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RESUMEN

Existen evidencias que indican que las proteinas de membrana externa se
encuentran expuestas en la superficie de las bacterias gram negativas. y por tanto
estan accesibles a las células del sistema inmune’ por lo que se consideran
antigenos capaces de inducir respuesta inmune protectora. En un modelo de
ratdn se ha demostrado que las proteinas de membrana externa denominadas
porinas son capaces de inducir respuesta inmune especifica conira la infeccién
por Salmonella typhi, sin embargo la obtencion de preparaciones de porinas con
alto grado de pureza lo que resulta imposible debido a |a estrecha relacion que
existe entre estas proteinas y el lipopolisacarido, el cual presenta actividad
biolégica a muy bajas concentraciones y su eliminacién es costosa,

Actualmente una nueva modalidad de particular interés pone de manifiesto
la utilizacién como inmunégeno de ADN que codifica para una proteina espacifica
permitiendo que las células del hospedero produzcan a la proteina mmunogénica
y la presenten mas facilmente al sistema inmune.

En este trabajo se reporta que la inoculacién intramuscular de ADN
plasmidico codificando para la porina OmpC de Salmonella typhi es capaz de
inducir en ratones la produccién de anticuerpos especificos contra esta protelna
después de la inmunizacion con el material genético.

EI ADN plasmidico inoculado fué obtenido mediante extracciones alcalinas
de las construcciones pFM-ompC y pFM-L-ompC resultado de la clonacién del
gene ompC presentando la secuencia del péptido llider y careciendo de ésta en
al vector de expresion eucariote pFM32.1 bajo el promotor de f3-actina.

Considerando que las vacunas utilizadas contra la fiebre tifoidea presentan
efectos colaterales adversos debido a la contaminacién por lipopolisacarido, la
inmunizacion con ADN plasmidico pueda ser ulilizada como modelo para
posteriores analisis que determinen en un futuro la elaboracion de una vacuna
contra Salmonella typhi utilizando la transferencia de genes * in vivo “.



|, INTRODUCCION

La prevencién de enfermedades es uno de los grandes problemas que la
sociedad cientifica ha tenido que afrontar a través de la historia de la humanidad.
Aproximadamente hace 200 ados, Edward Jenner realiz6 los primeros estudios
que marcan el inicio de la inmunologia desarrollando la primera estrategia oe
vacunacion, quedaba sin embargo por esclarecer los mecanismos que operaban
en la proteccién que conferian sus preparaciones, asl como los mecanismos de
patogenicidad generados por los diversos microorganismos para producir
enfermedad. Mucho del conocimiento al respecto se ha obtenido precisamente al
analizar los efectos vacunales de dichas preparaciones, retroalimentando el
planteamiento de nuevas posibilidades para lograr programas de inmunizacién
enriquecidas con las aportaciones de otras ramas del conocimiento biolégico.

Durante la década pasada los adelantos tecnolégicos de la biologla
molecular y estruclural estuvieron enfocados en el analisis detallado del sistema
inmune. Se cuenta con informacién sobre la estructura del receptor para el
antigeno en las células B y datos relevantes sobre la estructura y funcién del
complejo formado por el receptor de células T, asi como de las moléculas
codificadas por los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad { MHC ).
La estructura tridimensional de las moléculas clase | y clase |l del MHC se ha
podido determinar mediante la utilizacion de 1a cristaiografia de rayos X, esludios
que permiten establecer como el receptor de antigeno en la célula T es capaz de
reconocer pequefios péptidos provenientes de proteinas antigénicas extraias
tales como polipéptidos bacterianos o virales, unidos a las molécula de clase | y
Il del MHC en la superficie de la célula presentadora de antigeno. Los nuevos
conocimientos basados en el reconocimiento antigénico por la células Ty de los
mecanismos que generan los péptidos presentados por las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad ( procesamiento de antigeno ) permite
ol desarrollo de nuevas estrategias de manipulacion de la respuesta inmune.

.Una de las areas de la inmunologla que tiene gran impacto hoy en dia esta
encaminada a la creacion de nuevas vacunas empleando los adelantos de |a
ingenierla genética. De tal forma que una nueva modalidad de particular interés
pone de manifiesto la utilizacién como inmundgeno de acido desoxirribonucléico
{ ADN ) que codifica para una proteina especffica. La inoculacién intramuscular de
ADN permite la expresion de la proteina que codifica por periodos de tiempo
considerablemente prolongados lo que induce una respuesta inmune especifica
mientras que el andlisis del estado fisico del ADN plasmidico inoculado indica
hasta el momento que no existe evidencia que respalde su integracion al genoma
de las células musculares del huésped, sugiriendo que puede persistir como un
episoma funcional en las células transfectadas.

i, ANTECEDENTES

Las vacunas son preparaciones inmunogénicas indcuas que al ser
inoculadas a individuos inmunocompetentes inducen una respueste inmune



protectora y se han clasificado en base a los componentes que las constituyen
como:

1.- Vacunas de primera generacién: elaboradas a base de microorganismos
muertos.

2.- Vacunas de segunda generacién: elaboradas con microorganismos
atenuados ( avirulentos ).

3.- Vacunas de tercera generacion: elaboradas con moléculas o
subunidades del agente infeccioso

Los avances cientificos y tecnolégicos han permitido la aparicién de una
nueva generacion de vacunas entre las que se incluyen:

a) "VACUNAS RECOMBINANTES". Basadas en la clonacion de los genes
de microorganismos en veclores que permitan la expresidn de los antigenos
importantes.

b) "VACUNAS CONJUGADAS". Que utilizan la conjugacién quimica de
antigenos relevantes en ia induccién de respuesta inmune { como polisacaridos y
protelnas ).

¢) "WVECTORES O ACARREADORES VIVOS ATENUADOS". Aqusllas que
emplean vectores bacterianos o virales vivos y atenuados, tanto por si solos, o
blen como acarreadores de proteinas de microorganismos patégenos..

f) "VACUNAS DE ADN O DE'CUARTA GENERACION". En donde la
utilizacién de ADN como agente vacunal permite que las células del hospedero
produzcan a la proteina inmunogénica 'y la presenten mas facilmente al sistema
inmune.

2.1, VACUNAS DE CUARTA GENERACION

Las observaciones hechas por J. Wolff y col.’ de que el ADN plasmidico
cadificando el gene de la enzima beta-galaclosidasa bajo un promotor de células
eucariotes podia ser expresado después de la inoculacion intramuscular sin
adyuvante o algin sistema que sirviera como acarreador al ser administrado en
un grupo de ratones y que ia expresién de tal enzima se mantenia por tiempo
indefinido en' dichos animales, iniciaron una gran cantidad de actividades
relacionadas con la transferencia de genes ‘“in vivo". Posteriormente la inoculacién
de material genético dentro de particulas recubiertas de oro® demostré expresion
de la proteina en el tejido e induscion de respuesta inmune especifica al detectar
niveles considerables de antlcuergos dirigidos contra la hormona de crecimiento
humano ( hGH ) en esos animales

En 1993 J. Ulmer'y col.' dieron a conocer que la vacunacién de ADN con
el gene codificando a la nucleoprotelina ( NP ) del virus de la influenza era capaz
de inducir respuesta inmune especlfica tanto humoral como celular y brindar
niveles de proteccién del 90% en un modelo de raton. Estos estudios inicidron la
era de la inmunizacion con &cido desoxirribonucléico, ya que su eficacia se ha



demostrado  en diversos modelos que emplean material genético codificando
proteinas virales, bacterianas o de parasitos indicando el gran potencial que
aporia esta tecnologla para el desarrollo de vacunas animales y de uso humano.
En el siguiente cuadro se presentan algunas de las vacunas experimentales
desarrolladas a la fecha a base de ADN palsmidico:

RESPUESTA INMUNE _
ANTIGENO Células B Células T * PROTECCION

Nucleoprotelna
del Virus de la
Influenza )
(NP) . Si Si 90%

Hemaglutinina
del Virus de la
Influenza
(HA) - Si 76.9%

Anligeno de su-
perficle del Virus
de ja Hepatitis B
(HBsAg) - Si - si

Projeina circuns-,
porozoitica de
Plasmudium
falclparum si sl 83%

Proteina
de superficie de
Lelshmania major ‘
(gpB3) - sl si

Proteina lermg
estable de
Mycobacterivm

leprae
{hspes) . sl sl

Proteina
de superficle del
Virus de ia thmung
deficiencia Humana
(gp160) Si si 85%

Tabla 1. Vacunas de ADN. Wolff, J. A; et.a.| 1994'1417184



Dentro de las ventajas que ofrecen este tipo de vacunas encontramos las
siguientes:

1.- Expresion del antigeno en su estado nativo. mejorando en ello su
procesamiento y presentacion al sistema inmune

2.- Facilidad para elaborar vacunas combinadas

3.- Posibilidad para reducir el nimero de  dosis inmunizantes por la prolongada
exposicion del antigeno

4.- Facilidad de produccion a nivel industrial

Ei empleo de material genético constituye un método nuevo e inusual para
inducir una respuesta inmune especifica. E| ADN es capaz de introducirse en el
tejido del huésped mediante inoculacidn directa por via . intramuscular en el
cuadriceps de ratones; la proteina codificada y los elementos que regulan su
expresién son factores determinantes para que el numero de células
transfectadas y Jla cantidad de proteina producida sea suficiente para inducir
respuesta inmunoldgica. Sin embargo, existen muchas incégnitas por resolver;
aun no se conoce el mecanismo por medio del cual ei ADN es internalizado por la
célula permitiendo la expresién del producto del gene y cudles podrian ser los
efectos colaterales adversos por la inmunizacién, asi como determinar si la
prolongada expresién del antigeno pudlese llegar a generar tolerancua
inmunolégica periférica.



ll. PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA ( PME )
3.1. GENERALIDADES

Las proteinas de membrana externa de las bacterias gram negativas son
moléculas de superficie involucradas en la patogénesis de enfermedades
bacterianas y le confieren a éstas la capacidad de ser resistentes a la fagocitosis
y a la actividad del complemento, han cobrado gran importancia en la induccidn
de inmunidad especifica. durante la infeccién por dichas bacterias y su estudio
esta encaminado en tratar de establecer el papel que desempefian durante la
relacién huésped-parasito mediante el desarrollo de técnicas que permiten
separar para su estudio la membrana externa de {a membrana citoplasmaética.

Miura y Mizushima describieron por primera vez el alslamiento de la
membrana externa de Escherichia coli utilizando esferoblastos preparadas con
lizosima y EDTA, lisando a la bacteria por chogue osmético y postenormente
separando la membrana citoplasmética mediante un gradiente de sacarosa™

Schnaitman describe una metodologia que evita la utlllzamén de
esferoblastos, el empleo de una prensa francesa para destruir [a. bacteria hace
posible que ia membrana sea solubilizada en un detergente no idnico y poder
identificar las PME mediante corrimiento electroforético. Fué asi como se reporté
que la bacteria E. coli contenia una proteina principal que constitula el 70% de las
proteinas totales de la membrana, posteriormente otros estudios permitieron
establecer que no se trataba de una sola proteina sino de cuatro proteinas; sin
embargo el nimero de PME presentes varia de acuerdo a la informacion genética
de las b’a'ctenas y su expresién puede verse afectada por las condiciones de
cultivo®

3.2. CLASIFICACION

Las proteinas de membrana externa que mas se han estudiado son las de
Salmonella tiphymurium 'y Escherichia coli, Di Rlenzo Nakamura e Inouye
clasificaron a estas en proteinas principales y menores™ . Las principales pueden
estar expresadas con mas de 100 mil copias por célula y se han descrito
alrededor de 10, sin embargo sélo 5 de ellas se expresan, Dentro de las proteinas
principales encontramos las siguientes:

l.- Proteina modificable por el calor ( OmpA ), involucrada en procesos de
conjugacidn y se ha establecido su pape! como receptor de fagos y colicinas.

Il.- Lipoprateina de Braun, la cual se encuentra unida covalentemente a la
peptidoglicana y tiene coma funcién principal mantener la integridad funcional y
estructural de la membrana.

lil.-Proteinas matrices o porinas, dichas proteinas reciben este nombre por
su propiedad de formar canales o poros de difusién a través de la membrana
permitiendo el paso de pequerios solutos ( 400 a 600 Da ) al interior de la bacteria
y sirven como receptores para fagos y colicinas. Se encuentran asociadas



estrechamente a la peptidoglicana y al lipopalisacdrido ( LPS ) de forma no
covalente ( Figura 1).

3.3. CARACTERISTICAS FUNCIONALES Y ESTRUCTURALES DE LAS
PORINAS

La estructura monomérica de la porina es un polipéptido de 336 residuos
en promedio, estos mendmeros se ensamblan en el espacio peripldsmico de la
bacteria para incorporarse posteriormente a la membrana externa donde se
encuentran como homotrimeros en cantidades elevadas (10° copias por célula), el
peso molecular de las unidades monoméricas va de 36 a 42 Kda.

Las porinas presentes en la membrana externa de las bacterias gram
negativas o en un estado isotrdpico (después de la solubilizacién con detergente)
presentan una estabilidad inusual que es explicada por sus caracteristicas
estructurales.

En 1980 Rosenbuush y col. repartaron la estructura cristalografica de la
porina porina OmpF de E. coli, el andlisis por difraccién de rayos X mostré que el
esqueleto de |a porina estd formado por 16 regiones de hojas beta plegadas
antiparalelas de 40A que alraviezan la membrana unidas entre si en ‘sus
extremos por 7 asas cortas ( 2-5 aminodcidos ) orientadas hacia el espacio
periplasmico y 8 asas largas ( 5-44 aminoacidos ) expuestas al medio extracelular
con alfa hélices intercaladas formando una estructura cilindrica al cerrarse la
estructura beta de manera pseudociclica mediante un enlace idnico entre el
extremo carboxilo de la hoja beta-16 y el extremo amino de la hoja beta-1; el
segmento transversal es de 10-12 aminodcidos y contiene aminodcidos polares
orientados de forma perpendicular al plano de la membrana ( Figura 2 ). Una
parte inferior del poro o canal ( poro de difusion hidrofflico con un didmetro
promedio de 1.5-2.0 nm ) se encuentra revestido por aminodcidos cargados, el
nimero y posicion de estas cargas determina la selectividad idnica de los
canales; ademas, la entrada al poro estd restringida por las asas largas y
disparejas que se extienden hacia el centro generando un diametro de 11 a 19 A,
la salida del poro al espacio periplésmico ' tiene dimensiones de 15 x 22 Ay esta
definida por las vueltas beta.

A la fecha las porinas conocidas son OmpC, OmpF y PhoE de Escherichia
coli y OmpC, OmpF y OmpD de Salmonella tiphymurium , compuestas de
subunidades de 3800040000 Da, son semejantes entre si y sdlo difieren en
alguna secuencia de amninodcidos, en su selectividad y afinidad por grupos
iénicos a excepcién de PhoE llamada también fosfoporina quien tiene predileccion
por los fosfatos. Diversas porinas pueden ser expresadas en la misma bacteria
presentando una gran homologia entre sus secuencias de aminoécados ( mds del

60% ) considerando sus estructuras muy similares entre si.

La sintesis de porinas es regulada de diversas maneras, en E. coli por
ejemplo la elevada osmolaridad ocasiona que una proteina- de membrana
citoplasmatica denominada EnvZ fosforile a una proteina reguladora citosélica



denominada OmpR quien a su vez reprime Ia expresion de OmpF e incrementa la
expresion de OmpC. La expresidn de los canaies sobre la superficie de la
membrana externa es regulada en respuesta a condiciones especificas del medio
ambiente tales como ia temperatura, osmolaridad, pH, composicién del medio de
cultivo, niveles de sales y fosfatos, asi como la diferencia de potencial electrico;
en un medio de cultivo comun ( condiciones normales de C y N ) sdio OmpF,
OmpCy OmpD se producen, PhoE también llamada fosfoporina se expresa sblo
en condiciones de escases de fosfatos y OmpC es sobre expresada en
condiciones elevadas de sales, |a expresion de OmpF se reprime por la
temperatura y osmolaridad elevados.

La estructura tridimensional de las porinas permite explicar muchas de sus
propledades funcionales, por ejemplo: PhoE muestra mayor afinidad por aniones,
mientras que OmpC y OmpF tienden a preferir los cationes. Las porinas OmpC y
OmpD son proteinas funcionalmente semejantes, el didmetro de sus poros varla
de 1.1 a 1.3 nm y se piensa que estas dos protelnas, asi como la porina PhoE
evolucionaron de una proteina ancestral comun ya que las secuencias protéicas
contienen un 63% de homologla en cuanto a identidad de aminodcidos y un 80%
de identidad funcional.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS
1) E.coli  2) S. typhimurium

PORINAS PESO DIAMETRO REGULACION RECEPTOR A
MOLECULAR ~ APROXIMADO DELA FAGOS Y
(Kda) {nm) SINTESIS COLICINAS
OmpF 1) 327 1)1.2 Reprimida por 1) Tuls, 72,
2)39.3 1.2 alts TP1, TP2,
osmolaridad TPS, ColA
2) No
determinada
ompc 1) 36.0 9)149 Desreprimida 1) Tul b, Mel,
2) 3.3 212 por aita PA2, 434,
osmolaridad 881, TP2,
TPS, TPS
2) PHA2, PH108
PH221
OmpD 1) No tiene 1) No tiena Dependiente 1) No tiene
2) 380 2) 13 de AMPc 2) PH3Y, PHE2,
PHS1
PhoE . 1) 36.8 1.2 Desreprimida 1) TC23, TC45
2) 3.0 1.2 . porescaser 2) No
de fosfatos {dentificado

Tabla 2. Proteinas de membrana externa de bacterias gram negativas. Di Rienzo,
J; Nakamura, K. 19783



3.4. PORINA DE Sa/monelia typhi

La porina OmpC de Salmonella typhi presenta 378 aminodcidos en su
forma inmadura y 357 aminoacidos como proteina madura. Tiene un 83% de
homologia con la OmpC de Escherichia coli y un 85% con la de Salmonella
typhimurium, mientras que presenta un 80% con la OmpF de E. coli, permitiendo
deducir que las estructuras conformacionales son muy semejantes; andlisis de
prediccion de estructura secundaria indican la semejanza entre la OmpC y la
OmpF de E. coli.. Por tanto cabe suponer que OmpC cuenta con 16 hojas beta
plegadas de las cuales 8 se encuentran arientadas al espacio periplésmicoy 8 al
medio extracelular ( Figura 3 ).

Los datos anteriores se apoyan en la demostracién de que las regiones
correspondientes a las asas 7 y 8 se encuentran expuestas sabre |a superficie de
la bacteria por ser accesibles a anticuerpos contra esas regiones" . La actividad
funcional de la porina OmpC de Salmonella typhi no ha sido estudiada en detalle
por lo que no se conoce la selectividad del poro, pero dada la semejanza con la
OmpC de Escherichia coli como a la de Salmoneila typhimurium se considera que
también presenta selectividad por solutos neutros y cationes, tampoco se conoce
cuales son los fagos y colicinas que se unen a ella.

3.5. PARTICIPACION DE LA PORINA OmpC DE Sa/monelia typhi EN LA
INDUCCION DE RESPUESTA IMUNE

Existen evidencias que indican que las proteinas de membrana externa se
encuentran expuestas en la superficie de las bacterias gram negativas, y por lo
tanto estan accesibles a las células del sistema inmune considerandoseles como
antigenos capaces de inducir una respuesta inmune protectora. Los estudios
sobre estas proteinas se han enfocado en tratar de establecer el papel que
desemperian en la induccion de inmunidad especifica, en los que se demostré
que la inmunizacién con PME de Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenza, Shigella flexnen, Pseudomana aeruginosa y Salmonella
typhimurium inducen un estado de proteccién contra la infeccion causada por
estas bacterias en un modelo de raton.

En 1988 se demostré la importancia de las PME de S. typhi en la induccién
de inmunidad protectora contra el reto de la bacteria viva al inmunizar ratones con
una suspension de 30ug de PME conteniendo 4% de LPS** como contaminante
y conferir proteccion del 100% al reto con 500DLsy de dos cepas de Salmonella
typhi ( 9,12,Vi.d cepa aislada de un paciente con fiebre tifoidea y Ty2 cepa
vacunal ) y una proteccion del 30% al reto con 500DLs, de S. typhimurium; la
proteccion cruzada generada por ambas bacterias sugiere que los determinantes
antigénicos que reconocen estos anticuerpos se comparten en ambas bacterias.



La administracion de un suera de conejo anti-PME de S. typhi 9,12,Vi:d
induce un estado de proteccidon pasiva al reto con 100DLs, de la bacteria
homdloga y una proteccion de! 80% al reta con 8. typhimunium en el modelo de
raton; al realizar ensayos de proteccién activa utilizando 1.2ug de LPS como
antigeno el resultado fué una proteccion del 40% al reto can 100DLs de S.typhi
9,12,Viid y S. typhimurium, indicanda que los antigenas responsables de inducir
proteccién son las PME y no el LPS.

Una preparacion altamente purificada de das porinas fué capaz de inducir
el 100% en ratones con 20 DLs; de S. typhi, mientras que dosis de porinas de 10
o0 30ug indujeran S0% de prateccién al reto can 500DLs; de la bacteria homéloga
y solamente 30% de prateccion al reto con la cepa heterdloga cuando se
inmunizan con la misma dosis de porinas. Se identificd a la porina OmpC como
una de las dos parinas utilizadas coma agente vacunal y su produccién como
proteina recombinante ha permitido analizar su papel en la induccién de
inmunidad protectora®.

En pacientes con fiebre tifoidea las anticuerpos que se generan en la etapa
aguda de la enfermedad son de tipo IigM mientras que anticuerpos de tipa IgG
estan presentes en la etapa de convalescencia, los primeros anticuerpas
reconocen a una prateina con un pesa molecular aproximado de 28kda y los
segundos a proteinas con pesas maleculares de 38 a 41 Kda carrespandientes a
las parinas, lo que demuestra que la respuesta inmune humaral esta dirigida
contra las parinas y que tiene un papel fundamental en el cantral de la infeccién
mediada por complemento, ya que los anticuerpos anti-parinas reconacen
determinantes antigénicos en la superficie de la membrana externa activando a 3
de las proteinas fundamentales para iniciar la cascada enzimatica y la generacion
de complejos peptidicos de gran actividad con la subsecuente formacidn del
complejo C5-C9 denominada Camplejo de Ataque a la Membrana ( MAC ), el cual
puede insertarse en la membrana y ejercer su efecta litico sobra la bacteria.

La participacion de la respuesta inmune celular en el control de la infeccidn
por S. typhi se ha demostrado par ensayos de praliferacion celular indicando que
las porinas aisladas de esta barteria inducen proliferacion de linfacitas T-en un
modela murina®.

La busqueda de los deierminantes antigénicos de OmpC de Sa/monella
typhi que permiten llevar a cabo la generacion de respuesta inmune, ha sido
posible considerando la semejanza estructural y confarmacional que presenta la
OmpC de E.coli y la de S. typhi . El andlisis de la secuencia de la OmpC de
Escherichia coli permitid identificar a las regiones 246-254 y 285-303 de la
porina OmpC de Salmonella typhi, coma epitopos capaces de inducir una
respuesta de anticuerpos al ser capaces de reconacer dsterminantes antigénicos
presentes en la bacteria completa; dichas secuencias carresponden a los loaps 6
y 7 , regiones que se hayan expuestas en la superficie haciéndolas mas
accasibles al reconocimienta par anticuerpas.



Flgur; 1. Estructura tridimensional de las porinas
Modelo propuesto por JAP para la porina PhoE ( 1989 ). Cristalografia electrénica
con una resolucién de 18 armstrongs®



Figura 2. Estructura cristalografica del monémero de |a porina OmpF de
Escherichia coli®



}]

Figura 3. Estructura secundaria propuesta para la porina OmpC de Salmoné//a
typhi 9, 12, Vi: d, a partir de una comparacion con 10s resultados de Cowan*'*?
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente no se cuenta con una vacuna confiable y efectiva contra la
fiebre tifoidea, las vacunas elaboradas con bacterias muertas causan reacciones
colaterales debido a la endotoxina; la elaborada con una cepa atenuada asl como.
la obtenida a partir de antigeno Vi inducen inmunidad parcial y de corta duracion.

En un modelo de ratén se ha demostrado que las proteinas de membrana
externa ( PME ) denominadas porinas son capaces de inducir respuesta
protectora contra el reto con la bacteria viva, La respuesta inmune humoral y .
celular juega un papel importante en dicha proteccion, sin embargo el principal
inconveniente en las preparaciones de porinas obtenidoas por los métodos
bioquimicos convencionales se dehe a que siempre contienen como contamiente
al lipopoliosacérido ( LPS ), ademas de que su manipulacién se ve afectada por
ser proteinas altamente hidrofébicas, s por esto que la inaculacién de ADN
plasmidico representa una alternativa para eliminar los proplemas que se
presentan en la generacién de una vacuna contra Salmonella typhi . -
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V. HIPOTESIS

La inmunizacién con el ADN plasmidico con el gene que codifica para la
porina OmpC de Salmonella typhi es capaz degenera respuesta inmune
especifica contra esta proteina '



Vi. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

- Determinar el tipo de respuesta inmune especifica generada por la porina
OmpC de Salmonella typhi después de la inmunizacién con ADN plasmidico
conteniendo el gene que codifica para dicha proteina

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Amplificar el gene de OmpC de Salmonellatyphi y clonarlo con su
secuencia lider y careciendo de ésta, en el correspondiente vector de expresion
eucariote pFM92.1

- Expander las construcciones de ADN plasmidico y purificarlas - por -
gradiente de cloruro de cesio ( CsCl ) ‘

- Realizar esquema de inmunizacién y evaluar la generacion de
anticuerpos anti-OmpC mediante el ensayo inmunoenzimatico ( ELISA)
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Vii. DISENO EXPERIMENTAL

! Amplificacion del gene ompC de S. typhi 1
{

Construccion de vectores plasmidicos;
pFM-L-ompC, pFM-ompC

4
| Extraccion del ADN del vector blanco pFM92.1 y de las construcciones |
Vo '
Purificacion del ADN plasmldico por gradiente de densidad en cloruro de cesioy
cuantificacion
y
i Obtenclén de susro preinmune |
T .
Administrar 5 dias antes 100 ug de sol. al 0.5% de hidrocloruro de bupivacaina -
1% de metil parabeno en el mismo sitio de inmunizacién
4
inmunizar por via i.m. cada 2 semanas con 100 ug de cada una de las
construccionas y el vector blanco, en el cuadriceps del ratdn hasta un total de 400
ug de ADN
{
B Tomar muestra de sangre antes de cada inmunizacion |
4

I Determinacion de anticuerpos mediante Ia técnica de ELISA |
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Vill. MATERIALES Y METODOS .

8.1. Cepas bacterianas

a) Escherichia coli DH10B { Gibco, BRL )
b) Escherichia coli DHS5a FIQ

8.2. Pldsmidos

a) pHpactinPr1-Noe-XB ( pFM92.1 ) Donado por el Dr. Frank Momburg, Instituto
de Inmunologia y Genética del Centro Aleman de Investigacidn en Oncologla,
Alemania.

B) pJRD184. Donado por el Center for Vaccine Davelopment, Baltimore USA.

8,3. Animales de experimentacion

Ratones Balb/c. Donados por el Instituto Nacional de Diagnastico y Referencia
Epldemiolégicos ( INDRE )

8.4. Ampliticacion del gene ompC

El gene ompC se amplificd del plasmido pST13" por la reaccion en cadena
de la polimerasa ( PCR ). Dos genes sintéticos fueron obtenidos mediante PCR
utilizando la secuencia reportada para el gene®, uno incluye la secuencia del
péptido lider y el otro carece de ésta. Los tres oligos disefiados fueron el primer
F73, incluye un sitio de restriccion EcoRl, un sitio de unién a ribosoma (RSB),
coddn de nicio  (Cl) y la secuencia llder  de OmpC
{CCOUaGATTEASGAGTAATTAMATBAMGTTAMGTACTaTCE) ; @l primer F72 incluye un sitio de
restncclén Hindlll, RBS, IC y la secuencia amino termmal de OmpC madura

MI" G TCGAAMRRRARAMRA

El prlmer F74 (mmmnmmmmormmmccm, que incluye un sitio de
restriccion BamH| y un codén de terminacion fué el iniciador reverso.
La presencia de los productos de reaccion fué evaluada mediante electroforésis
horizontal ( Horizon 5-8, BRL ) en gel de agarosa ( Gibco, BRL ) al 1% en buffer
TAE ( 40 mM de Trisbase en accido acético glacial, 1mM EDTA pH=8 ), el
corrimiento se realizo a 77 volts durante 45 minutos,

8.5. Construccion de vectores plasmidicos
La clonacion de los genes se llevd a cabo de manera independiente en los

sitios de restriccion correspondientes al plasmido parental pFM92.1 bajo el
promotor de beta-actina.
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8.5.1. Clonacién del gene ompC sin secuencia lider en el pasmido pFM92.1

El plasmido pFM92.1 y el gene OmpC sin lider producto de la amplificacion
por PCR se trataron con las enzimas de restriccion Hind Ill y BamH! durante 2
hrs. a 37°C. Los productos de la digestion se corrieron en un gel de agarosa
visualizdndose Jas bandas de interés al ser colocado el gel sobre un
transiluminador de luz ultravioleta, los fragmentos fueron cortau.3 para su
purificacion mediante una técnica que separa el ADN plasmldico de interés de la
agarosa ( Gene-clean ) y la posterior unidn vector- inserto ( Ligacién ). Para
transformar la cepa de Eschericia coli DH10B se utilizaron 5 pl de la mezcla de
ligacién mediante una técnica que emplea Cloruro de Calcio 100 mM; las
bacterias transformadas se cultivaron en cajas ‘con agar Luria suplementado con
50 pg/ml de ampicilina y las que resultaron resistentes al antibidtico se crecieron
de forma individual en 3 m! de caldo Luria con 50 pg/ml de ampicilina 8 hrs/ 37°C,
para la posterior exraccién de ADN plasmidico en pequefa escala ( Mini-prep ).
Asi, el ADN obtenido por este tratamiento se someti6 a digestién con las enzimas
de restriccion Hind Il y BamH! para verificar en un gel de agarosa la presencia
del gene OmpC sin lider en el vector de expresion eucariote pFM92.1.

8.5.2. Clonacién del gene de ompC con secuencia lider en el plésmido
pJRD184 :

El gene ompC obtenido por PCR se sometid a digestion con la enzima
BamHI, los productos de reaccion fueron separados por medio de electroforésis
en gel de agarosa. El gene ompC 'se purificd por gene-clean, mientras que el
PJRD184 fué digerido con las enzimas Eco RV y BamHI, los productos de
reaccion fueron tratados de la misma forma que el gene de ompC para poder ser
ligados y transformados en E.coli DH5a FIQ. Las bacterias transformadas fueron
seleccionadas en medio Luria con 50 ug/ml. de ampicilina y la bisqueda del
plédsmido construido se realizd por la técnica mini-prep de las colonias
seleccionadas. La identificacion del pidsmido se hizo utilizando las enzimas de
restriccion Hind Ill, BamHI y Eco Rl y una vez crecidas las colonias en 500 mi de
caldo Luria con ampicilina se extrajo el ADN plasmidico en gran escala mediante
de la técnica midi-prep.

8.6.3. Clonacion del gene de ompC con secuencla lider en el plésmido
pFM92.1

El ADN plasmidico de la extraccion del plasmido pIQCLM2, fué digerido
con las enzimas Hind |l y BamHl. De esta mezcla de ligacién se separd el
producto de 1.3 Kb mediante electroforésis en gel de agarosa purificandose el
fragmento por gene-clean. Por otro lado se digirié el plasmido pFM92.1 con Hind
Il y Bam HI separandose asi un producto de 10 Kb que también se purifico para
realizar la ligacion y transformar asi la cepa E. coli DH10B . Las colonias
transformadas se seleccionaron en agar Luria con ampicilina y la blisqueda del
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gene se realizd por mini-prep. Las colonias que contenfan el vector construido
fueron seleccionadas para extraer el plasmido en grandes cantidades mediante la
extraccion a gran escala ( midi-prep ).

8.6. Puriticacién de ADN plasmidico por ell método de Gene-clean

Las bandas correspondientes a los productos de |a digestién furon cortados
de los geles de agarosa y depositados en tubos eppendorf, a los que se
adicionaron 800 yl de Nal ( yoduro de sodio) 6M. para incubarse § min./55°C. Una
vez disuelta la agarosa fueron adicionados 5 ! de perlas de vidrio, la mezcla se
incubd en hielo § min.( agitando el tubo frecuentemente ); una centrifugacién a
13,000 rpm fué necesaria para sedimentar ias perlas y eliminar el sobrenadante
por decantacion, lavando las perlas tres veces con una solucién amortiguadora
que contiene ( 50% de una solucién de Tris 20 mM, pH=7.4; 1 mM EDTA. 0.1 M
NaCl y 50% de etanal ) ;cuando los lavados se realizaron las perlas nuevamente
se incubaron con 20 1l de agua destilada a 56°C seguidos de centrifugacion a
13,000 rpm/10 min., operacidn que se efectué nuevamente-y que fué suficiente
para separar el ADN plasmidico de las perlas y verificarlo en un gel de agarosa.

8.7. Ligacién de ADN plasmlidico

En un tubo eppendorf se mezclaron el pldsmido parental y el inserto en una
proporcion 1:3 con 1U de T4 DNA ligasa ( Gibco ) y 2 ! del amortiguador de la
enzima ( 5x ) ajustando con un-volimen final de 20 pl. La mezcla se coloco a una
temperatura de 15°C toda la noche.

8.8. Transformaci6n de bacterias

200 ml de una suspension bacteriana de cultivo de Escherichia coli DH10B
en medio Luria fué cultivada hasta que la densidad optica ( DO ) del medio
alcanzo un valor de 0.6 medida a 600 nm. Las bacterias se centrifugaron 8 min. a
5,000 rpm, el sedimento se resuspendid en una mezcla fria de CaCi; 100 mM,
glucosa 50 mM y Tris-HCI 10 mM, pH=7.5. La pastilla bacteriana resultante fué
resuspendida en 5 m! de CaCl, 100mM y 10% de glicerol a 0°C, se hicieron
alicuotas de 100 pl almacenandose a -70°C. .

A una alicuota de 100 pl le fué adicionado un volimen de 5 pl de la mezcla
de ligacion manteniendose en hielo por espacio de 30 min., al término de! cual se
sometié a choque térmico 60 segundos a 42°C, y con posterior incubacién en
hielo 5 minutos. Las bacterias se centrifugaron 5 segundos a 13,000 rpm vy el
sedimento fué resuspendido en 1 m! de medio SOC ( 250 mM de Kcl, 100 mM de
MgCl; , triptona 2 gr, extracto de levadura 5gr y glucosa 20 mM, pH=7.0 ) e
incubdndose 1 hr a 37°C. Por dltimo, 100 ! de la suspension fueron utilizados
para para sembrar una caja con agar Luria suplementado con 50 pg/ml de
ampicilina.
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8.9. Identificacion de colonias transformadas

Las colonias fueron seleccionadas por su crecimiento en medio Luria
suplementado con ampicilina. Las colonias resistentes fueron cultivadas en 3 mi
de medio Luria, se cosecharon y lavaron una vez con PBS-Tween; posteriormente
se realizd una minipreparacion para extraccion de ADN plasmidico.

8.10. Obtencién de ADN plasmidico en pequefia escals por la técnica Mini-
prep

A la pastilia bacteriana se adiclonéron 200 ul de TELT ( Tritén X-100 0.4%,
EDTA 62.5 mM, LiCl 25 My Tris-HCI 50 mM, pH=8.0 ) y 20 i de lizosima ( 10
mg/mi ) disueita en TELT; la mezcla se agitd vigorosamente en un vortex y fué
sometido a ebullicion durante 10 segundos, seguido de incubacién en hielo por §
min. y centrifugacién po 8 min.a 14,000 rpm. El sobrenadante de lisis se transfirid
a un tubo nuevo y se precipitd el ADN plasmidico con 100 i de isopropanol frio;
las muestras se centrifugaron § min. y el precipitado se lav6 con etanol al 70%
unavez,

8.11. Expansion y oblenclén de ADN plasmidico en grandes cantidades
mediante Midi-prep

Se inocularon 5 mi de una suspension bacteriana de cultivo en 500 ml de
medio Luria suplementado con 50 pug/mi de ampicilina y se crecleron por espacio
de 8B hrs / 37°C, a 200 rpm. La cosecha se realizd centrifugando 10 minutos a
5000 rpm, y |a pastifta fué sometida a 2 lavados con SSI. Ef sedimento bacteriano
9@ resuspendio en 1.5 m! de glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 7.6, EDTA 10
mM, después se adicionaron 6 mi de una solucidon de 10 mg / mi de lizosima
disuelta en solucién TE ( Tris:HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1mM pH 8 ) y 15 ml de
una solucion de SDS al 1% y NaOH 0.2 M, mezclando y dejando incubar 10
minutos en hielo; af finalizar fa incubacidn se adicionaron 11.25 mt de una
solucion IM de acetato de potasio/SM de acido acético, seguida de incubacion en
hielo por 10 min. La mezcla de reaccion fué centrifugada 10 minutos a 5000 rpm,
el sobrenadante se filtré a través de gasa estéril y se adicionaron 15 mi de
isopropanol manteniendola en hielo durante 5 minutos. La suspension
nuevamente centrifugada 5 minutos a 5000 rpm se decantd y el precipitado
obtenido se resuspendid en 2 ml de TE y 2 ml de LiCl, seguido de una
incubacion en hielo por 30 min. y la posterior centrifugacién 10 min / 1000 rpm. €l
sobrenadante obtenido en el paso anterior se transfirié a un tubo limpio af que se
le adiciond 2.5 volumenes de etanol absoluto, se incubd por espacio de 1 hr/ -
20°C y centrifugandose 10 min. a 5000 rpm. Al sedimento resuspendido en 500 ul
de agua inyectable le fué adicionado 100 ul de una solucion de 10 ug / mi de
RNAsa (SIGMA ) seguida de una incubacitn a 37°C / 1 hr, y la posterior adicion
de 600 j\f de una solucidn de cloroformo-alcohot isoamilico ( 24:1 ), mezcidndose
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vigorosamente y centrifugando durante 2 minutos a 13,000 rpm. una vez separada
la fase acuosa se sometié dos veces mas al mismo tratamiento y se mezclé con
una solucién de acetato de sodio 3M pH 7.0  ( en una relacidon 1 / 10 ),
distribuyendose en tres tubos eppendorf a los que fué adicionado etanol
absoluto. Las muestras colocadas a -70°C toda la noche se centrifugaron a
13,000 rpm / 15 min. a 4°C; el sedimento se lavd con 750 ul de etanol al 70%,
concentrandose durante 5 min. en una centrifuga con vacié ( HETO ). EI ADN de
cada tubo fué resuspendido en 200 pi de agua inyectable y se cuantificé midiendo
su absorbancia a 260 nm. :

8.12. Purificacién de ADN plasmidico por gradiente de densidad en Cloruro
de Ceslo ‘

Una vez obtenida la pastilla de ADN plasmidico se resuspendié en buffer
TE y a la solucidn fué adicionado cloruro de cesio a una concentracion de 1gr por

mililitro de solucion de ADN, y 1.8 ml de bromuro de etidio ( 10mg/ml ); ia mezcla.

se centrifugd durante 5 minutos a 15000 rpm con el fin de eliminar el remanente
de protelna. Posteriormente la solucion se transfirid a tubos de ultracentrifuga de
5ml, la banda de ADN piasmidico se obtuvo por centrifugacion a 45000 rpm

durante 16 hrs a 20°C. La recuperacion de la banda correspondiente al ADN

plasmidico se realizé con la ayuda de una jeringa de 3 ml, y eliminacién del
bromuro de etidio por repetidas extracciones con volimenes iguales de alcohol
isoamilico hasta que se obtuvo una solucion transparente que posteriormente fué
dializada contra Tris pH=7 4.

8.13. Purificacion y caracterizacion de la porina OmpC recombinante

Las porinas son obtenidas por al método descrito previamente. Después de
obtener la membrana celular, las porinas se solubilizan en Tris-HCI 50 mM, pH7.7
conteniendo 20% de SDS, EDTA 5mM, NaCl 0.4M .y 0.05% de B -mercaptoetanol,
por espacio de 2 hrs a 37°C; la purificacion se realiza por cromatografia de
exclusidn molecular en una columna de Sephacryl S-200. La fraccion que
contiene a las porinas se dializé contra Tris-HCl 0.5mM, pH7.4 y se precipité con
acetona. o

La cancentracién de proteinas se mide por el método derscrito por Lowry ;
mientras que la electroforésis en geles de poliacriilamida (SDS-PAGE ) se lieva a
cabo en condiciones reductoras empleando un sistema de amortiguadores
discontinuos en una unidad vertical ( LKB Instruments ) como describe Laemii.

8.14, Esquema de Inmunizacion
Grupos de tres ratones Balb/c hembras de 4-6 semanas se inmunizaron

cuatro veces con las construcciones de ADN plasmidico ( pFM-L-ompC y pFM-
ompC ) y el vector pFM92.1, en el cuadriceps de los animales a intervalos de dos
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semanas con 100 ug de ADN plasmidico. Los grupos control se trabajaron bajo el
mismo esquema administrandoseles OmpCr y solucidn salina isotdnica

* Cinco dias antes de la primera inmunizacion una mezcla de 100 pl
hidrocloruro de bupivacaina al 5% y metil parabeno al 1% fué inyectada en el
mismo sitio de la inmunizacion

** Los ratones inmunizados con ADN plasmidico fueron inoculados con una
dosis de 400 ug totales

8.15. Determinacién de anticuerpos mediante ensayo inmunoenzimético en
fase sélida (ELISA)

Los anticuerpos anti-OmpC se determinaron mediante la técnica de ELISA. .

Las placas de microtitulacion ( NUNC ) se recubrieron con 100 pg/pozo de una
solucién de OmpCr (10 ug/ml ) en buffer de carbonatos pH 9.6 por 1hr/37°C y toda
la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween al
0.1% vy la placa fué bloqueada con leche al 5% en PBS durante 2 hrs a 37°C. Los
sueros problemas y el control se colocaron en la placa en diluciones de 1:20 a
1:2560 y 1:100 respectivamente en leche al 5% - PBS vy se incubaron
2hrs/37°C. La placa nuevamente se tratd con solucion de lavado y fué puesta en
incubacién con una dilucion de 1:1000 de suero polivalente anti-ratén conjugado
con peroxidasa - por 1hr/37°C. El exceso de conjugado se removié mediante
lavados con la solucién ya mencionada. para la posterior adicién del sustrato de
la.peroxidasa ( orto - fenilendiamina ) a cada pozo de la placa dereaccién. La
reaccion que se llevé a cabo entre la enzima y el sustrato se pard después de 10
minutos con &cido sulfurico 2N. La determinacion de la densidad dptica a 430 nm
se realizé en un lector semiautomético de ELISA Biomek 1000 ( Beckman Inst )
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IX, RESULTADOS

9.1. Ampiificacion del gene ompC

A partir de E. coli pST13 se amplifico el gene estructural de la porina OmpC
de S. typhi mediante PCR utilizando oligos disefados en base a la secuencia del
gene.

a) ompC de S. typhi -

ala dBl KRS At Feoky omp. ( EeaRE . Stap - RamH cole

CIOCCOE —[(1C0]

b) L-ompC de S. typhi

e beerd WEN AL T whepo ekt Mo Ban HIL auly

L Je | | I

Figura 4. La amplificacion del gene que codifica para la proteina Ompc de S.
typhl generé dos genes sintéticos. Ambos contienen sitios de reconocimiento
de enzimas de restriccion en sus extremos, asi como sitios propios de unién a
ribosomas, codones de inicio y terminacion. (3) Representa el gene de ompC
carente de secuencia lider. (b) Corresponde al gene L-ompC que incluye a la
secuencia del péptido lider '
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9.2, Verificacion de la existencia de los genes ompC y L-ompC por
electroforesis en gel de agarosa
La presencia de los productos de reaccién fué evaluada mediante

electroforésis horizontal en ge! de agarosa, el corrimiento se realizé a 77 volts
durante 45 minutos.

Figura 5. Genes sintéticos ompC y L-ompC productos de PCR. Al reaccionar
100 ng de ADN templete de pST13 con 48 pg de cada uno de los iniciadaores, 0.2
mM de DNTP's; 1.3 mM de MgCl,, 0.16U de Taq DNA polimerasa, 15 ul de buffer
para la enzima y ajustando a un voltimen final de 100 ul con agua inyectable; la
mezcla de reaccion se coloco en un termociclador (Perkin-Elmer 9600) donde se
sometid a ciclos de calentamiento, amplificacion y teminacion. €l patrén
electroforético de los productos al ser comparado con el estandar (carril 1) de 1
Kb DNA Ladder (Gibco, BRL) muestra dos bandas, una de ellas con un tamafio
aproximado de 1.1 Kb (carril 2) corresponde a la ompC sin fider;la segunda banda
{carril 3) con un peso de 1.3 Kb representa al gen L-ompC.



9.3. Construccion del vector pFM-ompC

El gene ompC asi como el plasmido parental se sometieron a digestion con
endonucleasas de restriccion y los fragmentos de interés. purificados por Gene-
clean fueron circularizados utiizando la enzima T4 DNA ligasa.

sr—13
Nz omp-C  ¢coon

codonde  (PCR)  codonde

iniciacion terminacion

thnghl

EcoRY

: Digestion con Bam H1
: y Hind Il

,  Hindlil
ompC

BamHi
Smat

Figura 6. La clonacion del gene ompC sin secuencia lider en el vector
eucariote origino el plasmido pFM-ompC, Una orientacion adecuada del inserto
en los sitios de restriccion. Hindlll- y BamHI se traduce en un producto cuyo
peso aproximado es de 11.1 Kb y que corresponde al plasmido pFM-ompC
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9.4. Identificacion del gene ompC sin secuencia lider en el vector pFM-ompC

Una vez que se llevd a cabo la clonacion de ompC en el vector eucariote
pFMS92.1, fué necesario transformar la cepa E, coli DH10B utilizando 5 ul de la
mezcla de ligacion y cultivar la bacteria en agar Luria suplementada con
ampicilina. Las colonias resistentes al antibidtico fueron crecidas en 3 ml de
medio Luria conteniendo 50 pg / ml de penicilina para la extraccion e
identificacion del gene en dicha construccion.

Figura 7. Electroforésis en gel de agarosa que verifica la presencia del gene
ompC sin lider en el plasmido pFM-ompC. El corrimiento electroforético del
producto de la clonacion del inserto-ompC en el plasmido parental y digerido con
la enzima de restriccion EcoRV generd dos fragmentos (carril 2 y 3), el que se
localiza en la parte superior del gel con un tamafio aproximado de 10 Kb
corresponde al vector, mientras que la parte inferior presenta un fragmento de 1.1
Kb correspondiente al gene ompC sin lider. (Carril 1: marcadores de 1 kb).
Resultados similares se obtienen cuando el plasmido es digerido con las enzimas
Hind It y BamHI; por otro lado un producto linearizado con un tamaiio aproximado
de 11 Kb es el resultado de la digestion del plasmido con la enzima EcoR).
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9.5. Construccion del plasmido plQCLM2 que presenta al gene ompC con la
secuencia del péptido lider

Una clonacion previa del gene ompC con fa secuencia del péptido lider en
el plasmido pJRD184 fué necesaria para que el inserlo adquiriera los silios de
restriccion adecuados que permitieran la posterior subclonacion en el plasmido
parental pFM92.1

Lider BamH1
5 ————1" 3"

NH2 L-omp-C  coon
codénde  (PCR)  codonde

iniciacion lerminacion
BamH1
) v
LIGACION BamH1

Figura 8. Clonacién del gene L-ompC en el plasmido pJRD184. La clonacién
del inserto L-ompC en los sitios de restricion Eco RV y Bam Hi del pJRD184 y en
la orientacién adecuada genera un producto de 5.1 Kb al que se denomind
pIQCLM2 como se muestra en el esquema. ‘
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9.6. El corrimiento electroforético permitié evidenciar la presencia de L-
ompC en el plasmido pIQCLM2 '

La digestion de L-ompC con la enzima de restriccién Bam Hl y del plasmido
pJRD184 con Bam Hl y Eco RV permiti6 la purificaccién de los fragmentos por
Gene-clean para la posterior ligacién y transformacion en E. coli DH5a FIQ. Las
colonias seleccionadas por su resistencia al antibiotico presente en el medio de
cultivo fueron crecidas nuevamente en caldo Luria suplementado con ampicilina y
la extraccion del ADN plasmidico mediante minipreparacion permitié corroborar la
presencia del inserto en un gel de agarosa.

Figura 9. Digestion con endonucleasas de restriccion del plasmido
pIQCLM2. El analisis con enzimas de restriccidn de los plasmidos pJRD184 y
plQCLM2 permite distinguir en un gel de agarosa los productos de la digestion
con BamHI y Hindlll: (carril 1) marcadores de 1Kb, (carril 2) banda de 3.8 Kb que
corresponde al plasmido pJRD184; (carril 3) se observa la presencia de una
banda en la parte superior del gel con un tamafo aproximado de 3.8 Kb
correspondiente al vector, mientras que una segunda banda inferior de' 1.3 Kb
corresponde al L-ompC; lo que demuestra que la clonacion se realizé en los sitios
elegidos y con la orientacion adecuada.
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9.7. Construccion del vector pFM-L-ompC.

La clonacion de L-ompC en el ptasmido pdRD184 permitid que el gene que
codifica para la proteina Ompc de S. typhi portando la secuencia del péptida lider
adquiriera en el plasmido plQCLM2 los sitios de restriccion Hind I y Bam HI
necesarios para insertarse en forma correcta en el veclor eucariote.

Hind 11 L-omp-C.  BamH1

. (DEL plQCLM2) Hindi

Spht

Py

: Sail
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i Pt
: {
v Digestion con Bam H1 2:;‘;,"

y Hind Il Kpnl

Suct
EcoRl

Qi
Eeoly

LIGACION
Hindll

sviv o]

ompC con LIDER

BamHi
tma)
wuni
Haet
kealts
Clal
EcoRY

- Figura 10. La clonacion de L-ompC proveniente del pldsmido plQCLM2 en el
vector de expresion pFM92.1 origino el plasmido pFM-L-ompC, E! praducto
obtenida de la clonacidn del inserto en el pldsmido parental orientado a los sitios
de restriccion BamH! y Hindlil presenté un tamaiio aproximado de 11.3 Kb como
se indica en la figura.
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9.8. La presencia del gene L-ompC fué evidenciada por la digestién y
corrimiento electroforético del plasmido pFM-L-ompC

Figura 11. Analisis del plasmido pFM-L-ompC después del tratamiento con
endonucieasas de restriccion. La electroforésis en gel de agarosa muestra dos
fragmentos que resultan de fa digestidn con fas enzimas de restriccion Eco RV y
Hind It; (carrif 1) un fragmento de aproximadamente 10 Kb localizado en la parte
superior del gel corresponde al pFM92.1; mientras que el fragmento del extremo
inferior con un tamario de 1.3 Kb corresponde al gene L-ompC. Un producto
linearizado con un tamario de 11.3 Kb se obliene después de la digestion con la
enzima Eco R!.
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9.9. Purificacion de las construcciones de ADN plasmidico mediante
gradiente de densidad en Cloruro de Cesio

Después de realizada la obtencién de ADN plasmidico de las
construcciones y el vector blanco en gran escala ( Midi-prep ), una purificacion
posterior con el proposito de eliminar el remanente de proteina se efectud
mediante la adicién de cloruro de cesio a una concentracion de 1 gr / ml de
solucién de ADN plasmidico y bromuro de etidio 10 mg / ml. La banda de ADN
plasmidico se obtuvo por centrifugacion a 45,000 rpm / 16 hrs a 20°C, la que fué
recuperada y separada del bromuro de etidio por repetidas extracciones con
volimenes iguales de alcohol isoamilico hasta obtener una solucion transparente
que se dializé contra Tris pH 7.4

Figura 12. Electroforésis en gel de agarosa de las construcciones después
de su purificacion por gradiente de cloruro de cesio. { Carril 1y 8 ) marcadores
de 1 Kb, (carril 2 y 3 ) plasmido pFM92.1 digerido con Eco IR, las bandas
muestran un producto de aproximadamente 10 Kb;( carril 4 y 5 ) vector pFM-ompC
digerido con Eco RV, la banda superior tiene un tamafo de 10 Kb, mientras que la
_inferior es un producto de 1.1 Kb que corresponde al gene ompC sin lider; (carril

6y 7 ) vector pFM-L-ompC digerido con Eco RV - Hind lll, el fragmento localizado
en la parte superior del gel representa al vector blanco ( 10 Kb ) y el fragmento
inferior coiresponde al inserto L-ompC (1.3 Kb).
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9.10. La inmunizacién con ADN plasmidico induce anticuerpos de tipo 1gG
contra la porina OmpC de Salmonella typhi en ratones

Dos semanas después de finalizado el esquema de inmunizacion se
determind la reactividad de los sueros por ELISA empleando como antigeno
OmpC recombinante.

0.6
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Figura 13. Reconocimiento de la porina OmpC recombinante por el suero de
los ratones inmunizados con las construcciones de ADN plasmidico. Los
sueros provenientes de ratones inmunizados con 400 pg totdles de las
. construcciones pFM-ompC y pFM-L-ompC son capaces de generar anticuerpos
que reconocen de manera especifica a la porina OmpC recombinante de S. typhi
mostrando un titulo tres veces mayor aquellos provenientes de ratones tratados
con el plasmido que porta a la secuencia del péptido lider,
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Abs a 492nm

suero preinmune salina p-ompC p-lompC

Figura 14. Los anticuerpos anti-Ompc muestran gran afinidad por el
antigeno. Los ratones inmunizados con las construcciones de ADN plasmidico
son capaces de producir anticuerpos especificos y de alta afinidad, ya que al
aumentar la aslringencia de la solucion de lavado a 0.3 M NaCl 0.3 M el titulo de
los sueras no presentan modificacion alguna por este tratamiento al comparar los
resultados con los obtenidos mediante la ELISA normal ( figura 13 ). '
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X. DISCUSION

La prevencidn de la morbilidad y mortalidad causadas por las
enfermedades infecciosas constituye un factor primordial para el desarrolio de
vacunas,por 10 que resulta neccesario conocer los mecanismos de patogenicidad y
viruiencia del microorganismo

Con los adelantos de la ingenieria genética y biologia molecular se han
desarrollado nuevas estrategias para la elaboracién de vacunas que se basan
principalmente en la clonacidn de genes en vectores de expresién. conjugacion
quimica de antigenos. vectores baclerianos o virales vivos o atenuados
utilizadoos como acarreadores de microorganismos patégenos y recientemente
aquellas que emplean como inmundgeno ADN plasmidico permitiendo que las
células del huésped produzcan a la proteina codificada y la presenten mas
facilmente al sistema inmune. ( Vacunas de Cuarta Generaclén o Vacunas de
ADN plasmidico )

Estudios realizados para conocer- el tipo de respuesta inmune generada
durante la infeccién por Salmonella revelan que las porinas juegan un papel
relevante como agente inmunogénico al demostrar en un modelo de ratén que
preparaciones de porinas , asi como la OmpC recombinate***® inducen un estado
de proteccion que involucra respuesta de anticuerpos y la activacién especifica de
linfocitos T. Estos resultados permiten que las porinas de S. fyphi se tomen en
cuenta para ser un buen candidato a vacuna; sin embargo, su manipulacion se
dificulta por ser una proteina altamente hidrofdbica y la limitante principal para
producirla a nivel industrial radica en que las preparaciones de porinas obtenidas
por los métodos bioquimicos convencionales presentan contaminacién por
lipopolisacarido (LPS) aln después de ser purificadas, es por ello que la
inmunizacién con ADN representa una alternativa para eliminar los problemas que
implica el desarrollo de una vacuna confiable y eficaz para el tratamiento de la
Fiebre tifoidea. '

En el presente trabajo se describe el uso de ADN plasmidico que codifica
para la porina OmpC de S. typhi capaz de inducir en ratones Ja produccidn de
anticuerpos especificos contra dicha proteina como respuesta posterior a la
inmunizacién con el material genético.

A partir de E.coll UH302 pST13 se amplificd el gene estructural de la porina
OmpC de S.yphi mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando oligos diseflados tomando en cuenta la parte amino terminal de la
forma madura de la OmpC con 14 secuencia del péptido lider y sin ésta; los genes
sintéticos denominados ompC (sin lider) y L-ompC (con iider) presentan sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccién, asi como sitios de unién a ribosomas,
codones de iniciacién y terminacién. (Figura 4, 5 )

Para desarrollar nuestro sistema de expresion de genes se eligid el vector
de expresién eucariote pFM92.1 bajo el promotor de p-actina que cuenta con un
tamafio de 10 Kb, el plasmido incluye multiples sitios de clonacién, el gene de
resistencia a la ampicilina y el gene de resistencia a neomicina controlador por el
promotor eucariote SV40. -
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La insercion de las secuencias genomicas (ompC y L-ompC) de manera
independiente en los sitios Hind Ill y BamHl del plasmido parental se realizo
recuperando los fragmentos de interés purificados a partir de un gel de agarosa y
cicularizados con la enzima T4 DNA ligasa para la transformacién de E. coli
DH10B con los productos de la clonacion de ambos genes. Las colonias
transformantes que fueron resistentes a la ampicilina en agar Luria fueron
seleccionadas y cultivadas individualmente en medio Luria suplementado con 50
ug/ml de ampicilina para identificar a los plasmidos mediante extraccion en
pequefia escala del ADN.

El analisis con la enzima de restriccidn Eco RV en el plasmido que contiene
a la ompC sin lider revela dos productos en un gel de agarosa, uno de ellos con
un tamafio de 10 Kb corresponde al vector pFM92.1 y el segundo de
aproximadamente 1.1Kb representa al gene ompC; ia digestién con Eco RI se
traduce en un producto linearizado de 11.0Kb resuitado de la clonaciénde los
fragmmentos de 10 y 1.1 Kb, piasmido que se nombré pFM-ompC. (Figura6, 7 ).

Debido a que ef gene sintélico L-ompC no presentaba los sitios de
restriccion adecuados para insertarse en el plasmido parental, 1a clonacion previa
en el piasmido pJRD184 en Ios sitios Eco RV - Hind Il generd el producto
piQCLM2 de 5.1 Kb (Figura 8, 9 ) conteniendo un fragmento de 1.3 Kb obtenido
por la digestion con BamHI - Hind Hl y que fue subclonado en ei vector eucariote
para generar el plasmido pFM-L-ompC con un tamafio de 11.3 Kb, resultados
que se observan en (Figura10,11 ). La digestidn con las enzimas EcoRl - Hindlli
muestra en un gel de agarosa un producto cuya banda superior de
aproximadamente 10 Kb corresponde al vector, mientras que la banda inferior de
1.3 Kb representa al gene L-opmC; un fragmento lineal se obtuvo de la digestion
con Eco Rl y Ndel. .

Asl, el patrdn electroforético en gel de agarosa de iasconstrucciones de
ADN plasmidico a través de los cortes con enzimas de restriccion comprueba que
los genes sintéticos ompC y L-ompC se clonaron debidamente en los sitios
planeados y en la orientacién adecuada al promotor SV40 del vector de expresion
eucariote pFM92.1.

Se ha demostrado previamente en diversos sistemas que la inoculacion
intramuscular de vectores plasmidicos bajo el control de un promotor apropiado
induce una respuesta inmune especlfica del antigeno codificado, y que el
pretratamiento con una solucion al 0.56% de hidrocloruro de bupivacalna“ cinco
dias antes de la inoculacidn de ADN plasmidico, promueve la transferencia de
genes presumiblemente por el incremento de células mitoticamente activas como
resultado de la regeneracion muscular de las mismas debido a la accién
farmacoldgica del anestésico. Lo anterior se comprobd en nuestro sistema cuando
se realizd la titulacion del suero preinmune y de los obtenidos una vez
completado el esquema de inmunizacién con cada construccién del material
genético; los ratones inmunizados con los plasmidos pFM-ompC y pFM-L-ompC
presentan anticuerpos contra la porina OmpC recombinante de Saimomella typhi
(Figura 13 ), estos anticuerpos son especificos y presentan aita afinidad por el
antigeno o que se comprobé cuando la astringencia de la solucién de iavado
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aumentd a 0.3M de NaCl, indicando maduracion de la respuesta de células B
posterior a la inoculacion de ADN plasmidico (Figura 14 ). Con esto también se
confirma que la dosis de 400 ug totales utilizados en el esquema de inmunizacién
fué suficiente para inducir respuesta inmune especifica en los ratones.

Por otra parte, los resultados muestran que el titulo de anticuerpos
desarrollado por los ratones inmunizados con el plasmido que porta la secuencia
del péptido lider de la OmpC de S. typhi es tres veces mayor al obtenido en el
suero de ratones inoculados con el plésmido carente de dicha secuencia,
sugiriendo que el pldsmido con la secuencia lider es secrelado al medio o
deposnado en la membrana debido a la presencia de dicha sefial, mientras que el
plasmido sin la secuencia lider permanece en citoplasma.

Diversos esludios han demostrado que la secuencia lider no forma parte de
la protelna madura pero es capaz de introducir |a proteina a la membrana, la
consecuencia intrinseca de esta interaccion es el paso de ia proteina dentro del
campartimento a otro sitio de localizacién. Las protelnas que residen en el reticulo
endoplasmico. aparato de Golgi, membrana plasmatica o que son secretadas por
la célula tienen un punto de disparo comin para su asociacién con la membrana.
Las proteinas sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso poseen la
capacidad de pasar del ribosoma directamente a la membrana; de tal modo que
en el raticulo endoplésmico las prateinas son trasnsferidas al aparato de Golgi y
de ahi son dirigidas a su Gltimo destino tal como los lisosomas o vesiculas
secreloras { esta es la ruta por la cual proleinas tales como las inmunoglobulinas
son saecretadas por las células). Lo anterior suglere que existe una produccion
superior de la proteina que porta la secuencla lider en e medio. extracelular,
haciendola mas accesibles a {as células presenladoras de antigeno y ser
procesadas por via endacitica con la posterior asociacion a moléculas de clase |,
lo que no sucede con las proteinas que carecen de la secuencla lider de la OmpC
en los ratones inmunizados con el plasmido pFM-ompC.

f.os resultados demuestran que la inoculacién de ADN puede ser un
método confiable para inducir respuesta Inmune especifica conira antigenos de
Salmanella lyphi a pesar de que el mecanismo involucrado no esté bien definido.
Restarla- conocer posteriormente si dicha respuesta es capaz de activar
aspecificamente a los linfocitos T y conferir proteccién frente al reto contra la
bacteria.
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XI. CONCLUSIONES

- La inmunizaciéon con el gene de la porina OmpC de Salmone“a typhi
induce expresion de la proteina en un modelo de ralén

- La proteina sintetizada "in vivo" es capaz de inducir anticuerpos de tipo
1gG en un modelo de ratén

- Una dosis de 400 ug de ADN pldsmidico es suficiente para generar
respuesta inmune especlflca
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XIl. PERSPECTIVAS

La inmunizacién con ADN puede ser utilizada para inducir un estado de
proteccidn contra la infeccion por Salmonella, como una herramienta importante

para . remover la contaminacién por lipopolisacarido en- las vacunas de
subunidades. , ‘
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INTRUDUCTION

Sebwnanelle txychiy the cansitive agent of lyphoid fever, only affects hununy,
flhanweser, under vertain experintentid canditions it Is possible to infect animals
i i giive, nnd mimic sume nsgieets of the maturat infection cnabling the study
of the mechanisms f the fimmune respunse o the whole bucterla or the identificu.
tenal prnestive antigens.” Thus, eniploying the muring model it hus heen demun.
sitated thin wuter menthrune proteing (OMPs) isoluted from §. 7yphi wre uble ty
eheit cetlulir? snd humoral immune responses, Mareuver, the udministrution of
i wiztore of OMPS' or porins® jsolaled from S, yphl or purified recombinnt
tnpCt induces protection in mice pguinst the challcuge with this becierium,
Nevertheless, this model also hus other druwhncks. The OMP prepuratians ob.
d iy conventivml imamochemicst methods always contaln same contami-
dperalysiceharide (L1481 beennse these twi molceules are tightly ussociuted,
1S Iriss hiofogical acvivities st very law concentrations, it is difficult lo define
ane role of each moleetle in the pntection clicited. The demunstrntion that
kst BINA Ty able B elivit spetific immtimg response sgains thise proeing i
ensodey sepresents it aflentilive Mintcgy 10 gyescmne ihis problem, llere we
epert Nt the inocolation of DNA hearng the X, 1¥phi npC-gence In the quidrl.
s of RALHC mive induces specifie ity rospanses: ngatus) the Eupt
vanstiean nd, thies, vadl G ed e i mdel i Dot atedyoe e iapianedugicn

progiertics of this gueteia. .
MATERIALS AND METIIODS
Amplificurton vf the ompC Gene

Uhie wupC gene wus wmytlifiest feun the plasmitd pSTEY by polymeruse chuin
wintho HICRE, Two synshtic penes werg ofililied, wie declialing e fembers
pephite sequence, and the aifier fucking this sequence (. 1),

 16er of 1his wick wins supparted hy CONACYT (Grant 20000530 CAaN, ec-
veranda dethatig Boae PEES TEGAPAL HNAM,
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LOPELMACIAS o als SALMUNKLLA YYPIT OmpC PORIN w

Cunsteuction of the PPlasmid Vectun

‘e symthetle gencs were inserted in the cunvenient restrictiun sites of the
MY 1 expression veclor’ under the fuctin promoter 1Fin. 1), The resulting
plaxemids, polompC (with lewder), p-ompC (without leader) and the pFMY2.0,
were puziticd by CsCl, :

DNA Inuculatinn

Groups of live DALB/E mice were injected in the geadriceps four imss. ¢
two weeks, with 10 ug of the constructs, Five duys beforehe first DNA i
tivn, ty mixlure of bupivacaine hydrochluride énd meths Iparaben watin

the guidriceps,

Purlficattun of Poting

Poring were purified from 8. avphd 9,02, Vicd ard recombinant Omp
purificd from &, eali UHIpST1Y by sudivm dodecy! sullate (SDS1 e
from bacterin) membiane pregarativng by the method described previvusly '

Specific Amlbody Responses

Twou weeks after the last injection, the mice were bled and the antibadies
ngainst the QinpC porin were meusured by enzyme-linked immunosorbent assey
(ELISA) ind Westera bl : :

RESULTS AND DISCUSSION.

Micc immunized with four doses of p.LompC ¢ prompC plasmidy presentesd
wtibodies ugninst the recombinant QmipC. These anrbodie s puy have high affais
1o the porin, sinee Miey resisied 0.3 M) NuCl washes in the ELISA 1F16. 2.
indicuting that there i maturation of the 1 eqll response aér immunizanon w e
miked ONA. ‘The diter of aiiihodies eveloped by mics immunized witk 2
pelaampC wits Mrecfuld higher thiy that ubtaing. &y 1ne pompC. Thiy ma
due e the superiur production and/or release of the pretemn o the e arazeins

i

FIGURE. 2. Inductin of immunaghetin b
gl upiinst Salmoonrs tha ¢ ghi thapd, 2.0 0,
nunizaius with mabed I2NA,




envitwnment, Another poseibitity is that the peLompC constriel conld
vell surfave expression of the powiin, maklug [t s seeessible (o thie B eelix, ‘T
Western Mot analysis confirmed the aptibody response W OnipC. ang nelther
antibwdies apulnst LPS nwr crossreacting with wiher poring was demminsimted,
Therefore, DNA inocubaion condd de an alicomtive nrethind for the daetlon of
AV e s pantaeagainst N, txphl sotigeite, Kby aiestivns seuiihs i
by amsseervsd, il e, witich is he aeclimisiy inatved i e bigher ity
respanse induced by the vevinr bwitring the eader seqieive, whethier Were is
indeed cellular immune reepanse, ind Whether t e response is protestive,
Consideding shat the cureent asailalde vievioes agidust ypholl Tever gresent
undesirable side effects Jue hy the contaminant LPS, naked DNA inmmonbzntion
could be explored as an approdch in fusare vaccine development, '
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