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Vil. RESUMEN

Con base en las predicciones tebricas de los epitopos de la porina Omp C de
Salmonella typhi, se eligieron dos regiones para analizar su antigenicidad: a) la regién contenida
entre los amino&cidos 246 a 255, fa cual se tiene expresada en una proteina de fusién con la
subunidad B de la toxina del c6lera (CTB); y b) el segmento comprendido entre los aminoAcidos
285 a 303, disponible como péptido sintético.

Se confirmé ta construccién genética (péptido 246-254--CTB), mediante un analisis de
restriccion del DNA, donde se observé el patrén electroforético esperado. Se produjo la proteina
hibrida (denominada PAP-CTB) a partir de las cepas recombinantes E. coli DH5ax transformadas
con los plaésmidos pJAK y pJSS, caracterizandola en electroforesis (SDS-PAGE); y se observé,
por GM,-ELISA, que la proteina de fusién permanece como una proteina funcional en términos
de la CTB. Se incubé la PAP-CTB con anticuerpos anti-porinas y se verificd su reconocimiento;
con lo cual se confirmé el papel del péptido 246-255 de Omp C como epitopo para células B y
la factibllidad de expresarlo en Ja proteina de fusién, adoptando una conformacién que podria ser
semejante a la que presenta en la proteina nativa.

Se conjugd el péptido sintético 285-303 a tres diferentes proteinas acarreadoras
(hemocianina, albGmina sérica bovinay lisozima) con el fin de emplear los conjugados de manera
alternada en un esquema de inmunizacién de ratones de la cepa C3H/FeJ. Los anticuerpos anti-
péptido se titularon con el conjugado y, mediante un ensayo de inhibicién con el péptido libre, se
comprobé su especificidad por el péptido. Se incubaron los sueros con la porina completa, y se
observo la capacidad de los anticuerpos anti-péptido para reconocer a la porina en su forma
nativa, Con estos resultados se demostré que el péptido 285-303 constituye un epitopo expuesto
de la porina Omp C de Salmonella typhi.



I. INTRODUCCION
1.- Las Porinas.

La membrana externa de las bacterias Gram-negativas funciona como un filtro molecular
para compuestos hidroflicos y protege a la célula de algunos mecanismos de defensa del
organismo hospedero. Uno de los principales componantes activos de la membrana externa con
estas propledades, son las porinas. Estas protefnas, con pesos moleculares de 36,000-38,000 Da,
se ensambian como trimeros y forman poros o canales que permiten la difusién inespecifica de

pequerias moléculas hidrofilicas al interior de la bacteria.'

Las porinas identificadas tanto en Escherichia colicomo en Salmoneila typhimurium son
Omp C, Omp F y Pho E; mientras que Omp D al parecer es exclusiva de S. typhimurium. Estas
proteinas son muy semejantes entre sy tan solo difieren en su selectividad y afinidad por grupos
iénicos. Las estructuras de las porinas presentan una gran estabilidad en presencia de
detergentes como las sales biliares y el SDS, y son altamente resistentes a la accidn de aigunas

proteasas.’

A) Estructura de [as porinas.-
EI monémero.
Dentro de la famllia de porinas de los géneros Escherichia y Salmonella, las mas
estudiadas son OmpF y PhoE de E. coli, pero debide a su gran homologfa (mas del 60%), se
considera que la estructura de las otras porinas es muy aimilar.vEslén formadas por tres

monémeros idénticos de forma cilindrica semejante a un barril (fig. 1). La entrada del poro se
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encuentra delimitada por largas prolongaciones det cilindro que restringen su accesoal inclinarse
hacia el centro de! canal. A la mitad de la altura, el didmetro del poro se reduce por el
doblamlento de una de sus paredes hacia el interior. Esta zona de restriccion determina el paso

de las moléculas de diferente tamafio y polaridad. Ei poro se vuelve a abrir y conserva sus

dimensiones hasta el otro extremo, el cual desemboca en el espacio peripladsmico de la bacteria.*

El monémero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en promedio. Los
estudios cristalograficos més reclentes? realizados en OmpF y PhoE, con resolucién de 2.4 Ay
3.0 A respsctivamente, muastyah que la unidad estructural es un barril #formado por 16 regiones
de hojas anti-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas
-hélices intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras 4 de manera pseudo-ciclica,
mediante un enlace iénico entre el extremo carboxilo de la hoja 3-16 y el extremo amino de la hoja

312

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal. La
entrada del poro esta restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia el centro
generando un diametro de 11 A a 19 A La salida del poro al espacio periplésmico, en cambio,
tiene dimensiones de 15 x 22 A, y esta definida por las vueltas 4 El mayor rﬁ‘:mero de
modificaciones en la secuencia protéica entre una y otra porina se localiza en estas asas, y por

tanto son éstas las responsables de la diferencia en el tamafio de entrada de los poros.?



El trimero

Los mondmeros de las porinas se ensamblan en el espacio periplasmico de la bacteria
para incorporarse a la membrana externa y formar trimeros.? Contrariamente a io que antes se
crela, los canales no se fusionan entre si; sino que permanecen separados a lo largo del trimero

por una distancia de %35 A2

La principal contribucién a la formacién del trimero es el entrecruzamiento de las
regliones hidrofébicas de las vueltas 41-5y A 16, donde los diez reslduos carboxilo de la regién
7 16, en particular el Gltimo (una fenilalanina muy conservada en las porinas), son esenciales para

el correcto ensamblaje y la estabilidad de la porina %,

B) Expresién y funcién de las porinas.-

Las porinas se encuentran en la superficie de la bacteria en cantidad relativamente
elevada, (hasta 10° copias por célula), por lo que constituyen una de las proteinas mas
abundantes enla bacteria en términos de masa; pueden representar hasta un 2% de la proteina
total de la célula '. Hasta el momento las porinas méas estudiadas son las de £ coliy .

typhimurium, y sus principales caracteristicas se muestran en la tabla 1.

Las ¢ondiciones de crecimiento, como la actividad osmdtica y la temperatura, regulan
la expresién de las porinas. En un medio de cultivo comdn (que contenga fuentes de C y N,
factores de crecimiento y sales mlneralaé) solo OmpF, OmpC y OmpD se producen; PhoE
{nicamente se expresa bajo condiciones de escasez de fosfatos. La expresién de OmpF se

reprime por la temperatura y la osmolaridad elevadas; por lo que alg cepas practi




no sintetizan esta proteina a 37 °Cy en presencia de aproximadamente 0.9% de NaCl. Por el

contrarlo, la expresién de OmpC, se ve favorecida con niveles elevados de sales',

Tabla1.C isticas de |as pori de
a) E coli y b) lls typhimurium *2
PORINA RECEPTOR PESO DIAMETRO RAEGULACION DE
A FAGOS O MOLECULAR aproximado LA SINTESIS
COLICINAS - {kDa) (nm)
OmpF a) Tut a, T2, TPI, TP2, 327 1.2
Roprimida por ata
b) TPS, Cold 39.3 1.2 osmolaridad
OmpC a) Tul b, Mal, PA2, 434, 36.0 11
Dosroprimida por ala
$81, TP2, TPS, TP6 39.8 13 osmolaridad

&) PH42, PH105, PH221

OmpD a) No tiene No tiono No tiono .
Daopondionto do AMPe
b) PH31, PH42, PHS51 8.0 1.3
PhoE #) TC23, TC45 368 1.2 Desroprimida por
oscasoz do P,
.b) No idontificado 36.0 1.2

OmpC y OmpfF son protelnas muy semejantes funcional y estructuralmente; sus poros
tienen tamados de exclusién similares (M%< 600 dal}, y didmetros que varfan entre 1.1y 1.3 nm?
Se cree que estas dos proteinas y la porina Pho E evolucionaron de una proteina ancenstral
comin, ya que las secuencias proteicas contienen un 63% de aminoéacidos idénticos y que esta
homologfa se incrementa hasta en un 86% en el extremo carboxilo de ambas proteinas.® Al
realizar estudios /n vitro en los que se reconstituyen las porinas en membranas lipidicas, se ha

demostrado que las porinas de E. coli son permeables a trisacaridos y tetrapéptidos; lo cual



implica que permiten el paso de nutrientes y iones a través de la membrana externa de a bacteria.
Ademés, la medicién de la conductancia (G) en estas membranas, ha permitido calcular el

diametro de los poros.®

No hay informacién que muestre la especificidad del poro hacia los solutos; sino que
aparentemente son las propledades fisicoquimicas de los solutos fas que determinan su velocidad
de difusion a través de la porina; siendo tres las principales: a) el tamaiio, (b) la carga eléctrica

y (c) la hidrofobicidad del soluto.?

2.- Inmunogenicidad de las porinas de S. typhl.

Las porinas de S. typhi desempefian un importante papel en la induccién de una
respuesta inmune contra Ié fiebre tifoidea.*

Se ha demostrado que estas protelnas estimulan mecanismos efectares humorales y
celulares en modelos murinos y gque son buencs inmunégenas para la induccion de un estado

de proteccldn contra ia infeccion por la bacteria,Whe10111243

Se comprobd que un suero anti-proteinas de membrana externa (PMEs) de S. typhi,
empleado para inducir fa proteccién pasiva en ratones, reconoci6é con mayor intensidad a las
porinas de las diferentes cepas de Salmonella utiizadas en un ensayo de inmuno-
electrotransferencia. Este hecho mostré que las porinas podian ser los antigenos responsables

de la induccién de proteccion.”
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Mas adelante la inmunizacién con cantidades tan pequefias como 10 ig de porinas
purificadas de Salmoneila typhi, confirid proteccidn al 90% de los ratones NIH retados con 500
DLy, de la misma bacteria. En cambio no se indujo proteccién al reto con Salmonella typhimurium

en las mismas condiciones, lo cual demuestra una respuesta especie-especfica a las porinas.*

El emplec de anticuerpos monoclonales de isotipo igM anti-porinas de S. typhi9,12,Vi:d
confirié una proteccién del 60% al reto con 20 DL, en el modelo murino® mientras que los
anticuerpos monoclonales anti-lipopolisacérido no indujeron protecclén.'®

'

Las porinas de S. typh/ son también inmunogénicas en et humano. Esto se demostré
cuando, a! evaluar la respuesta inmune humoral de paclentes con fiebre tifoidea en fase
convaleciente, se encontraron anticuerpos de clase IgG dirigidos contra las porinas." De igual
modo, la administraci6n de ta vacuna antitifoidica oral indujo la produccién de anticuerpos anti-

porinas en las personas estudiadas.'?

Se demostrd que las porinas de Saly ia typhi, la typhimurium y Esch
colfson capaces de inducir la proliferacién in vitro de linfocitos de ratones NIH inmunizados con
PMEs de S. typhi; y mas aun, que la respuesta a las porinas de S. typhi no se debi6 a la

presencia de LPS."*

Estos hallazgos en torno a las porinas de S. typh/ y su papel en la respuesta inmune,
han motivado un estudio més profunda sobre su antigenicidad; es decir, sobre las regiones de

ta proteina responsables de la induccién de proteccién.



3.- Prediccién de epitopos

Los determinantes antigénicos de una proteina, o epitopos, son aguellas regiones contra
las cuales esta dirigida la respuesta inmune. A partir del estudio y comparaci6n de un gran

niimero de regiones Identificadas en diversas proteinas, se ha podido establecer que:

1.- Los epitopos reconocidos por linfacitos T estdn contenidos en una pequeiia reglén

de la proteina, y

2.- Los epitopos reconocidos por linfocitos B consisten en aminoacidos que pueden o
no ser contfguos en la secuencia, pero que se encuentran unidos en la superficie de la proteina

debido al plegamiento de la cadena polipeptidica,’*

Se ha empleado una variedad de técnicas para la bisqueda de estos sitios antigénicos
dentro de las proteinas. Entre ellas las mas utilizadas han sido la fragmentacion quimica o
enzimética de la protelna, a clonacidn de fragmentos genéticos, y la elaberacién de péptidos
sintéticos. Recientemente, con la introduccién de los métodos que permiten la sintesis simultanea
de muchas secuencias cortas, los péptidos ‘sintéticos se han empleado como el medio primario

para la identificacién de los epitopos.'®

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

con secuenclas traslapadas que en total abarquen la completa de la protelna. Sin

embargo, esto resulta demasiado costosoy laborioso; por lo que otra alternativa es la sintesis de

péptidos selecclonados mediante una prediccién de epitopos.



En la actualidad se cuenta con diversos métodos computacionales elaborados a partir
de estudios y modelos mateméticos, los cuales permiten establecer predicciones de las regiones

de la proteina que puedan ser antigénicas.

Con base en el andlisis de algunos péptidos inmunodominantes reconocidos por las
células T, Margalit y Berzofsky'&'™'* desarrollaron un algoritmo de prediccién que se basa en
el modelo de la hélice anfipatica. Este considera que los sitios antigénicos son hélices con una
cara predominantemente polar, mientras que la cara opuesta s principalmente no polar. Se
postula que la porcién hidrofébica de) péptido se asocia a la molécula del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC); mientras que la region hidroflica se une al receptor del linfocito T.*®
Se elaborb entonces el programa AMPHI, del paquete PCGENE®, basado en este algoritmo
de prediccién; sin embargo, solo funciona para los epitopos reconecidos por los linfocitos T

cooperadores, al ser presentados en el contexto de fas moléculas del MHC de clase (1.3

Mas adelante Rothbard® report6 secuencias halladas con alta significancia estadistica
en determinantes antigénicos reconocidos por células T, tanto cooperadoras como citotdxicas.
A estas secuencias se les. denomina "patrones de Rothbard®, y es necesario buscarlas
manualmente. Actualmente, Rammensee 2*2%** ha demostrado la presencia de patrones
(denominados "motifs") en la secuencia reconocida por la molécula de clase I'del complejo
principal de histocompatibilidad del ratén. Ello permite una prediccién méas aproximada de los

péptidos que serén reconocidos por las células T.

Se ha descrito, por otro lade, que entre las caracteristicas importantes de los epitopos )

para inducir la respuesta inmune de las células B, se encuentran las de ser las secuencias méas
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expuestas en la superficie de la proteina, y asi mismo ser altamente hidrofiicas, cargadas y
flexibles. Para establecer las predicciones de epitopos reconocibles por células B se tienen varios
programas para computadora. £} programa ANTIGEN?® asigna un valor de hidrofilicidad a cada
amino4cido de la proteina, de acuerdo a la escala de Levit,™ y tomando fragmentos de sels
aminoécidos, promedia sus valores. Asi analiza regiones superpuestas a lo largo de toda ia

secuencia y selecciona la regién mas hidrofilica como un probable determinante antigénico.

Otro programa del mismo paquete, FLEXPRO,* basa sus predicciones en el modelo
de flexibilidad o movilidad de los antigenos, estudiado por Karpluz y Schulz. Conbase en estudios
de resonancia magnética nuclear y andlisis cristalograficos a muy alta resolucion, se determinaron
coeficientes de agitacién térmica® (valores Debye-Waller), que representan el desplazamiento
minimo de cada dtomo en un promedio determinado de posiciones.?” Tomando en cuenta el
factor Debye-Waller para el carbono-a de los aminoacldos, el algoritmo selecciona aquellas

regliones a lo largo de la secuencla, que muestren los valores de movilidad méas elevados.®

Los métodos para predecir epitopos de T y de B, han tenido un éxito parcial en la
localizacién de regiones antigénicas en la superficie de las proteinas y han permitido generar
antigenos capaces de inducir anticuerpos que muestren reactividad cruzada con la proteina

nativa.**



It. ANTECEDENTES:
Identificaclén de spitopos de Omp C

Una vez demostrada la participacién de las porinas en la induccidn de una respuesta
inmune contra la fisbre tifoidea, los trabajos de prediccién realizados por Martin Orozco™
permitieron localizar las regiones antigénicas de la porina OmpC de S. typhi, susceptibles de ser

reconocidas por los linfocttos B y T para generar la respuesta del hospedero.

La prediccién de determinantes antigénicos para células T, se efectué buscando
manualmerte patrones de Rothbard,® y empleando el programa AMPH,'** basado en e! modelo
de la héiice anfipitica de Margalit y Berzofsky.' Para los linfocitos B se efectuaron las
pradicciones empleando los anélisis de Hopp y Woods?** y Karplus y Schulz,** * basados en

fa hidrofilicidad y la flexibilidad de los sitios antigénicos, respectivamente.

La regién de la porina comprendida entre los residuos 285-303
[LQSKGKDISNGYGASYGDQ] presentd el mayor indice de anfipatia, y un patrén de Rothbard; por
lo que se le consideré un buen candidato para el epitopo de tipo T. Ademds se observéd ﬁue
contlene, en el fragmenta 286-292 [QSKGKDI], una regién capaz de ser reconcocida por

linfocitos B.

Por otro lado, la regién comprendida entre los aminodcidos 247-254 [TSNGSNPS) de
Omp C fue la porcidén mas flexible y con un mediano indice de hidrofilicidad; por lo cual se le
considerd una buena opcién para el epitapo tipo B. Ademéas se observs, después de alinear la
secuencia de la borlna Omp C de £ colicon la de S. typhi, que esta regibn (247-254) no es

compartida por E. coli, sino que es especifica de S. typhi*®



Con el fin de sobreproducirlc faciimente y conferirle mayor inmunogenicidad, el péptido
246-255 fue expresado unido a la porcién amino de la subunidad B de la toxina del célera (CTB),
en una proteina de fusion, denominada PAP-CTB (péptido antigénico de la porina - CTB).® Para
ello se empled un sistema de sobreexpresién recombinante, el plasmido pJ§752-3 {fig. 2), en el

cual el gen de la CTB (fox B) se encuentra regulado fuertemente por el promotor tacP .

pJS752-3
5874 pb

Figura 2. Mapa de resiticclén del pldsmido p8752-

ta CTB codificada por el gen fox B, es una protefna muy inmunogénica de peso
molecular relativo de 13,600 Da, es secretada al medio de cultivo por la bacteria recombinante,

y se fija de manera aspecffica al gangliésido GM,.>?



La construccién genética se efectud insertando en el plasmido pJS752-3 un
dligonucléotido con el fragmento 246-255 [GTSNGSNPST] de omp C, entre los sitios de restriccién
Sacl y Xmal; de tal manera que, sin alterar el marco de lectura ablerto hacia tox 8, se obtuvo una
region que codifica para una proteina hibrida regulada por el mismo promotor. De este modo se

obtuvo el plasmido pJAK 267 {Fig. 3) con un nuevo sitio de restriccidn Kpnl.®

Fig. 3. Maps de Restriccién del Plismido pJAK267, qus contiene ls secuencls

codificante para la proteina de fusién PAP-CTB

Se indican los skios do 0 ¥ la Zona b of
sinélico ais im 246-255 do Omp C. Esta

socuencia manticno el marco de lactura abiorto hacia la proteina CTB. Se indican ol

promotor p tac y el gon do resistoncia & ampiiina.
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El hecho de que en la transcripcién el inserto sea leido antes qus el gen tox B, asegura
que la sintesis de CTB necesariamente conlleve la expresién del inserto. Con este nuevo plasmido
PJAK267 se transformaron células de E.colf DH5a y se seleccionaron dos clonas positivas, a las

que se denomind E.coli DH5at/pJAK y E.coli DH5a/pJSS. %

Se tienen aslidentificados dos fragmentos de la porina (246-254) y (285-303), predichos
por métodos algorftmicos como epitopos de la porina capaces de induclr una respuesta en el

hospedero, y resta tan solo evaluar sus propledades Inmunoquimicas.



fil. OBJETIVOS

1.- Objetivo general
Evaluar por técnicas inmunoquimicas la antigenicidad de dos epitopos de la porina Omp
C de Salmonella typhi.

2.- Objetivos particulares

21 Evaluar la reactividad del péptido 246-254, contenido en la proteina de fusion,

hacia los anticuerpos generados por la porina nativa,

22 Evaluar la respuesta inmune humoral de ratones de la cepa C3H/Fed, frente

al péptido sintético 285-303 de la parina Omp C conjugado a proteinas acarreadoras.
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IV. MATERIALES Y METODOS
1. Regién 246-254

A) Cultivo de ia bacteria

Las cepas recombinantes de £ col/ DHSQ/ pJS752-3, pJAK y pJSS se sembraron, por
aislamiento, en placas de agar Luria® con 250 ftg/ m! de ampicilina; y se seleccionaron al azar
varias colonias de cada placa. Las colonias selecclonadas fueron cultivadas individualmente en
5 m! de caldo Luria® con 250 g/ ml de ampicilina, durante 16 hr a 37 °C, en un agitador

automético a 175 rpm. La metodologla se resume en las figuras 4a y 4b.

B) Andlisis de restricclén

Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 7500 rpm y el sedimento se empled
para la purificacién de los plasmidos, mediante la técnica de “MiniPrep”. Esta se basa en el
método de lisis alcaiina, extraccién con fenoi-cloroformo y precipitacién con etanol® Los
plasmidos fueron digeridos con las enzimas Hind il y Kpn |, y se analizaron en un gel de agarosa
al 1%, en un sistema amartiguador de Tris-boratos/EDTA (TBE) con bromuro de stidio. Después
de efectuar el corrimiento electroforético de los plasmidas, se observé el gel con luz uitravicleta

larga (366 nm) y se fotografio.

C) Purificacion de la PAP-CTB y I CTB nativa
Las protelnas 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 min a 7,000 rpm y 4 °C. Los nuevos sobrenadantes fueron
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decantados, y el sedimento seco se resuspendio en el amortiguador de muestra no-reductor (Tris

0,125 M pH 6.8 con SDS (2%}, glicerol (10%) y azul de bromofeno! (0.005 %)].

D) Electroforesis de proteinas

Las muestras de protelnas precipitadas de los sobrenadantes de cultivo se corrieron en
elactroforesis en gel de poliacriamida (SDS-PAGE) al 15%, por el método de Laemmii*, en
condiciones no reductoras,. E! gel concentrador se preparé con 5% de acrilamida, bis-acritamida
al 0.13%, y 0.1% de SDS en amortiguador de Tris-HCI, 0.125 M, pH 6.8. Ei gel espaciador
consistlé en acrilamida al 15%, 2.5% de bis-acrilamida y 0.19% de SDS en Tris-HC}, 0.35 M, pH
8.8. Como amortiguador de corrimiento se emplearon Tris 0.025 M, SDS 0.1% y glicina 0,192 M,
a pH 8.3; en un sistema de amortiguadores discontinuos; y las muestras se corrieron a 25 mamp/

placa durante un promedio de 1 hr. El gel se reveld mediante tincién de plata.3*

E) Titulacién de la CTB

Se empled un ensayo inmunoenzimético en fase sélida GM,-ELISA> en el que se
recubyié la placa con 100 (V/pozo de una solucién de monosialogangliésido-GM, 1.5 UM en PBS
(Na,HPO, 1.236 g/L, NaH,PO, 0.18 g/L y NaCl! 85 g/L, pH 7.2); incubando a temperatura
ambiente toda la noche. Se bloqued con PBS-gelatina (2%). Se anadieron los sobrenadantes a
investigar y tamhién se prepar6, dentro del mismo sistema, una curva de calibracién con CTB
comercial [GIBCO BRL Cholera Toxin B Subunit. Cat# 3172SA] . Se afiadié, como primer
anticuerpo, un suero policlonal anti-CTB desarrollado en conejo; y como segundo anticuerpo se
adicloné e! conjugado anti-conejo [GIBCO BRL). Se dejé desarroltar el calor con el sustrato (o-
feniléndiamina “OPD" 10 mg/d), amortiguador de citratos 0.1 M pH 56 y H,0, 1 uiyml), y

deteniendo 1a reaccién a los 10 min con H,S0, 2.5 N. Las lecturas de absorbancia a 490 nm se
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abtuvieron con un lector de ELISA (Ortho Diagnostic Systems, MTP-120 Microplate Reader).

F) Identificacién del péptido
Con el mismo sistema de GM,-ELISA, se efectué otro ensayo arnadiendo como primer
anticuerpo un suero policlonal anti-porinas. Se reporta el reconocimiento del péptido en términas

de las tecturas de absorbancia a 490 nm.

2.~ Regi6n 285-303,

A) Sintesis

El péptido 285-303 se sintetizd en trabajos previos,® empleando la técnica de sintesis
de péptidos en fase solida, con la quimica de los derivados F-moc en poliamida; 243 en un
sintetizador PS-3 de Protein Technologies Inc. (Tucson, Az.,EUA). Se obtuvo con ur;a pureza del
75% al pasarlo por una columna C-18 de fase reversa, por cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC).

B) Conjugacioén a proteinas acarreadoras.
El péptido sintético se conjugd, empleando el método de carbodiimidas, a tres
acarreadores diferentes: albimina sérica bovina {(BSA), hemocianina (KLH) y lisozima; paralo cual

se empled un kit de conjugacion Imject” i ogen EDC Conjugation Kit with BSA and KLH (No.

77101 G) de Pierce. Este método se basa en la activacion de grupos caboxilos por el hidrocloruro
de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), y su posterior reaccibn con aminas

primarias. (fig. 5)
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Fig. 5. de C 6n con ia carbodiimida EDC.




Las mezclas de reaccién se purificaron por filtracién en gel empleando columnas de
exclusién molecular de dextranas y se colectaron fracciones de 0.5 ml. Se determiné su

absorbancia a 280 nm.

C) Eaq de izaclb

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.); segtin el siguiente
protocolo:

Dia 0: Inmunizacién subcutanea con 200 1ig del conjugado BSA-péptido en adyuvante

completo de Freund por cada ratén

Dia 7: Refuerzo con 100 fig del conjugado péptido-KLH por via intravenosa.

D{a 14: Sangrado de los ratones y obtencion de los sueros de manera individual.

D) Evaluacién i i de los de ratén

q

a.- Titulacién de los sueros

Los sueros se titularon mediante ensayos inmunoenzimaticos en fase sélida (ELISA),*
segin se describe brevemente a continuacion. Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos
de fondo plano (Nunc Co), con § (ig/pozo del conjugado lisozima-péptido en amortiguador de
carbonatos (pH 9.5). Se bloqueé con una solucién de PBS-gelatina (3%), y se afadieron los
sueros de los ratones en diluciones seriadas de 1:50 hasta 1:3200. Como segundo anticuerpo se

afadi6 el conjugado [Sigma Co. anti-mouse IgG (whole molecule) Peroxidase Conjugate] en

dilucion 1:1000. Se reveld la placa de igual manera que los ensayos inmunoenziméticos anteriores.
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b.- Ensayo con la proteina nativa.

Se recubrieron las placas de ELISA con 2 fig/pozo de la porina recombinante (rOmp
C), obtenida de la cepa E. coli UH302 pST13 por el método de Nikaido®. Se realizd ef ensayo.
del mismo modo que los anteriores, y se reporté el reconocimiento de la proteina nativa por los

sueros inmunes.

c.- Ensayo de competencias.

Se realizé el ensayo de ELISA de manera similar al sefialado en inciso (a.?); con la
diferencia de que los sueros de ratdn se incubaron junto con el péptido libre en concentraciones
variables (desde 10 a 107 M). Los resultados de absorbancia a 490 nm se reportan en términos

de porciento de inhibicién de la interaccién de los anticuerpos anti-conjugado con el antigeno.
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V. RESULTADOS

1.- Proteina de fusion PAP-CTB

A) Anélisis de restriccion de Ia construccién genética

Se seleccionaron algunas colonias de la cepas de £ coli DHSQ/pJAK y £ coli
DHSa/pJSS, y el DNA purificado del plasmido fue digerido con las enzimas de restriccién Hind
Hi/Kpn . El anélisis por electroforesis en gel de agarosa se muestra en la figura 6; en el cual se
observan los plésmldo; pJSS y pJAK (carriles 1 y 2), con dos !:aandas cada uno, de
aproximadamente 1.2 kb y 4.7 kb respectivamente; mientras que el plasmido original pJS752-3

{carrii 3), solo presenta una banda de aproximadamente 5.9 kb.

B) Electroforesis de la CTB y Ia PAP-CTB en geles de
" ida en

La figura 7 muestra los resultados obtenlidos cuando se analizaron en condiciones no
reductoras los sobrenadantes de las cepas E. coliDH5a/pJS752-3, pJAKy pJSS. Se observa que
la movilidad electroforética de la proteina hibrida PAP-CTB (carriles 1 y 2) es menor ala dela CTB

nativa generada por el pldsmido pJS752-3 {carril 3).

C) Thulacién de CTB en los sobrenadantes de cultivo

Se investigd la expresidn de la proteina hibrida mediante la técnica de GM,-ELISA,
empleando como esténdar una curva patrén de CTB. Los resultados se grafican en la figura 8,
donde se observa que la cantidad de PAP-CTB (determinada como concentracién equivalente de
CTB), producida por las cepas £. col/ DHSa/pJAK y pJSS, es muy semejante a la obtenida por

las colonias de £. cofitransformadas con el plasmido original pJS752-3.
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D) Identificacién del péptido 246-254 en la proteina hibrida con el guero anti-
porinas

Se tituld la proteina de fusién PAP-CTB en los sobrenadantes de cultivo, mediante un
sistema de GM,-ELISA, en el cual se empled un suero policlonal anti-porinas desarrollado en
conejo. En la figura 9 se observa que e! suero reconoce a la proteina de fusién secretada por las
clonas pJAK y pJSS, de dos a tres veces mas que al sobrenadante de la cepa no recombinante

E. coliDHS@ y que a fa CTB nativa de la clona pJS752-3.

2.~ Péptido 285-303
A) Conjugados
Los conjugados eluyeron en las fracciones 5, 6 y 7 monitoreadas por absorbancia a 280

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

B) Thtulacion de anticuerpos antl-conjug

Los sueros de los ratones inmunizados con los conjugados BSA-péptido y KLH-péptido
se titularon medlante el ensayo de ELISA, empleando como antigenco el conjugado lisozima-
péptido. Los resultados se musstran en fa figura 10, donde puede observarse que el titulo en los

sueros de los ratones inmunizados es tres veces mayor que el titulo previo a la inmunizacién.

C) Reactividad de los anticuerpos anti-péptido con la porina Omp C nativa
La figura 11 muestra que los sueros anti-conjugados BSA-péptido y KLH-péptido
reconocieron en los ensayos de ELISA, a la porina fijada a la placa. Los sueros de los ratones

inmunizados mostraron un iitulo mayor que el de los mismos animales antes de ser inmunizados.
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D) Ensayo de competencia

Los sueros de los ratones se incubaron a una concentracion constante, en presencia
de concentraciones crecientes del péptido libre. Los resuttados, presentados en la figura 12,
muestran una disminucién en la capaéldad de los anticuerpos para reconocer al conjugado
tisozima-péptido, al incrementar la concentracidn del péptide libre. El porciento de inhibicién de
estos sueros, al afiadir péptido libre en concentracién 10® M, fue de 42%. E! comportamiento de
la curva de inhibicién muestra la presencia de més de una familia de anticuerpos; una capaz de
ser inhibida por cantidades tan pequefias como de 10'M de péptide libre; y otras menos

susceptibles, alin frente a cantidades mayores (10°-10%)M del péptido.
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VI, DISCUSION

La participacién de las porinas de S. typhien Ia induccién de la respuestainmune 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 murinos.”*%12141243 Con hase en estos hallazgos y buscando un conocimiento mas
profundo sobre los mecanismos inmunolégicos involucrados en torno a las posinas, se han
predicho los determinantes antigénicos de la porina Omp C de S. typhi® mediante anélisis
algoritmicos de la secuencia de la proteina reportada por Calva y cols.*? A parir de estas
predicciones so seleccionaron dos reglones 246-254 [TSNGSNPS] y 285-303

[LQSKGKDISNGYGASYGDQ), para su evaluacién inmunoquimica.

La prediccién algoritmica de epitopos, basada en las caracteristicas fisicoquimicas
atribuidas a los determinantes antigénicos, 24242 ha agilizado la caracterizacién inmunolégica de
fa respuesta a diversos antlgenos. Estas predicclones sin embargoe, no son suficientes para
calificar a las reglones como epitopos; sino que se requiere la evaluacién inmunoquimica de los

fragmentos elegidos.

El segmento 246-254 [TSNGSNPS] de la porina se eligi6 para evaluarlo
inmunoqulmicamente, por presentar caracteristicas reportadas corv;o tipicas de los epitopos
reconocidos por los linfocitos B; y una regi6n especffica de S. typhl, no compartida por la porina
Omp C homdloga de E. coli Para su estudio se decidié emplear la protelna de fusion PAP-CTB,*

producto de una construccién genética entre la subunidad B recombinante de la toxina def cdlera

42



(rCTB)™ y el paptido 246-254 de Omp C; debido a que la CTB ha sido empleada con éxito como
portadora de diversos epitopos.*4+** La CTB es una protelna muy inmunogénica, soluble en
agua, resistente a protedlisis, y mantiene su actividad biolégica después de ser desnaturalizada

y renaturalizada; lo cual favorece su utilidad como acarreador de determinantes antigénicos.?

El patr6n electroforético de las digestiones de los plasmidos pJS752-3, pJAK Y pJSS con
las enzimas Kpnly Hindlll,.fue consistente con lo esperado (fig. 6). El pldsmido pJS752-3 contiene
el sitio Hind Ili (fig. 2); pero no presenta el sitio de restricclén Kpnl, debido a que éste se generd
después Ia insercién del aligonucleétido. Por lo tanto, la Gnica banda generada en pJ$752-3 por
la digestién con ambas enzimas corresponde al plasmido linearizado (5,874 pb). Los plasmidos
de las cepas DH5a/pJAK y DHS/pJSS si presentan ambos sitios de restriceién (fig. 3), y por lo
tanto se genaran dos bandas con la digestién. El fragmento pequefo (aprox. 1.2 kb) corresponde
al fragmento de DNA de 1,170 pb, en cuyo extremo §' se encuentra e! oligonucleétido (30 pb)
insertado en el inicio del gen de la CTB. El fragmento mas pesado (aprox. 4.7 kb) identifica a!
testo del ptasmido de 4,734 pb. Con estos resultados se confirma graficamente la presencia del
inserto, portador de la informacién para la regién 246-254 de la porina, en los plasmidos de las

cepas DH5a/pJAK y DH5a/pJSS.

El cambio en la movilidad electroforética (fig. 7) de la proteina PAP-CTB comparado con
la de la CT8 nativa, sugiere fuertemente la presencia del inserto (30 aa; 3,000 Da), en la CTB
secretada por las cepas DHSa/pJAK y DHS5a/pJSS. Sin embargo, la prueba definitiva de la
construccién del vector solo es posible con el anélisis de las secuencias nucleotidica y proteica

del pJAK y de la PAP-CTB respectivamente.
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La titulactén de CTB en los sobrenadantes de cultivo, utilizando el sistema GM,-ELISA
(fig. 8), demusstra que ta protelna PAP-CTB es funcional como CTB; debido a que es secretada
al medio, se une al gangliésido GM, y es reconocida por los anticuerpos anti-CTB. Ello indica que
las caracteristicas de expresién de la CTB no se ven afectadas por la Insercién del péptido de la
porina en su extremo amino terminal; y se muestra, de manera indirecta, que la informacién del
oligonucledtido insertado est4 siendo transcrita correctamente, sin alterar el marco de lectura del

gen tox B.

E£n el ensayo con el suero anti-porinas (fig. 9) se observa un reconocimiento especffico
de la PAP-CTB secretada por las clonas recombinantes £, co/i DHSQ/pJAKY E. coff DHS5/pJSS.
La reactividad del suero ante los sobrenadantes de las cepas control, DH5 y DH5/pJS752-3,

es menor al de las cepas positivas, fo cual resulta comin cuando se emplean sueros policlonales.

Con estos resultados se puede concluir que el péptido 246-255 de la porina Omp C de
Salmonelia typhi, acarreado por la CTB, es reconocido por anticuerpos dirigidos contra la proteina
en su forma nativa. Ello a su vez indica a) que esta region seleccionada por algoritmos de
prediccidn, si 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 CT8 en la proteina hibrida, queda expuesto
al medio externo; y  ¢) que la conformacién adoptada por el péptido en la CTB es adecuada para
su unién al paratopo de los anticuerpos anti-porinas, y quiza sea muy semejante a la que adopta

dentro de la proteina nativa.

El fragmento 285-303 [LQSKGKDISNGYGASYGDQ] de la porina se ellgidé por sus

propiedades anfipéticas, atribuidas a un epitopo de las células T segln 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
region, se acopld a diferentes proteinas acarreadoras y se confirmd su potencial como epitopo

de la porina Omp C de S. typhi.

Los péptidos sintéticos generalmente requieren ser acoplados a protelnas acarredoras
inmunogénicas, de modo que sean capaces de generar una respuesta especffica de anticuerpos
antl-péptido. Entre los métodos de conjugacién se encuentra el de las carbodiimidas, las cuales
permiten acoplar grupos amino y carboxilo, como se muestra en la figura 5. Se eligio el método
que emplea una carbodiimida soluble en agua (EDC), puesto que se ha demostrado que permite
obtener respuestas elevadas de anticuerpos dirigidos contra los péptidos sintéticos acoplados,
logrando ademas niveles minimos de anticuerpos contra otros epitopos del conjugado,
denominados "neodeterminantes™.** Con la finalidad de dirigir la respussta de los ratones hacia
el péptido y no hacia la proteina acarreadora, se emplearon conjugados diferentes para las dos

inmunizaciones de los ratones y los ensayos de ELISA de los sueros.

En la titulacion de los sueros policlonales de fos ratones inmunizados (fig. 10), donde
el titulo después de la inmunizacion fue casli tres veces mayor que el control, se demuestra la
presencia de anticuerpos dirigidos contra el péptido 285-303. Esta observacion comprueba que
el péptido 285-303 de la porina Omp C de Salmonella typhi, acoplado por el método de
carbodiimidas a proteinas acarreadoras, es capaz de inducir en los ratones una respuesta

humoral especffica contra el péptido.

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

1:50, a 2 g de la porina nativa (fig. 11). El péptido 285-303 corresponde tan solo a una pequeda
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regién (10 aa} de la porina, y sin embargo los anticuerpos inducidos por él son capaces de
Interacclonar con la proteina en su forma nativa. Este hecho muestra que el fragmento 285-303,
es una region expuesta en la superficie de la proteina nativa, y constituye un determinante
antigénico reconocible por los linfocitos B. De este modo se confirma la prediccion teérica del

péptido como un epitopo de la porina.

Lafigura 11 también muestra que a mayores diluciones del suero anti-conjugado, el titulo
obtenido no difiere mucho del thulo del suero control. Esta baja interacci6n del suero con la porina
puede deberse a que el suero empleado es un susra policlonal; lo cual implica que no todos los
antlcuerpos presentes estan necesariamente dirigidos de manera especffica contrael péptido 285-
303 de la porina, sino también contra otros determinantes antigénicos generados por et
acoplamiento del péptido, Esta posibilidad se confirma en el ensayo de competencla, en ej cual
el péptido libre y el conjugado fijado a la placa compiten por el reconacimiento de los anticuerpos
presentes en el suero. La curva de inhibiclén de la interaccién del suero con el conjugado fijado
ala placa (fig. 12), muestra que a una concentracion del péptido de 10® M Ia inhibicién es del
42% Yy ya no aumenta a concentraciones mayores. El hecho de que la aclividad del suefo no sea
inhibida por completo, posiblemente se deba a la presencia de familias de anticuerpos de menor
afinidad por el péptido. Estos anticuerpos podrian estar dirigidos contra segmentos incompletos
de la regiobn 285-303, como pueden ser el extremo libre o el extremo unido a la proteina
acarreadora; y por lo tanto su afinidad por el péptido libre no seria la misma que Ja de los
anticuerpos dirigidos contra segmentos centrales del péptido. Otra explicacion de la inhiblclén
incompleta es, que el suero empleado haya estado muy concentrado (1:800), y por lo tanto fa
cantidad de péptido no fuera suficiente para inhibir al 100% su actividad. De cualquier modo, lo

que sf es evidente es la presencia de anticuerpos dirigidos de manera especffica contra el
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péptido, 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 cristalogréfica de la porina Omp F de £ colf (fig. 1) reportada
por Cowan y Rosenbusch en 1992.2 Después de alinear las secuencias de Omp F de £. coliy
Omp C de S. typhi se efectud en nuestro laboratorio una aproximacién de fa estructura
secundaria de la porina Omp C, representada en la figura 13. En ella se observa que el péptido
246-255 estd localizado en el asa L6 y el péptido 285-303 en L7; lo cual confirma su
comportamiento como epitopos para linfocitos B, pues quedan expuestos en la superficie de fa

porina, y acceslbles al reconocimiento de los anticuerpos.
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Figura 13. la prop para la porine Omp C de S. typhi a partir de una
comparacion con los resuttados de Cowan.?




VIii. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La caracterizacién inmunoquimica de las regiones 246-255 y 285-303 de la porina Omp
C de Salmonella typhl, seleccionadas a partir de predicciones algormicas de epitopos, demuestra
que ambos fragmentos constituyen epitopos de la porina, capaces de ser reconocidas por los

linfocitos B.

Se demostré que la conjugacion por el método de carbodiimidas en solucién es Otif para
conferir inmunogenicidad al péptido sintético 285-303 (de 19 aminoécidos), y que le permite ser

caracterizade por técnicas inmunoquimicas.

La expresion del péptido 246-254 en el extremo amino de la CTB aparentemente no
modifica la estructura ni las propiedades de la proteina; y propicia que, de algiin modo, e! péptido
adopte en el hibrido su conformacién original. Las construcclones genéticas, como la de la PAP-
CTB, proporcionan una herramienta poderosa para la evaluacion 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 purificacién eficiente y rapido;
comparado con los métodos bloquimicos tradicionales de extraccién de parinas con detergentes.
Adema3s se tiene la ventaja de que ia proteina de fusién es relativamente estable, secretada al
medio y conserva sus propiedades de CTB. Por lo tanto, las mismas estrategias de expresién
pueden ser empleadas para la evaluacién de una variedad de antigenos proteicos polivalentes

y para su futura aplicacién en la Inmunizacion.

El mapeo de epitopos en fa porina Omp C de Salmonelia typhi es un paso importante

en el estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta inmune generada contra la fiebre
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tifoldea. En un proyecto a corto plazo serd necesario analizar la capacidad de las regiones 246-
254 y 285-303 de la porina, y de otros epitopos, para generar una respuesta inmune protectora

en animales y en humanos,
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