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RESUMEN

La porina Omp C de Salmonella typhi ha demostrado ser
inmundgeno al inducir una respuesta inmune celular y humoral
en ratones y en humanos.; la respuesta inmune celular mediada
por linfocitos T citotéxicos (CD8+) no ha sido descrita.Este
trabajo tiene como proposito el demostrar los determinantes
antigénicos de la porina Omp C que tengan la capacidad de
unise a las moléculas de clase | ya sea del alelo KP o DP del
complejo principal de histocompatibilidad. Para ello se eligieron
tfres regiones de la porina Omp C que en su secuencia
presentan residuos caracteristicos para unirse a las moléculas
de clase |, estas regiones fueron la 73-80; la 132-139 para
moléculas Kb y para moléculas DD Ia region correspondiente fue
la 314-321. Los péptidos fueron sintetizados en fase sdlida con
derivados Fmoc y posteriormente purificados por medio de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Una vez
purificados los péptidos se sometieron a un ensayo de unién con
la ayuda de la linea celular RMA-S. Este timoma murino al tener
como caracteristica la deficiencia en los transportadores de
péptidos, presentan en su superficie moléculas de clase |
inestables, y al incubarse con el péptido las moléculas se
estabilizan y son reconocidas por anticuerpos conformacionales.
La cuantificacion de la unidn entre las moléculas de clase | del
CPH y los péptidos sintéticos se llevo a cabo por citometria de
flujo teniendose un resultado positivo para los tres péptidos
seleccionados por lo tanto se proponen como potenciales
epitopos para montar una respuesta inmune de tipo celular
mediada por linfacitos T citotoxicos.



INTRODUCCION

El receptor para el antigeno de los linfocitos T citotéxicas (CD8)
solamente interacciona con péptidos antigénicos cuando estos son
presentados en el contexto de moléculas de clase | del complejo
principal de histocompatibilidad (CPH). Los péptidos antigénicos
presentados por las moléculas de clase | son octameros ©
nonameros que dentro de su secuencia conservan en posiciones
fijas aminoacidos a los cuales se les denomina residuos de anclaje o
residuos motivos, debido a que estos se acomodan en las
hendiduras localizadas en fa base del nicho para el péptido, que
forman los dominios alfal y alfa2 de la cadena pesada de las
mofléculas de clase | def CPH. De tal manera que los residuos de
anclaje tienen una extricta correspondencia con los diferentes alelos
de las moléculas de clase |, por lo que una forma de predecir cuales
regiones dentro de una proteina pudiesen ser epitopos reconocidos
por linfocitos T CD8, es identificar a las secuencias de ocho o nueve
aminoacidos que presenten motivos alelo especificos. Los péptidos
candidatos pueden ser sintetizados quimicamente y mediante un
ensayo de unidn en el que se emplea la célula de ratdon RMA-S, la
cual tiene en la membrana citoplasmatica un elevado nimero de
moléculas vacias de clase |, es posible determinar cual de los
péptidos que se predijeron tiene la capacidad de ser presentado en
el contexto de moléculas de clase | del CPH. Este ensayo de unién
es particularmente Gtil cuando los péptidos van a ser presentados
por moléculas de haplotipo H-2" de ratdn, es decir K¥, DY o L.

La porina OmpC de Salmonella typhi es una proteina de
membrana externa que tiene la funcion de formar poros de difusion
para solutos de peso molecular menor de 600 daltons. Esta proteina
junto con ofra porina, induce a ratones, un estado de proteccién
contra el reto con la bacteria viva. Los mecanismos efectores de la
respuesta inmune que evoca la inmunizacion con fas porinas, son
respuesta de anticuerpos de clase IgG y expansion clonal de
linfocitos T CD4. Aun no esta establecido si fa inmunizacion con las
porinas también estimulan respuesta de finfocitos T CD8; pero
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debido a que la actividad citotéxica de esta subpoblacion de
linfocitos es muy importante en la respuesta inmune contra de
infecciones virales e infecciones causada por bacterias intracelutares
y como Salmonella typhi es una bacteria que se multiplica dentro de
macrofagos, resulta muy importante identificar cual de las regiones
de la porina OmpC se unen a moléculas de clase | del CPH, para
posteriormente llegar a analizar la importancia de fa respuesta de
linfocitos T CD8 en el estado de proteccion inducido por las porinas.



OBJETIVO GENERAL.:

Caracterizar péptidos sintéticos de porinas de
Salmonella typhi que por sus sitios de anclaje demuestren la
capacidad de unirse a moléculas clase | del complejo principal de
histocompatibilidad murino.

OBJETIVOS PARTICULARES:

-~ Proponer secuencias de aminoacidos de la porina
Omp C de S. typhi que reunan los sitios caracteristicos de
anclaje para clase | propuestos por Rammensse.

- Sintetizar en fase solida las secuencias de los
péptidos seleccionados en un sintetizador de péptidos
empleando derivados Fmoc y una columna o soporte sélido.

- Purificar por cromatografia liquida de alta resolucion
los péptidos sintetizados quimicamente.

- Cuantificar la union entre los péptidos sintéticos y las
moléculas de clase | de la linea celular murina RMA-S.,



GENERALIDADES

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El CPH (complejo principal de histocompatibilidad) codifica para
tres familias de glicoproteinas conocidas como moléculas del CPH
de clase |, clase Il y clase Ill. Las moléculas clase | y clase Il son
también referidas como antigenos del CPH o aloantigenos, porque
son reconocidos por el sistema inmune durante el rechazo de un
tejido trasplantado entre individuos cuyo CPH es histoincompatible.

Las moléculas de clase | y clase |l son expresadas
principalmente como glicoproteinas transmembranales, mientras que
los productos de los genes de clase Ill son moléculas solubles, en
las que se incluyen algunos de los componentes del sistema de
complemento(1,26).

Dentro del CPH también se encuentran algunos genes que
codifican para moléculas que no se incluyen dentro de los grupos
mencionados anteriormente, pero que también participan en la
respuesta inmune, entre ellos se incluyen el factor de necrosis
tumoral alfa y beta; los transportadores de péptidos antigénicos:
Tap1 y Tap2 ; las subunidades LMP2 y LMP7 de la proteinasa de
bajo peso molecular o proteasoma(1,26).

Una de las caracteristicas importantes de las moléculas del
CPH es su POLIMORFISMO, esto significa que en una misma
poblacion, de cada clase molecular y alin dentro de un locus existe
un gran nimero de variantes ( formas o alelos polimérficos ), una
segunda caracteristica es que su expresion aumenta por la accion
de interferon gamma (1,26)



DISTRIBUCION CELULAR DE LAS MOLECULAS DEL CPH

Las moléculas de clase | se expresan en casi todas las células
somaticas nucleadas y el nivel de expresion varia enormemente
entre los diferentes tipos de células. Asi por ejemplo, las células
musculares y las neuronas presentan un nivel bajo de expresion,
mientras que los linfocitos expresan grandes niveles de moléculas de
clase |. En contraste las moléculas de clase Il unicamente se
expresan en las células que participan en la fase de induccion de la
respuesta inmune, por lo tanto las encontramos en la superficie de
las células dendriticas, los macrofagos y los linfocitos B (1,26).

El presente trabajo esta directamente relacionado con las
moléculas de clase | del CPH por lo tanto nos limitaremos a describir
las caracteristicas estructurales y funcionales fas mismas.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MOLECULAS DE CLASE !
DEL CPH

Caracteristicas Generales.

Las moléculas de clase | son heterodimeros formados por una
cadena pesada o alfa (Mr 45 KDa) asociada no covalentemente a
una § 2 microgiobulina (Mr 12 KDa). La cadena pesada es una
proteina altamente polimorfica producto de los genes de clase | del
CPH, en los ratones son las moléculas K,.D y L y en humanos son las
moléculas HLA-A, By C (1,26).

La cadena pesada es una cadena polipeptidica trasmembranal
que puede ser dividida estructuralmente en 5 distintas regiones. Tres
expuestas hacia el medio extracelular conocidos como dominios alfa
1, alfa 2 y aifa 3; una region transmembranal y una region
citoplamatica. Los ftres dominios exiracelulares son de
aproximadamente 80 aminoacidos cada uno; el alfa 1 y alfa 2 son
muy polimarficos mientras que el alfa 3 es muy conservado entre
todas las moléculas de clase | ademas tanto el alfa 2 como el alfa 3
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tiene un enlace disulfuro intradominio. La region transmembranal de
todas las moléculas de clase | contiene una secuencia hidrofobica de
aproximadamente de 25 aminoacidos que se expande en la bicapa
lipidica. Esta region termina con wuna secuencia de cinco
aminodacidos basicos, incluyendo los residuos Arginina (R) y Lisina
(K) que se cree son importantes para anclar el polipéptido en la
membrana plasmatica (una secuencia similar de aminoacidos
basicos bha sido encontrada en ofras glicoproteinas
transmembranales). La region citoplasmatica tiene aproximadamente
30 aminoacidos de longitud, de entre los cuales los unicos
aminoacidos que se conservan, son aquellos que forman secuencias
consenso para la fosforilacion por accion de proteinas cinasas A o
bien por tirosina cinasas, es decir residuos de serina, tirosina o
treonina. Por otro lado la fraccion de carbohidratos de las moléculas
de clase 1, tanto en el ratén como en el humano, se une mediante N-
glucositacion en el residuo 86 aunque algunos alelos de ratén
presentan otros dos sitios de N-glucasilacién en los residuos 176 y
256 (1,26)(Fig 1).

Estructura Terciaria

En 1987 Bjorkman y cols. describieron la primera estructura
tridimensional de la molécula de clase | del CPH. A partir de una
linea celular de un linfoblasto de B, tratada con la proteasa papaina,
se obtuvd un fragmento soluble de 271 aminodacidos, que contenia
los dominios alfa 1,2,3 y la beta 2 microglobulina. Los cristales
preparados con este fragmento fueron analizados por rayos X a una
resolucion de 3.5 A. Recientemente se han descrito las estructuras
de las moléculas HLA-AwW68, HLA-B27 y Kb tas cuales fueron
analizadas a una resolucion de 2.4 A (35,8,2,9).
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Fig 1 Diagrama esquemdatico de la molécula de clase |
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La estructura tridimensional consiste de una regién distal a la
membrana constituida de los dominios alfa 1 y alfa 2 de la cadena
pesada y de una region proximal a la membrana compuesta del
dominio alfa 3 de la cadena pesada y de la -2 microglobulina. La
estructura secundaria de cada dominio de la parte distal, es de
cuatro tiras beta plegadas antiparalelas y una alfa hélice localizada
del lado carboxilo terminal de cada hoja beta. De tal manera que la
conformacion de la parte distal es el de una estructura en forma de
nido, con dimensiones de 30 A X 10 A, el cual consiste de una
plataforma de hojas beta plegadas flanqueada de dos alfa helices. Y
es dentro de este nicho donde se unen los determinantes
antigénicos (péptidos) que van a ser presentados por las moléculas
de clase | a los linfocitos T citotoxicos. La estructura de la region
proximal a la membrana (dominio alfa 3 y -2 microglobulina) guarda
una similitud con un dominio constante de una inmunoglobulina, es
decir esta compuesta por dos hojas B plegadas, una de ellas
formada de cuatro tiras beta plegadas antiparalelas y la otra de tres
(30). Estas estructuras interaccionan con la plataforma formada por
los dominios alfa 1 y alfa 2, contribuyendo con ello a la estabilidad de
las moléculas(35,8,2,9)(Fig 2).

Caracteristicas de los Determinantes Antigénicos Presentados
por Moléculas de clase |.

Como se menciond anteriormente la funcion de las moléculas
de clase | es la de presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T
citotéxicos. Un gran avance en el entendimiento de la funcidn de las
moléculas del CPH ha sido aportado por el desarrollo de los métodos
que permiten establecer la secuencia, el tamafio y el origén de los
péptidos que se unen a esas moléculas. Asi mismo ha sido posible
conocer mejor el papel que juega el polimorfismo alélico de las
moléculas de clase i en la seleccién de los péptidos antigénicos (7).



Fig 2 Estructura terciaria de la molécula de clase | del CPH,



Los métodos utilizados para conocer fas caracteristicas de los
péptidos unidos a las moléculas de clase ! incluyen en primer
termino la purificacion de la molécuta mediante un inmunoadsorbente
(empleando anticuerpos monoclonales alelos especificos). El
siguiente paso es la desnaturalizacion de las moléculas purificadas
por ebullicion a pH de 2, lo que permite el desprendimiento de los
péptidos, posteriormente el material de bajo peso molecular se
recupera por fillracion y la mezcla de péptidos se separa por
cromatografia en fase reversa empleando una columna C18 en un
cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC). Finalmente se
praocede a la microsecuenciacion de cada una de las fracciones
obtenidad de la HPLC. Siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente Rammensee y cols encontraron: 1) que dependiendo
del alelo los péptidos pueden ser de 8 6 9 aminoacidos, 2) que
dentro de la secuencia esos octameros o nonameros dos residuos
se conservan, 3) que esos dos residuos conservados, a los que se
les ha denominado residuos de anclaje 6 motivos alelo especificos,
también conservan su posicion 4) que la mayoria de los péptidos
identificados provienen de proteinas citosdlicas endogenas. En el
siguiente cuadro se muestran algunos ejemplos de los motivos alelo-
especificos para moléculas de raton y humanas: (11,14,29,30).
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CUADRO |

Motivos Alelo-Especificos de los Péptidos Presentado por
Moléculas de Clase | del CPH
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Cumvent Opinion in immunology 1994.
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Generacion de los Péptidos que se Presentan por Moléculas de
Clase I: Via Endégena de Procesamiento de Antigeno.

Como se menciono anteriomente los determinantes antigénicos
que se presentan en el contexto de moléculas de clase |, son
péptidos que provienen de proteinas las cuales son degradadas en
el citosol {procesamiento de antigeno) de fa célula presentadora de
antigeno (CPA); por lo tanto a estos antigenos se les conoce como
antigenos enddgenos, entre estos se incluyen antigenos virales,
antigenos tumorales asi como a todas las proteinas citosolicas
propias de la CPA. También pueden ser presentados en el contexto
de moléculas de clase | antigenos que no son sintetizados por la
CPA, como es el caso de péptidos de baclerias o parasitos que se
multiplican intracelularmente en el citosol de fa CPA (20).

Se ha propuesto que el complejo multicatalitico proteasoma, es
la proteasa encargada de degradar los antigenos endogenos; esta
hipotesis se basa en el hecho de que los proteasomas, son la
proteasa mas abundante del citosol (28) y en que dos de las
subunidades, LMP2 y LMP7, de las 20 diferentes que la constituyen,
estan codificadas dentro del CPH (18). Los péptidos generados en el
citosol son translocados al lumen del reticulo endoplasmico, por un
proceso dependiente de energia y que lleva a cabo una bomba
formada por las subunidades Tap1 y Tap2 (transportadores de
péptidos antigénicos). Es importante hacer notar que ambos Taps
pertenecen a la familia de los ABC-transportadores, que son
proteinas polimorficas y los genes que les codifican estan
localizados contiguos a los genes que codifican para las dos
subunidades de los proteasomas dentro del CPH
(56.9,18,23,27,31,32) (Fig 3).
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La degradacion en el citosol aporia la mayoria del repertorio de
los péptidos que se unen a las moléculas de clase |. Otra pequeiia
proporcion de ese repertorio de péptidos proviene las proteinas no
funcionales que son degradas en el lumen del reticulo endoplasmico
(RE), asi como tambien de las secuencia sefial, para el
transiocamiento de proteinas al lumen del RE, las cuales son
péptidos hidrofobicos de entre 10 a 14 aminoacidos (34).

Papel del Péptido en el Ensamble y Transporte a 1a Superticie de
fas Moléculas de Clase |.

Tanto la cadena pesada como la fi-2 microglobulina son
proteinas que inmediatamente después de su sintesis son
translocadas al lumen del RE. La unién entre {a cadena pesada y la
p-2m ocurre dentro de los primeros cinco minutos después de su
sintesis, posteriormente ese dimero se asocia con los Taps lo que le
permite recibir eficientemente los péptidos del citosol que son
translocados al lomen del RE por dicha bomba. Una vez que el
péptido se une al nicho formando por los dominios alfat y aifa2 de la
cadena pesada, ocurren cambios conformacionales en la cadena
pesada los que promueven la liberacion de la molécula de clase | de
los Taps asi como el transporte del complejo trimolecular cadena
pesada-péptido-p-2-microglobulina hacia la superficie de célula a
través de complejo de Golgi (6,33).

Por lo descrito en el parrafo anterior se pone de manifiesto la
importancia del péptido en la expresion funcional de moléculas de
clase |. Dicha funcién se ha quedado establecida de dos maneras
diferentes, por la existencia de lineas celulares, humanas y de ratdn,
deficientes en uno o ambos Taps y por la descripcion, en dos
mujeres, de una inmunodeficiencia, donde las pacientes presentaban
infeciones bacterianas recusrentes, sin tener alterados los niveles de
inmunoglobulinas, ni el nimero de linfocitos T CD4 y linfocitos T
CD8. El unica alteracién detectada fué la disminucion de moléculas
de clase | en la supefficie de células de sangre periférica debido a la
falta de expresion de Tap2 .
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Moléculas de Clase | vacias.

Las lineas celulares deficientes en Taps permitieron describir
un tipo particular de moléculas de clase [, las cuales fueron
denominadas moléculas vacias debido a que no llevan unido
péptidos antigénicos, por lo tanto son inestables en la superficie
celular (17). La hipdtesis mas aceptada para explicar la presencia de
moléculas vacias de clase | en la membrana plasmatica es que
péptidos antigenicos suboptimos (probablemente sin los motivos de
anclaje o sin el tamafio adecuado) promueven el ensamble
intracelular y el transporte de ellas pero una vez que arriban a la
superficie pierden el péptido subdptimo, la p-2microglobulina y
solamente es posible detectar la cadena pesada, sin conformacion,
con anticuerpos dirigidos contra una secuencia citosélica de la
molécula (22). Este tipo de moléculas fueron descritas originaimente
en la linea celular denominada RMA-S, la cual se produjo por
mutacion quimica del timona de raton RBL-5 pero también se les
encuentra en todo tipo de células que expresan moléculas de clase |
(15).

La cadena pesada sin conformacion y la molécula vacia no
parecen tener una funcién en la activacion de linfocitos T CD8 sino
mas bien en la captacion de péptidos que provienen del medio
extracelular, asi por ejemplo la linea RMA-S, que en codiciones de
cultivo normales no expresa en su superficie moléculas de clase }
(Kb y Db) estables, es posible reestablecer su expresion mediante la
adicion, en el medio de cultivo, de péplidos que reunan las
caracteristicas para unirse a los mencionados alelos (Fig 4). Esta
caracteristica de cambiar la estructura conformacional de las

"moléculas vacias esta siendo utilizada como método para predecir
cuales regiones de una proteina pudiesen ser determinantes
antigénicos reconocidos por linfocitos T CD8 (16,24).

16



Ll

PEPTIDO  © o o
EXOGENOO o
o
o o
=0 . Mo B
MHC | TS RS 0D o SR e

Fig4

CliTOosOoL

Célula RMA-S con alimentacién exdgena de péptidos sintéticos



PORINA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
Estructura y Funcion de las Porinas

Las porinas son proleinas transmembranales de membrana
externa (PME) de las bacterias Gram negativas, que se les asigna
ese nombre por su propiedad de formar poros de difusion para
solutos de peso molecular menor de 600 daltons. Son proteinas que
se expresan abundamentemente en forma de homotrimeros en la
membrana externa, el peso molecular de las unidades monomericas
van de 36 Kd a 42 Kd, su expresion esta regulada principalmente por
osmolaridad y temperatura, se expresan diferentes tipos de ellas en
una misma bacteria las cuales presentan una alta homologia entre
sus secuencias de aminoacidos por lo que se piensa que provienen
de un gene ancestral comun. A continuacion se enlistan las porinas
de Escherichia coli, Salmonella typhimuriumy Salmonella typhi (21).

Escherichia coli: OmpC, OmpF, PhoE
Salmonella typhimurium: OmpC, OmpF, OmpD, PhoE.
Salmonella typhi. OmpC, Omp F1

La estructura conformacional de las porinas se conoce en base
de la estructura de la porina OmpF de Escherichia coli que es la
unica cristalizada a la fecha, ello nos permite saber que estas
proteinas tienen una estructura secundaria de 16 hojas beta-
plegadas antiparalelas las cuales estan unidas entre si a través de 7
asas cortas (de 2 a 5 aminoacidos) orientadas hacia el especio
periplasmico y 8 asas largas (de 5 a 44 residuos, 14 en promedio)
expuestas hacia el medio extracelular. La proteina se enrrolla da tal
forma que el residuo amino terminal y el residuo carboxilo terminal
interaccionan entre si mediante un enlace ionico, el resultado final
es una estructura en forma de un barril o un de cilindro cuyo centro
es el poro de difusion (Fig 5). E! diametro del poro varia entre 1.2 a
1.6 Ay tiene cierta selectividad de acuerdo a cada porina, asi OmpC
y OmpF tiene selectividad por solutos neutros y cationes mientras
que PhoE por aniones (4).

18



(2]

Fig 5 Estructura tridimencional de las porinas

Modelo propuesto por JAP para la porina Pho E (1989). Cristalografia electrénica con una resolucion de 18 A
(13).



Ofra funcion de las porinas es servir de receptores para fagos y
colicinas, en este caso también existe cierta selectividad en cada
porina, por ejemplo a la OmpF de Escherichia coli se fe unen los
fagos Tula, TP1, TP2, TP5 y la colicina ColA; a la OmpF de
Salmonella typhimurium no esta determinado cuales fagos y
colicinas se le unen; a la OmpC de Eschenichia coli se le unen los
fagos Tulb, PA2, 434, 551 TP2, TP5, TP6 y a la OmpC de
Salmonella typhimurium se le unen los fagos PH42, PH105 y PH201.

Porina OmpC de Salmonella typhi.

La porina OmpC de Salmonella typhi tiene 378 aminoacidos
como proteina inmadura y 357 ta proteina madura. Tiene un 83% de
homologia con la Omp C de Escherichia coli y de un 85% con la
Saimonelfla typhimurium, asi como un 80% con la Omp F de
Escherichia coli, lo que permite suponer que sus estructuras
conformacionales son muy semejantes; en este sentido mediante el
empleo de diferentes programas de prediccién de estructura
secundaria han permitido predecir la probable estructura de la OmpC
es muy semejante a la de Omp F de Escherichia coli, es decir 16
hojas beta plegadas con 8 asas orientadas hacia el espacio
periplasmico y 8 asas expuestas hacia el medio extracelular (Fig 8).
Resultados experimentales recientes apoyan dicha propuesta pues
se ha demostrado que las regiones correspondientes a las asas 7 y
8 efectivamente estan expuestas sobre la superficie de la bacteria ya
que son accesibles a anticuerpos contra esas regiones (25).

La actividad funcional de la porina Omp C de Salmonella typhi
no ha sido estudiada en detalle por io que no se conoce la
selectividad del poro, pero dado a la semejanza con la OmpC de
Escherichia coli como de Salmonella typhimurium se considera que
también tiene selectividad por solutos neutros y por cationes;
tampoco se conoce cuales son los fagos y colicinas que se unen a
elia.
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Propiedades Inmunogenicas y FPapel en la Induccion de

Proteccion:

Ratones inmunizados ya sea con Salmonella typhi viva o muerta, o
con una mezcla de 10 a 15 PMEs (donde la OmpC representa
menos del 1 % del total de la concentracién de proteina), o con una
mezcla de OmpC y ofra porina adn no identificada (relacion 1:1 del
contenido de proteina), presentan titulos altos de anticuerpos 1gG
especificos contra OmpC; asi como también respuesta de linfocitos
T. En humanos sanos no se detecta respuesta de anticuerpos de
clase IgG contra la Omp C, ni repuesta proliferativa de linfocitos T,
ambos tipos de respuesta inmune solamente aparece en individuos
en fase de convalescencia de fiebre tifoidea o en individuos que
fueron vacunados con la vacuna oral contra fiebre tifoidea pero no en
los inmunizados con la vacuna elaborada con la bacteria muerta por
calor. Estos resultados indican que la OmpC es una proteina muy
inmunogenica por lo que se considera como un buen candidato para
la elaboracion de una vacuna contra la fiebre tifoidea (3).

La inmunizacion con cantidades tan bajas como 5 mg de dos
porina (Omp C y otra aun no identificada) a inducen protecién del
100%, a ratones, contra el desafio hasta de 1000 DL50 (dosis letales
al 50%) de Salmonella typhi y proteccidn del 40% contra el reto con
Salmoneila typhimunum; sin embargo la administracion de la OmpC
recombinante solamente induce proteccion del 50% contra el reto
con Salmoneilla typhi, lo que sefiala la impartancia de {as dos parinas
para el establecimiento de inmunidad proteclora (12). Esta
proteccion puede ser transferida por anticuerpos policlonales o
monocionales contra de ambas porinas (10) y la respuesta
proliferativa de linfocitos T en los ratones inmunizados con las
porinas indican la participacion de la respuesta inmune celular en los
mecanismos de proteccion aunque a la fecha no esta definido si los
linfocitos T CD4 o los linfocitos T CD8 o ambas poblaciones son
indispensables para la induccion de la proteccion observada.
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MATERIALES Y METODOS
EQUIPO

Sintetizador de péptidos semiautomatico NovaSyn Gem
Sintetizador de péptidos automatico Applied Biosystems
modelo 432A

Liofilizadora LABCONCO

Centrifuga Damon |IEC PR-J

Rota vapor SCHNELLHEBER

Bomba de vacio Millipore

Centrifuga DAMON [EC-PR-J

Cromatografo para liquidos de alta resolucion Waters
modelo 600 E

Detector de UV y Visible de longitud de onda variable
modelo 486

Columna preparativa de fase reversa Waters Bondapak
125 A 7.8 x 300 mm

Campana de flujo laminar VECO

Incubadora con alimentacion de CO2 FORMA SCIENTIFIC
Espectro Beckman DU-64

Facscan BECKTON DICKENSON

Impresora personal Hewlett-Packard ThinkJet

REACTIVOS

Para sintesis de péptidos en el sintetizador semiautomatico
NovaSyn Gem:

Resina K polidietilacrilamida macrosorb

Aminoacidos protegidos con el grupo Fmoc Novabiochem
Piperidina SIGMA

Dimetilformamida BECKMAN

Dimetilaminopirrolidina Novabiochem
1-hidroxibenzotriazol Novabiochem

Acido triflucroacético SIGMA
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Para sintesis de péptidos en el sintetizador automatico Applied
Biosystems:

Columnas para sintesis de péptidos Synergy

Columnas de aminoacidos Synergy

Dimetilformamida Applied Biosystems

Tetrahidrofurano Applied Biosystems

N,N Diisopropiletilamina / dimetilsulfoxido / N-metilpirrolidona
Applied Biosystems

2-( 1-H-benzitriazol-1- y1)-1,1,3,3-
tetrametiluniumhexafluorofosfato, 8mmol. Applied Biosystems

Inmunoensayo:
RPMI GIBCO BRL
Yoduro de propidio SIGMA

Segundo anticuerpo: IgG de cabra anti ratén conjugada a
isotiocianato de fluoresceina GIBCO BRL

SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

La sintesis de los péptidos se realizd en dos sintetizadores
diferentes, el primero en ser empleado fue el sintetizador
semiautomatico NovaSyn Gem y el segundo fue el sintetizador
automatico Applied Biosystems . A continuacion se describe el
primer procedimiento de sintesis el cual consistié en a) acoplar el
primer aminoacido a la resina y b) el acoplamiento de los

aminoacidos restantes.
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I. SINTETIZADOR SEMIAUTOMATICO
A) UNION DEL PRIMER AMINOACIDO A LA RESINA

1.- Se coloco un gramo de la resina en un matraz seco y limpio
2.- Se agregd DMF hasta cubrir la resina y se agitd el matraz
cada cinco minutos durante media hora

3.- Se decanté el DMF y se repetié el paso anterior.

4.- Por otra parte se disolvié de 0.25 a 0.5 mmoles del primer
aminoacido en un mililitro de DMF y se afiadié al matraz que
contiene la resina pretratada y después se le agregoé de 0.5a 1.0
mmoles de DMAP disuelto en 0.5 ml de DMF

5.- Se dej6 reposar la mezcla a temperatura ambiente durante
hora y media y se agité cada 15 minutos.

x
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6.- La resina fue filtrada al vacio y lavada secuencialmente con
DMF, alcohol amilico, acido acético, alcoho! amilico y por Gitimo
Ster etilico frio.

7.- La resina se seco al vacio hasta que tomé la consistencia
inicial.

ESTIMACION DEL GRADO DE UNION DEL PRIMER RESIDUO
DETERMINANDO LA LIBERACION DEL GRUPO FMOC

1.- Se tomaron dos celdas de cuarzo 3 x 10 mm y se ajustd la
longitud de onda del espectrofotometro a 300 nm

2.- Se pesaron 10 mg de la resina acoplada con el primer
aminoacido y se afiadieron 3 ml de piperidina al 20 % en DMF en
cada una de las celdas.
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3.- Se agit6 la mezcla suavemente con ayuda de una pipeta
Pasteur de capilar ancho durante 2 o 3 minutos.

Se dejo que la resina se sedimentara y se leyd {a absorbancia.
L.a estimacion de unidn se obtiene por medio de una grafica de
correlacion ( proporcionada por el proveedor ) y si el valor
obtenido es menor del 70 % es necesario repetir el
procedimiento de acoplamiento para el primer residuo.

B) SINTESIS DEL PEPTIDO

Para continuar la sintesis {a resina previamente tratada
con DMF durante § minutos se empaco en una columna de vidrio
y se conecto al sintetizador semiautomatico.

CICLOS DE SINTESIS

Los ciclos de sintesis se llevaron a cabo de la siguiente
manera y de acuerdo al esquema.

—>

DESPROTECCION APLICACION DE AA

) J

LAVADO - . ACOPLAMIENTO
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DESPROTECCION del grupo amino, consistio en pasar a
través de la columna, piperidina al 20 % en DMF por un periodo
de 10 minutos . Esta desproteccion fue monitoreada mediante la
lectura de la absorbancia a 300 nm y utilizando como blanco
piperidina al 20 % en DMF.

APLICACION del siguiente aminoacido . El aminoacido fue
disuelto en 0.5 ml de DMF, mientras que por otra parte también
se disolvio el catalizador HOBT en 0.3 ml y ambas soluciones
fueron depositadas en el inyector.

ACOPLAMIENTO del aminoacido, para ello el sintetizador
recircula por el sistema ia solucion anterior durante dos horas.

LAVADO este proceso implico la recirculacion de DMF por
la columna empacada con el fin de retirar el exceso de
aminoacido no acoplado después se deposita una cantidad de 3
mi de DMF que también para quitar residuos del aminoacido
anterior. Al concluir la inyeccion se volvid a activar e! lavado
durante 5§ minutos. Por lo que se procedid a la desproteccion del
aminoacido acoplado y el ciclo se repitio hasta lograr la
secuencia deseada.

Il. SINTETIZADOR AUTOMATICO

La sintesis realizada en el sintetizador automatico de
Applied Biosystems basicamente sigue los mismos principios
que el anterior .

Las reacciones que se llevan a cabo para la union de cada
aminoacido son: desproteccion, activacion y acoplamiento.

Durante la desproteccion, el grupo protector es removido
para hacer reaccionar el grupo amino del aminoacido acoplado a
la resina con el aminodcido activado.

La activacién prepara al siguiente aminoacido que va a ser
unido a la cadena.

El acoplamiento ocurre cuando las formas activas del
aminoacido, se unen con el grupo amino del aminoacido
desprotegido en el péptido.

En cada ciclo de la sintesis el grupo Fmoc es removido con
piperidina en DMF, generandose una sal de carbamato fa cual
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puede ser detectada por el monitoreo de fa conductancia. El
rango en el que la reaccion de desproteccion ocurre sirvié como
indicador de la reactividad de la resina con el péptido. Una
reaccion rapida dié un pico definido y angosto en cambio una
reaccion ienta dié un pico mas ancho.

DESPRENDIMIENTO DE LA CADENA PEPTIDICA

a) Para péptidos obtenidos en el sintetizador semiautomatico.

Dicha técnica se realiza mediante la filtracion de la resina y
la disolucion del péptido en TFA.

La resina que tiene unido el péptido recién sintetizado se
depositd en un matraz y se le agregé 8 mil. de TFA dejandose en
agitacion durante 2.5 a 3 hrs.

Al concluir este periodo, e! péptido disuelto en TFA es
recuperado al filtrar la dilucion por un embudo buchner de poro
mediano

La solucion anterior se sometié a evaporacion hasta
obtener un volumen aproximado de 2 ml. A esta solucion se le
anadio posteriormente 50 mi de éter frio.

El péptido precipitado en éter es filtrado por un embudo de
poro fino y secado en un desecador con vacio durante 4 hrs.

Una vez seco, el péptido es disuelto ya sea en acido o en
base segun sea su punto isoeléctrico.

b) Para péptidos obtenidos en el sintetizador automatico.

La resina que contiene el péptido fue tratada con 8 ml de
TFA y fue puesta en agitacién durante 2 hrs, una vez que
termind el tiempo toda la solucién fue filtrada al vacio” por un
embudo de poro mediano y fue enjuagado con 2 ml. de DMC
después se evapora hasta ontener un volumen aproximado de
2mi.

Se precipito el péptido concentrado con 50 mi de éter y el
péptido fue recuperado por flitracion al vacio por un embudo
buchner de poro fino,y fue secado en un desecador con vacio y
fue disuelto en 20 ml de acido acético al 50 % para su posterior
liofitizacion.
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PURIFICACION POR HPLC

La purificacion del péptido se llevo acabo en un
cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion Waters empleandose
una columna de fase reversa y un gradiente lineal con una
solucion de TFA 0.1% en agua ( disolvente A )y TFA 0.1 % en
acetonitrilo ( disolvente B ).

Las condiciones del equipo fueron las siguientes:

Fiujo: 2 m¥/min

Sensibilidad: 2.00
Absorbancia: 220 nm

Cantidad de muestra: 50-300 pi

SISTEMA DE GRADIENTE

TIEMPO (min) % A % B
0 100 0
1 100 ]
26 40 80
31 40 60
32 0

Las fracciones que contengan al péptido.(las de mayor
absorbancia) fueron recolectadas y liofitizadas. El producto
obtenido fue empleado para los ensayos de union.
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ENSAYO DE UNION DEL PEPTIDO A MOLECULAS DE
CLASE |

El ensayo de unidon entre el péptido sintético y las
moléculas de clase | se realizé incubando éste con la linea
celular RMA-S. El procedimiento fue el siguiente:

En una placa de 96 pozos de fondo redondo se depositan
de 200,000 a 300,000 células y se les agregd el pépfido en
solucién en una concentracion de 50 mM, la placa fue incubada
durante 18 hrs a 37° C con un 5 % de COa.

Transcurrido el tiempo, la placa se centrifuga durante un
minuto a 1500 rpm, se retira el sobrenadante y el boton celular
se resuspende con 100ul de sobrenadante de hibridoma que
contiene anticuerpos antimoléculas de clase | dejando que la
reaccion continie durante 30 minutos a una temperatura de
4 0C,

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales K10.56 y Y-3
para la identificacion del haplotipo Kb, mientras que para las
moléculas DP se emplearon los anticuerpos B22-249 y el 28-14-8
y como control negativo se utilizo el anticuerpo 11.4.1 el cual es
especifico para la molécula KK, dichos anticuerpos fueron
donados por el Prof. Giinter Hammerling del Instituto de
Inmunologia y Genética del Centro Aleman de Investigaciones
Oncologicas.

Posteriormente la placa se centrifugo y el paquete celuiar
se lavo con 200ul de PBS 2% SFB.

El paquete celular fue incubado en 50 pl del segundo
anticuerpo durante 30 minutos a una temperatura de 4°C
después se centrifuga a 1500 rpm durante un minuto para quitar
el exceso y las células fueron lavadas dos veces como se
describié anteriormente.

Por Gitimo las células fueron resuspendidas en 300 ul de
yoduro de propidio al 0.1 % en PBS y manteniéndolas a 4°C
hasta en momento de medir la intensidad de fluorescencia por
medio de citometria de flujo.
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TABLA |
REGIONES DE LA PORINA OMP C DE Salmonella typhi QUE
PRESENTAN LOS MOTIVOS PARA UNIRSE A MOLECULAS
DE CLASE | DEL CPH
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RESULTADOS
1. SINTESIS DE PEPTIDOS

A continuacion se muestra la hoja de control de la sintesis de
péptidos del sintetizador semiautomatico Novabiochem, en esta hoja
se sigue el procedimiento de la sintesis del péptido de ovoalbumina
el cual fue empleado como testigo positivo, también nos muestra
cuales son los aminoacidos que integran dicha secuencia y su
rendimiento.

1.- Secuencia: OVOALBUMINA 258-266 SHNFEKL
Porcentaje de union del primer aminoacido: 100%

Rendimiento: 23.6 mg
CONTROL DE SINTESIS QUIMICA DE PEPTIDOS
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La siguiente figura muestra la tabla de control de sintesis del
péptido 132-139 de la porina Omp C, el control lleva el orden y el
tiempo con el que el sintetizador semiautomatico va realizando los
pasos de desproteccion con piperidina, acoplamiento y lavado. En la
parte superior de la hoja se describen tanto la secuencia de
aminoacidos como el rendimiento.

2.- Secuencia: OMP C 132-139 RNTDFFGL
Porcentaje de unién del primer aminoacido: 100 %
Rendimiento: 11.4 mg
CONTROL DE SINTESIS QUIMICA DE PEPTIDOS
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El siguiente diagrama corresponde a la sintesis del péptido 73-
80 de ta porina Omp C de Salmonelia typhi, ilevada a cabo por el
sintetizador automatico, esta grafica corresponde al seguimiento de
ta conductividad en la desproteccion y union de los aminoacidos.

3.- Secuencia: OMP C 73-80 TRVAFAGL
Rendimiento: 9 mg

SEGUIMIENTO DE CONDUCTIVIDAD
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La siguiente grafica corresponde al seguimiento de
conductividad durante la sintesis peptidica en el sintetizador
automatico de Applied Biosystems.En el diagrama se muestran los
procedimientos de desproteccion, activacion y acoplamiento.

4.- Secuencia: OMP C 266-274 FEVVAQYQF
SEGUIMIENTO DE CONDUCTIVIDAD
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Il. PURIFICACION DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS POR HPLC.

En la figura 1 se muestra el cromatograma correspondiente a la
purificacion del péptido de ovoalbtimina y nos muestra tres picos
sobresalientes de los cuales se obtuvo posteriormente el fiofilizado.
El primer pico en ser recolectado fue al minuto 22.48, el segundo al
minuto 23.28 y el tercero en ser recolectado fue en el minuto 23.95
obteniéndose liofilizado solo en la segunda recoleccion.

Nm

IRJECT 93/22/93 12:24:02

J

Fig1 Cromatograma de purificacion del péptido de Ovoalbimina.
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La figura 2 corresponde al cromatograma de purificacion del
péptido132-139 de la proteina Omp C donde se distinguen cinco
picos significativos, de estos picos solo la segunda recoleccion
mostré producto. El primer pico recolectado fue al minuto 18.06, la
segunda recoleccion se di6 al minuto 21.10, el tercer pico de la
recoleccion aunque es de mayor tamano que los demas no dio
producto, el cuarto esta compuestgo por dos subpicos ya que al
edstar muy cerca no pudieron ser separados,éstos se obtuvieron al
minuto 26.19 y al minuto 26.91. El quinto pico fue recolectado al
minuto 27.79.

~ - -

23.58

21.18

Fig 2 Cromatograma de purificacion del péptido de Omp C 132-139,
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La figura 3 presenta el cromatograma correspondiente a la
secuencia peptidica 73-80 de la porina Omp C de Salmonella typhi.
Los tres picos recolectados y el de mayor area correspondiente a la
tercer recoleccion del minuto 19.04, presentd producto después de la
liofilizacion.

1N

5.82

ik L)

7z
T
e
253 26
"
a7 7452
o0 7606
22.42
©
289t

Fig 3 - Cromatograma de purificacion del péptido de Omp C 73-80.
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En la figura 4 se aprecia el cromatograma de purificacion del
péptido 266-274 de la porina Omp C donde se presentan tres picos
los cuales fueron recolectados al minuto 35.5 en el caso del primer
pico, el segundo fue recolectado durante el minuto 38.16 y por uitimo
el tercero en el minuto 40.08, el pico de mayor area presento
producto después de ser liofilizado.

CHANNEL A INJECT  92/13/94 123155151

Fig 4 Cromatograma de purificacion del péptido de Omp C 266-274.
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lil. ENSAYO DE UN[ON ENTRE MOLECULAS DE CLASE | Y
PEPTIDOS SINTETICOS

En la figura se muestra el incremento de moléculas de clase |
Kb en la superficie de las células RMA-S después de haber sido
incubado con el péptido 258-266 de ovoalbimina; la media det canal
de fluorescencia ( MFC ) es de 4.0 para las células que no se
incubaron con péptido y de 50 para las que fueron incubadas con 100
ul del péptido este resultado indica que el péptido se unié a las
moléculas vacias presentes en la superficie de las células
consiguiendo con ello su estabilidad que se traduce en un cambio
conformacional que permite que la molécula puede ser reconocido
por los anticuerpos especificos dirigidos en contra de eila.

e
SIN PEPTIOO
p{. 100 Un OVA PEPTIDO
- MFC
s'l,f 1
L"’J' » '!&
.ﬂ’-'——-—wqﬁwd}a' e i

Fig 1 Efecto de la expresion de moléculas de clase | Kb en la célula
RMA-S por la unidn del péptido 258-266 de ovoalbamina.
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En la figura 2 observamos que el péptido 132-139 de la porina
Omp C de Salmonella typhi también es capaz de unirse a las
moléculas KD, en este caso la media de fluorescencia fue de 30, para
comparacion también se muestra el efecto que se obtiene en 100ul
del péptido 258-266 de ovoalbumina (MFC = 50) y la expresion de Kb
de las células RMA-S que no fueron incubadas con el péptido MFC
4.0, asi mismo se puede observar gue ambos péptidos solamente se
unen a las moléculas Kb ya que en la molécula Db no se presenta
incremento alguno. :

2

OUOALBUMINA 258-265

MFC OMAC 132-139

e 180 T (3 T :
Fig 2 Efecto de la expresion de la molécula de clase 1,KP, en las
células RMA-S por la union del péptido 132-139 de la porina de
Salmonella typhi,Omp C.
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En la figura 3 se muestra una curva dosis respecto de la
capacidad del péptido 73-80 de la porina Omp C de Salmonella typhi
de inducir 1a estabilidad de la molécula KD en la linea celular RMA-S.
Podemos observar claramente el incremento de la expresion de la
motécula Kb, mediante el empleo de dos anticuerpos dirigidos contra
diferentes epitopos de la molécula Kb,uno de ellos es denominado Y3
y el otro recibe el nombre de K10.56.

“T
W SF1.(Kd)
120 | Y3 (Kb)
OKI0 58 Kb)

MFC

ug de péptido

Figura 3.- Grdfica que relaciona la concentracion del péptido-
incremento de la expresién de moléculas de clase | Kb-
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En la figura 4 se muestra la capacidad del péptido 266-274 de
la porina Omp C de Salmonelia typhi, de unierse a la molécula Db,
podemos observar que el efecto es alelo especifico ya que no se
observo ningun incremento en |a MFC de la molécula KP.

35~
1 S/PEPTIDO
0 C/PEPTIDO
250

20}

MFC

Fig 4 Union efectiva del péptido 266-274 de la porina Omp C a Ia
molécula de clase | Db, :



DISCUSION DE RESULTADOS

La respuesta inmune celular en los individuos depende de la
presentacion de los antigenos relevantes a los linfocitos T. Esto se
lleva a cabo por medio de las moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad de clase | y clase li. Las moléculas de clase |
presentan péptidos que se han producido endégenamente mientras
que las moléculas de clase Il presentan preferentemente péptidos
exogenos.

Rammensee y colaboradores encontraron que los péptidos que
se presentan en el contexto de las moléculas de clase | son
principalmente nonameros y octameros. En los péptidos eluidos de
las moléculas KP se encontré que la fenilalanina, la tirosina y la
leucina se hallaban en la misma posicion para moléculas
correspondientes al alelo Kb g en el caso de los péptidos eluidos de
las moléculas de clase | DU los aminoacidos constantes que se
presentan son la valina, arginina y metionina, a estos péptidos con
aminoacidos en posiciones especificas se les ha denominado
secuencias concenso o motivos . Esto significa que los péptidos que
se presentan por esta via dependen del haplotipo de la molécula de
clase I. En el presente estudio se evalud la capacidad de union de los
péptidos de la porina Omp C a las moléculas de clase | Kb y Db,
debido a que esta proteina podria estar involucrada en la respuesta
inmune celular de CD8+ contra Salmonella y por lo tanto el primer
requisito seria que dentro de su estructura se encontraran
secuencias concenso capaces de unirse a las moléculas de clase |.

El ensayo de union entre las moléculas de clase | y los péptidos
sintéticos se realizo con la linea celular RMA-S proveniente de un
timoma murino, estas células tienen como caracteristica el presentar
moléculas vacias en su superficie ya que no cuentan con el péptido
que las estabiliza y por lo tanto no son reconocidas por anticuerpos
conformacionales contra estas moléculas lo que ha permitido buscar
motivos para KP y Db provenientes de diferentes antigenos.

Las secuencias peptidicas de la porina Omp C al unirse
efectivamente con las moléculas de clase | en experimentos in vitro
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como el descrito anteriormente sugiere que la porina pudiera ser
procesada y presentar estos determinantes antigenicos en el
contexto de las moléculas de clase | en el curso una infeccion
procada por Salmonella. Sin embargo sera necesario corroborar
experiementalmente cuales de los epitopos propuestos por su
capacidad de union a las moléculas KP y DP pueden ser reconocidos
por linfocitos T citotéxicos ya que en otro sistema de once diferentes
péptidos provenientes de la Listerulisina o Listeria monocytogenes,
que presenta los motivos para unirse a la molécula Kd, solamente
uno de ellos fue reconocido por una clona de CD8+ que se aisl6 de
ratones infectados subletalmente con la bacteria.

46



CONCLUSIONES

De la secuencia de Ia porina Omp C se obtuvieron regiones
que cumplian con los sitios de anclaje propuestos por las
investigaciones de Rammensee encontrandose motivos de
nueve y ocho aminoacidos que se unieron a moléculas de clase |
Db y Kb respectivamente, del Complejo Principal de
Histocompatibilidad de raton. :

Los determinantes antigénicos de la porina Omp C de
Salmonella typhi fueron sintetizadas y probadas dando una unién
efectiva, es decir, las moléculas de la superficie inestables
carentes de péptido fueron capaces de estabilizarse al afiadir el
péptido sintético proveniente de la secuencia de la porina.

Los epitopos predichos de acuerdo a las caracteristicas
especificas de sus secuencias motivo pueden considerarse
como potenciales epitopos para ser reconocidos por linfocitos T
citéxicos con la ayuda de una investigacion posterior.
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