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11) RESUMEN 

En trabajos previos se anarizó la secuencia do la porina Omp C de Salmonel/a typhl mediante 
algoritmos de predicción de epltopos utilizando el programa PC-GENE. Elglendo las sguientes secuencias 
como probables ephopos capaces de inducir una respuesta Inmune en el hospedero: * La región 
comprendida entro los residuos 285·303(LQSKGKDISNGYGASYGDQ) y la región 246-254 (GTSNGSNPST). 

Se ha demostrado que la porina Omp C de S. typhi participa parcialmente en el control de Ja 
infección por dicha bacteria, por lo que el estudio de las regiones potencialmente antk;Jénlcas es 
Importante. A la par de este trabajo se ha efectuado el mapeo de estas regiones utilizando anticuerpos 
policlonales obtenidos de suero de ralones inmunizados, obsevando que dichas reglones so encuentran 
en la superficie de la bacteria. Sin embargo, debido a la policlonalidad so obtl.llJO reconocimiento hacia 
airas bacterias Gram negativas, por 10 que se hizo necesaria Ja obtención de anticuerpos monoclonales 
conlra estas reglones, do tal modo que sea posible identificar estas regiones y en un futuro estudiar su 
lnmunogenicidad, así como profundizar en el estudio de la relación hospedero-parástto. 

Para esto fueron inmun~ados ratones de la cepa C3H/HEJ con los póptldos 246-254 y 285·303, 
ras células linfoldes obtenidas de estos ratones fueron fusionadas con la línea celular mleloide de origen 
murino AgB (X63·AgB.653) empleando como agente fusionante PEG. 

De las células híbridas obtenidas se realizaron 3 clonaciones a fin de seleccionar adecuadamente 
las clonas productoras de anticuerpos anti-péptido. De todas las clonas de células obtenidas a lo largo 
do las clonaciones realizadas se decidió trabajar con 1 O, estas clonas fueron crecidas y expandidas in 
vitra, linalmente se selecclonaron 3 clonas que secretan anticuerpos monoclonales que reconocen 
determinantes antgénlcos d~erentes: el anticuerpo monoclonal L6-A11 qua reconoce únicamente al 
péplldo 246·254 de S. typhi, el anticuerpo monoclonal L7·F1 y el anticuerpo monoclonal L7-GB que 
reconocen al péplido 285·303de S.typh/y E.coli, esto debido a que la región 2B5·303tiene aminoácidos 
compartidos por ambas bacterias. 

Estos anticuerpos monoclonaJes reconocen al péptido corcespondiente expresado como una 
proteína híbrida (PAP-CTB}, es decir, Jos anticuerpos anti·péptido 246 reconocen a la proteína híbrida L6· 
CTB secre1ada por la cepa E.cofi OH SQ/pJAK y los anticuerpos anti-péptido 285 reconocen a /a proteína 
híbrida L7-CTB secretada por la cepa E.coli pJP L7 y no hay cruce al menos con el asa 8 de la porina. 
Además, estos anticuerpos son capaces de reconocer a la porina en solución y a la bacteria completa, 
lo que demuestra que los determinantes antgénicos reconocidos por estos anticuerpos se encuentran 
expuestos en la superficie de la bacteria y al estar expueslos son accesibles al reconocimiento por 
anlicuerpos, de tal modo que pueden ser u!Uizados en un futuro para determinar el papel que desempeñan 
dichas regiones en la inducción de protección, así como profundizar en el estudio de la inmunidad humoral 
en el control de la Infección per S. typhi en el modelo murino. 



111) INTRODUCCION 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

GENERALIDADES. 
Las proteínas de membrana externa (PME) de las bacterias Gram negativas han 

cobrado gran importancia en la inducción de una inmunidad específica durante la 

infección por dichas bacterias. El estudio sobre estas proteínas se ha enfocado 

principalmente en tratar de establecer el papel que desempeñan en la relación 

hospedero-parásito. Esta importancia se ha podido establecer gracias al desarrollo de 

métodos que permiten la separación de la membrana externa de la membrana 

citoplasmática. 

Miura y Mlzushima describieron por primera vez el aislamiento de la membrana 

externa de Escherichia coli utilizando esferoplastos preparados con lisozima y EDTA, 

lisando la bacteria por choque osmótico y posteriormente separando la membrana 

externa de la membrana citoplasmática mediante un gradiente de sacarosa 1. 

Por otra parte Schnaitman describió una metodología que evita la utilización de 

esferoplastos y la cual consiste en la destrucción de la bacteria en una prensa francesa 

y la solubilización posterior de la membrana en un detergente no iónico2, la 

Identificación de las PME se realizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Schnaitman reportó por primera vez que la bacteria E. co!i contenía una proteína 

principal y observó que esta proteína constituía el 70% de las proteínas totales de la 

membrana3, posteriormente con ayuda de otros investigadores demostraron que en 

realidad no era una sino 4 proteínas4•5. Sin embargo, el número de las PME varía de 

acuerdo a la información genética de las bacterias y su expresión puede verse afectada 

por las condiciones de cultivo6. 

CLASIFICACION 

Las PME que más se han estudiado son las de S. tiphimurium y E. coli, Di Rienzo, 

Nakamura e lnouye hicieron una revisión extensa de ellas y las clasificaron en proteínas 
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principales y menores 7,e, las proteínas principales pueden estar expresadas con más 

de 100 mil copias por célula y se han descrito alrededor de 1 O, sin embargo, solo se 

expresan 5, dentro de las protelnas principales se encuentran las siguientes: 

1) Prolelnas malrlces o porlnas, las cuales intervienen en el transporte pasivo de 

sustancias de bajo peso molecular a través de la membrana; las principales 

caracterlsticas de estas protelnas9 se muestran en la tabla 1. 

TABLA 1 

PORINAS 

ompF 

ompc 

ompD 

Pho E 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS 
1) E. co/11º 2)S. typh!murlum10 

PESO DIAMETRO REGULACION RECEPTOR A 

MOLECULAR APROXIMADO DELA FAGOS V 

(KDa) Jnm) SINTESIS COLICINAS 

Reprimida por 1)Tufa,T2,TP1,T 

1) 32.7 2)39.3 1)1.2 2)1.2 atta osmolarktad P2,TP5,ColA 

2)no 

determinada 

Oesr9p1i1nlda por 1)Tul b, 

1)36.0 2)39.8 1)1.1 2)1.3 atta osmolarkfad Mc(PA2,434 

SS1,TP2,TP5,T 

P6. 2)PH 42,PH 

105,PH 221. 

Depondlonto do 1)no tiene 2)PH 

1)no tiene 2)38.0 1)no tiono 2)1.3 AMPc 31,PH 42,PH 

51. 

Oesreprimlda por 1)TC 23,TC 45. 

1)36.B 2)36.0 1)1.2 2)1.2 escasez do fosfatos 2)no 

Identificado. 



3 

11) Proteína modtncable por el calor (Omp A), involucrada en procesos de 

conjugación y se ha establecido su papel como receptor de fagos y colicinas. 

111) Upoprotefna de Braun, ta cual se encuentra unida covaler.temente a ta 

péptldoglicana y tiene como función principal mantener la integridad funcional y 

estructural de la membrana 11 

Con respecto a las proteínas menores, se ha establecido que desempeñan un 

papel Importante como acarreadores en el transporte activo de moléculas y se 

encuentran relacionadas con la replicación de las células. 

Estudios recientes12,13 han permitido comprobar que la membrana externa 

de diferentes microorganismos está constituída de bicapas de fosfolípidos, las cuales 

permiten aislar y conferir a las células un compartimento subcelular a través del cual se 

lleva a cabo el transporte de solutos, la transducción de señales y la conversión de 

energía a través de esas barreras; las PME, atraviesan el core hidrofóbico de la 

membrana (aproximadamente 30A). La superficie de estas proteínas que interactúan con 

el core de la membrana es también hidrofóbica, siendo una propiedad que distingue a 

estas proteínas de otras proteínas globulares y que favorece su agregación en 

soluciones acuosas. 

Dentro de las PME existen unas proteínas integrales denominadas porinas, 

formadas de estructuras B, se encuentran asociadas estrechamente a fa peptidoglicana 

y al LPS de forma no covalente. La estructura monomérica de la porina es un polipéptido 

de 336 residuos en promedio, estos monómeros se ensamblan en el espacio 

periplásmico de la bacteria para incorporarse posteriormente a la membrana externa 

donde se encuentran como homotrímeros en cantidades elevadas (1 o5copias por célula). 

Las porinas forman canales o poros a través de la membrana que facilitan la 

difusión de pequeños solutos polares (aproximadamente 600 Do) al interior de la 

bacteria, estas proteínas presentes en la membrana o en un estado isotrópico (después 

de su soíubilización con detergentes) presentan una estabilidad inusual que es explicada 

por sus características estructurales. 

En 1980 Rosenbusch y Cols 14 reportaron la estructura cristalográfica de ta porina 

Omp F de E. coli (figura 1), el análisis por difracción de rayos X muestra que el 
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figura 1 

4 · o F de Escherichia coli. 1 Estructura cristalográfica del mónomero de la ponna mp 
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esqueleto de la porina esta formado por 16 regiones de hojas anti-paralelas de 40Á que 

atraviesan la membrana, se encuentran enlazadas en sus extremos por horquillas y por 

largas asas con a-hélices intercaladas, formando una estructura cilíndrica al cerrarse la 

estructura B de manera pseudo-clclica mediante un enlace iónico entre el extremo 

carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja B-1 14, el segmento transversal 

es de 10-12 aminoácidos y contiene aminoácidos polares orientados de forma 

perpendicular al plano de la membrana. Una parte del interior del poro o canal (poro de 

difusión hidrofílico con un diámetro promedio de 1.5·2.0 nm), se encuentra revestido por 

aminoácidos cargados, y el número y posición de estas cargas determina la selectividad 

lónica de los canales, además, la entrada del poro está r~stringida por las asas largas 

y disparejas que se extienden hacia el centro generando un diámetro de 11 A a 19Á, la 

salida del poro al espacio periplásmico tiene dimensiones de 15 X 22Á y está definida 

por las vueltas B14. 

Las porinas conocidas son Omp C, Omp F y Pho E de E. coliy Omp C, Omp F, 

Pho E y Omp D de S. typhimurium compuestas de subunidades de 38,000 • 40,000 Da, 

son semejantes entre si y solo difieren en algunas secuencia de aminoácidos y en su 

selectividad y afinidad por grupos iónicos; a excepción de Pho E llamada también 

fosfoporina la cual presenta una preferencia general por fosfatos. Dentro de la familia de 

las porinas de los generas de Escherichia y Salmonel/a, las más estudiadas son Omp 

F y Pho E de E. coli pero debido a su gran homología (más del 60%), se considera que 

la estructura de las otras porinas es muy similar.15 

La síntesis de porinas es regulada de diferentes maneras 16, en E. co/i, por 

ejemplo, la elevada osmolaridad ocasiona que una proteína de membrana citoplá&mica 

denominada Env Z fosforile a una proteína reguladora citosólica denominada Omp R que 

a su vez reprime la expresión de Omp F e incrementa la expresión de Omp c13. La 

expresión de los canales sobre la superficie de la membrana externa es regulada en 

respuesta a condiciones específicas del medio ambiente, tales como temperatura, 

osmolaridad, pH, composición del medio de cultivo, niveles de sales y fosfatos y 

diferencia de potencial eléctrico; en un medio de cultivo común (condiciones normales 

de C y N) sólo Omp F, Omp C y Omp D se producen, Pho E llamada también 
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fosfoporina se expresa sólo en condiciones de escases de fosfatos y Omp C es sobre­

expresada a concentraciones elevadas de sales, la expresión de Omp F se reprime por 

la temperatura y osmolaridad elevadas. 10 

La estructura tridimensional de las porinas explica muchas do sus propiedades 

funcionales, por ejemplo, Pho E muestra una mayor preferencia por aniones mientras que 

Omp F y Omp C muestra una mayor preferencia por cationes, Omp C y Omp F son 

proteínas muy semejantes funcional y estructuralmente, el diámetro de sus poros varía 

entre 1.1 y 1.3 nm, se piensa que estas 2 proteínas así como Ja porina Pho E 

evolucionaron de una proteína ancestral común ya que las secuencias proteicas 

contienen un 63% de homología en cuanto a identidad de aminoácidos y un 80% de 

identidad funcionaJ. 15· 16 

Se han utilizado diversos métodos para tratar de establecer la estructura de estas 

proteínas pero no se han obtenido hasla el momento resultados satisfactorios. En la 

actualidad el método más informativo es la espectroscopía infraroja, la cual es rápida y 

requiere poca cantidad de proteína, otro método altamente utilizado para el estudio de 

estas proteínas es la cristalografía de rayos X, pero esta técnica requiere la formación de 

cristales y las PME son frecuentemente inestables cuando son removidas de su estado 

nativo en la membrana, además la coexistencia de superficies hidrofílicas e hidrofóbicas 

complica la selección adecuada de condiciones de cristaliiación, por todo esto se lla 

establecido que una evaluación crítica de la predicción de tales estructuras en 

combinación con resultados obtenidos por métodos físicos e inmunoquímicos puede 

proporcionar la ruta más promisoria para el avance en el conocimiento de la estructura 

y diversidad de las PME13. 

PAPEL DE LAS PME COMO INMUNOGENOS 

Existen evidencias que indican que las PME se encuentran expuestas en la 

superficie de las bacterias Gram negativas y por lo tanto están accesibles a las células 

del sistema inmune, por lo tanto se proponen como antígenos capaces de inducir una 
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respuesta inmune protectora. Los estudios sobre estas proteínas se han enfocado 

principalmente en tratar de establecer el papel que desempeñan en la inducción de una 

inmunidad espedfica, en tales estudios se ha demostrado que la inmunización con PME 

de N.meningitidis1 7, N.gonorrhoeae1ª, H.influenzae19, S.flexneri2°, P. 

aeruginosa21, S.typhimurium22•23 inducen un estado de protección contra la 

infección causada por estas bacterias en el modelo murino. 

En 1988 se demostró la importancia de las PME de S. typhi en la inducción de 

una inmunidad protectora contra el reto de la bacteria viva, la inmunización de ratones 

NIH con una suspensión de 30¡.¡g de PME conteniendo 4% de LPS como contaminante 

confiere una protección del 100% al reto con 500 DL50 de 2 cepas de S. typhi (9, 12,vi:d, 

cepa aislada de un paciente con fiebre tifoidea y Ty 2, cepa vacuna!) y una protección 

del 30% al reto con 500 DL50 de S. typhimurium. Se observó una protección cruzada 

entre ambas bacterias, lo que sugiere que los determinantes antigénicos que reconocen 

estos anticuerpos son compartidos entre las diferentes bacterias. 

La administración de un suero de conejo anti-PME de S. typhi9, 12,Vi:d induce un 

estado de protección pasiva al reto con 100 DL50 de la bacteria homóloga y una 

protección del 80% al reto con S. typhimurium en el modelo murino24, además, se 

hicieron ensayos de protección activa utilizando LPS como antígeno, se inmunizaron 

ratones NIH con 1.2¡.¡g de LPS observándose una protección del 40% al reto con 100 

DL50 de S. typhi 9,12,Vi:d y S. typhimurium, este resultado indica que los antígenos 

responsables de la inducción de protección son las PME y no el LPS.24 

Considerando los resultados obtenidos hasta ese momento, se propuso que las 

PME de S. typhi tienen un papel importante como inmunógenos en el humano, ya que 

al evaluar la respuesta inmune humoral en pacientes con fiebre tifoidea se encontró en 

el suero de estos pacientes anticuerpos de clase lgM durante la fase aguda de la 

enfermedad y anticuerpos de clase lgG durante la fase de convalescencia; los primeros 

anticuerpos reconocen una proteína de peso molecular de 28 KDa y los segundos 

proteínas con pesos moleculares 38 a 41 KDa correspondientes a las porinas, en este 

trabajo se demostró que la respuesta inmune humoral está dirigida contra las porinas y 

se propuso, que dicha respuesta tiene un papel fundamental en el control de la infección 
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mediada por complemento, ya que los anticuerpos anti-porinas reconocerían 

determinantes antigénicos en la superficie de la membrana externa activando un 

complejo macromolecular compuesto de 3 protefnas (C1q, C1r y C1s), di;ndo inicio de 

esta manera a la activación de una cascáda enzimática y a la generación de una serie 

de complejos péptidicos con actividad enzimática, formando finalmente el complejo C5-

C9 denominado complejo de ataque a la membrana (MAC), el cual puede insertarse en 

la membrana y ejercer su efecto lítico sobre la bacteria.25 

Una vez establecido el papel de las PME como inmunógenos, se aislaron y 

purificaron porinas de S. typhi9,12,Vi:d por el método de Nil<aido26, disminuyendo de 

esta manera la contaminación por LPS (0.04%), se observó que al inmunizar ratones N!H 

con 1 Oµg de estas porinas hay un efecto de protección del 90% contra el reto a 500 

DL¡;0 de la bacteria homóloga y solamente un 30% de protección al reto con la cepa 

heteróloga S. typhimurium cuando se inmunizaron con la misma dosis de porinas27. 

Se demostró por ensayos de proliferación celular que las porinas aisladas de S. 

typhi, S. typhimurium y E. co/i son capaces de inducir una respuesta proliferativa de 

linfocitos T en ratones. Esta proliferación se midió por incorporación de 3H-timidina en 

ratones inmunizados con PME y con porinas de S. typhi, estos resultados indican que 

además de la inmunidad humoral, la inmunidad celular tiene también un papel importante 

en el control de la infección.26 

La administración de vacuna antitifofdica oral (Germanier) indujo en sujetos 

estudiados una producción de anticuerpos anti·porinas y anti-PME. Así mismo, la 

administración de la vacuna subcutánea (L) no indujo una respuesta de anticuerpos 

contra PME y porinas de S. typhf.9. 

Con estos resultados se corifirma el papel de las parinas como moléculas capaces 

de inducir una respuesta inmune humoral y celular en el modelo murino, así como su 

probable participación en la inducción de protección contra la fiebre tifoidea. 

Con la finalidad de identificar en las porinas los determinantes antigénicm 

responsables de inducir protección, se realizó una predicción de las regione 

potencialmente antigénicas de la porina Omp C de S. typhi 9.12,vi:d, para lo cual s 

emplearon métodos computacionales de predicción de epitopos3º·31. 
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Estos métodos han sido utilizados principalmente para dilucidar la estructura 

secundaria y terciaria de proteínas partiendo de su secuencia de aminoácidos, así 

mismo, para la búsqueda de la estructura de una proteína o de sitios a11tigénicos, se 

deben conocer las funciones y objetivos de los algoritmos y a la par considerar los datos 

experimentales y las características de la secuencia en estudio. 

Dentro de las características que se consideraron para la elección de las regiones 

potencialmente antigénlcas de la porina Omp C de S. typhi se encuentran las siguientes: 

ser secuencias expuestas en la superficie de la proteína, ser altamente hidrof1licas, 

cargadas y flexibles. 

Los programas utilizados para este fin son: 

1) el programa Antigenª2, el cual asigna un valor de hidrofobicidad a cada 

aminoácido de la proteína de acuerdo a la escala de Levitt3º y tomando fragmentos de 

seis aminoácidos promedia sus valores. Así se analizan regiones superpuestas a lo largo 

de toda la secuencia y selecciona la región más hidrofílica como un probable 

determinante antigénico. 2) El programa Flexpro32, el cual basa sus predicciones en el 

modelo de flexibilidad o movilidad de Jos antígenos estudiados por Karpluz y Schulz con 

base en estudios de resonancia magnética nuclear y análisis cristalográficos a muy alta 

resolución, se determinaron los coeficientes de agitación térmica32 (valores de B o 

Debye-Waller), que representan el desplazamiento mínimo de cada átomo en un 

promedio determinado de posición32, tomando en cuenta el factor Debye-Wayer para 

el carbono a de los aminoácidos, el algoritmo selecciona ariuel!as regiones a lo largo de 

la secuencia que muestren los valores de movilidad más elevados.32 

De tal modo, que al analizar la secuencia de la porina Omp C de E. coli, se 

identificaron las siguientes secuencias como probables regiones antigénicas: 
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REGION SECUENCIA VALORES DE B 

5-11 NKDGNKL 1.084 
26-32 DKGSDGD 1.109 
64-70 OETGSND 1.121 
122-126 QQRGNGY 1.068 
150-156 OGKNGSV 1.098 
157-163 SGEOTQG 1.105 
167·173 LNQNGAG 1.092 
198-234 TADONNT 1.106 
246-254' TSNGSNP 1.133 
265-292• QSKGKDI 1.105 

Al alinear la secuencia de la porina Omp C de E. coli con la secuencia de la porina 

Omp C de S. typhise observó que la región 265-303 es parcialmente compartida ya que 

presenta aminoácidos que no están presentes en E coliy que la región 246·254 no es 

compartida con E. coli sino que es específica de S. typhi. (figura 2) 

Este péptido al no ser compartido con E coli podría estar involucrado en la 

respuesta inmune específica a S. typhi. 

De tal modo que empleando los resultados obtenidos con estos algoritmos y por 

comparación con la secuencia de la porina Omp C de S. typhi (figura 3) se decidió 

trabajar con las siguientes regiones: 

•• La región de la porina comprendida entre los residuos 285-303 y cuya 

secuencia es (LQSKGKDISNGYGASYGDQ). 

•• La región comprendida entre los aminoácidos 246-254 cuya secuencia es 

(TSNGSNPS). 
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Alineamiento de las secuencias de la porina Omp C de Safmone//a typhi y 

Escherichia cofi. (reporte del anélisis de las secuencias por el programa PALIGN. 

del paquete PCGENE) 
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figura 3 

Estructura secundaria propuesta para la porina Omp C de Salmonel/a typhl 

• 9, 12,Vi:d a partir de una comparación con los resultados de Cowan t 4 
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Estas regiones se sintetizaron en fase sólida empleando el método qulmico de los 

derivados Fmoc en poliamida reportada por Sheppard33 y cols, la cual involucra la 

unión, por medio de un enlace covalente, de aminoácidos protegidos en ~u extremo a· 

amino a un soporte sólido de caracter insoluble e inerte, la purificación de los péptidos 

se realizó por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en una ~alumna C18 y se 

verificó su composición mediante un análisis de aminoácidos utilizando derivados de 

orto-ftaldehído (OPA)32034. 

Debido a que la región 246-254 es específica de S. typ/Ji 9, 12,Vi:d35 y con el fin 

de tratar de establecer el papel inmunogénico de este péptido asl como sobreproducirlo 

fácilmente, se realizó una construcción genética de una proteína hlbrida con la subunidad 

B de la toxina del cólera (CTB), el péptido fué expresado unido a la porción amino de 

la subunidad B de la CTB en una protelna de fusión denominada PAP-CTB (péptido 

antigénico de la porina)36. 

Para Ello se empleó un sistema de sobreexpresión recombinante, en el plásmido 

pJS 752·3 (que contiene el gen de la CTB, controlado por el promotor TacP37¡, se 

insertó un oligonucleótido con el fragmento 246-254 (GTSNGSNPsn DE Omp C entre 

los sitios de restricción Xma 1 y Sac 1, el plásmido resultante adquirió el sitio de restricción 

Kpnl incluido en el oligonucleótido de Omp C. 

La cepa E. coli DH 5cr lué transformada con este plásmido que lleva el gen Omp 

C, la producción de la protelna hlbrida se comprobó mediante la titulación del 

sobrenadante de cultivo por ELISA y electroforesis (SDS-PAGE)36. 

De esta manera se tienen 2 fragmentos de la porina Omp C de S. typ/Ji 9, 12,Vi:d, 

las regiones (285-303) y (246-254) predichas como epítopos capaces de inducir una 

respuesta en el hospedero. 

A la par de este trabajo se ha efectuado el mapeo de las regiones L6 y L7 de la 

porina Omp C de S. typhi 9,12,Vi:d utilizando anticuerpos policlonales obtenidos de 

suero de ratones inmunizados, comprobándose que las regiones contra las cuales están 

dirigidos estos anticuerpos se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria35, sin 

embargo, debido a la policlonalidad se observaron reacciones cruzadas con otras 

bacterias Gram negativas por lo que es necesario obtener anticuerpos monoclonales 
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dirigidos contra estas regiones y que éstos sean utilizados posteriormente para la 

identificación de estas regiones potencialmente antigénicas de la porina Omp C y para 

el estudio de la relación hospedero-parásito. 

OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Durante los años 1960s se desarrollaron métodos estructurales y genéticos para 

la producción de altas cantidades de anticuerpos, siendo el más utilizado el cultivo de 

diferentes células de mieloma. 

Un mieloma o plasmacitoma es un tumor de células productoras de anticuerpos 

(CPA), cada tumor representa la proliferación de una clona única de células, es por esto 

que se han generado y estudiado un gran número de mielomas, principalente de origen 

murino. Sin embargo, a pesar de los avances en esta área no ha sido posible generar 

mielomas antígeno-especificas por lo que ha sido necesario fusionar estas células 

mieloides con linfocitos productores de anticuerpos con una especificidad 

predeterminada. De las líneas celulares adaptadas para este fin, la más utilizada es la 

línea celular P3-X63-Ag8 la cual desciende del mieloma de ratón MOPC-21 secretor de 

lgG 

En 1986, Kiihler y Milstein obtuvieron el Premio Nóbel por su contribución en el 

desarrollo de técnicas para la obtención de anticuerpos monoclonales, al lograr fusionar 

células de mieloma de ratón con linfocitos obtenidos de un ratón inmunizado con un 

antígeno determinado38·39·4º. 
La obtención de anticuerpos monoclonales se basa en lo siguiente: fusionar una 

célula plasmática (productora de anticuerpos contra un antígeno determinado) con una 

célula neoplásica especia:inente seleccionada, obteniendo de esta manera células 

hlbridas que expresan tanto la propiedad del linfocito B de producir anticuerpos para un 

antlgeno detrminado, como el carácter inmortal de las células mielómicas. 

Estas células fusionadas, denominadas hibridomas o plasmacitomas producen 

anticuerpos homogéneos (anticuerpos monoclonales) que pueden ser seleccionados por 
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su reactividad a un antígeno determinado. El linfocito B contribuye con genes específicos 

para el anticuerpo en los híbridos y la célula mielómica contribuye con genes que 

proporcionan al hibridoma el carácter de inmortal, para que se divida inde~nidamente y 

continúe la expresión de los genes de la inmunoglobulina.41,42 

Las células de bazo de ratón, previamente inmunizadas con el antígeno, son 

fusionadas con la línea de mieloma, la fusión se lleva a cabo en un medio que contiene 

polietilenglicol (PEG) como agente fusionante; la selección posterior de las células 

híbridas depende de la capacidad de las céfulas para utilizar la vía "alterna" de síntesis 

de DNA por producción de guanosina cuando Ja vía biosintética "principal" es bloqueada 

(usualmente por antibióticos, aminopterina o amethopterina) ya que ambas vías son 

necesarias para la formación de los precursores del DNA, esta selección se lleva a cabo 

en un medio que contiene aminopterina-hipoxantina-timidina (HAT). 

Cuando la vía metabólica principar es bloqueada por aminopterina, el camino 

alternativo para las células es utilizar fa hipoxantina existente en el medio; sin embargo, 

las células tumorales deficientes de las enzimas hipoxantina-guanina-fosforibosil· 

transferasa (HGPRT) y timidina-cinasa (TK) mueren al no poder utilizar la vía "alterna" 

para la síntesis de nucleótidos, los linfocitos de bazo mueren debido a su vida media 

corta en cultivo (6 a 7 días), de tal modo que solamente los hibridos (mieloma-linfocito 

B) que resulten de la fusión continuarán duplicándose41°42043044 (Figura 4). 



VIA PRINCIPAL VIAALTERNA 
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(SINTESIS DE DNA) 

HGPRT= Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa 
Enzimas ausentes en las células de mieloma utiliz.adas para la fusión 

figura 4 

Importancia de las enzimas TK y HGPRT en la sintesis de ácidos nucleicos 
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De tal modo que la selección de las células se efectúa como sigue: 

TABLA2: 

SINTESIS DE DNA 

TIPO DE CELULA VIAALTERNA VIA 

MI E LOMA HOPAr sonsiblo o omlnop!o1lna tr.\l()f011(ro1111ot'U11Dl4A) 

CELU!AS DE BAZO HGPRT+ aons!bloaaminoptorlno. ..+.<ori (pllGdon ~tiinll Ll 

h.ip<>u¡1t..1•p1....,,1luun.Oirod'(>) 

HIBRIOOS HGPRT+ aoneiblo o omlnoplorinn sobrovlven 

(MIElOMA-CElUlAS CE BAZO) 

HIBRIDOS HGPRT" sonslblo naminoptorina IT'~OIOO (no •lllllllflNl QtlA) 

{MIELOMA·MIELOMA) 

HIBRIDOS HGPAT+ son~iblo aominoptcrin11 Yrvtlf1{YIJ1rrod..:ito11aoncul-vo 

ICEL BAZOCEL BAZO) 0.7diat) 

Las características que deben tener las células de mieloma para su uso en la 

fusión son las siguientes: 

A) Ser deficientes en la enzima timidina-cinasa (TK), por crecimiento en 

bromodeoxiuridina, TK es una enzima que fosforila nuclc6tido3 da timidina, sustrato 

necesario para la síntesis de nucleótidos y DNA. 

B) O bien, ser deficiente en la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa 

(HGPRT"), el aislamiento de células HGPRr es relativamente sencillo, debido a que la 

enzima es codificada por un solo cromosoma X activo presente en cada célula, de modo 

que sólo se requiere una mutación para que se pierda la capacidad de producir la 

enzima. La selección posterior de las células de mieloma HGPRr se lleva a cabo en un 

medio de cultivo en presencia de una base análoga sumamente tóxica: 8-azoguanina (8· 

AG) o bien 6 tioguanina (6-TG), la cual es incorporada al DNA de la célula vía HGPRT, 

este compuesto se adiciona a la célula en concentraciones que varían de 1 a 100 ¡¡g/ml 

en un período de 6 a 8 semanas durante el cual se realizan varias clonaciones con el fin 
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de seleccionar aquellas células de crecimiento vigoroso y que hayan perdido la 

capacidad de producir la enzima, teniendo de esta manera células HGPRr disponibles 

para su empleo. 

Existen en el mercado una gran cantidad de líneas celulares HGPRr producidas 

comercialmente, de tal modo que el procedimiento antes descrito se realiza en 

situaciones en que es estríctamente necesario, por otra parte, el utilizar 6-TG da una 

mejor selección de las células HGPRr que el uso de 8-AG43. 

C) No producir inmunoglobulinas, de tal modo que al ser fusionadas con linfocitos 

productores de anticuerpos, las células híbridas resultantes expresan únicamente 

inmunoglobulinas para el antígeno seleccionado. 

Por otra parte, es importante asegurarse que las células linfoides productoras de 

anticuerpos se encuentren dividiendo y secretando anticuerpos, por lo que es 

recomendable llevar a cabo la fusión durante 3 a 5 dias después de la administración de 

un antígeno, obteniendo de esta manera un gran número de híbridos productores. 

Finalmente mediante una serie de ensayos de selección y clonación se obtendrá 

el hfbrido que sintetiza el anticuerpo de la especificidad deseada, la clona que cumpla 

con éstas caracterfsticas debe ser aislada y propagada tanto in vitro como in vivo para 

su posterior utilización. 

Considerando los problemas asociados con la producción de células híbridas 

productoras de anticuerpos, es necesario mencionar algunos aspectos generales 

importantes: 

El problema más importante que se presenta al momento de realizar la fusión es 

el de aumentar ta frecuencia de fusiones espontáneas, debido a ésto, la primera 

sustancia utilizada como agente fusionante fué el virus Sendai inactivado42, 

observándose que al incubar a 37ºC el virus con células susceptibles de ser atacadas 

por éste, la membrana adyacente al sitio de adsorción del virus sufre daño, de tal 

manera que se forma un puente citoplasmático entre células adyacentes y las células son 

fusionadas. Sin embargo, esta técnica presentó ciertas desventajas: no se podla llevar 

a cabo con cierto tipo de células y la producción natural del virus in vitro es difícil, es por 
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ésto que el uso de sustancias como isolecitina y polietilenglicol (PEG) se hizo necesario 

y se obtuvieron excelentes resultados44, siendo el PEG la sustancia de uso más 

frecuente en los últimos años, por lo que se han descrito un gran número de protocolos 

para su uso en fusiones de hibridomas45,46.47, las variables más importantes que 

hay que tomar en cuenta son: la concentración de PEG utilizada, normalmente se utiliza 

al 40% y 50% (w/v); el pH del medio, fusiones máximas ocurren entre un pH By un pH 

B.2; el tiempo de exposición, a causa de la toxicidad del PEG el tiempo de exposición 

se reduce al mínimo: 1- 2 minen PEG 50% y arriba de 7 minen PEG 30%; finalmente 

la temperatura (entre 20°c y 37ªC) y la proporción de células utilizadas. 

En algunos casos se hace necesario el uso de células alimentadoras para un 

mejor crecimiento de los hibridomas durante la clonación, expansión y cultivo de células 

descongeladas48. Hay evidencias que sugieren que la duplicación de hibridomas es 

mayor en estados tempranos de cultivo49. 

Cuando los hibridomas han crecido lo suficiente es necesario seleccionar aquellas 

células productoras mediante un ensayo adecuado, tomando en cuenta las siguientes 

características: 

** Que la técnica a utilizar cuente con una gran especificidad para el anticuerpo 

en estudio. 

** Sea lo suficientemente sensible y fácilmente reproducible, así como capaz de 

procesar un número elevado de muestras en un intervalo de tiempo reducido, ya que el 

tiempo que transcurre entre la toma de sobrenadante de cultivo y la realización del 

ensayo no debe ser mayor de 24 h debido al r;!ipido c1 ecimiento de las células híbridas. 

En 1971, Enquall y Perlman desarrollaron el procedimiento denominado ensayo 

lnmunoenzimático en fase sólida (ELISA)50, siendo este el método comúnmente 

utilizado para la selección de hibridomas (figura 5). 

Cuando se ha seleccionado la clona productora, es necesario efectuar una o más 

clonaciones según sea el caso, con el propósito de aislar de los millones de células 

generadas durante la fusión una célula productora de anticuerpos contra el antígeno 

deseado, de tal manera que se establezcan líneas de células monoclonales, es 
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indispensable congelar y almacenar los cultivos de células obtenidas antes y durante la 

clonación por 3 razones importantes: 

** Durante la clonación, particularmente durante estados tempranos de 

crecimiento, los hibridomas son particularmente susceptibles de peroer la capacidad de 

producción. 

** Existe un riesgo de sobrecrecimiento de células productoras de anticuerpos 

que no nos interesan. 

** Siempre existe el riesgo de contaminaciones por levaduras o bacterias y el 

tratar de salvar Jos cultivos de células de este tipo de contaminaciones requiere de 

tiempo y del uso de antibióticos que pueden afectar tanto el crecimiento como Ja 

capacidad de producción de las células. 

Debido a que el estudio de Ja porina Omp C de S. typhi ha demostrado que 

participa parcialmente en Ja inducción de un estado de protección a la Infección por esta 

bacteria en el modelo murino51 , es necesario obtener anticuerpos monoclonales contra 

estas regiones, de tal manera, que el empleo de estos anticuerpos ayude a determinar 

el papel que desempeñan dichas regiones en Ja inducción de protección y en el estudio 

de la relación hospedero-parásito, asf como en un futuro tratar de utilizarlos para 

estudios de topología y posiblemente de diagnóstico. 



TECNICA DE ELISA 
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IV. HIPOTESIS 

Los péptidos de la porina Omp C de S.typhi (285-303) y (246-254) que 

corresponden a regiones expuestas de esta protelna, serán capaces de generar 

anticuerpos monoclonales que reconoscan a la porina nativa y a la bacteria completa. 
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V. OBJETIVOS 

** OBJETIVO GENERAL: 

Obtener anticuerpos monoclonales para el mapeo de reglones expuestas 

de la porina Omp C de Salmone//a typhl 9, 12, Vi:d. 

** OBJETIVO PARTICULAR: 

Que los anticuerpos monoclonales generados a partir de péptidos 

lnmunogénlcos reconozcan de manera exclusiva a las regiones L6 (246-254) y L7 (285-

303) de la porlna Omp C de S.typhi. 



VI. MATERIALES V METODOS 
1) SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS 

Se utilizaron las siguientes cepas: 

24 

E. coli DH 5a [pJS 752-3](productora de CTB). E. co/i OH 5a [pJAK](productora 

de la proteína híbrida L6-CTB), E. co/i UH 302 [pST 13J(productora de Omp C,). E. coli 

pJP L7 (productora de la proteína híbrida L7-CTB), E. co/lpJP L8 (productora la proteína 

híbrida L8-CTB), S. typhi9,12,Vi:d, E. co/IK12 y E. coliDH 5a. Las cuales se sembraron 

por aislamiento en placas de agar-luria y se incubaron 24 h a 37°C, posteriormente se 

seleccionó al azar una colonia de cada placa, y se cultivaron individualmente en agitación 

durante 8 h (crecimiento en fase logarítmica) a 37°C, las bacterias se cosecharon por 

centrifugación a 7000 rpm y los sobrenadantes se congelaron a -20°c para su uso 

posterior. Para el caso de las bacterias que secretan proteínas recombinantes se añadió 

al medio de cultivo ampicilina a una concentración de 250µg/ml siguiendo el 

procedimiento de cultivo descrito. 

2) ESQUEMA DE INMUNIZACION 

Los péptidos sintéticos fueron sonicados (sonipret 150), posteriormente se hizo 

una emulsión en adyuvante completo de Freund y se inmunizaron ratones de la cepa 

C3H/HEJ hembras de 6 a B semanas de acuerdo al siguiente esquema: 

DOSIS 

DIA VIA AESINA·PEPTIDO 

o i.p. 0.5rng 
. 

15 i.p. 0.5rng 
. 

22 retroorbital 
1 

SANGRIA 
1 

• E u1valente oe pe 1uao: iuu q p g 
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3) TITULACION DE LOS SUEROS DE LOS RATONES 

INMUNIZADOS CON EL CONJUGADO RESINA·PEPTIDO 

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-péptido en el suero de los 

ratones Inmunizados se utilizó un ensayo de ELISA de la manera siguiente: 

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos con 1 O µg por pozo de porinas 

de S.typhi en amortiguador de carbonatos (pH 9.5) incubando 2 11 a 37ºC y a 4ºC toda 

la noche, las placas se lavaron con PBS·Tween 20 (tween 20 al 0.01%) y se añadió la 

solución de bloqueo (PBS-Jeche 5%) incubando las placas 2 h a 370c, las placas se 

lavaron y se añadieron los sueros de Jos ratones inmunizados en diluciones 1:50,1 :100, 

1 :200, 1 :400 y 1 :800 y se incubaron a 2 h a 37°C, las placas se lavaron y se añadieron 

100µ1 del conjugado (anticuerpo anti-lgG de ratón marcado con peroxidasa) en una di!. 

1: 1000, las placas se incubaron 2 h a 370c para posteriormente adicionar 100µ1 de Ja 

solución de sustrato (O·fenilendiamina 500µg/ml, amortiguador de citratos 0.1 M 12ml pH 

5.6 y peróxido de hidrógeno 30% 1 O µI) a Jos 20 min la reacción se detuvo con ácido 

sulfúrico 2.5N y se efectuaron las lecturas de absorbancia a 492nm. 

4) OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La obtención de anticuerpos monoclonales es esquematizado de manera general 

en la Figura 6. 

4.1) OBTENCION DE MACROFAGOS DE CAVIDAD PERITONEAL 

PARA SU USO COMO CELULAS ALIMENTADORAS 

Se sacrificaron ratones de la cepa C3H/HEJ y se inyectó intraperitonealmente 

solución de Hanks, se dió un masaje durante 1 O min y se removió el liquido con ayuda 

de una jeringa estéril. El líquido así obtenido se centrifugó a 1500 rpm durante 3 min, se 

eliminó el sobrenadante y la pastilla se lavó 2 veces con solución de Hanks, 
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resuspendiéndola posteriormente en medio RPMI 1640 complementado (glutamina 2mM, 

2-B-mercaptoetanol 50µM, piruvato de sodio 5ml, estreptomicina 1 OOµg/ml, gentamicina 

200µg/ml y 15% SFB) colocándose 50µ1 de ésta solución en cada pozo de una placa de 

96 pozos. 

La cantidad de células adicionadas por pozo es variable de acuerdo al número 

de placas a recubrir: para clonación se utilizan aproximadamente 40,000 células por pozo 

en una placa de 96 pozos, para expansión en placas de 24 pozos se utilizan 

aproximadamente 80,000 células en 0.5 mi de medio para cada pozo. 

4.2) LINEA CELULAR DE MIELOMA 

Se utilizó la línea celular X63-Ag8.653 (Ag8) deficiente de la enzima hipoxantina­

guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT), se mantuvieron en cultivo utilizando medio 

RPMI 1640, dentro de una incubadora a 37°C con atmósfera controlada de humedad y 

5% de C02 hasta el momento de su utilización para la fusión. Al momento de utilizarlas 

para la fusión se determinó la viabilidad de las células en una cámara de Neubauer dil. 

1 :10 con azul tripán 0.2%, la cual fué del 87%, estas células se cosecharon en fase de 

crecimiento logarítmico centrifugándose a 1200 rpm/5 min. 

4.3) OBTENCION DE CELULAS ESPLENICAS 

Se sacrificaron los ratones inmunizados de acuerdo al esquema antes descrito, 

dentro de una campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, se maceró el 

bazo con ayuda de un tamiz, las células dispersadas se centrifugaron a 1500 rpm 

durante 1 Omin; el paquete celular se lavó 2 veces en solución de Hanks, finalmente, el 

paquete celular se resuspendió en medio RPMI 1640 complementado y se determinó que 

la viabilidad de las células al momento de su utilización para la fusión !ué del 89% 



OBTENCION DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES 

ESQUEMA GENERAL 

figura 6 
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4.4) FUSION 

Las células de mieloma cosechadas en fase logarítmica (107.108 células) y las 

células esplénicas obtenidas de acuerdo al método descrito previamente, se lavaron dos 

veces con solución de Hanks, se resuspendió cada paquete celular en medio RPMI 1640 

(complementado sin SFB) y se contó la viabilidad de las células en cada caso con ayuda 

de una cámara de Neubauer a una dilución 1:10 en azul tripán 0.2%; posteriormente las 

células se mezclaron en una proporción 5:1 (Bazo-Mieloma), se centrifugaron a 1200 

rpm/5 min eliminando el sobrenadante, se adicionó lentamente 0.8 mi de polietilenglicol 

(PEG) 1500 durante 1 min y se dejó reposar la mezcla durante 3 min a 37ºC. 

Posteriormente se adicionó medio RPMI 1640 y se centrifugó la mezcla a 800 rpm/5 min, 

la pastilla se resuspendió cuidadosamente en medio RPMI 1640 complement¡ido más 

15% SFB distribuyendo 50µ1 de esta suspensión a cada una de las placas de cultivo, las 

cuales 48 h antes de ·1a fusión habían sido recubiertas con macrófagos de cavidad 

peritoneal obtenidos de ratón, las placas se incubaron posteriormente dentro de una 

estufa con atmósfera controlada de humedad y 5 % de C02 adicionando medio de 

cultivo hasta un volúmen total de 100µ1 por pozo. ( figura 7) 

4.5) SELECCION DE CELULAS HIBRIDAS. 

Después de 24 h el medio APMI fué sustitufdo por medio HAT (RPMI 1640 

suplementado con hipoxantina-aminopterina·timidina) quitando 50 µI del volúmen total 

y añadiendo posteriormente el volúmen correspondiente de medio HAT; las células se 

mantuvieron en este medio por 20 dlas. Las clonas con crecimiento de células híbridas 

se revisaron diariamente hasta el momento en que crecieron lo suficiente para secretar 

cantidades detectables de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, la presencia de 

estos anticuerpos se detectó mediante un ensayo de ELISA; una vez efectuado este 

ensayo, se seleccionaron las clonas productoras de anticuerpos anti·péptido y estas 

fueron expandidas a placas de 24 pozos y posteriormente a botellas de 25 cm2, estas 
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células productoras fueron clonadas y preservadas in vitro. (figura 8) 

4.6 CLONACION DE CELULAS HIBRIDAS PRODUCTORAS DE 

ANTICUERPOS ANTl·PEPTIDO 

Las células híbridas productoras de anticuerpos fueron clonadas por el método 

de dilución limitante de la siguiente manera: Se tomó una alícuota de 1 OµI de células 

hlbridas y se contó el número de células viables en una cámara de Neubauer a una 

dilución 1: 1 O con azul tripán al 0.2%, posteriormente se realizaron las diluciones 

necesarias a fin de tener 0.3 células por pozo (30 células viables en 10 mi de medio). Se 

colocaron 100µ1 de esta dilución en cada uno de los pozos de una placa de cultivo de 

96 pozos y se incubaron las placas durante 7-10 dlas en una incubadora a 370c y 5% 

de co2. (figura 9) 

4.7 ENSAYOS DE ELISA UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA 

PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTl·PEPTIDO 

Para evaluar la presencia de anticuerpos anti-péptido 246-254 y anti-péptido 285-

303 en los sobrenadantes de hibridomas se utilizaron los siguientes sistemas de ELISA 

para cada caso: 

•• Para el péptido 285-303 se utilizó el sistema poly-L-lisina debido a que se 

contaba con el péptido sintetizado34. 

•• Para el péptido 246-254 se utilizó el sitema GM1-ELISA52 ya que se contaba 

con la protelna hlbrida PAP-CTB (péptido antigénico de la porina unido a CTB), 

secretada al medio de cultivo por la bacteria E. cofi OH 2a [pJS 752-3]. 

4.7.1 SISTEMA POLY·L·LISINA (PEPTIDO 285-303) 

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos con 100µ1 de poly-L-\isina 
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(sigma, 1 Oµg/ml, p.m. mayor 70,000) las placas se incubaron 1 h a 37ªC y toda la noche 

a 4ªC y se lavaron con PBS-tween 80 (tween 80 al 0.1% en PBS), se añadieron 100µ1 del 

péptido 285-303 (5µg/ml en PBS) incubando 1 h a 37ªC y toda la noche a 4ªC, 

trasncurrido este tiempo las placas se lavaron y se incubaron con 200µ1/pozo de solución 

de bloqueo {leche 5% en PBS) 2 h a 37ªC adicionando posteriormente 100µ1/pozo de 

los sobrenadantes de cultivo obtenidos por agotamiento del cultivo celular, se incubaron 

las placas 1 h a 37ªC y toda la noche a 4Dc, las placas fueron lavadas con PBS-tween 

80 y se añadieron 100µ1 del conjugado (anticuerpo anti-lgG de ratón unido a peroxidasa) 

en una dilución 1:1000 2h a 37ªC, finalmente las placas se lavaron y se añadieron 100µ1 

de la solución de sustrato (0-fenilendiamina 6mg, amortiguador de citratos 12.5 mi 0.1 M 

pH 5, H20 230% 10µ1) a los 20 min la reacción se detuvo con 50¡tl de ácido sulfúrico 2.5N 

y se midió la absorbancia a 492nm. (figura 1 O) 

4.7.2 SISTEMA GM1·ELISA (PEPTIDO 246-254) 

Se incubaron placas de poliestireno con 100µ1 por pozo de una solución de 

monosialogangliósido-GM11.5µM en PBS (NaH2P04 0.18 g/I, Na2HP04 1.236 g/I y NaCI 

8.5 g/I, pH 7.2) 1 h a 37ºC y toda la noche a 4ºC, seguido de lavados con PBS-tween 

20 (tween 20 0.1 % en PBS); posteriormente se incubaron las placas con 200µ1/pozo de 

solución de bloqueo (ASB 1 % en PBS) 2 h a 37ªC, las placas se lavaron con PBS-tween 

20 y se adicionaron los sobrenadantes de cultivo de hibridomas incubando 1 h a 37ºC 

y toda la noche a 4ºC, las placas se lavaron y se añadió el conjugado anti-lgG de ratón 

unido a peroxidasa {Gibco BRL) en una dilución 1:1000 durante 2 h, una vez lavadas, se 

colocaron 100µ1 de la solución de sustrato (0-fenilendiamina 5mg, amortiguador de 

citratos 0.1 M pH 5 y 1 OµI de H202 30%) la reacción se detuvo a los 20 min con ácido 

sulfúrico 2.5N y se realizaron las lecturas de absorbancia a 492nm. (figuro 10) 
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SELECCION DE CELULAS HIBRIDAS 
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figura 8 



CLONACION 
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figura 9 
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SISTEMAS DE ELISA UTILIZADOS 

GM1·ELISA 

PEPTIDO 246·254 

RECUBRIMIENTO 
CON SOLUCION GM1 

ADICION DE LA PROTEINA 
RECOMBINANTE PAP-CTB 
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(ADiCION DEL CONJUGADO) 
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POLY·L·LISINA 
PEPTIDO 265·303 
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ADICION DE SOBRENADANTE 

DE HIBRIDOMAS 
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figura 10 
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4.8 PROPAGACION DE CELULAS HIBRIDAS PRODUCTORAS DE 

ANTICUERPOS 

4.8.1 PROPAGACION IN VITRO 

La propagación de células híbridas productoras consistió en pasar las células a 

placas de 24 pozos y posteriormente a botellas de 25 cm2, estas células se mantuvieron 

en cultivo reemplazando un volúmen de medio de cultivo por medio fresco. CuandCJ I¡¡ 

confluencia de células fue adecuada sin que hubiera daño en las células por 

sobrecrecimiento, se tomó el sobrenadante de cultivo para determinar los anticuerpos 

secretados por los híbridos mediante un ensayo de ELISA y de FACS. Las clonas 

productoras se crecieron posteriormente en botellas de 80 cm2 realizando el mismo 

procedimiento. 

4.8.2 PROPAGACION IN VIVO 

Diez dfas antes de la inoculación de las células, se inyectaron 0.5 mi de pristano 

(2,6,10,4-tetrametilpentadecano) por vfa i.p. en ratones de la cepa C3H/HEJ, una vez 

transcurrido este tiempo, se inyectaron por vfa i.p. 0.5 mi de células hlbridas productoras 

de anticuerpos en fase de crecimiento logarítmico (aproximadamente 106.107 células). 

Cuando el tumor de hizo evidente (aproximadamente 6 a 8 semanas) se obtuvo 

el liquido de ascitis y se congeló a . ?o0c. 

4.9 ALMACENAMIENTO DE CELULAS 

Para conservar los hibridomas obtenidos tanto en la fusión como en cada una de 

las clonaciones realizadas se congelaron aproximadamente 2· 1 o x 106 células en 0.25 

mi de solución crioprotectora (4% de DMSO y 96% de SFB) de la siguiente manera: Las 
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células se centrifugaron 1200 rpm/10min, se elimin6 el sobrenadante y la pastilla de 

células se resuspendió en 0.25 mi de soluci6n crioprotectora, las células se colocaron 

posteriormente en un criotubo y se almacenaron a -70ºC durante 24 h y finalmente 

fueron transferidas a nitr6geno \\quicio (-196ºC). 

5.0 ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO (FACS) 

En medio mínimo M9 (Na2HP04 6g, KH2P04 3g, NaCI 1g, MgS04 1M 2ml, 

glucosa 20% 1 Oml y CaCl2 1 M 0.1 mi) se cultiv6 toda la noche una colonia de las 

bacterias E. co/i K12 y S. typhi 9, 12,Vi:d, las bacterias se cosecharon en fase de 

crecimiento logarítmico y los botones se lavaron con PBS estéril (pH 7.4, estéril y filtrado 

con poro de 0.2211), se ajust6 la densidad 6ptica a 0.6 a 540 nm (1x1 o9 bacterias/mi). 

Se hizo una diluci6n 1: 1 O (aproximadamente 1xi06 bacterias/mi en PBS) colocando 100µ1 

de esta diluci6n en tubos eppendorf de 1 mi de capacidad, los tubos se centrifugaron 

a 2,500 rpm/1 o min, se eliminó el sobrenadante y se añadieron 500µ1 de sobrenadante 

de hibridomas obtenidos por agotamiento del cultivo celular, se incubaron los tubos a 

4°C toda la noche, se elimin6 el sobrenadante por centrifugaci6n y las pastillas se 

lavaron con PBS·suero normal de conejo 2% añadiéndo posteriormente el conjugado 

{anticuerpo anti-lgG de rat6n unido covalentemente con isotiocianato de fluorescelna el 

cual da una fluorescencia verde a 525nm) di\ 1: 1000 en PBS-SNC 2% y se incubaron a 

4°C 30 min. Se elimin6 el sobrenadante por centrifugación y las pastillas de células se 

lavaron con PBS-SNC 2% añadiéndo posteriormente 500µ1 de ioduro de propidio 

(100µg/ml) di\. 1:1000 en PBS-SNC 2% y se procedió a realizar las lecturas en el aparato 

de FACS. 
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VII. RESULTADOS 

1) SUEROS ANTl·PEPTIDO 

1.1) OBTENCION DE SUEROS ANTl·PEPTIDO 246·254 y 285-303 

Después de inmunizar ratones de la cepa C3H/HEJ con los conjugados péptido­

resina emulsificados en adyuvante completo de Freund, los animales fueron sangrados 

22 días después de la primera inoculación. 

1.2) TITULACION DE LOS SUEROS 

Se probó el reconocimiento de los sueros anti-péptido 285-303 y 246-254 hacia 

la porina rOmp C nativa mediante un ensayo de ELISA a los 22 días de inmunización con 

el conjugado resina-péptido (Gráfica 1 ), se observó que los sueros anti-péptido 246-254 

y anti-péptido 285-303 reconocen a la protelna nativa aproximadamente 1 O veces más 

que el suero preinmune, este reconocimiento indica que las regiones reconocidas por 

estos anticuerpos se encuentran expuestas en la porina. 

2) OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Para realizar la fusión se utilizó una mezcla 5: 1 de células linfoides y células de 

mieloma y se utilizaron cantidades variables de células por pozo (1 OOmil, 200mil, 400mil 

y 2 millones) obteniendo una elevada eficiencia de fusión para ambos péptidos (tabla 

2). El criterio para la selección de las clonas productoras de anticuerpos anti-péptido fué 

la reclonaclón de las células hlbridas positivas para el ensayo de ELISA, asl como la 

verificación de que estas clonas de células dieran la misma o mejor respuesta de ELISA 

a lo largo de las 3 clonaciones realizadas.(flguras 11 y 12) 
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Absoroancla a 492 nm 
1,4 ............................. . 
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+ ANTI·PEPflDO 285 
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0,2 ............................ . 

oL_::=:=:=~==== 
so 100 200 400 800 Dllucl6n del suero 

Gráfica 1 

Respuesta de anticuerpos totales hacia el conjugado reslna-péptido Omp e 246-

254 y 285-303 al dla número 22 de Inmunización utílizando como antlgeno a la 

porlna rOmp C en su forma nativa 



PEPTIDO SECUENCIA 

246-254 TSNGSNPS 

285-303 LQSKGKDIS 

NGYGASSYG 

DQ 

• placas de 24 pozos 

No. POZOS 

TOTALES 

24 

18 

22 

12 

15 

24 

21 

8 

ESTA 
SALIR 

No. PLACAS 

2 

2 

2 

1* 

1 

3 

2 

2* 

Tabla 3 

TESIS 
LA 
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CELULAS EFICIENCIA 

POR DE FUSION 

POZO 

100rnil 25% 

200rnil 18% 

400mil 22% 

2millones 50% 

100mil 15% 

200rnil 25% 

400mil 22% 

2millones 33% 

Eficiencia de fusión obtenida utilizando una relación 5:1 de células de mleloma y 

células de bazo. 



CLONAS ANTI-PEPTIDO 246-254 
{L6) 

C(+)=l.186 C{-)=Q,08 
\'alores de absorbnncia a 492 nm 

figura 11 

Secuencia de clonaciones para la obtención del anticuerpo monoclonal L(}..Al l 
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CLONAS ANTI-PEPTIDO 285-303 
(L7) 

C(+)=l,28 C(-)=0.012 Valores de aborbancia a 492 nm 
figura 12 

Secuencia de clonaciones para ta obtención de los anticuerpos monoclonales L7-FJ,L7-G8 
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3) REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

ANTl·PEPTIDO HACIA LA PROTEINA HIBRIDA PAP·CTB 

Se realizó un ensayo GM1-ELISA utilizando sobrenadante de hibridomas obtenidos 

por agotamiento del cultivo celular (figura 13), se observa que el anticuerpo monoclonal 

L6-A 11 (reactividad anti-246-254) reconoce al péptido correspondiente expresado como 

una proteína híbrida denominada L6-CTB, no presenta reconocimiento hacia la región L7 

(L7-CTB) ni hacia la región LB (L8-CTB) de la porina Omp C de S. typhi, de tal modo que 

el anticuerpo reconoce únicamente a la región 246-254 y no hay cruce al menos con una 

tercera asa de la porina. 

Los anticuerpos monoclonales L7-G8 y L7-F1 (reactividad anti-2B5-303) reconocen 

también al péptido correspondiente expresado como una proteína híbrida denominada 

L7-CTB, en ambos casos no hay reconocimiento hacia la región L6 (L6-CTB) ni hacia la 

región LB (L8-CTB), de tal modo que el reconocimiento es únicamente hacia la región 

285-303, con estos resultados podemos concluir que los péptidos 246-254 y 2B5-303 de 

la porina omp C de S. typhi, acarreados por la proteína CTB, son reconocidos por 

anticuerpos dirigidos contra la proteína en su forma nativa. 

4) RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS 

MONOCLONALES HACIA LAS PORINAS DE Sa/monella typhl 

Esta determinación se realizó por un ensayo de ELISA utilizando como antígeno 

porinas de S. typhi obtenidas por el método de Nikaido10, se encontró que tanto los 

anticuerpos dirigidos contra el péptido 246-254 (l6-A 11) como los dirigidos contra el 

péptido 285-303 {L7-G8 y L7-F1) reconocen a la porina completa, de tal modo que las 

regiones que reconocen estos anticuerpos se encuentran expuestas en la superficie de 

las mismas. (figura 14) 
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Figura 13 

EspeclHcldad del sistema PAP·CTB·GM1. GM1-ELISA con sobrenadante de las 

clonas A) L6-A11, 8) L7-G8 y C) L7-F1. 
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L7-GB L7-FI AgB C(·) SUERO ANTl-PORINAS 

Anlicuerpos monoclonales 

Figura 14 

Reconocimiento por ELISA de los anticuerpos monoclonales L6-A 11 (reactividad 

anti-246-254), l7-GB y l7-F1 (reactividad anti-285-303) hacia las porinas de S. typhi. 
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5) ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO (FACS) 

Se realizó el ensayo de FACS con las bacterias E. coli K12 y S. typhi 9,12,Vi:d 

utilizando sobrenadantes de hibridomas productores de anticuerpos anti-péptido, se 

observa que los anticuerpos anti-péptido son capaces de reconocer a la bacteria 

completa, indicado por el desplazamiento de la fluorescencia hacia la derecha. (figura 

15) 

El anticuerpo monoclonal L6·A 11 (reactividad anti 246-254) muestra un 

reconocimiento únicamente hacia S. typhi, esto debido a que esta secuencia es 

específica de S.typhi, además, al hacer el alineamiento de las secuencias de la porina 

Omp C de E coliy de S. typhise observó que esta región no está presente on ninguna 

parte de la secuencia de E coli, de tal modo que es específica de S. typhi. 

El anticuerpo monoclonal L7-G8 (reactividad anti 285-303) presenta un 

reconocimiento hacia ambas bacterias, debido a que esta región es parcialmente 

compartida por E. co/iy S. typhi. Por otra parte, el anticuerpo monoclonal L7-F1 presenta 

un mayor reconocimiento hacia E. coli, esto debido probablemete a que estos 

anticuerpos reconocen solo una pequef1a secuencia de aminoácidos que no se 

encuentran presentes en S. typhi, ya que esta secuencia solo es parcialmente 

compartida. 

Estos resultados confirman que las regiones 246·254 y 285-303 de la porina Omp 

C de S. typhi predichas como regiones potencialmente antigénicas por programas 

computacionales se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria y que a pesar 

de la complejidad celular de la membrana son reconocidas por los anticuerpos 

monoclonales. 
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Reconocimiento de bacterias completas por los anticuerpos monoclonales anti-asa 

6 (L6-A11) y anti-asa 7 (L7-G8 y L7-F1) de la porina Omp C de S. typhi9,12,Vl:d. 
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS 

Una vez que se analizó la secuencia de la porina Omp C de S. typhi mediante 

algoritmos de predicción de epitopos, se eligieron 1 O regiones como potencialmente 

antigénicas. Finalmente por comparación con la porina Omp C de E. co/i se decidió 

trabajar con las regiones 246-254 y 285-303 para su estudio y su evaluación 

lnmunoqulmica, por lo que se realizó una síntesis química de las mismas. 

Posteriormente se realizó un mapeo de estas regiones utilizando anticuerpos 

policlonales obtenidos de suero de ratones inmunizados con el conjugado resina­

péptido, observando que estas regiones se encuentran expuestas en la superficie de la 

bacteria, sin embargo, debido a las reacciones cruzadas obtenidas con otras bacterias 

Gram negativas fué necesaria la obtención de anticuerpos monoclonales dirigidos conlra 

estas regiones. 

Obtuvimos 1 O clonas productoras de anticuerpos monoclonales anli-péptido, 5 

productoras de anticuerpos anli-péptido 285-303 y 5 productoras de anticuerpos anti­

péptido 246-254. Tanto los anticuerpos monoclonales anti-péptido 246-254 como los 

anticuerpos anli-péptido 285-303 reconocen dii manera específica al péptido 

correspondiente expresado como una protefna híbrida denominada PAP-CTB, esta 

misma reactividad se observó cuando los anticuerpos monoclonales anti-péptido fueron 

capaces de reconocer a la porina en solución, demostrando que los determinantes 

antigénicos reconocidos por estos anticuerpos se encuentran expuestos y son accesibles 

al reconocimiento por anticuerpos. 

Asl mismo, a pesar de la complejidad estructural de la porina y de la presencia 

de otras protelnas en la membrana, ambos anticuerpos anti-246-254 y 285-303 fueron 

capaces de reconocer a la bacteria completa. 

Sin embargo, obtuvimos resultados no esperados: Debido a que la región 285-

303 es parcialmente compartida por S. typhi y por E. co/i, esperabamos que los 

anticuerpos dirigidos contra esta región reconocieran a ambas bacterias, este 

reconocimiento fue observado, pero se obtuvo un mayor reconocimiento hacia E. coh; 
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este reconocimiento puede deberse a 3 causas principales: la accesibilidad de Jos 

determinates antigénicos que reconocen estos anticuerpos es mayor en E. coli que en 

S. typhi, la cantidad de porina Omp C en E. coli es mayor que en S. typhi o bien que 

durante el proceso de obtención de una clona productora haya ocurrido una mutación 

que resulte en una mayor afinidad hacia E. coli. 

Por otra parte, debido a que Ja región 246-254 es exclusiva de S. typhi, 

esperabamos que el anticuerpo dirigido contra esta región reconociera únicamente a S. 

typhi, sin embargo, se obtuvo reconocimiento también hacia E. coli, esta reacción 

cruzada entre ambas bacterias es debida probablemente a que en la secuencia de E. 

cofi hay 9 regiones que presentan una homologla de al menos 3 aminoácidos con la 

región 246-254 (TSNGSNPSl) de S. typhi, estas regiones se muestran en el siguiente 

cuadro: 

REGION SECUENCIA AMINOACIDOS HOMOLOGOS 

66·94 AENENNSWT N,T 

171-179 QGKNGNPSG N,P,S 

183-191 TSGVTNNGR T,S,N 

107-195 TNNGRDALR T,N,G 

233-241 IGNGDRAET N,G,T 

266-274 TRVGSLGWA T,G,S 

200·296 FDFGLRPSL G,P,S 

300-300 OSKGKNLGR S,G,N 

325-333 Y'IFNKNMST N,S,T 

De tal modo, que el reconocimiento de los anticuerpos anti-péptido 246-254 hacia 

E. co/i indica que alguno o algunos de estos aminoácidos son importantes para el 

reconocimiento de los anticuerpos hacia la porina. 
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IX. CONCLUSIONES 

** Las regiones 246-254 y 285-303 de la porina Omp C de Sa/monella typhi, 
seleccionadas mediante algoritmos de predicción son epitopos capaces de inducir una 
respuesta de anticuerpos. 

**Los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocen determinantes antigénlcos 
presentes en la superficie de la porina en solución así como también en la bacteria 
completa. 

** La reactividad de los anticuerpos monoclonales con la bacteria sugiere que 
la respuesta de anticuerpos podría jugar un papel importante en el control de la infección 
por Sa/monella typhi. 
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