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C3H/FeJ 

Da, kDa 
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ABREVIATURAS 

Angstroms (10·1 nanómetros [nm]) 

Albúmina sórlca bovina (Bovine sorum albumin) 

Cepa slngénica de rot6n 

Daltons, kilodaltons 

Subun/dad B de la toxina del cólera (Cholera toxin B subunil) 

Copa de Escherichis colino transformada 

Dosis letal media 

Hidrocloruro do 1-Etil-3-(3-dlmetil-aminoproplQ carbodiimlda 

Ensayo lnmunoenzimático en fase sólida (Enzyme linked immunosorbent assay) 

Monosfalogangliósido-GM1 

Ensayo lnmunoenzimático en fase sólida empleando GM 1 como antlgeno 

Hemocianina (Keyhole limpet hemocyanln) 

Masa relativa 

Cepa abierta de ratón 

Porlna codificada por el gen omp C, Porina recomblnante codificada por pST13 

o-fenilendiamina 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (Poliacrilamide-Gel Electrophoresis} 

Péptido antigénlco de la porlna. proteína de fusión entre PAP y CTB 

pares de bases de nucleótidos, kilobasea (103 pares de bases) 

Protelna de membrana externa 

Oodecíl Sulfato de Sodio 
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VII. RESUMEN 

Con base en las predicciones teóricas de los epitopos de la porina Omp C de 
Salmonella typhi, se eligieron dos reglones para analizar su antlgenlcldad: a) la región contenida 
entre los amlnoflcidos 246 a 255, Ja cual se tiene expresada en una protelna de fusión con la 
subunldad B de la toxina del cólera (CTB); y b) el segmento comprendido entre los aminoácidos 
285 a 303, disponible como péptido sintético. 

Se confirmó la construcción genética (péptldo 246-254-CTB), mediante un anflllsls de 
restricción del DNA, donde se observó el patrón electroforético esperado. Se produjo la proteína 
hlbrlda (denominada PAP-CTB) a partir de las cepas recomblnantes E. coli OH5a transformadas 
con los plésmldos pJAK y pJSS, caracterizándola en electroforesis (SOS-PAGE); y se observó, 
por GM,·ELISA, que la proteína de fusión permanece como una proteína funcional en términos 
de la CTB. Se Incubó la PAP..CTB con anticuerpos anti·porinas y se veriftcó su reconocimiento; 
con lo cual se confirmó el papel del péptldo 246-255 de Omp C como epitopo para células B y 
la factibilidad de expresarlo en la proteína de fusión, adoptando una conformación que podría ser 
semejante a la que presenta en la proteína nativa. 

Se conjugó el péptido sintético 285-303 a tres diferentes proteínas acarreadoras 
(hemocianina, albúmina sérlca bovina y lisozlma) con el fin de emplear los conjugados da manera 
alternada en un esquema de Inmunización de ratones de la cepa C3H/FeJ. Los anticuerpos anti­
péptldo se tttularon con el conjugado y, mediante un ensayo de Inhibición con el péptido libre, se 
comprobó su especificidad por el péptido. Se incubaron los sueros con la porina completa, y se 
observó la capacidad de los anticuerpos anti·péptido para reconocer a la porlna en su forma 
nativa. Con estos resultados se demostró que el péptldo 285-303 constituye un epltopo expuesto 
de la porina Omp C de Sa/monel/a typhl 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.- Laa Porlna1. 

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

para compuestos hidroftticos y protege a Ja célula de algunos mecanismos de defensa del 

organismo hospedero. Uno de Jos principales componentes activos de la membrana externa con 

estas propiedades, son las porfnas. Estas proteínas, con pesos moleculares de 36,000-38,000 Da, 

se ensamblan como trímeros y forman poros o canales que pe·rmlten la difusión lnespecffica de 

pequeñas moléculas hldrofíllcas al Interior de la bacteria.' 

Las porlnas Identificadas tanto en Escherichia ca/i como en Salmonella typhimuríum son 

Omp C, Omp F y Pho E; mientras que Omp O al parecer es exclusiva de S. typflimurium. Estas 

proteínas son muy semejantes entre sí y tan solo difieren en su selectividad y afinidad por grupos 

/6nlcos. Las estructuras de las porlnas presentan una gran estabilidad en presencia de 

detergentes como las sales billares y el SOS, y son altamente resistentes a Ja acción de algunas 

proteasas.' 

A) Estructura de raa porlnao.­

EI mon6mero. 

Dentro de la familia de porinas de los géneros Escflericflla y Salmonella, 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 (fig .. 1). La entrada del poro se 
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Flg. 1 Estructura tridimensional del mon6mero de la 
porlna Omp F de E. col/ 



encuentra delimitada por largas prolongaciones del cilindro que restringen su accesoal Inclinarse 

hacia el centro del canal. A Ja mitad de Ja 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 perlplásmlco de la bacterla.2 

El monómero de las porlnas es un pofipéptido de 336 residuos en promedio. Los 

estudios cristalográficos más recientes' realizados en OmpF y PhoE, con resolucl6n de 2.4 A y 

3.0 A respectivamente, muestran que la unidad estructural es un barril O formado por 16 reglones 

de hojas anti-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas 

Q-héllces Intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras n de manera pseudo~íclica, 

mediante un enlace iónico entre el extremo cmboxilo de la hoja fi..16 y el extremo amino de la hoja 

IJ.1.2 

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal. 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 n. El mayor número de 

modificaciones en la secuencia protélca 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. 2 
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El trímero 

Los monómeros de las porinas se ensamblan en el espacio peripJásmico de la bacteria 

para incorporarse a la membrana externa y formar trímeros.ª Contrariamente a lo que antes se 

creía, los canales no se fusionan entre sí; sino que permanecen separados a lo largo del trímero 

por una distancia de ~35 A.' 

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

reglones hldrofóblcas de las vueltas O 1-5 y O 16, donde los diez residuos carboxilo de la región 

n 16. en particular el último (una fenilalanlna muy conservada en las porinas), son esenciales para 

el correcto ensamblaje y la estabilidad de Ja porina "'· 

B) Expre1i6n y función de 111 porlnaa.-

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

elevada, (hasta 10' coplas 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 cólula '· Hasta el momento las porinas más estudiadas son las de E. coli y S. 

typhimurlum, y sus principales características se muestran en la tabla 1. 

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 ~. 

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 
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no sintetizan esta proteína a 37 ° C y en presencia de aproximadamente 0.9% de NaCI. Por el 

contrario, la expresión de OmpC, se ve favorecida con niveles elevados de sales'. 

Tabla 1. Caracterl1Uca1 de laa porlnaa de 
a) Eacher/chl• col/ y b) Salmomall• typhlmurlum '" 

PORINA RECEPTOR PESO DIAMETRO REGULACION DE 
A FAGOS O MOLECULAR aproximado LA SINTESIS 
COLICINAS (kDa) (nm) 

OmpF a) Tul a, T2, Tri, TP2, 32.7 1.2 
floprSnlda por da 

b) TP5, Co~ 39.3 1.2 osmolaridad 

OmpC 9} Tul b, Mo~ PA2, 434, 36.0 1.1 
Do11opri'nida por da 

SS1, TP2, Trs. TP6 39.6 1.3 osmoliuldad 

b) PH42. PHIOS, PH221 

OmpD a) No tiono Notiano Notiano 
Dopondionto do AMrc 

b) Pll31, PH42, PH51 38.0 1.3 

PhoE a) TC23, TC45 36.8 1.2 0.roprimida por 
oscasoz do r, 

b) No ldontlicado 36.0 1.2 

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

tienen tamaños de exclusión similares (M,::O 600 da~. y diámetros que varían entre 1.1 y 1.3 nm'. 

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 aminoácídos idénticos y que esta 

homología se incrementa hasta en un 86% en el extremo carboxilo de ambas protelnas.• AJ 

realizar estudios In vitro en los que se reconstituyen las porlnas en membranas lipídicas, se ha 

demostrado que las porlnas de E. coli son permeables a trisacárldos y tetrapéptidos; lo cual 
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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.> 

No hay Información que muestre la especificidad del poro hacia los salutes; sino que 

aparentemente son las propiedades fislcoquímlcas de los salutes las que determinan su velocidad 

de difusión a través de la porlna; siendo tres las principales: a) el tamaño, (b) la carga eléctrica 

y (c) la hldrofoblcldad del salute.• 

2.- lnmunogenlcldad de 1 .. porlnao de S. ryph/, 

Las porlnas 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 modelos murlnos y que son buenos inmunógenos para la inducción de un estado 

de protección contra la Infección por la bacteria.7·'''°'"·'a.1> 

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

empleado para Inducir la protección pasiva on ratones, reconoció con mayor intensidad a las 

porlnas de las diferentes cepas de Salmonel/a utilizadas en un ensayo de Inmune· 

electrotransferencia. Este hecho mostró que las porlnas podían ser los antígenos responsables 

de la Inducción de protección.' 
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Más adelante la Inmunización con cantidades tan pequeñas como 10 µ.g de porinas 

purificadas de Salmonella typhi, confirió protección al 90% de los ratones NIH retados con 500 

Ol,o 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.• 

El empleo de anticuerpos monoclonales de lsotipo lgM antl-porlnas de S. typhi9, 12,Vi:d 

confirió una protección del 60% al reto con 20 DL,. en el modelo murlno• mientras que los 

anticuerpos monoclonales antl-llpopollsacárldo no indujeron protección." 

Las porinas de S. typhl son también lnmunogénlcas 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." De igual 

modo, la administración de la vacuna antitifoídica oral indujo la producción de anticuerpos anti· 

porlnas en las personas estud/adas.12 

Se demostró que las porinas de Satmonel/a typhl, Satmone//a typhimurium y Escherichia 

col/son capaces de inducir la proliferación in \litro de linfocitos de ratones NIH inmunizados con 

PMEs de S. typhl; y más aun, que la respuesta a las porlnas de S. typhl no se debió a la 

presencia de LPS. u 

Estos hallazgos en torno a las porlnas de S. typhl y su papel en la respuesta Inmune, 

han motivado un estudio mAs profundo sobre su antlgenlcldad; es decir, sobre las reglones de 

la proteína responsables de la Inducción de protección. 
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J.. Predlccl6n de epltopos 

Los determinantes antlgénlcos de una protefna, o epitopos, son aquellas reglones contra 

las cuales está dirigida la respuesta inmune. A partir del estudio y comparación de un gran 

número de reglones Identificadas en diversas proteínas, se ha podido establecer que: 

1.- Los epltopos reconocidos por linfocitos T están contenidos en una pequeña reglón 

de la proteína, y 

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

no ser contrguos en la secuencia, pero que se encuentran unidos en la superficie de la proteína 

debido al plegamiento de la cadena pollpeptídica. u 

Se ha empleado una variedad de técnicas para la b9squeda de estos sitios antigénicos 

dentro de las proteínas. Entre ellas las más utilizadas han sido Ja fragmentación química o 

enzimática de la proteína, la clonación de fragmentos genéticos, y la elaboraci6n de péptldos 

slnt6tlcos. Recientemente, con la Introducción de los métodos que permiten la síntesis simultánea 

de muchas secuencias cortas, los péptldos sintéticos se han empleado como el medio primario 

para la Identificación de los epitopos." 

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

con secuencias traslapadas que en total abarquen la secuencia completa 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. 
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En la actualidad se cuenta con diversos métodos computacionales elaborados a partir 

de estudios y modelos matemétlcos, los cuales permiten establecer predicciones de las reglones 

de la proteína que puedan ser antigénicas. 

Con base en el análisis de algunos péptidos inmunodo~inantes reconocidos por las 

células T, Margallt y Berzofsky'""" desarrollaron un algoritmo de predicción que se basa en 

el modelo de la hélice anfipátlca. Este considera que los sitios anllgénlcos son hélices con una 

cara predominantemente polar, mientras que la cara opuesta es principalmente no polar. Se 

postula que la porción hldrofób!ca del péptldo se asocia a la molécula del complejo principal de 

histocompalibilidad (MHC); mientras que la región hldrofíllca se une al receptor del linfocito T.•• 

Se elaboró entonces el programa AMPHI, del paquete PCGENE'°, basado en este algoritmo 

de predicción; sin embargo, solo funciona para los epltopos reconocidos por los linlocltos T 

cooperadores, al ser presentados en el contexto de las moléculas del MHC de clase 11 ... 

Más adelante Rothbard11 reportó secuencias halladas con alta slgnificancia estadística 

en determinantes antlgénlcos reconocidos por células T, tanto cooperadoras como citot6xlcas. 

A estas secuencias se les. denomina •patrones de Rothbard", y es necesario buscarlas 

manualmente. Actualmente, Rammensee :u.2o1.25 ha demostrado la presencia de patrones 

(denominados "motifs") en la secuencia reconocida por la molécula de clase 1 del complejo 

principal de hlstocompallb!lldad del ratón. Ello permite una predicción más aproximada de los 

péplldos que serán reconocidos por las células T. 

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

para Inducir la respuesta Inmune de las células B, se encuentran las de ser las secuencias más 
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expuestas en la superficie de la proteína, y así mismo ser altamente hldrofílicas, cargadas y 

flexibles. Para establecer las predicciones de epitopos reconocibles por células B se tienen varios 

programas para computadora. El programa ANTIGEN10 asigna un valor de hldrofilicidad a cada 

aminoácido de la proteína, de acuerdo a la escala de Levitt,K y tomando fragmentos de seis 

aminoácidos, promedia sus valores. As! analiza regiones superpuestas a lo largo de toda la 

secuencia y selecciona la región más hldrofílica como un probable determinante antlgénico. 

Otro programa del mismo paquete, FLEXPRO," basa sus predicciones en el modelo 

de nexlblildad o movilidad de los antígenos, estudiado por Karpluz y Schulz. Con base en estudios 

de resonancia magnética nuclear y análisis cristalográficos a muy atta resolución, se determinaron 

coeficientes de agitación térmica21 (valores Dobye·Waller), que representan el desplazamiento 

mínimo de cada átomo en un promedio determinado de posiciones.27 Tomando en cuenta el 

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

reglones a lo largo de la secuencia, que muestren los valores de movilidad más elevados. 20 

Los métodos para predecir epltopos de T y de B, han tenido un éxito parcial en la 

localización de reglones antlgénlcas en la superficie de las proteínas y han permitido generar 

antígenos capaces de inducir anticuerpos que muestren reactividad cruzada con la proteína 

nativa." 
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11. ANTECEDENTES: 
ldenllflcaclón d• epltopo• de Omp C 

Una vez demostrada Ja participación de las porlnas en la inducción de una respuesta 

Inmune contra la fiebre tifoidea, los trabajos de predlccl6n realizados por Martín Orozco" 

permitieron localizar las regiones antlgénlcas de la porina OmpC de S. typhl, susceptibles de ser 

reconocidas por los linfocitos By T para generar la respuesla del hospedero. 

La predicción de determinantes antlgénlcos para células T, se efectuó buscando 

manualmente patrones de Rothbard,ao y empleando el programa AMPHI, tuo basado en el modelo 

de la hélice antipática de Margalit y Berzofsky. 19 Para los linfocitos B se efectuaron las 

predrcciones empleando Jos análisis de Hopp y Woods2" 25 y Karplus y Schulz,2" 2'I basados en 

la hldrofüicidad y la nexibilldad de los sitios antlgénlcos, respectivamente. 

La reglón de la porina comprendida entre los residuos 285·303 

[LQSKGKDISNGYGASYGDQ] presentó el mayor índice de anfipatla, y un patrón de Rothbard; por 

lo que se fe consideró un buen candidato para el epitopo de tipo T. Además se observó que 

contiene, en el fragmento 286-292 [QSKGKDI], una reglón capaz de ser reconcocida por 

linfocltos B. 

Por otro lado, la reglón comprendida entre los aminoácidos 247·254 [TSNGSNPS] de 

Omp e fue Ja porción más nexible y con un mediano índice de hidrofil/cldad; por lo cual se le 

consideró una buena opción para el epitopo tipo B. Además se observó, después de alinear la 

secuencia de la por/na Omp C de E. coli con la de S. typhi, que esta región (247-254) no es 

compartida por E. co/i, sino que es específica de S. typhi.;lO 
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Con el fin de sobreproduclrlo fácilmente y conferirle mayor inmunogenlcidad, el péptido 

246-255 fue expresado unido a la porción amino de la subunidad B de la toxina del cólera (CTB), 

en una proteína de fusión, denominada PAP·CTB (péptido antigénico de la porina - CTB) . ., Para 

ello se empleó un sistema de sobreexpresi6n recombinante, el plásmldo pJS752..J (fig. 2), en el 

cual el gen de la CTB (lox 8¡ se encuentra regulado fuertemente por el promotor tacP "· 

Xmal ...... 

pJS752-3 
5,874 pb 

Flgur• 2. MIJN d• .... trice~ MI pWiH11do pJS752·3 

La CTB codillcada por el gen tox 8, es una proteína muy lnmunogénica de peso 

molecular relativo de 11,600 Da, es secretada al medio de cultivo por la bacteria recomblnante, 

y se fija de manera especl!ica al gangll6sldo GM,."' 
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La construcción genética se efectuó Insertando en el plásmido pJS752--3 un 

ollgonucléotldo con el fragmento 246-255 [GTSNGSNPST] de omp e, entre los sitios de restricción 

Sacl y Xmal; de tal manera que, sin alterar el marco de lectura abierto hacia tox 8, se obtuvo una 

reglón que codifica para una proteína híbrida regulada por el mismo promotor. De este modo se 

obtuvo el plásmldo pJAK 267 (Fig. 3) con un nuevo sitio de restricción Kpnl."' 

Hlnd. 

Eaoll 

pJAK267 
6,I04pb 

FllJ. 3. Mlpa de R99triccl6rs del Pl'91nldo pJAK267, que cont5ene .. ucuencll 

Se Indican loe dios de re1tricci6n rolovantes y la zona aombroada reptesenta ol 
fragmonlo alntólix> oorrnponditnlo a la aocuencia 246-2S5 do Omp C. Esta 

1ocuoncla mlnliono el marco de "9ch#• abiorto hada la proteN ClD. Se ftdican ol 
promotor pmcy el gon de resistencia a ampiciina. 
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El hecho de que en la transcripción el Inserto sea leído antes que el gen tox 8, asegura 

que la síntesis de CTB necesariamente conlleve la expresión del inserto. Con este nuevo plásmldo 

pJAK267 se transformaron células de E.coH OH5a y se seleccionaron dos clonas positivas, a las 

que se denominó Eco/iDH5a/pJAK y Eco/iDH5a/pJSS.'° 

Se tienen as( Identificados dos fragmentos de la porlna (246-254) y (285-303), predichos 

por métodos algorftmlcos como epllopos de la porlna capaces de Inducir una respuesta en el 

hospedero, y resta tan solo evaluar sus propiedades lnmunoqufmlcas . 

• 
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111. OBJETIVOS 

1.· Objetivo gener•I 

Evaluar por técnicas lnmunoquímlcas la antlgenlcldad de dos epltopoa de la porlna Omp 

C de Salmonel/a typhl 

z.. Objetivo• p•rtlcul•reo 

2.1 Evaluar la reactlvldad del péptido 246-254, contenido en la proteína de fusión, 

hacia los anticuerpos generados por la porlna nativa. 

2.2 Evaluar la respuesta Inmune humoral de ratones de la cepa C3H/FeJ, frente 

al péptldo sintético 285-303 de la porlna Omp C conjugado a proteínas acarreadoras. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

1.· Regl6n 2411-254 

A) Cultivo de le bacteria 

Las cepas recomblnantes de E. col/DH5a/ pJS752-3, pJAK y pJSS se sembraron, por 

aislamiento, en placas de agar Luriau con 250 µg/ mi de amp/cilina; y se seleccionaron al azar 

varias colonias de cada placa. Las colonias seleccionadas fueron cultivadas Individualmente en 

5 mi de caldo Luria" con 250 µgt mi de amplcilina, durante 16 hr a 37 ºC, en un agitador 

automático a 175 rpm. La metodología se resume en las figuras 4a y 4b. 

B) An"l•I• de re1trlccl6n 

Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 7500 rpm y el sedimento se empleó 

para Ja purificación de los plásmidos, mediante la técnica de ~MiniPrep•. Esta se basa en el 

método de Jlsls alcalina, extracción con fenof'"(;foroformo y precipitación con etanol..u Los 

plásmldos fueron digeridos con las enzimas Hind 111 y Kpn I, y se analizaron en un gel de agarosa 

al 1%, en un sistema amortiguador de Trls-boratos/EDTA (íBE) con bromuro de etidio."' Después 

de efectuar el corrimiento electroforético de los plásmfdos, se observó el gel con luz uftraviolela 

larga (366 nm) y se fotografió. 

C) Puriftceci6n de la PAP-CTB y la CTB nativa 

Las proteínas totales de los sobrenandantes de los cultivos fueron precipitadas 

empleando una mezcla de acetona-agua (7: 1), durante 24 hr a ·70 ° C. Transcurrido este tiempo 

se centrifugaron por 15 mina 7,000 rpm y 4 ° C. Los nuevos sobrenadantes fueron 
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decantados, y el sedimento seco se resuspendi6 en el amortiguador de muestra no·reductor [Tris 

O, 125 M pH 6.8 con SOS (2%), glicerol (10%) y azul de bromofenol (0.005 %)]. 

O) Electrofore1l1 de protelnas 

Las muestras de protelnas precipitadas de los sobrenadantes de cultivo se corrieron en 

electroforesis en gel de pollacrílamlda (SOS-PAGE) al 15%, por el método de Laemmli", en 

condiciones no reductoras,. El gel concentrador se preparó con 5% de acrilamlda, bis·acrilamlda 

al 0.13%, y 0.1% de SOS en amortiguador de Trls-HCI, 0.125 M, pH 6.8. El gel espaciador 

consistió en acrllamlda al 15%, 2.5% de bls·acrilamlda y O. 19% de SOS en Trls-HCI, 0.35 M, pH 

8,8. Como amortiguador de corrimiento se emplearon Tris 0.025 M, SOS O. 1% y glicina O. 192 M, 

a pH 8.3; en un sistema de amortiguadores discontrnuos; y las muestras se corrieron a 25 mamp/ 

placa durante un promedio de 1 hr. El gel se reveló mediante lindón de plata." 

E) Tltulaclón de la CTB 

Se empleó un ensayo inmunoenzimátlco en fase sólida GM1-EL\SA,34 en el que se 

recubrió la placa con 100 µl/pozo de una solución de monoslalogangllósldo·GM, 1.5 µM en PBS 

(Na,HPO. 1.236 g/L, NaH,PO, O. 18 g/L y NaCI 8.5 g/L, pH 7.2); incubando a temperatura 

ambiente toda la noche. Se bloqueó con PBS·gelatlna (2%). Se añadieron los sobrenadantes a 

Investigar y también se preparó, dentro del mismo sistema, una curva de calibración con CTB 

comercial [GIBCO BRL Chalara Toxln B Subunil Cal# 3t72SA] • Se añadió, como primer 

anticuerpo, un suero pollclonal anti-CTB desarrollado en conejo; y como segundo anticuerpo se 

adicionó el conjugado anti-conejo [GIBCO BRL]. Se dejó desarrollar el color con el sustrato (o· 

feniléndlamlna "OPO" 10 mg/dl, amortiguador de citratos 0.1 M pH 5.6 y H,O, 1 µ!/mi), y 

deteniendo la reacción a los 10 min con H~O, 2.5 N. Las lecturas de absorbencia a 490 nm se 
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obtuvieron can un lector de ELISA (Ortha Dlagnastic Systems, MTP-120 Microplate Reader). 

F) ldentlflcaclbn del péptlda 

Con el mismo sistema de GM1-EUSA, 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. 

2.· Reglbn 285-303, 

A) Sfntesls 

El péptido 285-303 se sintetizó en trabajos previos,;n empleando la técnica de síntesis 

de péptidos en fase sólida, con la química de los derivados F-moc en poliamida; 37·:u." en un 

sintetizador PS-3 de Proteln Technologies /ne. (Tucsan, Az.,EUA). Se obtuvo con una pureza del 

75% al pasarlo por una columna C-18 de fase reversa, por cromatografía líquida de alta reso\uclón 

(HPLC). 

B) Con)ugaclbn a proteinaa acarreadoras, 

El péptido Sintético se conjugó, empleando el método de carbodiimidas, a tres 

acarreadores diferentes: albúmina sérica bovina (BSA), hemocianina (KLH) y llsozima; para lo cual 

se empleó un kit de conjugación /mject' immunogen EDC Con)lgation Kit with BSA and KLH (No. 

77101 G) de Plerce. Este método se basa en la activación de grupos cabaxilas por el hidrocloruro 

de 1·Etil-3-(3-dimetllaminopropil) carbodlimida (EOC), y su posterior reacción con aminas 

primarias. (fig. 5) 
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Péptldo1 
C=O 
ÓH 

H' 
CH3-CH2-N=C=N-(CH,)3-~-CH3 

Péptldo1 
y=O f;I' 

CH3-CH2-N-C=N-(CH2J,-l)l-CH3 

CH3 

(EDC) 
CH3 

1.. lnfdalmente la carbodllmlda reacciona con Jos grupos carboxUo disponibles en et 
p6ptldo, formando un Intermediario activo O.ac11 .. urea. 

Péptldo1 
y=O ~ ~~ 

CH3-CH2-N-C=N-(CH,)3-l)l-CH3 XProteína acarreadora 
CH3 

Péptido1 
C=O EDC 

H~ 
Proteína acarreadora 

11.· El grupo carboxllo •ctlvado reacciona entonces con una amina primaria, formando un 
enlace amld1, y liberando el medl1dor EDC como derivado IOluble de urea. 

Flg. 5. Reaccfonee de Conjugación con la carbodllmlda EDC. 



Las mezclas de reacción se purificaron por filtrac!ón en gel empleando columnas de 

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

absorbancia a 280 nm. 

C) Eaquema de Inmunización 

Los conjugados se emplearon para inmunizar ratones de la cepa C3H/FeJ, hembras y 

de 6 semanas de edad, (donados por el Instituto Nacional de Higiene, SSA.); según el siguiente 

protocolo: 

Ola O: Inmunización subcutánea con 200 µg del conjugado BSA·péptido en adyuvante 

completo de Freund por cada ratón 

Ola 7: Refuerzo con 100 µg del conjugado péptido-KLH por vía Intravenosa. 

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

O) Evaluación lnmunoqulmica de los sueros de ratón 

a.· Tltulaci6n de loa aueroa 

Los sueros se titularon mediante ensayos inmunoenzimáticos en fase sólida (ELISA), 'º 

según se describe brevemente a continuación. Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos 

de fondo plano (Nunc Co), con 5 µg/pozo del conjugado lisozima-péptldo en amortiguador de 

carbonatos (pH 9.5). Se bloqueó con una soluci6n 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 

añadi6 el conjugado [Sigma Ca. anli-mouse lgG (whole molecule) Peroxldase Conjugate] en 

dilución 1: 1000. Se reveló la placa de igual manera que los ensayos lnmunoenzimáticos anteriores. 
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b.- F.naayo con la proteln• n.ttva. 

Se recubrieron las placas de ELISA can 2 µ.gJpozo de la porina recombinante (rOmp 

C), obtenida de la cepa E. col/ UH302 pST13 por el mélodo de Nlkaido". Se realizó el ensayo 

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

sueros Inmunes. 

c.- Enuyo de competencl•. 

Se realizó el ensayo de ELISA de manera similar al señalado en 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" M). Los resultados de abso1bancia a 490 nm se reportan en términos 

de porclento de Inhibición de la Interacción de los anticuerpos anti-conjugado con el antígeno. 
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V. RESULTADOS 

1.· Proteína de fusión PAP.CTB 

A) An6ll1l1 de reatrfcclón de I• con•trucclón gen6tica 

Se seleccionaron algunas colonias de la cepas de E. coli DH5a/pJAK y E. coli 

DH5a/pJSS. y el DNA purificado del plásmldo fue digerido con las enzimas de restricción Hind 

111/Kpn l. El anánsls por electroforesis en gel de agarosa se muestra en la figura 6; en el cual se 

observan los plésmldos pJSS y pJAK (carriles 1 y 2), con dos bandas cada uno, de 

aproximadamente 1.2 kb y 4.7 kb respectivamente; mientras que el piásmido original pJS752-3 

(carril 3), solo presenta una banda de aproximadamente 5.9 kb. 

B) Electroforeal• de la CTB y la PAP·CTB en geles de 
pollacrll•mkl• en condlclonem reductorH 

La figura 7 muestra los resultados obtenidos cuando se analizaron en condiciones no 

reductoras los sobrenadantes de las cepas E. co/iDH5a/pJS752-3, pJAKy pJSS. Se observa que 

la movilidad electroforética de la proteína hlbrlda PAP-CTB (carriles 1 y 2) es menor a la de la CTB 

nativa generada por el plásmido pJS752-3 (carril 3). 

C) THulacl6n de CTB en loa aobrenedantea de cultivo 

Se Investigó la expresión de la proteína hlbrida mediante la técnica de GM,-ELISA, 

empleando como esllmdar una curva patrón de CTB. Los resuttados se grafican en la figura 8, 

donde se observa que la cantidad de PAP-CTB (determinada como concentración equivalente de 

CTB), producida por las cepas E. col/ DHSa/pJAK y pJSS, es muy semejante a la obtenida por 

las colonias de E. col/transformadas con el plásmldo original pJS752-3. 
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O) Identificación del péptldo 246-254 en la protelna hibrlda con el auero anti· 

porlnaa 

Se tituló la proteína de fusión PAP·CTB en los sobrenadantes de cultivo, mediante un 

sistema de GM1-ELISA, en el cual se empleó un suero policlonal anti-porinas desarrollado en 

conejo. En la figura 9 se observa que el suero reconoce a la proteína de fusión secretada por las 

clonas pJAK y pJSS, de dos a tres veces más que al sobrenadante de la cepa no recombinante 

E. col/DHSa y que a la CTB nativa de la clona pJS752·3. 

2.· Péptldo 285-303 

A) Conjugado• 

Los conjugados eluyeron en las fracciones 5, 6 y 7 monitoreadas por absorbencia a 280 

nm, y se emplearon en el esquema de Inmunización descrito en materiales y métodos. 

B) Tltul•clón de anticuerpo• anti-conjug•do 

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

se titularon mediante el ensayo de ELISA, empleando como antígeno el conjugado lisozima­

péptldo. Los resultados se muestran en la figura 10, donde puede observarse que el título en los 

sueros de los ratones inmunizados es tres veces mayor que el título previo a la inmunización. 

C) Reaetivtd8d de lo• anticuerpos •nti-pépUdo con I• porln. Omp e n8tlva 

La figura 11 muestra que los sueros anti-conjugados BSA-péplldo y KLH·péptido 

reconocieron en los ensayos de ELISA, a la porlna fijada a la placa. los sueros de los ratones 

Inmunizados mostraron un titulo rilayor que el de los mismos animales antes de ser inmunizados. 
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D) Enaayo de competencia 

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

de concentraciones crecientes del polptido libre. Los resuttados, presentados en la figura 12, 

muestran una dlsminucl6n en la capacidad de los anticuerpos para reconocer al conjugado 

llsozlma-p6ptldo, al Incrementar la concentración del péptldo libre. El porclento de Inhibición de 

estos sueros, al añadir péptldo libre en concentración 10·• 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 1D"M de péptido libre; y otras menos 

susceptibles, aún frente a cantidades mayores (10·•-1o·')M del péptldo. 
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CARRILES 

1 2 3 4 

FllJ111• 6. Confif'111mc16n de .. pr•Hncll del ln .. rto 
•n loe p&b .. ldoe pJA.K y pJBS. 
Se purificaron tanto ol plúmldo original pJS752·3, 
como lu con1trucck>nos pJAK y pJSS. So ofoctu6 oJ 
anillalli do restricción con una digestión con Hlnd 
mn<pn 1 y con un anililil po1tork>r por oloctroforetil 
on gel do agaro .. al 1%. So oburva la fotografla dol 
gol (luz UV). C.rrH 1: plúmldo pJSS; Carril 2; 
pláamldo pJAK; CarrN3: ptúmldo pJS752·3; Curll •: 
Marcador do longitud do ONA {GJBCO 1 Kb laddor}. 

pb 

6,108 

__¡ 4,072 5,090 

----3,054 
-2,036 
-1,636 

-1,018 

-0.511 



CARRILES 

1 2 3 4 5 

,,,,.,.. 7. Ev•luao56n del taiM•ño de Sii protefn. híln'kl• PAP·CTB producida 
y eeoretadll por a.a bactarlH r.aombkl.nl ... 
Se efectuó un• por ektotroforetie on poliacrilamida·SDS en dando ao comparan 
et contenido de los 1obrenadantes do los cu!livo1 de DHSQ/pJAK y OHSQ/pJSS 
(PAP-CTB), con el de DH5Q/pJS752·3 (CTD·natlva). Loa aobrenadantos 10 

trataron con una me~la acetona·agua (7:1), y loa proclpitados 10 
reet11pendio«>n en amortiguador do muestra no-reductor. 
Clnl 1: PAP-CTB (codlftcada por ol plúmldo pJAK). C.rrll 2: PAP-CTO 
(codlfioada por el plúmido pJSS). C11rrll 3: OTO (codificada por ol plúmldo 
pJS762-a). C.rdl 4: matcadoroa do poso molocutar (lnhlbktor do tripslna 21.5 
KOa y lisozima 14.4 KOa). Curll 5: CTB comorclal (OIOCO ORL). 
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-14,400 
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F'8ur• •· Evalu•cilin d• a. confonn.cilin d• lll CTB en la protefn. hlbrkt•, por t. 
unKln • •u r•c•plor n•lural 
lu bactorLas fueron cultivadas duranlo 24 hr en caldo Lurm con ampicilin• y so tituló 
la CTO secrotada al modio, con un ensayo por GM,·ELISA. So fij6 a la placa ol 
gangll6skfo GM, (0.15 JjM/pozo) y so añadiaron los sobronadanloa do los cultivos 
corrospondiontoa. Simultánoamenlo so olaborO una curva pallón, añadiondo a los 
pozos quocontonlanOM 1diluciona.soriadasdoCTD comorclal (QIOCO BRl.), Dospuós 
so adicionó a todos los pozos un suero po1iclonal, dosanollado on cono;c>. anli·CTO on 
dUucl6n (1:100); y so rovoló con conjugado 1mti·conejo·poroxidasa y sustrato. la 
prolelna hlbrida PAP-CTB, producida por las copas pJAK y pJSS so titula como 
concontracl6n oquivalonto do CTB. (DHSQ: os la cepa no recombinanto ompklada 
como control; pJl752·3: os .. cepa rocombinan>o). 
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lo• aobronadanto1 do loa cultivo• do laa copas rocomblnantoa, DH5Q/pJAI( y pJSS 
(productoras do la PAP·CTD), OllsatpJS752·3 productora do CTD, y OHSQ no 
tr•naformada 
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Dilución del Suero 

Flgur• 10. TltulaclOn d• loa anllcuerpo• •ntl·pjplldo 285·303 •n el .uero de un 
rel6n kl.,unlzado con kHI conjugedoe B•A·pépUdo y KLH·pjpUdo. 
Sa Inmunizaron ratonos C311/foJ con 200 µ.g del pópUdo 285-303 do Omp C, 
conjugado a OSA. y 1e reforzaron a lo• skllo días con 100 J.Lg del conjugado Klll· 
póptido. Una Hmana dospu6s so titularon loa sueros do los ralonos on un ensayo por 
ELISA, omploando como antigono ol conjugado lilozima-pOptido (5 JJgfpolo), y 
revelando lalnto1acción con conjugado anli·ralón·poroxidasa y 5ustrato. laab101bancia 
se dolerminó a 490 nm. las curva Indican ol titulo do un suero reprosentativo, previo 
a la inmunizaci6n (9), y stoto dtu doapuiis do inmunizados loa ralonos(.), 
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Dilución del suero 

Fl(lur• 11. ANctiwidad de loe anUcuerp09anll-s>'plldo 28S·l03 con la porlna Omp 
C en eU forma natlv.. 
La porlna rocombinanto rOmp O on su forma nativa, to ftj6 a la placa para CLISA (2 
JJg/pozo} y so añadioron diforcntoa diluclonos do loa auoros do loa ratonas 
Inmunizado• con los conjugados OSA·póptido y KLH·p6ptido. la Interacción 10 revoló 
con ol conjugado anti·rat6n·poroxldasa y so dotormin6 la absorbam;la a 490 nm. La 
gr.ifica muostra ol comportamiOnto anl09 (•). y una semana doapuós de la 
lnmunlzack'.in (9). 
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Flfl'11'• 12. Eapecificidad de loti •ntk:u.rpo9 .nti-p,pUdo 285·303, cleMCMlr•d• 
111edillnt• a. lnhlbiclón de eu lnt•rHcWin con el conjugedo de V.Ozffn•, por ill 
pr ... ncill del pliptido libre. 
So ofectu6 un ensayo do ciompotoncia, on el que '° fijó a la placa pata ELISA ol 
conjugado lilozlma·póplido (5 µg/pozo), y H Sncubaron, a concontrac'6n constante, 
loe auoros do los rato nos inmunlzado1 con los coniugada. OSA·péptido y KLH·pOplido. 
So aflad\6 adomib el pOptido libro, on concontractonos crociontos, para compotif contra 
ol conjugado, por la un'6n a k>ti anticuerpos. So cak:ulb el por ck>nto do inhibicibn do 
acuerdo a La dllminuctbn on lu locturu do la absorbancla (490 nm), conformo a la 
adk:'6n del póptldo libro. 



VI. DISCUSIÓN 

La participación de las porinas de S. typhi 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 modelos murlnos. "·'''º·11·12·u Con base en estos hallazgos y buscando un conocimiento más 

profundo sobre los mecanismos lnmunol6gicos involucrados en lorno a las porlnas, se han 

predicho los determinantes antigénlcos de la porlna Omp C de S. typhl," mediante análisis 

algorftmlcos de la secuencia de la proteína reportada por Calva y cols. u A partir de estas 

predicciones so seleccionaron dos reglones 246-254 [TSNGSNPSJ 285-303 

[LQSKGKDISNGVGASVGDQ}, para su evaluación lnmunoquímlca. 

La predicción algorltmlca de epitopos, basada en las características fislcoquímlcas 

atribuidas a los determinantes antigénlcos, :tt,n.H.25 ha agilizado la caracterización lnmunológlca de 

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

calificar a las reglones como epltopos; sino que se requiere la evaluación lnmunoquímlca de los 

fragmentos elegidos. 

El segmento 246-254 [TSNGSNPS) de la porina se eligió para evaluarlo 

inmunoquímlcamente, por presentar características reportadas como típicas de los epltopos 

reconocidos por los linfocitos B; y una reglón especifica da S. typhl, no compartida por la porina 

Omp C homóloga de E. co/i. Para su estudio se decidió emplear la proteína de fusión PAP-CTB, .. 

producto de una construcción genética entre la subunidad B recomblnante de la toxina del cólera 
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(rCTB)" y el péptldo 246-254 de Omp C; debido a que la CTB ha sido empleada con éxito como 

portadora de diversos epltopos. 4.l..W.<H La CTB es una proteína muy lnmunogénica, soluble en 

agua, resistente a proleólisis, y mantiene su actividad biológica después de ser desnaturalizada 

y renaturalizada; lo cual favorece su utilidad como acarreador de determinantes antigénlcos.32 

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

las enzimas Kpnl y Hindlll, fue consistente con lo esperado (fig. 6). El plásmldo pJS752-3 contiene 

el sitio Hlnd 111 (fig. 2); pero no presenta el sitio de restricción Kpnl, debido a que éste se generó 

después la inserción del oligonucleótido. Por lo tanto, la única banda generada en pJS752~3 por 

la digestión con ambas enzimas corresponde al plásmido llnearizado (5,874 pb). Los plásmidos 

de las cepas DH5a/pJAK y DH5a/pJSS si presentan ambos sitios de restricción (fig. 3), 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 ex1remo 5' se encuentra el oligonucleótido (30 pb) 

Insertado 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. Con estos resultados se confirma gráficamente la presencia· del 

Inserto, portador de la información para Ja reglón 246-254 de la porina, en los plásmidos de las 

cepas DH5a/pJAK y DH5a/pJSS. 

El cambio en la movilidad electroforética (fig. 7) de la proteína PAP-CTB comparado con 

la de la CTB nativa, sugiere fuertemente la presencia del inserto (30 aa; 0::3,000 Da), en la CTB 

secretada por las cepas DHSa/pJAK y DH5a/pJSS. Sin embargo, la prueba definitiva de la 

construcción del vector solo es posible con el análisis de las secuencias nucleotídlca y proteica 

del pJAK y de la PAP-CTB respectivamente. 
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La titulación de CTB en los sobrenadantes de cultivo, utilizando el sistema GM,-ELISA 

(fig. 8), demuestra que la protelna PAP-CTB es funcional como CTB; debido a que es secretada 

al medio, se une al gangliósido GM, 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 

oligonucleótldo insertado está siendo transcrita correctamente, sin alterar el marco de lectura del 

gen toxB. 

En el ensayo con el suero anti-porlnas (fig. 9) se observa un reconocimiento especifico 

de la PAP-CTB secretada por las clonas recombinantes E. co/iDHSa/pJAKy E. co//DHSa/pJSS. 

La reactlvidad del suero ante los sobrenadantes de las cepas control, DHSa 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 péptldo 246·255 de la porlna Omp C de 

Salmonella typhi, acarreado por la CTB, es reconocido por anticuerpos dirigidos contra la proteína 

en su forma nativa. 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 reconocido por anticuerpos; b) 

que el péptido, unido al extremo amino terminal de la CTB en la proteína hibrida, 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 anll-porlnas, y quizá sea muy semejante a la que adopta 

dentro de la protelna nativa. 

El fragmento 285-303 [LQSKGKDISNGYGASYGDQ) de Ja porlna se eligió por sus 

propiedades anfipáticas, atribuidas a un epitopo de las células T según Berzofsky, •• y por 
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contener a su vez un epitopo para células B. Ya que se dispone del péptido sintético de esta 

región, se acopló a diferentes proteínas acarreadoras y se confirmó su potencial como epitopo 

de la porina Omp C de S. typhi. 

Los péptldos sintéticos generalmente requieren ser acoplados a proteínas acarredoras 

lnmunogénlcas, de modo que sean capaces de generar una respuesta especifica de anticuerpos 

antl~péptido. Entre los métodos de conjugación se encuentra el de las carbodiimldas, las cuales 

permiten acoplar grupos amino y carboxilo, como se muestra en la figura 5. Se eligió el método 

que emplea una carbodllmlda 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 "neodeter~inantes".• Con la finalidad 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 (fig. 1 O), donde 

el título después de la inmunización fue casi tres 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 Salmone/la typhl, acoplado por el método de 

carbodilmidas a proteínas acarreadoras, es capaz de inducir en los ratones una respuesta 

humoral específica contra el péptido. 

Los mismos sueros de los ratones Inmunizados reconocieron también, en una dilución 

1 :50, a 2 ¡.¡g de la porlna nativa (fig. 11). El péptido 285-303 corresponde tan solo a una pequeña 
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reglón (10 aa) de Ja 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 reglón expuesta en la superficie de la proteína nativa, y constituye un determinante 

antigénico reconocible por los linfocitos B. De este modo se confirma la predicclón teórica del 

péptido como un epítopo de la porina. 

La figura 11 también muestra que a mayores diluciones del suero anti-conjugado, el t~ulo 

obtenido no difiere mucho del tftulo del suero control. Esta baja Interacción del suero con la porlna 

puede deberse a que el suero empleado es un suero pollclonal; lo cual Implica que no todos los 

anticuerpos presentes están necesariamente dirigidos de manera especifica contra el péptldo 285-

303 de la porina, sino también contra otros determinantes antlgénicos generados por el 

acoplamiento del péptido. Esta posibilidad se confirma en el ensayo de competencla1 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 (fig. 12). muestra que a una concentración del péptido de W' M la inhibición es del 

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 sería la misma que la de los 

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

Incompleta es, que el suero empleado haya estado muy concentrado (1:800), y por lo tanto la 

cantidad de péptldo no fuera suficiente para inhibir al 100% su actividad. De cualquier modo1 lo 

que sr es evidente es la presencia de anticuerpos dirigidos de manera especffica contra el 

46 



péptldo, y 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. cofi(fig. 1) reportada 

por Cowan y Rosenbusch en 1992.ª Después de alinear las secuencias de Omp F de E. co/i y 

Omp C de S. typh1; se efectuó en nuestro laboratorio una aproximación de la estructura 

secundarla de la porina Omp C, representada en la figura 13. En ella se observa que el péptldo 

246-255 está localizado en el asa LS y el péptldo 285-303 en L7; lo cual confirma su 

comportamiento como epitopos para linfocitos B, pues quedan expuestos en la superficie de la 

porlna, y accesibles al reconocimiento de los anticuerpos. 
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Flgur• 13. E•truclur• .. cundarlai propue.ta p•r• la porln• Omp C de S. lyphl • p•rtlr de una 
c:ompu•clón con lo• re•uttado• de Cowan.1 



VIII. CONCLUSIONES V PERSPECTIVAS 

La caracterización lnmunoqulmlca de las regiones 246-255 y 285-303 de la porina Omp 

C de Salmonella typhl, seleccionadas a partir de predicciones algoritmicas de epitopos, demuestra 

que ambos fragmentos constituyen epitopos de la pecina, capaces de ser reconocidas por los 

linfocitos B. 

Se demostró que la conjugación por el método de carbodiimidas en solución es útil para 

conferir lnmunogenlcidad al péplido sintético 285-303 (de 19 aminoácidos), y que le permite ser 

caracterizado por técnicas inmunoqufmicas. 

La expresión del péptido 246-254 en el extremo amino de la CTB aparentemente no 

modifica la estructura ni las propiedades de Ja proteína; y propicia que, de algún modo, el péptido 

adopte en el hfbrido su conformación original. Las construcciones genéticas, como la de la PAP­

CTB, proporcionan una herramienta poderosa para la evaluación de los fragmentos antigénicos 

de las moléculas proteicas. El hecho de sintetizar el fragmento de la porina in vivo, presenta la 

ventaja de poder producirlo a gran escala y tener un sistema de purificación eficiente y rápido; 

comparado con los métodos bioquímicos tradicionales de extracción de porinas con detergentes. 

Además se tiene la ventaja de que la proteína de fusión es relativamente estable, secretada al 

medio y conserva sus propiedades de CTB. Por lo tanto, las mismas estrategias de expresión 

pueden ser empleadas para la evaluación de una variedad de antígenos proteicos polivalentes 

y para su futura aplicación en la Inmunización. 

El mapeo de epitopos en la porina Omp C de Sa/monel/a typhl es un paso Importante 

en el estudio de los mecanismos Involucrados en la respuesta inmune generada contra la fiebre 
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tifoidea. En un proyecto a corto plazo será necesario analizar la capacidad de las reglones 246· 

254 y 285...J03 de la porlna, y de otros epitopos, para generar una respuesta Inmune protectora 

en animales y en humanos. 
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