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RESUMEN 

RESUMEN 

El Paludismo continua siendo un problema de salud pública 	La infección 

natural por Plasmodium induce respuesta estadio específica. que protege parcialmente 

a la reinfección Una vacuna efectiva deberá proteger contra las formas exoentrocitica 

intrahepáticas y sexuales del parásito Desafortunadamente se ha comprobado que la 

vacuna elaborada a partir de péptidos sintéticos que contiene antígenos del esporozoíto 

y del merozoíto, que durante algún tiempo fue la alternativa más prometedora, confiere 

protección muy limitada y por tanto, todavia no existe una vacuna cuya aceptación sea 

universal 	La proteína circumsporozoítica (CSP) de Plasmodium falciparum es uno 

de los antígenos más estudiados que pudiera formar parte de una vacuna contra el 

paludismo Se logró expresar el epitopo de Plasmodium falciparum (NANP)3  en la 

superficie de Escherichia coli para que sea más accesible a los linfocitos B y genere 

una respuesta de anticuerpos más eficiente 

A partir de la estructura cristalográfica de OmpF de Escherichia col!, se predijo 

la estructura secundaria de OmpC, identificando las asas expuestas al medio 

Partiendo del plásmido pST13 se amplificaron dos regiones de OmpC flanqueando a la 

secuencia que codifica para el asa cinco la cual fue sustituida por la secuencia que 

codifica para el epitopo (NANP)3  de Plasmodium falciparum en una segunda 

amplificación 	El gen quimérico se reinsertó en el plásmido pST13 Se transformó 

Escherichia col! UH302 con el plásmido pST13 mencionado anteriormente y por medio 

de citofiourometría (FACS) se comprobó la producción de la proteína quimérica en la 

superficie 

Considerando que se cuenta con una proteína quimérica funcional, en futuros 

trabajos se deberá evaluar su inmunogenicidad 



1 INTRODUCCIÓN  

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 GENERALIDADES 

El paludismo continúa siendo un problema de salud pública en amplias zonas de 

los paises tropicales, a pesar de los esfuerzos que se han desarrollado durante décadas 

para lograr su erradicación 	Se calcula que tres quintas partes de la población mundial 

viven en áreas palúdicas 	En México se estima que las áreas palúdicas corresponden 

a cerca de la mitad del territorio nacional y que aproximadamente el 10% se debe 

considerar como de alto riesgo 13 	El grupo más afectado es el de 5 a 14 años y los 

estados donde se presentó la mayor incidencia fueron Oaxaca, Sinaloa, Michoacán 9 43  y 

Chiapas 

La malaria en humanos es causada por cuatro especies de parásitos del género 

Plasmodium: P. falciparum, P. vivaz, P. ovale y P. meladas 	Aunque el 

P. vivas es responsable de la mayoria de las infecciones de malaria en el mundo, la 

forma más severa de malaria es causada por P. falciparum 	La severidad de la 

enfermedad depende grandemente del estado inmunológico de la persona infectada 63. 

La infección natural por Plasmodium induce una respuesta inmune protectora débil 

Los individuos residentes en áreas endémicas que sufren infecciones repetidas presentan 

manifestaciones clínicas que son más frecuentes en los primeros años de vida, después de 

años de infecciones y al llegar a la edad adulta alcanzan una inmunidad protectora parcial 

estado que se caracteriza por la ausencia de manifestaciones clínicas de la parasitosis, 

esta inmunidad antiparas tarja que se conoce como premunición, es de corta duración y 

desaparece cuando el individuo deja de exponerse al agente infeccioso 7 61 124 
 

Por otro lado, la inmunidad que induce la infección por Plasmodium es especifica 

de especie. pues la resistencia adquirida contra P. falciparum no protege en infecciones 

con P. vivas 7 	También existe inmunidad protectora especifica del estadio parasitario, 

pues se ha demostrado que una respuesta protectora contra esporozoítos no es efectiva 

contra la infección por formas sanguíneas y viceversa  243 69  
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El ciclo biológico del protozoario es tan complejo que dificulta el desarrollo de una 

vacuna ideal ya que esta deberá inducir una respuesta inmune capaz de controlar la 

infección por el esporozoíto durante el corto período que el parásito permanece en el 

torrente sanguíneo. proteger contra los merozoitos extracelulares liberados a partir de los 

hepatocitos o eritrocitos infectados y por último ser efectiva contra las formas sexuales 

En consecuencia, una vacuna óptima tendría que ser polivalente, incluyendo antígenos de 

las diferentes fases del ciclo biológico del parásito 61 83  

Las vacunas contra las formas preentrociticas del parásito han sido ampliamente 

estudiadas, primero se observó que la inmunización de ratones con esporozoitos de 

P. berghei atenuados con rayos X. los protegía contra el reto con esporozoitos no 

atenuados - 
7, ,,5 	Posteriormente. se  realizaron experimentos similares en monos 

utilizando P. knowlesi 36  y en voluntarios humanos con esporozoitos de P. falciparum y 

P. vivas . sin embargo. la  protección que se logró en humanos fue de corta duración y 

específica de especie 19  

La inmunidad mediada por linfocitos T cooperadores y citotóxicos también es 

importante pues los humanos generan células citotóxicas contra antígenos parasitarios 84 . y 

la administración de linfocitos inmunes a ratones normales los protege de la infección 

inducida con esporozoitos en ausencia de anticuerpos 93 	El desarrollo de parásitos en 

cultivos de células del hígado puede inhibirse con interferón gamma 28 97  

El óxido nítrico se presenta al llegar al pico de la parasitema que se detecta como 

nitrato en la sangre y contribuye a la respuesta inmune protectiva contra la infección 19. 

Se ha visto que el óxido nítrico tiene también un papel muy importante en el control de 

infecciones con Plasmodium, debido a que inhibe el desarrollo de los estados 

exoentrocíticos de P. berguei y P. yoelli in otro (Géneros de Plasmodium que infecta a 

ratones) e9 	Se ha descrito que la liberación del óxido nítrico va relacionado a la unión 

de la citocina TNF (Factor de Necrosis Tumoral) con su receptor presente en los neutrófilos 

y ayuda a suprimir estados asexuales eritrociticos de P. falciparum in vitro pero no se ha 

descrito el mismo efecto in VIVO 5() 
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La protección parece estar mediada por anticuerpos dirigidos principalmente contra 

la proteína circumsporozoitica (CSP), porque los anticuerpos contra esta proteína 

también inhiben actividades del parasito /n vitro 68  y las infecciones naturales con 

Plasmodium en zonas endémicas inducen anticuerpos contra la CSP 	La CSP es una 

proteina ácida de 40 a 60 kDa, especifica de especie y de fase c3  Se ha logrado aislar el 

gen que codifica para la CSP en diversas especies de Plasmodium y se sabe que sólo 

hay una copia en el genoma del parásito 27  71  

La estructura general de la proteína está muy conservada en todas las especies del 

parásito cuya región central, es especie especifica y contiene secuencias de aminoácidos 

que se repiten 	En Plasmodium lakiparum la unidad de repetición en la región central 

es el péptido NANP (Asparagina-Alanina- Asparagina-Prolina). 	Esta unidad de 

repetición es el blanco principal de la respuesta inmune humoral 	Como se sabe que 

son necesarias tres de estas unidades de repetición para constituir un epitopo de células B. 

se ha intentado desarrollar vacunas que contengan péptidos sintéticos (NANP)3  acoplados 

a toxoide tetánico o a otras moléculas acarreadoras 	Estas vacunas, sin embargo no 

han demostrado generar protección efectiva 34 64 	Por último es importante señalar 

5 120 que también se han descrito epitopos de células T en la CSP -I 	los cuales pueden 

ser importantes en los mecanismos protectores contra el parásito 

Existen algunos inmunógenos prometedores como candidato a vacuna en los que 

se encuentran péptidos sintéticos de antígenos de la fase entrocítica" que actualmente 

está siendo evaluada en ensayos de campo, otros que bloquean la transmisión del 

parásito25  asi como las vacunas dirigidas contra las fases hepatocíticas del parásito71  

(Tabla 1) 

La utilización de acarreadores vivos que expresen antígenos parasitarios, 

representa una alternativa para desarrollar vacunas contra el paludismo 	Entre las 

evidencias que apoyan esta opción destaca la inmunización de ratones con Salmonella 

typhimurium expresando CSP de P. lakiparum donde se genera respuesta inmune 

celular dependiente de linfocitos citotóxicos en ausencia de producción de anticuerpos 63  
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Tabla 1 : Candidatos a vacuna 

CANDIDATOS 
A VACUNA 

Af10 CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Pfs 230 y 
Pfs 48/45 

1983 Proteínas de la superficie del gameto de P. falciparum 	No se ha 
obtenido 	la 	respuesta 	de 	anticuerpos 	necesaria 	para 	evitar 	el 

desarrollo del parásito en el vector 88  

CSP 1984 Proteína 	circumsporozoitica 	localizada 	en 	la 	superficie 	de 	los 
esporozoitos 	Individuos 	expuestos 	a 	la 	infección 	desarrollan 
respuesta inmune celular y humoral contra esta proteína 	Está 
formada por repeticiones de NANP's y otros aminoácidos 

27 26 34 51 
 

71 	120 

p18 y 	p32 1985 Proteína 	expresada 	principalmente 	por 	cigotes 	y 	oocinetos 
Inmunización 	de 	animales 	con 	estas 	proteínas 	no 	dieron 	la 

protección humoral esperada 17  

PfSSP2 
(TRAP) 

1988 Proteína 	2 de 	la 	superficie del 	esporozoito genera 	linfocitos T 

citotóxicos restnngída a HLA B8. 
17 160 

NF54 1987 Es un gen de la proteína circumsporozoítica que es reconocida por 
linfocitos T humanos y está constituida por 40 	repeticiones de 
NANP's y 4 de NVDP 's. 	No se ha obtenido la protección celular 

esperada 14  

SPF88 1987 Está 	constituida 	por 	tres 	antígenos 	del 	estado 	asexual 	del 
Pialciparum en la sangre y éstos son Pf83, Pf35, Pf55 unidos por 
secuencias de NANP's. Se ha obtenido protección del 30 % pero no 

3 	 6t2 84 90 	 123 
en forma consistente 	• 

5 	23 
• 	' 

55 
' 	• 	' 

107 	114 
• 	' 

MSP-1 1987 Proteína de 42 kDa de la superficie de los merozoitos la cual produce 
inmunidad humoral protectiva. 	Falló en la inducción de anticuerpos 

. 
inhibidores del crecimiento del parásito 	

15 42 104 
 

P1MSP-11. 1987 Proteína de 19 kDa de la superficie de los merozoitos 	No se ha 
podido concluir que este epitopo sea protectivo 99  

CARP 1988 Epitopo lineal de la superficie de los merozoitos y es un blanco de 
linfocitos 8 y T 	No se ha obtenido respuesta humoral, sólo celular 
en individuos recién expuestos a la infección 

5 
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NANP 1988 Es la región 	repetitiva de aminoácidos presentes en la proteina 
circumsporozoitica de Plalciparum contra la cual van dirigidos la 
mayoría de los anticuerpos que inhibirán la invasión de esporozoítos 
en 	cultivos de células hepatociticas 	Se ha utilizado el 	epitopo 
combinado con 	otros 	aminoácidos pero 	no se 	ha 	obtenido 	la 

protección adecuada. 
24 26 64 68 

 

MSP-2 1988 Antigeno de superficie de los merozoitos que produce anticuerpos 
específicos que inhiben la invasión a eritrocitos en el modelo munno 
87 	173 

AMA-1 
(Pf83) 

1989 Antígeno de membrana apical del parásito de 82 kDa de la superficie 
de los merozoitos 	Es capaz de conferir un grado significativo de 

protección si la proteina es preservada 53 66  

RAP 1 y 
RAP 2 (QF3) 

1990 Proteína que forma parte de un organelo osmeofilico del merozoito 
Da lugar a anticuerpos que inhiben parcialmente la invasión de 
eritrocitos in vitro 	102 

 

RESA 1991 Antígeno presente en los merozoitos y en el esqueleto de los 
eritrocitos una vez invadidos los pacientes presentan un alto título de 
anticuerpos 	contra 	este 	antígeno 	Se 	requiere 	un 	estudio 	de 
adyuvantes para producción adecuada de anticuerpos 	

117 123 
 

PfEB200 1992 Antígeno 	asociado 	a 	la 	membrana 	del 	trofozoito 	y 	eritrocito 
infectado. 	Produce respuesta de anticuerpos y células de memoria 
Blanco importante para la opsonización in vitro 	Se han inmunizado 
ratones pero no se ha obtendio la respuesta humoral esperadae4  

R23 1992 Antígeno expresado en trofozoitos jóvenes y mantenidos en la 
esquizogonia. 	Da lugar a respuesta humoral pero no se obtuvo 
protección. 84  

RLF 1993 
Antígeno recombinante de P.folciparum que contiene el carboxi y 
amino terminal de la proteína circumsporozoitica sin la repetición 
central 	de 	tetrapéptidos 	(NANP), 	Requiere 	de 	un 	adyuvante 
adecuado para obtener la respuesta de anticuerpos 	en el modelo 
murino. 

CVD 	908 	- 
CSP 

1994 
Se 	utilizó 	Salmonella 	typhl 	como 	acarreador 	de 	la 	proteína 
circumsporozoitica dando respuesta citotóxica en humanos pero 
resultó de toxicidad para la bacteria por lo cual no se pudo producir 

20 81 
en forma masiva 

NYVAC-CSP 1996 
Se utiliza el virus de vaccinia recombinante para expresar la proteina 
circumsporozoitica 	dando 	respuesta de linfocitos 	T citotóxicos 	y 
formación de anticuerpos en ratones confiriendo protección 54  
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La cepa de Salmonella typhi CVD908 ( aro ) que proviene de la cepa 

Salmonella typhi Ty2 .1) , es uno de los mejores candidatos para ser utilizado como 

acarreador vivo pues es altamente inmunogénica. atenuada y segura 41 106  

En el caso del paludismo. en colaboración con el Centro para Desarrollo de 

Vacunas (CVD) en la Universidad de Maryland en Baltimore se obtuvo un candidato a 

vacuna que contiene el gen que codifica para la CSP de Plasmodium falciparum 

integrado en el bous aroC de Salmonella typhi CVD908 	Experiencias anteriores en el 

CVD habian demostrado que Salmonella typhi era capaz de expresar niveles bajos de 

CSP recombinante 	Sin embargo. el incremento en los niveles de producción de CSP 

recombinante resultaba en toxicidad para la bacteria 	Por ello se decidió obtener una 

forma modificada de CSP que permanece en el citoplasma y que contiene intactas las 

secuencias que codifican para regiones inmunológicamente importantes 31 	Este gen 

truncado de CSP se integró en el cromosoma de Salmonella typhi CVD908 en el /ocus 

aroC, bajo el control del promotor tac La cepa candidato a vacuna resultante no mostró 

cambios en su atenuación y fue capaz de expresar de manera estable a la CSP 	En 

ensayos clínicos de fase 1 en humanos, la expresión fue estable y cuatro de diez 

voluntarios humanos desarrollaron anticuerpos y otro presentó células citotóxicas contra 

antígenos del parásito 31 	Es interesante hacer notar que ninguno de los voluntarios 

desarrolló anticuerpos contra la región central NANP que es el epitopo de células B 

dominante 

Otro acarreador vivo que se ha utilizado es el virus de la vaccinia al cual se 

incorporó la CSP y ha dado respuesta citotóxica y de anticuerpos en modelos munnos 54  

Manuel Elkin Patarroyo, (médico) inventó la primera vacuna contra malaria 

conocida como SPf66 el cual es un péptido sintético pohmérico con secuencias de 

aminoácidos derivados de tres estados entrociticos de P. lakiparum Pf83 (parte de MSA-

1) Pf35 y Pf55, los cuales se encuentran unidos por secuencias repetitivas de NANP 

presentes en la CSP 107 	La vacuna ha sido aplicada a cientos de personas y su 

seguridad está siendo evaluada 	Las primeras pruebas de eficacia han sido revisadas 
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La vacuna ha sido estudiada en varias zonas probando la eficacia en monos y ha 

sido aplicada a voluntarios de Venezuela, Ecuador Gambia, Colombia y Tanzania 

La eficacia reportada en Colombia contra malaria clínica fue de 33 6% teniendo un 

nivel de protección similar 14 Se vacunaron diferentes grupos de edad en áreas donde 

el rango de transmisión fue balo 

En Tanzania, donde la transmisión de la malaria es más intensa se vacunaron 

niños de 1 a 4 años de edad donde la protección reportada fue de 31% 3  que en contraste 

con la prueba realizada en Gambia donde la vacuna fue aplicada a niños de 6 a 11 meses 

SPf66 no protegió contra la infección de malaria ni contra la caída del volumen del paquete 

celular asociado a su transmisión 23  

La edad de los niños vacunados podría ser un factor importante debido a que los 

niños más Jóvenes de Gambia posiblemente no presentan nivel de competencia 

inmunológica para responder a una infección a pesar de que desarrollaron respuesta 

humoral a SPf66 La mayoría de los niños de Gambia no habían tenido un ataque de 

malaria antes de la vacunación por el contrario los niños de Tanzania habían presentado 

una o más infecciones con lo cual se pudo haber desarrollado inmunidad. 

Lo óptimo y quizá lo único efectivo en una vacuna es probablemente inducir 

respuesta a los diferentes estados del ciclo de vida, generando la respuesta inmune 

apropiada (anticuerpos, células CD4+ o CD8+) en cada caso 	En teoría esto podría 

lograrse con construcciones de péptidos sintéticos. vacunas de DNA, proteínas 

recombinantes purificadas, o mediante la expresión viva en virus, hongos o bacterias Se 

han expresado antígenos de forma exitosa en vaccinia y NYVAC Pf7 el cual esta 

probándose en fase 1 y 2 75  

Actualmente se propone otra estrategia que es el uso de proteínas 

acarreadoras de antígenos. 	La contribución más importante de este trabajo fue el 

haber logrado la expresión del epitopo inmunodominante (NANP)3  en la superficie de una 

Escherichia coli deficiente en porina OmpC por medio de su transformación con un 
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plásmido que contiene el epitopo (NANP)3 integrado a la porina OmpC de Salmonella 

typhi 

1.2. ASPECTOS CLÍNICOS 

Las manifestaciones clínicas de malaria son variadas 	En áreas donde la 

malaria es común, individuos infectados pueden presentar síntomas similares a otras 

enfermedades lo cual hace difícil una correcta diagnosis como es el caso de los niños 

quienes pueden presentar altos niveles de parásitos en la sangre pero con síntomas 

relativamente ligeros 

La infección debido a P. falciparum es generalmente una emergencia médica 

en donde la ausencia de una pronta intervención puede llevar a un rápido deterioro del 

paciente llegando a menudo a la muerte El 80% de las muertes resultan de malaria 

cerebral, un estado de inconciencia a veces relacionado a coma. La enfermedad 

puede presentar fallas renales, hipoglicemia, anemia severa edema pulmonar y 

choque. 	En el caso de mujeres embarazadas es un riesgo entre el primer y tercer 

trimestre debido al desarrollo de anemia que puede llevar a la muerte 63  

1.3. CICLO BIOLÓGICO DEL PARASITO 63  

El parásito es transmitido a humanos por las formas esporozoíticas presentes en 

la saliva de mosquitos hembra del género Anopheles 	Dependiendo del desarrollo 

del estadio así como de la especie, los parásitos de malaria pueden ser esféricos, 

elongados, en forma de anillo o en forma creciente y pueden alcanzar en tamaño de 1 

a 20 micras en diámetro 

El ciclo de vida del parásito que causa la malaria es complejo (Figura 1). El 

proceso está dividido en doce pasos dentro de los cuales tres fases son en el mosquito 

y dos en el humano 
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Figura 1 : Representación del Ciclo Biológico del Parásito basado en el libro 

Malaria Obstacles and Opportunities 63  

10 



1 INTRODUCCIÓN 

Fase oreeritrocItica o heoatocítica  53  

El parásito es transmitido a humanos en forma de esporozoítos que se 

encuentran en la saliva de mosquitos hembra infectados El mosquito es del género 

Anopheles 	Después de entrar al humano (hospedero) los esporozoítos invaden 

hepatocitos donde durante los siguientes 5-15 días llevan a cabo una reproducción 

asexual dando lugar 30,000 parásitos hijos llamados merozoítos los cuales son 

liberados del hígado e invaden entrocitos 

La superficie del esporozolto es cubierto con muchas copias de una proteína 

que es importante en el reconocimiento de la célula hospedera y quizá la invasión de 

ésta Los anticuerpos a ciertas porciones de esta proteína circumsporozoítica puede 

prevenir que los esporozoítos entren a células del hígado en cultivo y con esto 
17 24 26 27. 34 51 64 66 71 120 prevenir la infección 	 La proteína circumsporozoffica 

puede ser detectada a través del desarrollo del parásito en el hígado como merozoito 

Esta proteína tiene propiedades antigénicas y aunque ha sido vista en varios 

esporozoítos de Plasmodlum la composición actual de estas proteínas es específica 

de las especies 

La esquizogonia en el hígado no presenta manifestaciones patológicas pero 

recientemente se ha visto que existen mecanismos de inflamación e infiltración celular 

incluyendo células T citotóxicas las cuales pueden ser inmunológicamente importantes 

Los esporozoítos atenuados por irradiación han sido ampliamente estudiados por 

dar excelente protección contra el posterior reto en animales, incluyendo humanos a pesar 

de que el número de picaduras infectivas de mosquitos irradiados para conferir resistencia 

es grande 48. 
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La mayoría de las tentativas para reproducir esta inmunidad se ha enfocado en la 

expresión sintética y recombinante de parte de la proteína circumsporozoítica (CSP) y en 

particular la región de la molécula que consiste en repeticiones de pequeñas secuencias 

de aminoácidos como asparagina-alanina-asparagina-prolina (NANP) aunque la 

secuencia es inmunodominante durante las infecciones naturales 	las pruebas con 

candidatos a vacunas basadas en esta estructura ha sido desaprobado en términos de 

nivel de protección " 

Estudios clínicos mencionan que para incrementar la inmunización con 

esporozoítos directos se ha incluido el uso de múltiples péptidos antigénicos que 

contengan regiones repetitivas (epitopos de B y de T) utilizando la toxina tetánica como un 

adyuvante no iónico además de liposomas 107 

La repetición NANP más la terminación C' de CSP se ha expresado en cepas con 

antígenos de superficie de hepatitis B 35, y la inmunización oral con CSP de Plakiparum 

ha sido expresada en Salmonella typhi 32  

Se ha utilizado la inyección de DNA que codifica para CSP la cual ha dado 

respuesta de células T citotóxicas y de anticuerpos así como buena protección contra 

P. yoelll en ratones 93 	Vacunas similares contra antígenos de la formas preeritrocíticas 

y estados eritrocíticos están siendo evaluadas 

Se ha demostrado que la molécula de histocompatibilidad HLA I Bw53 confiere 

protección contra malaria cerebral y anemia severa.38  En Africa extensos estudios de 6 

haplotipos de HLA 1 reportaron la presencia de epitopos de antígenos presentes en cuatro 

estados preeritrocíticos entre los que se tienen CSP, LSA-1 TRAP, STARP (proteína de 

esporozoíto rico en treonina y asparagina) los estudios en niños y adultos revelaron un 

número pequeño de células citotóxicas en algunos de ellos 2  
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Fase eritrocitica 

Cuando los merozoltos son liberados del hígado dentro del torrente sanguíneo 

comienza la reproducción asexual o esquizogonia entrocitica 	La invasión de 

entrocitos se dan en 4 pasos 

1 Ataque del merozoíto al eritrocito 

2 Rápida deformación de entrocitos 

3 Invaginación de la membrana del eritrocito donde el parásito es incluido y envuelto 

4 Liberación de la membrana del eritrocito alrededor del parásito 

Una vez dentro de los entrocitos cada merozoito madura en un esquizonte 

conteniendo 8 a 32 nuevos merozoítos los cuales son liberados para invadir más 

entrocitos 	Al romperse los entrocitos se presenta fiebre y signos de la infección 

La fase de ataque es un blanco potencial para desarrollar vacunas como 

anticuerpos que interfieran con este proceso y puedan prevenir la invasión del parásito 

15 42 e3 84 87 104 117 123 
a entrocitos. 	 Los entrocitos tienen receptores para 

parásitos de malaria en la superficie, aunque estos receptores quizá sean diferentes 

para otro género de parásito 

En los últimos años se han identificado un gran número de proteínas candidatos a 

vacuna de la fase entrocitica así como las funciones vitales del parásito para bloquear su 

desarrollo e invasión en las células rojas El antígeno de superficie del merozoíto MSA-1 

induce respuesta natural de anticuerpos y su forma recombinante ha sido altamente 

efectiva en roedores 58  desafortunadamente no se ha tenido el mismo efecto en primates 

El dominio de la membrana apical AMA-1 expresada en Eacherichia coli y replicada in 

vitro dieron buena protección pero ésta fue específica de cepa contra P. chabaudi adami 

en ratones 
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Fase en el mosquito  63  

Algunos merozoitos diferenciados en formas sexuales (gametocitos) son 

ingeridos por un mosquito durante su alimento Una vez presente en el mosquito la 

forma sexual deja a los entrocitcs y da lugar a que los gametos masculinos y femeninos 

se fusionen para formar un agote De 12 a 48 horas los cigotes se elongan y forman 

un oocinete 	El oocinete penetra la pared del estómago del insecto llamándose 

oocisto En la siguiente semana o más dependiendo de la especie del parásito y la 

temperatura, el oocisto desarrolla en su interior a más de 10000 esporozoitos 	En 

esta fase el parasito presenta otras proteínas de superfice correspondientes al 

gameto88  las cuales serían un blanco perfecto para bloquear con anticuerpos evitando 

así el desarrollo del parásito en el vector 	Cuando el oocisto se rompe los 

esporozoitos migran a las glándulas salivales del mosquito de donde quizá sean 

inyectados dentro de un humano (hospedero) al alimentarse el mosquito completando 

de esta forma el ciclo 

Se han diseñado vacunas cuyo principal objetivo es prevenir la infección en el 

mosquito reduciendo de esta forma la transmisión y la propagación de genes responsables 

en la resistencia a fármacos y vacunas además de evitar la eficacia en otras medidas de 

control 	El mecanismo por el cual se bloquea la transmisión del parásito es 

predominantemente mediado por anticuerpos 	La respuesta inmune dirigida contra 

antígenos de gametos como Pfs230 y Pfs48/45 de Rfakiparum son antígenos presentes 

en gametocitos circulantes A pesar de que ambos han sido secuenciados y expresados 

en forma recombinante no se ha podido expresar anticuerpos bloqueadores de la 

transmisión probablemente por la dificultad de construir la estructura terciaria de epitopos 

de células B '3  Se ha tratado de inducir respuesta inmune con antígenos de superficie del 

oocineto como Pfs25 en donde su forma recombinante ha dado lugar a una inmunidad en 

la transmisión del parásito en roedores, monos 49  siendo aprobado en pruebas clínicas 

de fase 1 

14 



1 INTRODUCCION 

1,4. VACUNAS 

Ante la resistencia de los mosquitos vectores del paludismo a los insecticidas y 

la de los parásitos productores de esta enfermedad a los fármacos antipalúdicos la 

posibilidad de una vacuna efectiva se vislumbra como un arma más debido a que la 

malaria anualmente cobra entre 2 y 3 millones de muertes 91  

El objetivo al que la mayoría de los investigadores en vacunas quieren llegar es 

desarrollar una vacuna que confiera protección a largo plazo con pocos efectos 

secundarios de tal forma que interrumpa, regule y controle la transmisión de 

malaria en cualquier estadio del parásito. 

En consecuencia una vacuna óptima contra paludismo tendría que ser 

polivalente, incluyendo antígenos de las diferentes fases del ciclo biológico del 

parásito.  

Dicha vacuna desarrollará en el individuo 

• Anticuerpos contra esporozoítos que prevenga la invasión a hepatocitos. 

• Producción de inferferón gama y otras citocinas que inhiban el desarrollo del 

parásito en los hepatocitos 

• Activación de linfocitos T citotóxicos que puedan lisar hepatocitos infectados 

• Anticuerpos contra merozoítos que puedan prevenir la invasión a entrocitos 

• Anticuerpos contra gametocitos, gametos u oocinetos que prevengan el desarrollo 

de los esporozoítos dentro del vector 

De acuerdo al complejo ciclo biológico del parásito se tiene un número elevado 

de blancos para la vacunación cuatro estrategias para el desarrollo de vacunas 

antimaláricas se siguen actualmente 63  
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1 Vacunas contra estadios pre-eritrociticos, estas vacunas pretenden inactivar al 

parásito antes y despues de su entrada a células hepáticas 

2 Vacunas contra estadios asexuales cuando el parásito está presente en 

entrocitos dichas vacunas disminuirían el grado de paras tema y con ello la 

enfermedad y mortalidad 

3 Vacunas dirigidas contra las toxinas que liberan las formas eritrocitarias, con lo 

cual la gravedad de la enfermedad sería controlada 

4 Vacunas dirigidas contra estadios sexuales que tienen como fin impedir la 

transmisión del parásito al bloquear su desarrollo en el mosquito 

Sin embargo, se prevé que la vacuna ideal será una combinación de éstas 

utilizando un vector vivo u otro sistema que ayuden al bloqueo del desarrollo del 

parásito 

1.5 ALGUNOS IMPEDIMENTOS PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS 

CONTRA MALARIA 91  

Los problemas principales para el desarrollo de vacunas antimaláricas eficaces 

incluyen 

1 Diversidad y variación antigénica de los parásitos 

2 Efecto de factores genéticos en la población en riesgo que controlan la respuesta 

inmune a los antígenos del parásito 

3 Los esporozoítos así como otros estadios del parásito de la malaria no pueden ser 

producidos en suficiente cantidad y pureza para ser usados en inmunizaciones de 

humanos, además de que el procedimiento tiende a ser caro 

4 No se tiene el blanco de la respuesta inmune protectiva deseada (ejemplo epitopos 

de células B como blanco para anticuerpos y epitopos de células T como blancos 

para linfocitos T citotóxicos) 
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5 No existen péptidos acarreadores para estimular linfocitos T cooperadores 

6 Falta de adyuvantes u otros sistemas para mejorar la magnitud y calidad de la 

respuesta inmune 

1.8 EPITOPOS 101  

Aunque los inmunógenos poderosos son moléculas grandes, sólo porciones 

restringidas de ellos participan en la captación real con los sitios de combinación del 

anticuerpo Tales áreas que determinan la especificidad de las reacciones antígeno- 

anticuerpo se denominan epitopos (llamados antes determinantes antigénicos) 	El 

número de diferentes determinantes en una molécula de antígeno, por lo general varía 

con su tamaño y complejidad química. 

Se ha encontrado que prácticamente cualquier región sobre la superficie 

expuesta de una proteína, puede servir como epitopo 	La complementariedad de 

anticuerpo está dirigida contra partes limitadas de la molécula antigéntca. 

Estudios donde se han utilizado homopolimeros de azúcares o aminoácidos 

indican que un epitopo es de alrededor de cuatro a seis moléculas de aminoácido o 

azúcar. 	Las subunidades de aminoácido de un epitopo contribuirán de manera 

desigual a la unión con el anticuerpo. Los péptidos expuestos a los cuales se les 

generará una respuesta inmunológica se les conoce como secuencia consenso. La 

especificidad por el anticuerpo puede estar dirigida contra características 

conformacionales o secuenciales de antígeno 

Los epitopos cuya especificidad es dictada por la secuencia de subunidades 

(aminoácidos o azúcares) dentro de los epitopos más que por la superestructura 

molecular del antígeno. se  denominan epitopos secuenciales. 	Los epitopos 

secuenciales pueden estar compuestos de secuencias terminales o internas de 

macromoléculas, o pueden añadirse de manera artificial a acarreadores 
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1.7 PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS GRAM 

NEGATIVAS 

La envoltura de las bacterias Gram negativas consta de tres capas, la membrana 

citoplasmática, la peptidoglicana y la membrana externa La membrana externa tiene el 

aspecto trilaminar típico de las membranas biológicas. 	Esta estructura le confiere a la 

bacteria gran hidrofobicidad y la protege de los mecanismos de inmunidad inespecífica del 

hospedero 

Las ponnas constituyen su componente mas abundante. pues pueden llegar a 

constituir hasta un 2% de la proteína total 
72 72 	Aunque se han descrito varias porinas 

las más estudiadas en Escherichio colé y Salmonella typhimurium son OmpC OmpF 

y PhoE 	Se considera que las características generales de OmpF y OmpC de 

Eschorichia colé se pueden generalizar al resto de las porinas de otras enterobacterias, 

pues debido al alto grado de homología funcional y estructural entre estas proteínas, se 

cree que evolucionaron de una gen ancestral común 

Salmonella typhi agente causal de la fiebre tifoidea es un bacilo Gram negativo . 

no esporulado perteneciente a la familia Entorobacterloceee que sintetiza tres proteínas 

de membrana externa (Omp) OmpC. OmpF y OmpA 	En humanos con fiebre tifoidea 

se ha demostrado la presencia de anticuerpos específicos a Omp 

La porina OmpC de Salmonella typhi (Figura 2) se encuentra de forma 

conservada en once serotipos de Salmonella excepto S. arlzonae además presenta asas 

expuestas que pueden ser modificadas para servir como acarreadores de epitopos 

heterólogos 86 	El gen que codifica para OmpC de Salmonella typhi ha sido aislado , 

se conoce su secuencia 1 116  y está donado en el plásmido pST13 	Estas proteínas 

tienen pesos moleculares de 33 a 38 kDa. se  ensamblan como trimeros y forman canales 

que permiten la difusión inespecífica de pequeñas moléculas hidrofilicas al interior de la 

bacteria 6  

El monómero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en promedio, que 

tienen forma cilíndrica, semejante a un barril 	Los estudios cristalográficos realizados en 
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OmpF y PhoE z2-  muestran que el barril esta formado por 16 regiones de hojas 13 plegadas 

ante-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas 

a-hélices intercaladas 	El cilindro se forma al cerrarse las estructuras (3 de manera 

pseudo-ciclica, mediante un enlace fónico entre el extremo carboxilo de la hoja (3-16 y el 

extremo ameno de la hoja (3-1 	En el centro del barril se forma un canal inclinado con 

respecto al eje longitudinal. 

L3 

T4 
Ta 

Figura 2 : Estructura secundarla de la porina OmpC de Salmonella typhl donde se 

observan los ocho loops ó asas externas 
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La entrada del poro esta restringida por las asas largas y disparejas que se 

extienden hacia el centro 	La salida del poro al espacio periplásmico está definido para 

las vueltas [I 	El mayor número de diferencias en la secuencia proteica entre una y otra 

poma se localiza en estas asas expuestas al medio externo y por tanto se les atribuye las 

discrepancias en el tamaño de entrada de los poros 

Los monómeros de las pomas se ensamblan en el espacio periplásmico de la 

bacteria para incorporarse a la membrana externa y formar trímeros22 	La principal 

contribución a la formación del trímero es el entrecruzamiento de las regiones hidrofóbicas 

de las vueltas p- 15 y (3- 16 donde los diez residuos carboxilo de la región (3-16 en 

particular el último (una fenilalanina muy conservada en las panas) son esenciales para 

el correcto ensamblaje y la estabilidad de la porina 
10 103 

La estructura de las porinas presenta una gran estabilidad en presencia de 

detergentes como las sales biliares y el SDS, y son altamente resistentes a la acción de 

algunas proteasas 	La expresión de las porinas esta regulada por las condiciones de 

crecimiento, como la actividad osmótica y la temperatura 	En un medio de cultivo común 

que contenga fuentes de C y N, factores de crecimiento y sales minerales, solo se 

producen OmpF, OmpC y OmpD 	En cambio. PhoE se expresa únicamente bajo 

condiciones de escasez de fosfatos 	La expresión de OmpF se reprime por la 

temperatura y la osmolaridad elevadas. por lo que algunas cepas no sintetizan esta 

proteína a 37°C o en presencia de aproximadamente 0 9% de NaCl 	Por el contrario, la 

expresión de OmpC se favorece con niveles elevados de sales 	Por último, se han 

descoto mutantes de Selmonella typhi carentes de porinas, esta mutación las hace mas 

resistentes al cloramfenicol 'ce  

En el presente proyecto se pretende construir un plásmido que contenga epitopos 

de Plasmodium falciparum en el asa cinco de la porina OmpC la cual se encuentra 

formando parte del plásmido utilizado y posteriormente transformar una bacteria 

Escherichia coli con la construcción para que exprese dichos epitopos en la superficie de 

la bacteria 
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Obtención de la fusión mediante PCR 

Mapeo de fusión 

Clonación en pST13 

Transformación en E. colé UH302 

Seguimiento de colonias mediante Colony Blof 

Mapeo de las colonias por enzimas de restricción 

Verificación de expresión de la proteína OmpC•NANP's 
en la superficie de la bacteria E. col! por medio de 

ensayo de citofiourometrfa indirecta 

Búsqueda del gen OmpC•NANP's 
mediante Southern Blot y Northern Blot 

Verificación de expresión de le proteína OmpC•NANP's 
por medio de Unción de geles de acrilamida 

E- 
Verificación de expresión de la proteína OmpC 

por medio de Western Blot 

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 	 3 MODELO EXPERIMENTAL 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA : 

Se construirán proteínas de fusión entre la porina OmpC de Salmonella typhi y 

el epitopo inmunodominante (NANP)3  de Plasmodlum falciparum de esta forma la 

proteína será transportada a la membrana externa 	Se espera que la proteína de 

fusión que contiene el epitopo (NANP), no trastornará la estructura tridimensional de 

la porina OmpC, pues se ha elegido como sitio de donación la región que codifica 

para una asa externa 

3. MODELO EXPERIMENTAL: 

lísmido pST13 
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4. OBJETIVO : 

Expresar en la superficie de Escherkhia co/i la región central NANP de la 

proteína circumsporozoitica presente en Plasmodium falciparum 

5. HIPÓTESIS : 

La proteína de fusión clonada en la porina OmpC presente en un vector y 

transformada en una Escherichia col! dará lugar a la expresión de dicha proteína en 

la superficie de la bacteria 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 CEPAS BACTERIANAS 

• Escherkhia col! UH302 , cepa mutante deficiente en porinas OmpC donada por el 

Dr. U Henning 21  

• Etcherkhia coll UH302 pST13 , cepa mutante que presenta el plásmido que tiene 

el gen que codifica para la OmpC 

• Salmon•lla typhi Ty2 , bacteria silvestre 

6.2 PLÁSMIDOS 

• pST 13 Donado por el Dr Felipe Cabello Contiene el gen que codifica para la 

porina OmpC y el gen que codifica para la resistencia a ampicilina 1  (Figura 3) 

• pST 13-OmpC-NANP's Se reporta en este trabajo Contiene el epitopo (NANP), 

de Plasmodium falciparum integrado al gen de la OmpC y el gen que codifica para 

la resistencia a ampicilina 
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Cla 

Bgl II 

Figura 3 : Mapa del plismido pST13 La figura muestra los sitios de restricción del 

plásmido, el inicio y final del gen que codifica para la ponna OmpC asi como la 

localización del gen que codifica para la resistencia a ampicilina (Amp) 
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6.3 ESTRATEGIA DE CLONACIÓN 

6.3.1 Elaboración de fusión OmpC-NANIP.  s 

A partir de la secuencia de OmpC reportada en la literatura se diseñaron 

oligonucleótidos (pnmers o cebadores) para amplificar mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa ( PCR ) 94  el gen que codifica para dicha proteina insertando la secuencia 

que codifica para (NANP) 3  utilizando como templete el plásmido pST13 

Los oligonucleótidos internos serán híbridos con la secuencia que codifica para 

(NANP)3  y la correspondiente a la asa cinco de OmpC 	De tal manera que la fusión se 

logrará por PCR, después de amplificar por separado ambas mitades del gen (Figura 4) 

Los oligonucleótidos iniciadores empleados fueron, para el extremo S la secuencia 

3' 

MC GCC AAT CCT MC GCT AAT CCO AAC GCT MC CCG 	GAT CGC (3CC ACO OTT TAC 

NANPNANPN ANP 	DR A T VY 

Región que codifica para NANP's 	 Región que codifica para OmpC 

en el cual se incluyó un sitio de restricción Eco R I Para el extremo a la secuencia 

5" 

	

M OCA TOA COG CTA GTA 	TTO CGG TTA GOA TTG COA TTA GOC TTO COA TTG GOC 

TAK RAD Q 	N A NPN AN PNA NP 

	

Región que codifica para OmpC 	Región que codifica para NANP's 

en el cual se incluyó un sitio de restricción Hind III 
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I I 
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4 
Iwº )3 

Figura 4 : Sustitución del asa 5 por parte del epitopo (NANPI, . La figura nos muestra 

la amplificación de dos subproductos que al unirse dieron lugar al producto de fusión el 

cual incluye el epitopo (NANP), en el asa 5 
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La amplificación se llevó a cabo en un termociclador (Robocycler. Stratagene) bajo 

las siguientes condiciones 

Reactivo 	 Concentración 

DNA plasmidico pST13 	 0 1 mg 

Oligonucleolidos o "primers" 	 50 pg 

Mezcla de dNTP's 	 0 2 mM 

MgCl2 	 1.3 nM 

Taq DNA polimerasa 	 1 IU 

Buffer de reacción 10X 	 10 III 

Agua inyectable c b p 	 100 pl 

A) En un tubo Eppendorf para PCR se puso lo siguiente 1 pg del plásmido pST13 , 3 

pl de dNTP's 10mM diluidos 1:10, 3 pl de amortiguador 10X, 2 pl de cloruro de 

magnesio 25mM, 3 pl de los cebadores correspondientes al principio y final del gen de 

la OmpC con NANP's ( cebador 73 y 129 o cebador 128 y 127), (Figura 5) 10 pl de 

agua estéril, 2 pl de DMSO, 1111 de la enzima Taq-polimerasa de 1 IU / 	15 pl de 

aceite mineral grado Biología Molecular (Boehringer Mannheim). 	Se programó el 

termociclador Robocycler, Stratagene) con las siguientes condiciones. 

NUMERO DE 
VENTANA 

DESNATURALIZACION 
T•C / MINUTOS 

ALINEAMIENTO 
T°C / MINUTOS 

EXTENSION 
in / MINUTOS 

NUMERO DE 
CICLOS 

1 95°C / 5' 40°C / 1' 72°C / 1" 1 
2 95°C / 1' 40°C / 1' 72°C / 1" 29 
3 72°C / 4' 1 
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FINAL DE OmpC 	127 

INICIO DE OmpC 

Figura 6 Localización de los oligonucleótidos en el plásmido pST13. La figura 

muestra la posición de los oligonucleótidos que participaron en la amplificación de los 

dos subproductos que finalmente dieron lugar al producto de fusión. 
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8) 	En un tubo Eppendorf para PCR se realizó una segunda PCR poniendo lo 

siguiente 1 pg de los productos de la PCR anterior ( subproductos A y B ) 3 pl de 

dNTP's 10mM diluidos 1 10 3 pl de amortiguador 10X, 2 pl de cloruro de magnesio 

25mM, 3 pl de cebadores correspondientes al principio y fin del gen de la OmpC 

(cebadores 73 y 127), 10 pl de agua estéril 2 pl de DMSO, 2 pl de de la enzima Taq- 

polimerasa de 11U/ 	15 pl de aceite mineral grado Biología Molecular (Boehringer 

Mannheim) Se programó el termociclador Robocycler Stratagene) con las siguientes 

condiciones 

NUMERO DE 
VENTANA 

DESNATURALIZACION 
T°C / MINUTOS 

ALINEAMIENTO 
T°C / MINUTOS 

EXTENSION 
T°C / MINUTOS 

NUMERO DE 
CICLOS 

1 92°C 13' 45°C / 2' 72°C / 2' 1 

2 92°C / 1" 45°C / 1' 10" 72°C / 1 20 

3 92°C / 4' 45°C/ 1' 72°C / 1 1 

Finalmente se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa para verificar la 

presencia del producto de fusión. (Figura 6) 

6.3.2 Ingeniería genética 

La manipulación del DNA se realizó de acuerdo a los métodos y procedimientos 

recomendados por Sambrook, Fritch , Maniatis, 95  Dieffenbach y Dveksler 23  

La concentración de DNA utilizado para la construcción del pST13 OmpC - 

NANP's fue estimada semicuantitativamente mediante la comparación de un estándar 

de pesos moleculares, los cuales son sometidos a electroforesis en gel de agarosa, al 

mismo tiempo que la muestra problema 96  
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FINAL. DE OmpC 

 

PRODUCTO 

DE 

FUSION 

1200 ptis 

INICIO DE OmpC 

 

Figure 6 : Producto de Fusión en el plismido pST13 como resultado de la PCR de 

los subproductos se obtuvo como producto final la fusión segmento de 1200 pbs 
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A. Digestiones 

La longitud del DNA fue estimada mediante la comparación de dos estándares 

de 1Kb DNA Ladder (GIBCO. BRL) y algunas electroforesis con 600 pb DNA Ladder 

(GIBCO, BRL). 	Aproximadamente 25 jig de DNA fueron depositados en tubos 

Eppendorf 	Las digestiones se realizaron en un volumen final de 30 jd. durante dos 

horas a 37°C, adicionando 1 III de enzima de restricción (Boehringer Mannheim). 3 

de amortiguador 10X y agua estéril inyectable 

B. Electroforesis en gel de agarosa 

Las electroforesis se realizaron en agarosa (Ultra pure, GIBCO, BRL) al 1%, en 

una cámara horizontal (Horizon 58, BRL), con 10 µl de DNA a 60 V ( 12 V/cm3  ) , 

durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 1X. 	La agarosa 

contenía 14 de bromuro de etidio, al terminar el corrimiento el gel se observó sobre un 

analizador de imágenes de luz ultravioleta para ser fotografiado ( Digital Imaging 

System, IS-1000). 

C. Purificación de Proteína de Fusión 

El fragmento obtenido mediante PCR fue cortado del gel de agarosa y 

depositado en tubos Eppendorf para su purificación mediante la técnica de Gene 

Clean121 . Se agregaron 800 jil de yoduro de sodio 6 M, incubándose a 56 °C hasta la 

disolución de la agarosa. se  le agregó 10 III de perlas de vidrio, se incubó en hielo 

durante media hora agitando el tubo frecuentemente, enseguida se centrifugó un 

minuto a 6,000 rpm y se eliminó el sobrenadante, las perlas de vidrio se lavaron tres 

veces con una solución amortiguadora (NaCI 50 mM y etanol al 50%), después se 

resuspendieron en 15 i l de agua inyectable estéril, se dejaron 20 minutos a 56 °C. se 

centrifugó de nuevo y el sobrenadante se trasladó a un tubo limpio. Se repitió el paso 
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nterior teniendo un volumen final de 30 µl de DNA purificado 	Por último se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa para verificar la presencia y concentración de 

DNA 

D. Desfosforilación 

El fragmento purificado mediante la técnica de Gene Clean se trató con CIP 

(Cali Intestine Phosphatase, GIBCO) enzima que cataliza la hidrólisis de residuos 5' 

fosfato de DNA (Figura 7). 	Los productos desfosforilados poseen terminaciones 5' 

hidroxi cuya función es evitar la autoligación del plásmido asegurando la ligación del 

vector con el inserto En tubos Eppendorf se depositó lug de DNA ya purificado Se 

llevó a un volumen final de 30 µl incubando durante 30 minutos a 37 °C adicionando 3 

1..tl de amortiguador, 3 III de la enzima CIP y 12 III de agua estéril 	Para desactivar 

la enzima la mezcla se calentó a 75°C durante 10 minutos 

CIP 

5' P OH 3' 
POH s'

3 	
1111411' 	

5'
3 OHOH 	 3' OH OH 5' 

+ PI 

Figura 7 : Desfosforilación de DNA. La figura muestra la acción de la enzima CIP en 

residuos fosfato del DNA teniendo como resultado hidroxilos en los extremos 5' 
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E. Ligación 

En un tubo Eppendorf se mezclaron 50 ng del vector pST13 (digerido con la 

enzima de restricción Kpn I, purificado por Gene Clean y desfosforilado mediante CIP) 

100 ng del producto de fusión (inserto) digerida con la enzima de restricción Kpn I y 

purificada por la técnica de Gene Clean se agregaron 2 5µl de amortiguador 2 pi de 

la enzima T4 ligasa (GIBCO, BRL) y 11 5µl de agua estéril incubándose toda la noche 

a 15°C 

F. Transformación 

Se cultivó Escherichia coli UH302 en 50 ml de medio BHI hasta fase 

logaritmica Se cosechó la bacteria por centrifugación a 6,000 rpm durante 10 mm 

lavándose dos veces con una mezcla fria de cloruro de calcio 100 mM, glucosa 50 mM 

y Tris-HCI 10 mM (pH 7 5) 	La pastilla bacteriana resultante fue resuspendida en 1 ml 

de la mezcla anterior e incubada toda la noche a 4°C Posteriormente 200 til de la 

suspensión bacteriana se depositaron en un tubo Eppendorf y se les adicionó 15p1 de 

la mezcla de ligación dejándose 30 minutos en hielo Se incubó la mezcla a 42°C 

durante 1 minuto y se dejó 5 min en hielo, se le agregó 800 pl de medio SOC (250 mM 

de KCI. 100 mM de MgCl2, triptona 2 g, extracto de levadura 5 g. glucosa 20mM para 

un litro), se agitó y se incubó durante 45 mm a 37°C Por último, 100 pl del cultivo 

anterior se sembró en una placa de medio BHI que contenia 75pg / ml de ampicilina y 

se incubó a 37°C durante 24 hrs 

6.4. Identificación de las colonias transformadas 

6.4.1 Colony Blot 

Las colonias transformantes se seleccionaron por su crecimiento en BHI con 

ampicilina 	Dichas colonias fueron sembradas en placas de BHI (con ampicilina) y se 

levantaron por medio de una membrana de nylon (Hybond-N* nucleic acid-transfer) 
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La membrana de las bacterias se desnaturalizaron sumergiendo la membrana de 

nylon en una mezcla de NaCI 1 5 M y NaOH 0 5 M durante 2 min posteriormente se 

neutralizó en NaCI 1 5 M y Tris-HCI 0 5 M pH 8 0 por 5 mm y por último se lavaron con 

Tris-HCI 0 2 M y SSC 2X 	Se dejó secar la membrana y posteriormente se llevó a 

cabo el entrecruzamiento durante 1 min (UV-Stratalinker 1800 Stratagene) 

Se preparó una sonda para la hibridación de acuerdo al método de iniciador al 

azar ( "Random Primer" ) de la siguiente manera Aproximadamente 100 pg de DNA 

correspondientes al producto de fusión, se desnaturalizaron por ebullición durante 10 

min y se transfirieron en hielo durante 5 min. posteriormente se le añadió 6 III de 

dNTP 's 5X (sin citocinas), 7 pl de (1 -CTP (citocina marcada con 32  P). 6 pil de 

amortiguador para la polimerasa Klenow (fragmento largo de la DNA polimerasa I) y 1 

pl de dicha enzima. Se incubó 1 hr a temperatura ambiente y finalmente se añadieron 

2.5 ml del reactivo A ( NENSORB* 20) para detener la reacción Después de lo 

anterior la sonda marcada se purificó mediante una columna de Sephadex G-50 

(Sigma). 	La membrana se puso en solución de hibridación (SSC 6X, DENHARDT 

10% (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA (fracciónV) 10 g en un litro de agua estéril) y SDS 

0.1%) se añadió la sonda radioactiva (previamente desnaturalizada) incubando toda 

la noche a 68°C (Hibridizer 700, Stratagene), posteriormente se lavó la membrana tres 

veces durante 15 mm a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1%, SSC 0.5X), y se 

dejó exponer ante una película (Kodak ), durante 2 horas 

S.4.2 Obtención de DNA plasmidico 

Se seleccionaron las colonias positivas del Colony Blof la cuales se crecieron 

por separado en 30 ml de BHI con ampicilina, se cosecharon y lavaron 2 veces con 

SSI 	Posteriormente se realizó una minipreparación para extracción de DNA 

plasmidico donde a la pastilla bacteriana previamente lavada con SSI se le adicionó 

300 pl de TELT (Tritón X100 EDTA 62 5mM y LICI 2 5M) y lisozima, la mezcla de agitó 
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vigorosamente y se sometió a ebullición durante 1 min, se centrifugó a 10.000 rpm 

durante 10 minutos El sobrenadarte se transfirió a un tubo Eppendori que contenía 

100 III de isopropanol frío, se mezcló y se centrifugó nuevamente a 8.000 rpm 

(Mikroliter Heltich) durante 10 min a 4°C. la pastilla resultante correspondiende al DNA 

plasmídico se lavó una vez con etanol al 70% se dejó secar y se resuspendió en 25 Gil 

de agua inyectable estéril Por último se verificó la construcción por medio de enzimas 

de restricción 

6.5. Verificación de la presencia del gen de la construcción OmpC - 

NANP's 

8.5.1 Southern Blot 

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa (Ultra pura, GIBCO, BRL) al 1%, 

en una cámara horizontal (Horizon 58, BRL) a 60 V ( 12 V/cm3  ), de 25 µg de DNA de 

clonas digeridas con enzimas de restricción y su respectivo control (vector pST13 

digerido con la enzima correspondiente), durante 45 mm utilizando como amortiguador 

de corrimiento TAE 1X La agarosa contenía lug de bromuro de etidio, al terminar el 

corrimiento el gel se observó sobre un analizador de imágenes de luz ultravioleta para 

verificar la presencia del DNA digerido ( Digital Imaging System, IS-1000) 

El DNA se transfirió a un papel de nitrocelulosa 0.45 Micron Hybond-C de 

Amersham por difusión capilar y se fijó mediante la utilización de luz UV 	La 

preparación de la sonda fue igual al Colony Blot 	La 	hibridación 	se 	realizó 

colocando la membrana en solución de hibridación (SSC 6X, DENHARDT 10% (Ficoll 

10 g, Pup 10 g, BSA (fracciónV) 10 g en un litro de agua estéril) y SDS 0.1%) y la 

sonda radioactiva (previamente desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°C 

(Hibridizer 700, Stratagene). posteriormente se lavó la membrana tres veces durante 

15 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0 1%. SSC O 5X). y se dejó exponer 

ante una película (Kodak), durante 2 horas 
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6.5.2 Extracción de RNA y detección de RNAm por Northern Blot 

Se inoculó una colonia bacteriana en 5 ml de medio BHI dejándose crecer toda la 

noche se centrifugó y la pastilla bacteriana se lavó con solución salina, se resuspendió en 

SSI y se ajustó espectrofotométricamente a 1X109  bacterias en 100 ml de TE estéril se 

adicionó 1 ml Trizol (Gibco BRL), se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y se 

adicionó 02 ml de cloroformo por ml de Trizol Se incubó a temperatura ambiente por 10 

min y se centrifugó a 12,000 x g por 15 min, se separó la fase acuosa y se mezcló con un 

volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo Se centrifugó y separó la fase acuosa, 

la cual se precipitó con 0.5 ml de isopropanol por cada ml de Trizol. se incubó por 10 

minutos en frío y se centrifugó a 12,000 x g por 10 min a 4°C 	El RNA total precipitado se 

lavó con 1 ml de etanol al 75% frio, se resuspendió en agua estéril libre de RNasa y se 

midió la concentración en el espectrofótometro a 260 nm 

Se corrió un gel de agarosa al 1% (1 gr de agarosa, buffer de corrimiento 1X, 

formaldehído 2.2 M) de 50 mg de RNA total, a 60 V Se transfirió la muestra por difusión 

capilar a una membrana de nylon . (Hybond-N'nucleic acid-transfer). por difusión capilar 

y se fijó mediante la utilización de luz UV La preparación de la sonda fue igual al 

Colony Blot. La hibridación se realizó colocando la membrana en solución de 

hibridación (SSC 6X, DENHARDT 10% (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA (fracciónV) 10 g en 

un litro de agua estéril) y SDS 0 1%) y la sonda radioactiva (previamente 

desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°C (Hibridizer 700, Stratagene), 

posteriormente se lavó la membrana tres veces durante 15 min a 68°C con 

amortiguador de lavado (SDS 0.1%, SSC 0.5X), y se dejó exponer ante una película 

(Kodak), durante 2 horas 

6.6 Búsqueda del marco de lectura en clones positivas. 

La selección de las clonas con marco de lectura se llevó a cabo mediante la 

digestión de las clonas con la enzima de restricción Pvu II 
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6.7 Verificación de la expresión del la proteína de fusión OmpC-NANIrs 

6.7.1 Obtención y purificación de proteínas de membrana externa 

Se realizó por medio de la técnica propuesta por Schnaitman 96  Se cultivaron 

bacterias en 8H1 	y se ajustaron a una densidad óptica entre 1 0 y 1 5 a 540 nm se 

cosecharon por centrifugación lavando 3 veces con SSI Las bacterias se rompieron 

por sonicación a 180 watts ( Sonicator Ultrasonic proccesor XL misonix 1 por periodos 

de 2 min en baño de hielo 	Para eliminar las bacterias enteras de la suspensión 

sonicada ésta se centrifugó a 6.000 rpm durante 15 min (Sorvall RT 6000 D) el 

sobrenadante se sedimentó por ultracentrifugación a 45.000 rpm durante 45 mm a 4°C 

(Sorvall Ultra Pro 80 ) éste se solubilizó con 1 ml de MgSO4  agregando 20 III de 

DNasa y 20 jil de RNasa incubando durante 45 minutos a 37 °C Se ultracentrifugó a 

45,000 rpm durante 45 min a 4°C (Sorvall Ultra Pro 80 ) La pastilla se resuspendió en 

HEPES 10 mM pH 7 7 Se ultracentrifugó nuevamente a 45 000 rpm durante 45 min a 

4°C (Sorvall Ultra Pro 80) 	La pastilla se solubilizó en en Tritón X-100 al 2% en 

HEPES O 01M pH 7 4 centrifugando a 45,000 rpm durante 45 min a 4°C (Sorvall Ultra 

Pro 80 ) 	La pastilla se resuspendió en 	Tris-EDTA-Tritón (0 05M-5mM-2% 

respectivamente) pH 7 2 se incubó durante 10 minutos a 37°C y posteriormente se 

ultracentrifugó a 55,000 rpm 45 min a 4°C (Sorvall Ultra Pro 80 ) El sobrenadante se 

precipitó con acetona en una relación 3 1, se dejó toda la noche a -70 (REVCO Ins) 

Al cabo de este periodo se centrifugó a 6.000 rpm durante 30 min (Sorvall Ins), el 

precipitado se resuspendió finalmente en HEPES O 01M pH 7 7 

6.7.2 Cuantificación de proteína 

Se llevo a cabo por medio de la técnica descrita por Lowry 62  Se realizó una 

curva estándar con albúmina serica bovina como proteina de referencia donde se leyó 

la concentración de proteínas de membrana externa presentes en alicuotas de 100 Fil 
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y 300 (II obteniéndose posteriormente el valor medio de la concentración de las 

proteinas de las diferentes cepas utilizadas 

6.7.3 	Electroforesis de proteínas de membrana externa en geles de 

poliacrilamida (SDS•PAGE) ' 1°  

La SDS-PAGE de las proteinas de membrana externa de cada una de las cepas se 

realizó en una unidad electroforetica para geles vetc,ales en placa (I_KB instruments) en 

condiciones reductoras y sistema de amortiguadores discontinuos de acuerdo al método 

de Laemmli 52  poniendo 30 lig / ml de proteina en cada carril 

El gel superior estuvo constituido por 2 5 % de acrilamida 0 13 % de bisacrilamida, 

0 1% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0 5 M pH 6 8 	El gel separador presentó 12 % 

de acrilamida. 2 5% de bisacnlamida, 066 % de SDS en amortiguador de Tris-HCI 1 5 M 

pH 8 8. 	Las muestras (proteína de membrana externa purificada) se resuspendieron en 

amortiguador de muestra (Tris 0 5 M pH=6 8. que contenía SDS al 2 % (1-mercaptoetanol 

al 5 %, glicerol al 10 % y azul de bromofenol al 01%) y se hirvieron por 5 mm El 

corrimiento electroforético se llevó a cabo durante aproximadamente 5 hrs empleando 5 

volts por cm, y como amortiguador de corrimiento Tris 0 025 M, glicina 0 195 M, SDS al 

0 1%, pH=8 3 Posteriormente se llevaron a cabo dos tipos de tinciones 

A. Tinción con azul de Coomassie 

El gel se tiñió durante 1 h en una solución de azul de Coomassie R-250 al 

0 25% en metanol-ácido acético-agua (45 10 45) y se destiñió empleando una solución de 

metanol-ácido acético-agua (5 10 85) hasta que el fondo del gel se observó transparente 

Posteriormente el gel se secó y se sacó foto 
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B. Tinción de plata 

   

Se trato el gel con una solución prefijadora ( metanol 50 % ácido acético 

10%, agua bidestilada 40 % ) durante 30 minutos Posteriormente se dejó durante 16 

horas en solución fijadora ( glutaraldehido 10%) 	Se lavó el gel 3 veces con agua 

bidestilada en intervalos de 15 minutos Se agregó solución para teñir ( 30 % de NH4OH, 

NaOH 0 36% y 19 4 % de nitrato de plata) durante 15 minutos El gel se reveló con una 

solucion de estrato de sodio al 0 5 % y 0 5 ml de una solución de formaldehído al 37 % 

Para detener la reacción el gel se trató con una mezcla de agua bidestilada y solucion 

fijadora ( V / V) 	Finalmente el gel se secó y se fotografió 

6.7.4 Inmunoelectrotransferencia Westem blof ) 

Las proteínas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa de 0 45 Micron Hybond-C de Amersham, en una unidad de transferencia 

electrónica LKB 2005 TRANSPHOR por 3 hrs a 0 5 amperes alimentado por una fuente de 

poder LKB 2005 TRANSPHOR de acuerdo al método de TowtDin. 52  

Posterior a esto el papul de nitrocelulosa se bloqueó por 1 hr con leche al 5 % en 

PBS, y después se lavó tres veces con PBS y tres veces con PBS-TWEEN al 0 1 % Se 

puso en contacto con un suero de conejo hiperinmune (el cual fue inmunizado con la porina 

OmpC ), el suero se empleó en una dilución 1.1000 en PBS-Leche al 5% durante 1 hr a 

37°C y se procedió a lavar en las mismas condiciones que se mencionaron arriba Se 

adicionó el segundo anticuerpo revelador el cual consistió en un conjugado de cabra contra 

IgG de conejo y peroxidasa (Sigma) diluido 1 1000 durante 45 mm 	La reacción 

inmunológica se reveló con a 4-Cloro Naftol - H202  . 	El método se llevó a cabo a una 

temperatura de 37°C 
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8.7.5 Ensayo de Citoflourometria indirecta (FACS) 

Se cultivaron bacterias en BHI y se ajustaron a una densidad óptica de 0 6 a 

540 nm se cosecharon por centrifugación lavando 3 veces con PBS 1X El total de 

bacterias fue de 1x109  por mililitro pudiéndose medir por medio de espectrofotómetro 

Se repartió la bacteria en tubos Eppendorf estériles y se llevó a cabo una dilución 

1 100 con PBS 1X para obtener 1x108  bacterias por mililitro 	Los tubos se 

centrifugaron a 10 000 rpm 	Las pastillas se resuspendieron con su anticuerpo 

correspondiente (anticuerpo monoclonal de ratón contra OmpC o anticuerpo 

monoclonal de ratón NANP asi como anticuerpo policlonal de conejo), incubándose 

durante 1 hora a 4°C 	Los tubos se lavaron dos veces con PBS-suero 1% y las 

pastillas se resuspendieron con el segundo anticuerpo en donde se utilizó gamas de 

cabra anti-IgG de ratón conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC) para los 

tubos que tenían anticuerpo monoclonal de ratón contra OrrpC y para los tubos que 

contenían anticuerpo policlonal de conejo se le agregó anti IgG de conejo, conjugado a 

FITC 	Se incubaron durante 2 horas a 4°C y se lavaron dos veces y se resuspendió 

la pastilla en 500 1.11 de yoduro de propidio. 	La intensidad de fluorescencia se 

determinó en un odómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, C.A.) 
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7. RESULTADOS 

7.1 CONSTRUCCIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN E INGENIERÍA 

GENÉTICA 

El plásmido pST13 contiene el gen que codifica para la porina OmpC de 

Salmonella typhi así como el gen que codifica para la resistencia a ampicilina 

Al llevar a cabo la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) del plásmido 

pST13 utilizando los primers que incluían al epitopo (NANP)3  así como las regiones 

que codificaban para la porina OmpC se obtuvieron dos subproductos es decir dos 

genes sintéticos A y B 

Los subproductos A y B se unieron mediante PCR por medio de la cual se 

obtuvo un producto de fusión (Figura 8) 

PRODUCTO BANDA EN PARES DE BASES (pb) 

A 500 pb 

B 700 pb 

FUSION 1200 pb 

Se verificó a la proteína de fusión (Figura 9) llevando a cabo un mapeo con 

enzimas de restricción 

PRODUCTO DE 
FUSION 

NUMERO DE 
BANDAS 

TAMAÑO DE LAS BANDAS EN 
PARES DE BASES (pb) 

Sin di•erir 1 1200 pb 

Digerido con K•n I 3 750 pb, 350 pb, 	100 pb 

Digerido con Pst 1 2 950 pb. 250 pb 

Digerido con Pvu 1 1 1200 pb 	 7 
Digerido con Pvu II 2 970 pb 230 pb 

(Figura 10) 
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1 2 3 4 

1000 pb 

500 pb 

Carril 	1 Indicador de 1Kb 
Carril 2 Subproducto A de 500 pb ______ 
Carril 3 Subproducto B de 700 pb 
Carril 4 Producto de fusión de 1200 pb 

Figura 8 : Electroforesis en gel de agarosa de los subproductos A,B y producto 

de fusión. 
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PRODUCTO DE FUSION 

Eco  Ni Kpn I (KIAMP) 3 HPa 1  Pvu II 	Kpn 1 	Pst 1 HInd III 

1 	1 	1 	1  

1200 pbs 

Figura 9 : Mapa del producto de fusión. La figura muestra los sitios de restricción 

que presenta la fusión donde se puede observar la eliminación del sitio Pvu I el cual se 

sustituyó por el epitopo (NANP)3  
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Carril 1  
Carril 2 
Carril 3 
Carril 4 
Carril 5 
Carril 6 
Carril 7 

Indicador de 600 pbs 

Fusión sin digerir 

Fusión digerida con enzima Kpn I 

Fusión digerida con enzima Pst 1 

Fusión digerida con enzima Pvu II 

Fusión digerida con enzima Pvu I 

Ponna OmpC digerida con Pvu I 

Carril 8 
Carril 9 

Porina OmpC sin digerir 

Indicador de 600 pbs 

7. RESULTADOS 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1000 pb 

600 pb 

200 pb 

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa del mapa del producto de fusión. 
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DIGESTIÓN CON ENZIMA 
Kpn I DE: 

BANDAS TAMAÑO DE LAS BANDAS EN 
PARES DE BASES (pb) 

Vector (pST 13) 2 4450 pb 750 pb 

Inserto 
	

3 
(producto de fusión) 

750 pb 350 pb 100 pb 

7 RESULTADOS 

Posteriormente se hizo la preparación del inserto (producto de fusión) y el vector 

(pST 13) ambos digiriéndolos con la enzima Kpn I (Figura 11) 

(Figura 12) 

Por medio de la técnica de Gene Clean 56  se separaron y purificaron las 

siguientes bandas 

GENE CLEAN DE: BANDA SEPARADA 

Vector 4450pb 
Inserto 750 pb 

(Figura 13) 

El vector se desfosfonló para evitar que se cerrara por tener los mismos extremos ya 

que al no desfosforilar se puede impedir la entrada del inserto 

Se llevó a cabo la ligación del inserto y vector dando lugar a un nuevo plásmido 

pST13 OmpC - NANPS 
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Cla 

Pvu I 

 

PI,' 

  

Kpn I 	 Kpn 1 

(NANP)3 

011'13 Hpa 1 
Pvu II 

Kpn I 	 Kpn 1 

Hpa I 

Bel II 

VECTOR 	 INSERTO 

44111 pbe 	 TOS pira 

Figura 11 : Vector e inserto digeridos con la enzima Kpn I. 
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1 2 
	

1 2 3 

600 pb -►  

4000 pb 

500 pb -› 

km, 

VECTOR 	 INSERTO 

1 Carril 1 	Indicador de 1 Kb Carril 1 Indicador de 1 Kb 

Carril 2 	1 pST13 digerido con Kpn I Carril 2 Producto de fusión sin digerir 

Carril 3 Producto 	de 	fusión 	digerido 	con 
enzima Kpn I 

Figura 12 : Electroforesis en gel de agarosa del vector e inserto 
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1 2 3 

4000 pb 

500 pb 

CM. 

Im• 

Carril 1 
Carril 2 

Indicador de 1 Kb  

Inserto de 750 pb 

Carril 3 Vector de 4450 pb 

Figura 13 : Electroforesis en gel de agarosa de purificación mediante la técnica de 

Gene Clean de vector e inserto. 
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7.2 IDENTIFICACIÓN DE COLONIAS POSITIVAS 

Posteriormente se transformó en E. coli UH302 que como ya se mencionó presenta 

una mutación que le da a la bacteria como principal característica ser deficiente en porina 

OmpC 

Se obtuvieron 70 colonias transformadas y por medio de Colony Blof se 

seleccionaron 4 colonias positivas es decir aquellas que presentaron la construcción 

OmpC-NANP's (Figura 14) 

Se obtuvo DNA plasmidico de las clonas (colonias que dieron positivo al Colony 

Blot) por medio de TELT de donde se llevó a cabo un mapeo por medio de enzimas de 

restricción obteniéndose lo siguiente.  

DIGESTIÓN DE: ENZIMA BANDAS TAMAÑO DE LAS BANDAS EN 
PARES DE BASES (pb) 

pST 13 Kpn I 2 4450 pb, 	750 pb 

pST 13 Pvu I 2 3900 pb; 	1300 pb 

i 	pST 13 Pvu II 2 3500 pb, 	1700 pb 

Clona Kpn I 2 4450 pb, 	750 pb 

Clona Pvu I 1 5200 pb 

Clona Pvu II 2 3500 pb: 	1700 pb 

(Figura 16) 

En la Figura 9 y 15 se puede observar que el sitio de restricción Pvu I fue 

eliminado Se utilizó como control positivo el plásmido pST 13 digerido con las enzimas de 

restricción empleadas en las clonas 
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Colonia positiva 

Testigo positivo ► 	• 	 • 

••.. • 

a 

Figura 14 : Colony Blot . En esta figura se puede observar el testigo positivo así como las 

colonias que fueron positivas Se utilizó como sonda al producto de fusión marcado con 

32 
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Pat 1 
CI. 1 

Pvu 1 

Pst I Kpn 1 

(KlAKIP) 3  
Hpa 1 
Pvu 11 

Kpn I 

Hpa 1 

OmpC -NANP's 

5200 pbs 

I% II 
8.1 II 
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Figura 16 : Mapa del pleamido pST13 OmpC - NANP's . La figura muestra los sitios de 

restricción así como la localización del epitopo (NANP), 
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1 2 3 4 5 6 7 

4000 pb 

1600 pb ►  

 

500 pb ►  

 

11111M. 
MEI 

IP' • 

Carril 1 Indicador de 1 Kb 
Carril 2 pST13 digerido con enzima Kpn 1 
Carril 3 Clona D2 digerida con enzima Kpn 1 
Carril 4 pST13 digerido con enzima Pvu II 
Carril 5 Clona D2 digerida con enzima Pvu II 
Carril 6 pST13 digerido con enzima Pvu 1 
Carril 7 Clona D2 digerida con enzima Pvu 1 

Figura 16 : Electroforesis en gel de agarosa del mapa de la construcción OmpC-

NANP's 
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7.3 PRESENCIA Y FUNCIONALIDAD DEL GEN DE LA CONSTRUCCIÓN OmpC-

NANP's 

Se llevó a cabo un Southern Blot para verificar la presencia del gen de la 

construcción utilizando como sonda el producto de fusión marcado con 32  P, donde se 

pudo observar la presencia del gen en las clonas así como el control utilizado pST1 3 este 

último da lugar a marca porque presenta el gen que codifica para la porina OmpC 

(Figura 17) 	Para ver si el gen lleva a cabo la transcripción de RNA se llevó a cabo un 

Northern Blof de donde se extrajo RNAm Se pudo ver que el gen se expresa en las 

clonas por la marca negra que se observó en la placa. (Figura 18) 

1 2 3 4 5 6 7 

5200 pb 

1300 pb ►  

750 pb ►  

Carril 1 Clona D2 sin digerir 
Carril 2 Clona D2 digenda con enzima Pvu II 
Carril 3 pST13 digerido con enzima Pvu II 
Carril 4 Clona D2 digerida con enzima Pvu I 
Carol 5 pST13 digerido con enzima Pvu I 
Carvi 6 Clona D2 digerida con enzima Kpn I 
Carril 7 pST13 digerido con enzima Kpn I 

Figura 17 : Placa de Southem Blot donde se aprecia la presencia del gen OmpC-

NANP's. Se utilizó como sonda la fusión marcada con 32  P 
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1 2 3 

Carril 1 
	

Clona Di 
Carril 2 
	

Escherichia col! UH302 
Carril 3 Escherichla colé UH302- pST13 

Figura 18 : Placa de Northem Blot donde se ve la presencia de funcionalidad por parte 

de la construcción OmpC - NANPS. 	El método es parecido al Colony Blof donde 

únicamente nos interesó observar la presencia de RNAm. en la placa. 	Se utilizó como 

sonda la fusión marcada con 32  P 
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7.4 MARCO DE LECTURA EN LAS CLONAS POSITIVAS 

Se determinó al digerir las clonas con la enzima de restricción Pvu II 	El marco de 

lectura es de interés debido a que si las clonas no lo presentan (Figura 19) la proteína de 

OmpC - NANP's no se expresaría en la superficie de la bacteria 	Como se observa en 

la Figura 20 el marco de lectura involucra la posición en la que el inserto fue ligado 

DIGESTIÓN DE: ENZIMA BANDAS TAMAÑO DE LAS BANDAS 
EN PARES DE BASES (pb) 

    

pST 13 Pvu II 2 3500 pb 1700 pb 

Clona con merco de 
lectura 

Pvu II 2 3500 pb, 	1700 pb 

Clona sin marco de 
lectura 

Pvu II 2 3100 pb 	2100 pb 

(Figura 21) 
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Kpn I 

Pvu II 

Hpa 1 

Kpn 1 

Hpa I 

Pvu 1 

PM 1 

Pvu II 
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Cla I 

Pat I 

Bel II 

Figura 19 Clona sin marco da lectura donde se puede apreciar le posición del sitio de 

restricción Pvu II. 
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Cle 1 

Kpn 1 

Hpe I 

Pvu II 

Kpn I 

Hpa I 

Pvu II 
Bel II 

Figura 20 : Clona con marco de lectura donde se puede apreciar la posición del sitio de 

restricción Pvu 
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1 2 3 4 5 6 7 8 

3000 pb 

1600 pb 

Carril 1 Indicador de 1 Kb 	—1 
Carril 2 Clona D2 sin digerir 
Carril 3 pST13 digerido con enzima Pvu II 
Carril 4 Clona D2 digerida con enzima Pvu II 
Carril 5 Clona Al digerida con enzima Pm.i II 
Carril 6 Clona Fl digerida con enzima Pvu II 
Carril 7 Clona A2 digerida con enzima Pvu II 
Carril 8 Clona F2 digerida con enzima Pvu II 

Figura 21: Electroforesis en gel de agarosa de clonas con marco de lectura y sin 

marco de lectura. 
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7.5 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN EN LA SUPERFICIE Escherichia 

coli 

Después de obtener las proteinas de membrana externa se cuantificaron mediante 

la técnica descrita por Lovry Se realizó una curva estándar (Tabla 2) con ABS donde se 

leyó la concentración de proteína que se encontraba presente en alicuotas ae 100 III y 300 

pi obteniendo posteriomente el valor medio de la concentración de la clona así como de 

los controles correspondientes 

PROTEÍNAS DE 
MEMBRANA EXTERNA 

DE: 

CONCENTRACIÓN 
OBTENIDA EN 

mg / ml 

pi NECESARIOS PARA 
UNA CONCENTRACIÓN 

DE 30 119 / ml 

UH 302 515 13 58 23 
UH 302 pST 13 1247.66 24.04 

Salmonella typhi 903.33 33.21 
Clona D1 512 86 58 49 
Clona F1 673.6 44.53 

Las muestras se corrieron en condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida y 

posteriormente se transfirió y se tiñió con azul de Coornassie (Figura 22) donde no se 

pudo ver la presencia de la ponina OmpC La presencia de la porina se pudo observar al 

teñir el gel con plata (Figure 23) 

Se llevó a cabo un Westem Blot (Figure 24) en donde se pudo verificar la 

expresión de la porina OmpC 

Se realizó un FACS (Tabla 3) para ver la presencia de la proteína OmpC - NANP's 

de la clona D1 en la superficie de la Escherichla con UH302. En donde se observó la 

expresión tanto de la porina OmpC en la superficie de la bacteria así como del epitopo 

(NANP )3  
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ABS 

01 

0.8 

0.7 
0.8 

0.5 

0.4 

0.3 
0.2 

0.1 

O 
/ 	 

o 
	

60 
	

100 
	

150 
	

200 
	

250 

µI 

Tabla 2 : Curva estándar empleada en la cuantificación de proteína de membrana 

externa por el método de Lowry. 
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1 2 3 4 5 6 

33 kDa ►  OmpC 

Carril 1 Pesos moleculares 

Carril 2 Proteínas de membrana externa de Escherichia col! UH302 

Carril 3 Proteínas de membrana externa de Eschenchia col! UH302 pST13 

Carril 4 Proteínas de membrana externa de Salmonella typhi 

Carril 5 Proteínas de membrana externa de Clona D1 

Carril 6 Proteínas de membrana extema de Clona F1 

Figura 22 : Electroforesis en gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie 

figura donde no se observa la presencia de la ponna OmpC 

So 
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1 2 3 4 5 6 

OmpC * 33 kDa 

r— 	Carril 1 Proteínas de membrana externa de Clona F1 

Carril 2 Proteínas de membrana externa de Clona D1 

Carril 3 Proteínas de membrana externa de Salmonella typhi 

Carril 4 Proteínas de membrana externa de Escherichla col' UH302 pST13 

Canil 5 Proteínas de membrana externa de Escherichia col! UH302 

Canil 6 Pesos moleculares 

Figura 23 : Electroforesis en gel de poliacrilamida teñido con plata figura donde se 

observa la presencia de la ponna OmpC en una de las donas 
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1 2 3 4 5 6 

OmpC ►  

Carril 1 E. col! UH302 
Carril 2 Ponna OmpC 
Carril 3 Clona D1 
Carril 4 Clona D2 
Carril 5 Clona F1 

Carol 6 Clona A2 

Figura 24 : Westem Blet de OmpC 
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CON ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-PORINA 

BACTERIAS MEDIA DEL CANAL DE FLUORESCENCIA (MCF) 
UH302 68.81 

UH302 pST13 60 32 
Ty2 128.67 

CLONA D1 162 64 

CON ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-NANP's 

BACTERIAS MEDIA DEL CANAL DE FLUORESCENCIA (MCF) 
UH302 53.92 

UH302 pST13 50.26 
CLONA D1 101.53 

Tabla 3 : Expresión de proteína OmpC - NANP's en la superficie de E.coli UH302 

transformada. 
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8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES: 

Actualmente es posible modificar diversas proteínas de enterobacterias utilizando 

métodos de ingeniería genética, con el propósito de expresar péptidos (a los que se les 

conoce como "pasajeros") en la superficie bacteriana 	Para ello, se han utilizado como 

"vectores" a las proteínas de membrana externa (como LamB, PhoE OmpA, TraT), la 

flagelina y fimbrias 39  

Las proteínas de membrana externa (Omp) contienen sitios "permisivos" donde es 

posible insertar secuencias que codifican para péptidos que no perturban la estructura 

terciaria de la proteína 12  

La proteina periplasmic,a MaIE de Escherichia coli, por ejemplo, puede aceptar 

péptidos de hasta 70 aminoácidos 67  Este método ha sido utilizado en estudios 

topográficos de las proteínas 92  para identificar y purificar péptidos con actividades 

biológicas 18 106  o para obtener anticuerpos monoclonales contra epitopos bien definido? 

La localización de la proteína "vector" determina el tipo de respuesta inmunológica. 

Cuando los epitopos se expresan en LamB, que se exporta a la membrana, de E. 

con se obtiene respuesta de anticuerpos timo independiente, en cambio cuando se 

expresan en MaIE, que se queda en el espacio periplásmico, la respuesta de anticuerpos 

es dependiente de linfocitos T 56  

Utilizando LamB o MalE se ha logrado inducir anticuerpos neutralizantes contra 

poliovirus 57  o contra HIV 16  de E. col!. 

Las Omp son excelentes candidatos para incluir epitopos en ellas 	Se ha logrado 

la expresión de epitopos en la superficie de la porina PhoE de Escheriche col! 108  OmpC 

de Salmonella typhl 86  y OprF de Pseudomones aeruginosa 122  

La inmunogenicided intrínseca de las Omp de Salmonella typhi ha sido evaluada 

extensivamente y se considera que son buenos candidatos para formar parte de una 
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vacuna contra la fiebre tifoidea 	Se ha reportado que las Omp, o bien las ponnas 

purificadas de S. typhimurium son capaces de inducir protección en ratones 

El LPS induce protección mediante el desarrollo de una respuesta de anticuerpos y 

aumentando la respuesta celular dirigida contra las porinas 

La inoculación de ponnas de S. typhimurium, en el cojinete plantar de ratones 

inmunizados con dosis subletales, es capaz de generar una reacción de hipersensibilidad 

retardada (DTH) 111. 	Por otro lado en humanos el LPS y las porinas inducen la 

producción de TNF-0,, IL-lu , IL-4 IL-6 e INF-y de manera dosis dependiente 29 	Los 

enfermos de fiebre tifoidea tienen anticuerpos de clase IgM contra las Omp de Salmonella 

typhi, durante la fase aguda de la enfermedad en tanto que durante la convalecencia 

presentan IgG's que reconocen principalmente a OmpC y OpmF 8 107 
 

Las Omp 45, porinas purificadas 48. así como la ponna OmpC recombinante de S. 

typhi 47  son capaces de generar protección en ratones al reto, en un modelo de infección 

intraperitoneal utilizando mucina. El LPS contaminante en las preparaciones de PME 's, o 

de porinas, parece no tener un papel relevante porque a dosis iguales o mayores a las 

presentes en estas preparaciones no genera protección. En un modelo libre de LPS, la 

inmunización con un plásmido que contiene el gen que codifica para la porina OmpC, se 

induce respuesta de anticuerpos contra esta porina e°  En los mecanismos de protección 

que inducen las Omp se encuentra involucradas las ramas efectoras humoral y celular de 

la inmunidad 3°  Como las porinas se encuentran en la superficie bacteriana, son 

accesibles a los anticuerpose° 	En el mismo modelo murino, es posible transferir 

pasivamente protección, específica al reto con S. typhi y cruzada al reto con S. 

typhimurium, utilizando un suero hiperinmune de conejo contra Omp 28  Aunque menos 

eficientemente, también los anticuerpos monoclonales contra porinas protegen al reto con 

S. typhi , efecto que no se observa administrando anticuerpos monoclonales contra LPS 

78  Por otro lado, se ha demostrado que las porinas son capaces de inducir respuestas 

específicas de linfocitos T. tanto en ratones 	como en humanos 8. 	La respuesta 

proliferativa de linfocitos T está controlada genéticamente en el ratón 33  y promueve la 
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activación de macrófagos 	En ensayos preliminares se ha demostrado que la 

inmunización con Omp induce linfocitos T citotóxicos específicos contra la porina OmpC 59  

En el humano la inmunización con la vacuna parenteral de células muertas induce 

menores títulos de anticuerpos contra porinas y respuesta linfoproliferativa más pobre que 

la vacuna atenuada oral Algunas regiones inmunodominantes de la ponna OmpC han 

sido localizadas 81 	La inmunización con péptidos sintéticos induce respuesta de 

anticuerpos capaces de reconocer a la ponna en la bacteria intacta estas regiones no son 

compartidas por porinas de otras enterobacterias por lo que probablemente correspondan 

a epitopos específicos de Salmonella typhi 

Considerando que existe amplia experiencia en la expresión de epitopos en la 

superficie de enterobacterias y que las ponnas de Salmonella typhi son buenos 

inmunógenos 	En este trabajo se eligió a la porina OmpC como vector del epitopo 

inmunodominante de células B de Plasmodium falciparum (NANP)3 	Aunque no se 

conoce la estructura cnstalográfica de la porina, fue posible predecir cuáles son las 

regiones que se encuentran expuestas al medio. utilizando como modelo la estructura de 

OmpF de Escherichia coli. Se diseñaron un par de oligonucleótidos que codifican para 

tres repeticiones del tetrapéptido NANP (Figura 5) y mediante PCR se substituyó el asa 

cinco de la porina OmpC (Figura 4). 	Este gen quimérico se reinsertó en el plásmido 

pST13 	(Figura 6) y se evaluó la producción de la proteína recombinante (Figura 24 y 

Tabla 3) 	Los métodos reportados anteriormente para la construcción de proteínas de 

fusión involucran la inserción de secuencias nuevas en sitios permisibles de las proteínas 

de membrana 

En el diseño de los oligonucleótidos que codifican para las tres repeticiones del 

tetrapéptido NANP se utilizaron diferentes codones, con el propósito de evitar que los 

olignucleótidos formaran dímeros traslapados 	Esto sin embargo puede causar que la 

eficiencia de la transcripción disminuya, (Figura 22) pues algunos codones son poco 

utilizados por Escherichia coli 	No obstante, se comprobó mediante citoflourometria 

indirecta que la proteína de Escherichia coli UH302 transformada con el plásmido pST13-

NANP se traduce adecuadamente se exporta a la membrana y que algunos epitopos, en 
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otras asas externas de la porina, están conservados (Tabla 3). Por tanto. se  cuenta con 

una bacteria que expresa en su superficie un epitopo de Plasmodium falciparum 

La expresión de epitopos en la superficie bacteriana utilizando a las porinas 

para construir proteínas de fusión ofrece la ventaja de incrementar el número de 

copias del antígeno de interés, aún cuando el gen quimérico se encuentre integrado 

en el cromosoma bacteriano. debido a que las porinas constituyen mas del 2% de la 

proteina total bacteriana y al ser más accesibles a los linfocitos B inducen respuestas 

humorales mas eficientes 

Por otro lado para evaluar la inmunogenicidad de la proteína quimérica se 

deberá administrar a animales la bacteria acarreadora y los anticuerpos que se 

generen deberán reconocer a la proteína nativa con lo cual se comprobará que el 

epitopo adquiere una conformación espacial semejante a la proteina original 	Para 

ello, la técnica más conveniente es la inmunofluorescencia aunque otra alternativa es 

ELISA utilizando como antígeno MAPS de Plasmodium falciparum 	En estudios 

recientes se ha comprobado que la inmunización de ratones con la bacteria acarreadora ha 

inducido anticuerpos haciendo probable el mismo efecto en humanos, así mismo se ha 

llevado a cabo inmunofluorescencia observándose la presencia de la proteína 

Para que esta construcción llegue a ser considerada como candidato a formar 

parte de una vacuna, 	los anticuerpos deberán tener alguna función biológica 

relevante, como neutralización u opsonización 	Para esto se tendrá que integrar el 

gen quimérico en el cromosoma de Salmonella dando como característica adicional 

hacer estable la producción de la proteína, porque la desventaja principal de utilizar 

plásmidos es que las bacterias pueden expulsarlos cuando se crecen en ausencia de 

la presión selectiva de los antibióticos. situación que se presenta cuando se administra 

in vivo a la bacteria transformada. 
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