sobre los mecanismos inmunológicos involucrados en torno a las porinas se 

han predicho los determinantes antigénicos de la porina Omp C de S typhi,61  mediante 

análisis algorítmicos de la secuencia de la proteína reportada por Puente y cols así como 

por Ydelevich y Venegas 62 . A partir de estas predicciones se seleccionaron dos regiones 



247-254 [TSNGSNPS] y 285-303 [LQSKGKDISNGYGASYGDQJ, para su evaluación 

inmunoquímica, siguiendo los criterios de hidrofilicidad y flexibilidad y por comparación con 

las porinas OmpC y OmpF de E. coli ser regiones expuestas en la membrana de la bacteri, 

así como ser secuencias Salmonella específicas. 

La predicción algorítmica de epitopos, basada en las características fisicoquímicas 

atribuidas a los determinantes antigénicos, ha agilizado la caracterización inmunológica de 

la respuesta a diversos antígenos. Estas predicciones sin embargo, no son suficientes 

para calificar a las regiones como epitopos; sino que se requiere la evaluación 

inmunoquímica de los fragmentos elegidos. Además en el caso de las proteínas de 

membrana la determinación de su topología no se puede dejar única y exclusivamente a 

los métodos de predicción de estructura secundaría, sino que mientras su cristalografía no 

sea posible, estas predicciones se deben de complementar con estudios genéticos e 

inmunoquímicos, como se hizo en este trabajo. 

- Sistemas acarreadorpéptido. 

Los péptidos sintéticos generalmente requieren ser acoplados a proteínas 

acarredoras inmunogénicas, de modo que sean capaces de generar una respuesta 

específica de anticuerpos anti-péptido. Entre los métodos de conjugación se encuentra el 

de las carbodiirnidas las cuales permiten acoplar grupos amino y carboxilo. Se eligió el 

método que emplea una carbodiimida soluble en agua (EDC), puesto que se ha 

demostrado que permite obtener respuestas elevadas de anticuerpos dirigidos contra los 

péptidos sintéticos acoplados logrando además niveles mínimos de anticuerpos contra 



otros epitopos del conjugado, denominados "neodeterminantes"63  . Con la fiinalidad de 

dirigir la respuesta de los ratones hacia el péptido y no hacia la proteína acarreadora, se 

emplearon conjugados diferentes para las dos inmunizaciones de los ratones y los 

ensayos de ELISA de los sueros. 

En la titulación de los sueros policlonales de los ratones inmunizados (Figura 5), 

donde el título después de la inmunización fue más de cinco veces mayor que el control, 

se demuestra la presencia de anticuerpos dirigidos contra el péptido 285-303. Esta 

observación comprueba que el péptido 285-303 de la porina Omp C de Salmonella typhi, 

acoplado por el método de carbodiimidas a proteínas acarreadoras, es capaz de inducir en 

los ratones una respuesta humoral especifica contra el péptido. 

Los mismos sueros de los ratones inmunizados reconocieron también, en una 

dilución 1:50, a 2 mg de la porina nativa (fig. 6) El péptido 285-303 corresponde tan salo a 

una pequeña región (19 aa) de la porina y sin embargo los anticuerpos inducidos por él 

son capaces de interaccionar con la proteína en su forma nativa. Este hecho muestra que 

el fragmento 285-303, es una región expuesta en la proteína nativa, y constituye un 

determinante antigénico reconocible por los linfocitos B De este modo se confirma la 

predicción teórica del péptido como un epitopo de la porina. 

La figura 6 también muestra que a mayores diluciones del suero anti-conjugado el 

título obtenido no difiere mucho del título del suero controla Esta baja interacción del suero 

con la porina puede deberse a que el suero empleado es un suero policlonal; lo cual 

implica que no todos los anticuerpos presentes están necesariamente dirigidos de manera 



específica contra el péptido 285-303 de la porina, sino también contra otros determinantes 

antigénicos generados por el acoplamiento del péptido. Esta posibilidad se confirma en el 

ensayo de competencia, en el cual el péptido libre y el conjugado fijado a la placa compiten 

por el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero. La curva de inhibición de 

la interacción del suero con el conjugado fijado a la placa (Figura 7), muestra que a una 

concentración del péptido de 1043  M la inhibición es de aproximadamente 42% y ya no 

aumenta a concentraciones mayores. El hecho de que la actividad del suero no sea 

inhibida por completo, posiblemente se deba a la presencia de familias de anticuerpos de 

menor afinidad por el péptido. Estos anticuerpos podrían estar dirigidos contra segmentos 

incompletos de la región 285-303, como pueden ser el extremo libre o el extremo unido a 

la proteína acarreadora; y por lo tanto su afinidad por el péptido libre no ser la misma que 

la de los anticuerpos dirigidos contra segmentos centrales del péptido. Otra explicación 

también podría ser que el suero empleado estuviera muy concentrado (1:800), y por lo 

tanto la cantidad de péptido no fuera suficiente para inhibir al 100% su actividad. De 

cualquier modo, lo que sí es evidente es la presencia de anticuerpos dirigidos contra el 

péptido, capaces de reconocer a la porina en su forma nativa 

Las predicciones de epitopos por medio de algoritmos se realizaron antes de que 

se conociera en detalle la estructura cristalográfica de la porina Omp F de E mil (Figura 1) 

reportada por Cowan y Rosenbusch en 1992. Después de alinear las secuencias de Omp 

F de E. coli y Omp C de S. typhi y de realizar otras predicciones de su estructura 

secundaria se efectuó en nuestro laboratorio una aproximación de la estructura 

secundaria de la parina Omp C, la cual se muestra en la figura 4. En ella se observa que el 



péptido 246-255 está localizado en el asa L6 y el péptido 285-303 en el asa L7; lo cual 

confirma su comportamiento como epitopos para linfocitos B, pues quedan expuestos en la 

superficie de la porina, y accesibles al reconocimiento de los anticuerpos. 

- Sistema PAP-CTB para expresar fragmentos de porinas. 

Se decidió emplear la proteína de fusión PAP-CTB, producto de una construcción 

genética entre la subunidad B recombinante de la toxina del cólera (rCTB) y los péptidos 

de Omp C; debido a que la CTB ha sido empleada con éxito para construir proteínas 

híbridas portadoras de diversos epitopos 64 65 66 . La CTB es una proteína muy 

inmunogénica, soluble en agua, resistente a protedisis, y mantiene su actividad biológica 

después de ser desnaturalizada y renaturalizada; lo cual favorece su utilidad como 

acarreador de determinantes antigénicos. 

El patrón electroforético de las digestiones de los plásmidos pJS752-3, pJAK y 

pJSS con las enzimas Kpnl y Ilind111, fue consistente con lo esperado (Figura 11). El 

plásmido pJS752-3 contiene el sitio Hind III; pero no presenta el sitio de restricción Kpnl, 

debido a que éste se generó después de la inserción del oligonucleótido. Por lo tanto, la 

única banda generada en pJS752-3 por la digestión con ambas enzimas corresponde al 

plásrnido linearizado (5,874 pb) (Figura 11/C-1), Los plásmidos con el inserto sí presentan 

ambos sitios de restricción, y por lo tanto se generan dos bandas con la digestión. El 

fragmento pequeño (aprox. 1.2 kb) corresponde al fragmento de DNA de 1,170 pb, en cuyo 

extremo 5' se encuentra el oligonucleótido (30 pb) insedado en el inicio del gen de la CTB. 

El fragmento más pesado (aprox. 4.7 kb) identifica al resto del plásmido de 4,734 pb 



(Figura 11/C-2). Con estos resultados se confirma gráficamente la presencia del inserto, 

portador de la información para la región del péptido de la porina, en los plásmidos de las 

cepas E.coli DH5a/pJAK y pJSS. 

La titulación de CTB en los sobrenadantes de cultivo, utilizando el sistema GM1- 

ELISA (Figura 12), demuestra que la proteína PAP-CTB es funcional como CTB; debido a 

que es secretada al medio, se une al gangliósido G11/11  y es reconocida por los anticuerpos 

anti-CTB. Ello indica que las características de expresión de la CTB no se ven afectadas 

por la inserción del péptido de la porina en su extremo amino terminal; y se muestra, de 

manera indirecta, que la información del oligonucleótido insertado está siendo transcrita 

correctamente, sin alterar el marco de lectura del gen tox B 

El cambio en la movilidad electroforética (Figura 13) de la proteína PAP-CTB 

comparado con la de la CTB nativa sugiere fuertemente la presencia del inserto (30 aa; 

»3,000 Da),  en la CTB secretada por las cepas E. coli DH5a/pJAK y pJSS. Sin embargo, la 

prueba definitiva de la construcción del vector solo es posible con el análisis de las 

secuencias nucleotídica y proteica del pJAK y de la PAP-CTB respectivamente. 

En el ensayo con el suero anti-porinas (Figura 14) se observa un reconocimiento 

específico de la PAP-CTB secretada por las clona recornbinante E culi DH5a/pJAK. La 

reactividad del suero ante los sobrenadantes de las cepas control DH5a y DH5a/pJS752- 

3, es menor al de las cepas positivas, lo cual resulta común cuando se emplean sueros 

policlonales. 

Con estos resultados se puede concluir que el péptido 246-255 de la porina Omp C 

de Salmonella typhi es reconocido por anticuerpos dirigidos contra la proteína en su forma 



nativa, al ser acarreado por la CTB. Ello a su vez indica a) que esta región seleccionada 

por algoritmos de predicción, sí es un epitopo de la porina Omp C, capaz de ser reconocda 

por anticuerpos; b) que el péptido, unido al extremo amino terminal de la CTB en la 

proteína híbrida, queda expuesto al medio externo; y c) que la conformación adoptada por 

el péptido en la CTB es, adecuada para su unión al paratopo de los anticuerpos anti- 

porinas, y quizá sea muy semejante a la que adopta dentro de la proteína nativa. 

Ya que se disponía del péptido sintético de la región 285-303 

[LQSKGKDISNGYGASYGDQ] de la porina, este se acopló a diferentes proteínas 

acarreadoras y se confirmó su potencial como epitopo de la porina Omp C de S. typhil  

susceptible de ser reconocido por anticuerpos. 

Los resultados que nos permiten afirmar que las construcciones pJAK267 coincide 

con el diseño teórico son: 

- El mapeo de sitios de restricción es consistente con lo esperado. 

- El cambio de movilidad electroforética de la proteína PAP-CTB comparado con la 

CTB nativa. 

-La proteína PAP-CTB es funcional como CTB, ya que es secretada se une al 

gangliósido GMI y es reconocida por el anticuerpo monoclonal LT39 el cual es específico 

para la forma pentamérica .de CTB. 

Se ha propuesto la síntesis química de péptidos como una alternativa de 

generación de moléculas antigénicas bien definidas pero esta tecnología adolece de alto 

costo, bajo rendimiento métodos de purificación complejos y pobre inmunogenicidad. Esta 



última puede ser mejorada mediante la conjugación química a proteínas acarreadoras con 

los problemas técnicos que la misma conlleva, La producción de péptidos específicos 

unidos a una proteína, dirigida por una molécula recombinante, nos permite obtener 

grandes cantidades de una población homogénea de conjugado. 

Desde el punto de vista inmunológico, esta manera de expresar epitopos nos 

proporciona una herramienta muy poderosa para la evaluación sistemática de fragmentos 

antigénicos de proteínas. El hecho de que la proteína de fusión sea relativamente estable, 

secretada al medio y se comporte como CTB, hace posible la evaluación rápida de 

construcciones similares de antígenos polivalentes y su futura aplicación en la 

inmunización. 

Se han construida otras proteínas de fusión con CTB 	68  Sin embargo, para 

caracterizar los productos se han tenido que movilizar los plásmidos a cepas atenuadas 

de Vibrio cholerae. El crecimiento de esta bacteria tiene más restricciones y problemas que .  

E coii. Aún cuando se han realizado experimentos piloto de fermentación hasta de 2,000 .  

litros, el problema de la bioseguridad y el bajo rendimiento de biomasa no ha sido resuelto 

para y. choierae. La expresión de proteínas recombinantes en E coli es bien conocida y 

principios activos han sido aprobados para su uso en humanos incluyendo vacunas. 

El pJAK267 puede ser un primer intento de desarrollar un sistema de producción de 

vacunas recombinates capaces de evaluar inmunológicamente el péptido, ser fermentado 

fácilmente a gran escala y tener un sistema de purificación eficiente y rápido que puede 

ser empleado en una variedad de antígenos protéicos de diferentes organismos 

patógenos. 



La proteína de fusión PAP-CTB es la primera en su serie y representa un paso 

importante en la creación de antígenos recombinantes duales que puedan ser empleados 

para analizar simultaneamente el papel protector de dos moléculas. 

Mapeo de regiones expuesta de la porina Omp C. 

Una vez que se establecieron las secuencias de la porina Omp C de Salrnonella 

typhi potencialmente antigénicas, se efectuó el mapeo de éstas regiones (L6 y L7). Los 

péptidos (246-254) y (285-303) sintetizados se utilizaron para inmunizar ratones de la cepa 

C3H/HEJ con dosis variadas de resina-péptido, en donde la resina que es un compuesto 

químicamente inerte cumple la función de adyuvante, con ésto se asegura que la 

respuesta de anticuerpos sea únicamente contra las regiones específicas (Figura 8), 

Utilizando estos anticuerpos policlonales se comprobó que las regiones contra las cuales 

están dirigidos estos anticuerpos se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria 

(Figura 9), sin embargo debido a la falta de especificidad obtenida con otras bacterias 

gram negativas fué necesaria la obtención de anticuerpos monoclonales dirigidos 

especificamente contra éstas regiones 69  

Se obtuvo una eficiencia de fusión elevada se estandarizó el método de fusión ya 

que al utilizar una proporción 5:1 de células de mieloma y células de bazo se obtiene un 

rendimiento elevado de fusión Se realizaron 3 donaciones con la finalidad de asegurar la 

dona productora, finalmente decidimos trabajar sólo con 5 donas para cada péptido, 

eligiendo aquellas que nos dieron un valor elevado en el método de ELISA, obtuvimos un 



68.  

incremento en los valores de absorbancia en cada una de las donaciones realizadas, lo 

cual implica que efectivamente fuimos seleccionando adecuadamente la clona productora. 

Al realizar el ensayo GM1-ELISA observamos que los anticuerpos monoclonales 

secretados por éstas donas reconocen de manera específica a la proteína híbrida 

correspondiente, de tal manera que los anticuerpos anti-péptido 246 reconocen a la 

proteína híbrida L6/CTB secretada por la bacteria recombinante Escherichia coli DH 

5a/PJAK y los anticuerpos anti-péptido 285 reconocen a la proteína híbrida L7/CTB 

secretada por la bacteria recombinante Escherichia coli PJP L7, algo muy importante que 

observamos en esta determinación es que no se hay reconocimiento hacia el loop 8 de la 

porina ni hacia la proteína CTB sola secretada por la bacteria recombinante Escherichia 

coli DH 5a, con éstos resultados comprobamos que los anticuerpos monoclonales 

obtenidos reconocen única y específicamente al péptido correspondiente y que además no 

hay cruce con el loop 8 de la porina, sin embargo, para establecer que efectivamente no 

hay cruces con otras asas de la porina es necesario efectuar también la determinación de 

los otros loops, sin embargo, hasta este momento no se cuenta con la construcción 

genética ni con la bacteria recombinante para realizarlo lo cual será motivo de la 

continuación del proyecto. Este es un trabajo que se está realizando ya en el laboratorio y 

que en un futuro será utilizado para terminar el mapeo de las regiones expuestas de la 

porina Omp C de Saltnonella typhL(Figura 15). 

Los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocen por ELISA a las porinas 

obtenidas por el método de Nikaido (abs 0.427 el anticuerpo monoclonal L6/A11 y abs 

0.327 el anticuerpo L7/F1), este reconocimiento sugiere que los determinantes antigénicos 

1 



que reconocen éstos anticuerpos se encuentran expuestos en la superficie de la bacteria y 

que lo propuesto por Ortiz y cols. es  cierto'''. 

Por otra parte, al realizar el ensayo de FACS, se observa que el anticuerpo 

=nacional 1.6/A11 (región 246-254) desplaza ligeramente la fluorescenica, con lo que se 

infiere que reconoce específicamente a Salmonella typhi y no reconoce a Escherichia col!, 

este reconocimiento específico es debido a que esta región no es compartida con 

Escherichia col!, sino que es específica de Salmonella typhi, por lo tanto, al no ser 

compartida puede tener un papel importante en la respuesta inmune específica a 

Salmonella typhi. 

La unión de los anticuerpos =nacionales a estas tres formas de la ponina pone de 

manifiesto el éxito para inducir anticuerpos con el sistema péptido resina ya que permite 

una buena exposición de la porción unida a la misma y que las regiones L6 y L7 unidas a 

CTB tienen un arreglo comparable con su contraparte en la proteína nativa en términos del 

reconocimiento por anticuerpos. 

En trabajos posteriores se realizará la determinación de los diferentes isotipos, esto 

presenta cierta importancia para la purificación de éstos anticuerpos utilizando proteína A 

(IgG 2a, IgG2b) debido a que la interacción del anticuerpo con ésta proteína no afecta la 

capacidad de reconocimiento hacia el antígeno y para saber si dichos anticuerpos tienen la 

capacidad de fijar complemento; de ser así, el control de la infección puede llevarse a cabo 

por el mecanismo antes descrito, en caso de que no tengan dicha capacidad puede 

proponerse otro mecanismo como la fagocitosis o bien realizar la búsqueda de una clona 



que además de reconocer de manera específica a Salmonella typhi, cumpla con ésta 

propiedad. 

Con todos estos resultados se puede concluir que las regiones 285-303 y la región 

246-254 seleccionadas por algoritmos de predicción son epitopos de la porina Omp C de 

Salmonella typhi capaces de ser reconocidos por anticuerpos y además de observa que a 

pesar de que el péptido 285-303 tiene un tamaño pequeño (19 aa), los anticuerpos 

inducidos por éste son capaces de interaccionar con la proteína en su forma nativa y es 

capaz de inducir una respuesta de anticuerpos. 

En 1992 Cowan y Rosenbusch detallaron la estructura cristalográfica de la porina 

Omp F de Escherichia coli; en nuestro laboratorio, Martín-Orozco (manuscrito en 

preparación) propuso un modelo para la estructura de la porina Omp C de Salmonella 

typhi después de alinear la secuencia de Omp F de Escherichia coli y de Salmonella typhi, 

se efectuó una aproximación de la estructura secundaria de la porina se propuso que la 

región 246-254 se encuentra localizada en el asa L6 y que la región 285-303 se encuentra 

en el asa L7 encontrándose expuestas en la superficie de la membrana y estando de ésta 

manera accesibles al sistema inmune (Figura 4). Con base en estos datos en estudios de 

la porina Omp C mediante el uso de anticuerpos policlonales y ahora con el estudio 

utilizando anticuerpos monoclonales específicos contra esas regiones se comprueba que 

el modelo propuesto es válido y que las regiones predichas como epitopos se encuentran 

expuestas en la superficie de la porina y que de ésta manera son accesibles al 

reconocimiento por anticuerpos. A pesar que la predicción de éstas regiones por 



algoritmos se realizó antes que se conociera en detalle la estructura de la porina la 

aproximación de la estructura mediante el modelo propuesto es acertada. 

El obtener anticuerpos monoclonales específicos contra éstas regiones predichas 

como potencialmente antigénicas, reviste una importancia fundamental en el estudio de la 

K ,4 
	 relación huésped-parásito, ya que en trabajos posteriores se utilizarán éstos anticuerpos 

para efectuar experimentos de protección y para establecer si la administración pasiva de 

estos hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-L6 y anti-L7 inducen un 

estado de protección al reto con la bacteria homóloga y de ser así, se pondrá de 

manifiesto la importancia que tienen las regiones L6 y L7 en la inducción de un estado de 

protección contra la infección por Saimoneila typhi en el modelo murino, donde la 

presencia de anticuerpos específicos contra estas regiones permitiría que los 

componentes del complemento se fijen sobre la superficie de la bacteria y lleven a un 

efecto lítico . 



CONCLUSIONES 

En este trabajo hemos demostrado que es posible predecir epitopos, de una 

proteína de membrana de S. typhir  la cual además puede ser alcanzada por anticuerpos 

inducidos contra esas regiones expuestas. Este tipo de estrategia, se puede usar para 

definir la topología de proteínas transmembranales cuando el análisis cristalográfico 

todavía no se ha podido realizar. 

Las proteínas de fusión PAP-CTB se utilizaron para seleccionar anticuerpos 

monoclonales contra péptidos específicos de regiones expuestas de la porina OmpC de S. 

typhi. Sin embargo, el uso de otras proteínas híbridas con CTB, análogas a las reportadas 

aquí pueden ser útiles para seleccionar anticuerpos monoclonales dirigidos contra 

epitopos de relevancia biológica. Este procedimiento puede resultar particularmente útil 

cuando se producen anticuerpos en contra de secuencias inmunogénicas de virus, 

bacterias o parásitos los cuales son difíciles de obtener o que su manipulación implica un 

riesgo biológico. 
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