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RESUMEN

RESUMEN

El Paludismo continua siendo un problema de salud publica. La infeccién
natural por Plasmodium induce respuesta estadio especifica, que protege parcialmente
a la reinfeccién. Una vacuna efectiva debera proteger contra las formas exoeritrocitica,
intrahepaticas y sexuales del parasito. Desafortunadamente se ha comprobado que la
vacuna elaborada a partir de péptidos sintéticos que contiene antigenos del esporozoito
y del merozoito, que durante algun tiempo fue la altemativa mas prometedora, confiere
proteccion muy limitada y por tanto, todavia no existe una vacuna cuya aceptacion sea
universal.  La proteina circumsporozoitica (CSP) de Plasmodium falciparum es uno
de los antigenos més estudiados que pudiera formar parte de una vacuna contra el
paludismo. Se logré expresar el epitopo de Plasmodium faiciparum (NANP); en la
superficie de Escherichia coll para que sea mas accesible a los linfocitos B y genere
una respuesta de anticuerpos mas eficiente.

A partir de la estructura cristalogréfica de OmpF de Escherichia coli, se predijo
la estructura secundaria de OmpC, identificando las asas expuestas al medio.
Partiendo del plasmido 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), de Plasmodium faiciparum en una segunda
amplificacién.  E) gen quimérico se reinserté en el plasmido pST13.  Se transformo
Escherichia coll UH302 con el plasmido pST13 mencionado anteriormente y por medio
de citoflourometria (FACS) se comprobd la producciéon de la proteina quimérica en la
superficie.

Considerando que se cuenta con una proteina quimérica funcional, en futuros
trabajos se debera evaluar su inmunogenicidad.
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

El paludismo continua siendo un problema de salud publica en amplias zonas de
los paises tropicales, a pesar de l0s esfuerzos que se han desarrollado durante décadas
para lograr su erradicacion. Se calcula que tres quintas partes de la poblacién mundial
viven en areas paludicas 8 EnMeéxico, se estima que las éreas paludicas corresponden
a cerca de la mitad del territorio nacional y que aproximadamente el 10% se debe

considerar como de alto riesgo s El grupo mas afectado es el de 5 a 14 afos y los

estados donde se presentd la mayor incidencia fueron Qaxaca, Sinaloa, Michoacan 8 43 y

Chiapas.

La malaria en humanos es causada por cuatro especies de parasitos del género
Plasmodium: P. falciparum, P.vivax, P.ovale y P. malariae. Aunque el
P. vivax es responsable de la mayoria de las infecciones de malaria en el mundo, la
forma mas severa de malaria es causada por P. faiciparum. La severidad de la

enfermedad depende grandemente del estado inmunolégico de la persona infectada 8

La infeccion natural por Plasmodium induce una respuesta inmune protectora débil.
Los individuos residentes en areas endémicas que sufren infecciones repetidas presentan
manifestaciones clinicas que son mas frecuentes en los primeros afios de vida, después de
aftos de infecciones y al llegar a la edad adulta alcanzan una inmunidad protectora parcial
estado que se caracteriza por la ausencia de manifestaciones clinicas de la parasitosis;
esta inmunidad antiparasitaria que se conoce como premunicion, es de corta duracion )

desaparece cuando el individuo deja de exponerse al agente infeccioso &' '%*

Por otro lado, la inmunidad que induce la infeccién por Plasmodium es especifica
de especie, pues la resistencia adquirida contra P. falciparum no protege en infecciones
con P. vivax . También existe inmunidad protectora especifica del estadio parasitario,
pues se ha demostrado que una respuesta protectora contra esporozoitos, no es efectiva

contra la infeccidn por formas sanguineas y viceversa ' 2 %
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El ciclo biolégico del protozoario es tan complejo que dificulta el desarrollo de una
vacuna ideal ya que ésta debera inducir una respuesta inmune capaz de controlar la
infeccion por el esporozoito durante el corto periodo que el parésito permanece en el
torrente sanguineo, proteger contra los merozoitos extracelulares, liberados a partir de los
hepatocitos o eritrocitos infectados y por ultimo ser efectiva contra las formas sexuales.
En consecuencia, una vacuna optima tendria que ser polivalente, incluyendo antigenos de

las diferentes fases del ciclo biolégico del parasito ' &

Las vacunas contra las formas preeritrociticas del pardsito han sido ampliamente
estudiadas; primero se observd que la inmunizacién de ratones con esporozoitos de
P. berghel atenuados con rayos X, los protegia contra el reto con esporozoitos no
atenuados ™ ", Posteriormente, se realizaron experimentos similares en monos
utilizando P. knowles! * y en voluntarios humanos con esporozoitos de P. faiciparum y
P. vivax , sin embargo, la proteccion que se logré en humanos fue de corta duracion y

especifica de especie '

La inmunidad mediada por linfocitos T cooperadores y citotdxicos también es
importante pues los humanos generan células citotoxicas contra antigenos parasitarios id y
la administracion de linfocitos inmunes a ratones normales los protege de la infeccion
inducida con esporozoitos en ausencia de antiwerpos.” El desarrollo de parasitos en
cultivos de células del higado puede inhibirse con interferén gamma ¥’

El éxido nitrico se presenta al llegar al pico de la parasitemia que se detecta como
nitrato en la sangre y contribuye a la respuesta inmune protectiva contra la infeccion bl
Se ha visto que el dxido nitrico tiene también un papel muy importante en el control de
infecciones con Plasmodium, debido a que inhibe el desarrolio de los estados
exoeritrociticos de P. berguel y P. yoelll in vitro (Géneros de Plasmodium que infecta a
ratones)® . Se ha descrito que la liberacion del dxido nitrico va relacionado a la unién
de la citocina TNF (Factor de Necrosis Tumoral) con su receptor presente en los neutréfilos
y ayuda a suprimir esiados asexuales eritrociticos de P. falciparum in vitro pero no se ha
descrito el mismo efecto in vivo. ¥
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La proteccion parece estar mediada por anticuerpos, dirigidos principalmente contra
la proteina circumsporozoitica (CSP), porque los anticuerpos contra esta proteina
también inhiben actividades del parasito in vitro e y las infecciones naturales con
Plasmodium en zonas endémicas inducen anticuerpos contra la CSP ® La CSP es una
proteina acida de 40 a 60 kDa, especifica de especie y de fase ® Seha logrado aislar el
gen que codifica para la CSP en diversas especies de Plasmodium y se sabe que sblo
hay una copia en el genoma del parasito an

La estructura general de la proteina esta muy conservada en todas las especies del
parésito cuya region central, es especie especifica y contiene secuencias de aminoacidos
que se repiten.  En Plasmodium falciparum la unidad de repeticién en la regién central
es el péptido NANP  (Asparagina-Alanina- Asparagina-Prolina). ** Esta unidad de
repeticion es el blanco principal de la respuesta inmune humoral. Como se sabe que
son necesarias tres de estas unidades de repeticion para constituir un epitopo de células B,
se ha intentado desarrollar vacunas que contengan péptidos sintéticos (NANP); acoplados
a toxoide tetdnico o a otras moléculas acarreadoras.  Estas vacunas, sin embargo, no

3. 64

han demostrado generar proteccion efectiva Por ultimo, es importante sefalar

que también se han descrito epitopos de células T en la CSP %' '®

. los cuales pueden
ger importantes en los mecanismos protectores contra el parasito.

Existen algunos inmunégenos prometedores como candidato a vacuna en los que
se encuentran péptidos sintéticos de antigenos de la fase eritrocitica® que actuaimente
esta siendo evaluada en ensayos de campo; otros que bloquean la transmision del
parasito™ asi como las vacunas dirigidas contra Ias fases hepatociticas del parasito’".
(Tabla 1)

La utilizacion de acarreadores vivos que expresen antigenos parasitarios,
representa una aiternativa para desarrollar vacunas contra el paludismo.  Entre las
evidencias que apoyan esta opcion destaca la inmunizacion de ratones con Se/monella
typhimurium expresando CSP de P. falciparum donde se genera respuesta inmune

celular, dependiente de linfocitos citotdxicos, en ausencia de produccion de anticuerpos. &
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Tabla 1 : Candidatos a vacuna

]
CANDIDATOS | ARO CARACTERISTICAS GENERALES
A VACUNA

Pfs 230y 1983 | Proteinas de la superficie del gameto de P. falciparum. No se ha

Pfs 48/45 obtenido la respuesta de anticuerpos necesaria para evilar el
desarrollo del parasito en el vector. 8

CSP 1984 | Proteina circumsporozoitica localizada en la superficie de los
esporozoitos.  Individuos expuestos a la infeccién desarrolian
respuesta inmune celular y humoral contra esta proteina. Esta
;?rmdl por repeticiones de NANP's y otros aminodcidos. 7.8.34.5.

p18 y p32 | 1985 |Proteina expresada principaimente por cigotes y oocinetos.
Inmunizacién de animales con estas proteinas no dieron la
proteccién humoral esperada. '’

PISSP2 1888 | Proteina 2 de la superficie del esporozoito genera linfocitos T

(TRAP) citotoxicos restringida a HLA B8. ' '®

NFS4 1987 | Es un gen de la proteina circumsporozoitica que es reconocida por
linfocitos T humanos y estd constituida por 40 repeticiones de
NANP’'s y 4 de NVDP's.  No se ha obtenido la protecciéon celular
esperada 1

SPFe8 1987 | Estéd constituida por tres antigenos del estado asexual del
P.falciparum en la sangre y éstos son Pf83, Pf35, P55 unidos por
secuancias de NANP's. Se ha obtenido proteccion del 30 % paro no
on forma consistente, > % 2 % 82 8. 90.107. 114,123

MSP-1 1887 | Proteina de 42 kDa de la superficie de los merozoitos la cual produce
inmunidad humoral protectiva. Fallé en la induccion de anticuerpos
inhibidores del crecimiento del pardsito. 16.42.104

PIMSP-1,y 1887 | Proteina de 18 kDa de la superficie de ios merozoitos. No se ha
podido conclulr que este epitopo sea protectivo.

CARP 1988 | Epitopo lineal de la superficie de los merozoitos y es un blanco de

linfocitos By T. No se ha obtenido respuesta humoral, sélo celular
en individuos recién expuestos a la infeccién
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NANP

1988

Es la regién repetitiva de aminodcidos presentes en la proteina
circumsporozoitica de P.falciparum contra la cual van dirigidos la
mayoria de los anticuerpos que inhibirdn la invasién de esporozoitos
en cultivos de células hepatociticas. Se ha utilizado el epitopo
combinado con otros aminoacidos pero no se ha obtenido la
proteccién adecuada. nmue

MSP-2

1988

Antigeno de superficie de |os merozoitos que produce anticuerpos
grspgglficos que inhiben la invasion a eritrocitos en el modelo murino.
A |

AMA-1
(P183)

1989

Antigeno de membrana apica! del parasito de 82 kDa de la superficie
de los merozoitos. Es capaz de conferir un grado significativo de
proteccion si la proteina es preservada. 5.88

RAP1{ y
RAP 2 (QF3)

1880

Proteina que forma parte de un organeio osmeofilico del merozoito.
Da lugar a anticuerpos que inhiben parciaimente la invasiéon de
eritrocitos in vitro. '

RESA

1901

Antigeno presente en los merozoitos y en el esqueleto de ios
eritrocitos una vez invadidos los pacientes presentan un alto titulo de
anticuerpos contra este antigeno. Se requiere un estudio de
adyuvantes para produccion adecuada de anticuerpos. R

PIEB200

1982

Antigeno asociado a la membrana del trofozoito y ertrocito
infectado. Produce respuesta de anticuerpos y células de memoria.
Blanco importante para la opsonizacién in vitro. Se han inmunizado
ratones pero no 8@ ha obtendio la respuesta humoral uporada“

R23

1992

Antigeno expresado an trofozoitos jovenes y mantenidos en la
esquizogonia. Da lugar a respuesta humoral pero no se obtuvo
proteccion.

RLF

1993

Antigeno recombinante de P.falciparum que contiene el carboxi y
amino terminal de la proteina circumsporozoitica sin ia repeticién
central de tetrapéptidos (NANP). Requiere de un adyuvante
adecuado para obtener |a respuesta de anticuerpos en el modelo
murine.

CVvD 908
csp

1904

Se utilizé Salmonella typhl como acarreador de la proteina
circumsporozoitica dando respuesta citotdxica en humanos pero
resultd de toxicidad para |a bacteria por lo cuai no se pudo producir
en forma masiva.

NYVAC-CSP

1996

Se utiliza el virus de vaccinia recombinante para expresar la proteina
circumsporozoitica dando respuesta de linfocitos T citotdxicos y
formacion de anticuerpos an ratones confiriendo proteccion. i
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La cepa de Salmonella typhi CVDS08 ( aro * ), que proviene de la cepa
Salmonelia typhi Ty2 *° es uno de los mejores candidatos para ser utilizado como

acarreador vivo pues es altamente inmunogénica, atenuada y segura *''%

En el caso del paludismo, en colaboracién con el Centro para Desarrolio de
Vacunas (CVD) en la Universidad de Maryland en Baltimore se obtuvo un candidato a
vacuna que contiene e! gen que codifica para la CSP de Plasmodium faiciparum,
integrado en el locus aroC de Salmonella typhi CVD808 . Experiencias anteriores en el
CVD habian demostrado que Salmonelia typhi era capaz de expresar niveles bajos de
CSP recombinante.  Sin embargo, el incremento en los niveles de produccién de CSP
recombinante resultaba en toxicidad para la bacteria. Por ello se decidid obtener una
forma modificada de CSP que permanece en el citoplasma y que contiene intactas las
secuencias que codifican para regiones inmunolégicamente importantes >’ Este gen
truncado de CSP se integr6 en el cromosoma de Sa/monelia typhi CVD908 en el locus
aroC, bajo el control del promotor tac. La cepa candidato a vacuna resultante no mostré
cambios en su atenuacion y fue capaz de expresar de manera estable a la CSP. En
ensayos clinicos de fase 1 en humanos, la expresion fue estable y cuatro de diez
voluntarios humanos desarrollaron anticuerpos y otro presentd células citotoxicas contra

antigenos del parésito >'.  Es interesante hacer notar que ninguno de los voluntarios
desarroll6 anticuerpos contra la region central NANP que es el epitopo de céiulas B

dominante.

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

incorporé la CSP y ha dado respuesta citotoxica y de anticuerpos en modelos murinos.

Manuel Elkin Patamoyo, (médico) inventdé la primera vacuna contra malaria
conocida como SPf66 el cual es un péptido sintético polimérico con secuencias de
aminoacidos derivados de tres estados eritrociticos de P. falciparum : P83 (parte de MSA-
1), Pf35 y P55, los cuales se encuentran unidos por secuencias repetitivas de NANP

107

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

seguridad esta 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 clinica fue de 33.6% teniendo un
nivel de proteccion similar. '**  Se vacunaron diferentes grupos de edad en éreas donde

el rango de transmision fue bajo.

En Tanzania, donde la transmision de la malaria es mas intensa. se vacunaron
nifos de 1 a 4 afios de edad donde la proteccién reportada fue de 31% 3 que en contraste
con la prueba realizada en Gambia donde la vacuna fue aplicada a nifios de 6 a 11 meses ,
SPf66 no protegio contra la infeccion de malaria ni contra la caida del volumen del paquete

celular asociado a su transmision. %

La edad de los nifos vacunados podria ser un factor importante debido a que los
nifos mas jévenes de Gambia posiblemente no presentan nivel de competencia
inmunolégica para responder a una infeccion a pesar de que desarrollaron respuesta
humoral a SPf66. La mayoria de los nifios de Gambia no habian tenido un ataque de
malaria antes de la vacunacion por el contrario los nifios de Tanzania hablan presentado
una o mas infecciones con lo cual se pudo haber desarroliado inmunidad.

Lo 6ptimo y quizéd lo unico 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 CDB+) en cada caso. En teoria esto podria
lograrse con construcciones de péptidos sintéticos, vacunas de DNA, proteinas
recombinantes purificadas, o mediante la expresion viva en virus, hongos o bacterias. Se
han expresado antigenos de forma exitosa en vaccinia y NYVAC Pf7 el cual esta
probéndose en fase 1y 2 75

Actuaimente se propone otra estrategia que es el uso de proteinas
acarreadoras de antigenos. La conlribucion mas importante de este trabajo fue el
haber logrado la expresion del epitopo inmunodominante (NANP)y en la superficie de una

Escherichia coli deficients en porina OmpC por medio de su transformacién con un
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plasmido que contiene el epitopo (NANP)3 integrado a la porina OmpC de Sal/monella
typhi .

1.2. ASPECTOS CLINICOS

Las manifestaciones clinicas de malaria son variadas. En éreas donde la
malaria es comun, individuos infectados pueden presentar sintomas similares a otras
enfermedades lo cual hace dificil una correcta diagnosis. como es el caso de los nifos
quienes pueden presentar altos niveles de parasitos en la sangre pero con sintomas
relativamente ligeros.

La infeccion debido a P. falciparum es generalmente una emergencia médica
en donde la ausencia de una pronta intervencion puede llevar a un répido deterioro del
paciente lliegando a menudo a la muerte. Ei 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®

1.3. CICLO BIOLOGICO DEL PARASITO®

El parésito es transmitido a humanos por las formas esporozoiticas presentes en
la saliva de mosquitos hembra del género Anopheles. Dependiendo del desarrollo
del estadio asi como de la especie, los parasitos de malaria pueden ser esféricos,
elongados, en forma de anillo o en forma creciente y pueden alcanzar en tamanfo de 1
a 20 micras en diametro.

El ciclo de vida del parasito que causa la malaria es complejo (Figura 1). El
proceso esta 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 : Representacion del Ciclo Biolégico del Parasito basado en el libro
Malaria Obstacles and Opportunities. ®
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Ease preeritrocitica o hepatocitica ®

El parasito es transmitido a humanos en forma de esporozoitos que se
encuentran en la saliva de mosquitos hembra infectados. El mosquito es del género
Anopheles. Después de entrar al humano (hospedero) los esporozoitos invaden
hepatocitos, donde durante los siguientes 5-15 dias llevan a cabo una reproduccion
asexual dando lugar 30,000 parasitos hijos llamados merozoitos los cuales son
liberados del higado e invaden eritrocitos.

La superficie del esporozoito es cubierto con muchas copias de una proteina
que es importante en el reconocimiento de la célula hospedera y quizéd la invasion de
ésta. Los anticuerpos a ciertas porciones de esta protelna circumsporozoitica puede
prevenir que los esporozoitos entren a células del higado en cultivo y con esto

prevenir la infeccion 1724 2. 27. 34, 81.64. 8. 71. 10

La proteina circumsporozoftica
puede ser detectada a través del desarrollo del parasito en el higado como merozoito.
Esta proteina tiene propiedades antigénicas y aunque ha sido vista en varios
esporozoitos de Plaamodium la composicion actual de estas proteinas es especifica
de las especies.

La esquizogonia en el higado no presenta manifestaciones patoldgicas pero
recientemente se ha visto que existen mecanismos de inflamacion e infiltracion celular
incluyendo células T citotoxicas las cuales pueden ser inmunolégicamente importantes.

Los esporozoitos atenuados por irradiacion han sido ampliamente estudiados por
dar excelente proteccién contra el posterior reto en animales, incluyendo humanos a pesar
de que el numero de picaduras infectivas de mosquitos irradiados para conferir resistencia
s grande .
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La mayoria de las tentativas para reproducir esta inmunidad se ha enfocado en la
expresién sintética y recombinante de parte de la proteina circumsporozoitica (CSP) y en
particular la regién de la molécula que consiste en repeticiones de pequefias secuencias
de aminodcidos. 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 proteccién .

Estudios clinicos mencionan que para incrementar la inmunizacidon con
esporozoitos directos se ha incluido el uso de multiples péptidos antigénicos que
contengan regiones repetitivas (epitopos de B y de T) utilizando la toxina tetanica como un
adyuvante no idnico ademas de liposomas. '*’

La repeticion NANP mas la terminacion C* de CSP se ha expresado en cepas con
antigenos de superficie de hepatitis B *, y la inmunizacién oral con CSP de P.faliciparum
ha sido expresada en Sa/monelle typhi . ¥

Se ha utilizado la inyeccion de DNA que codifica para CSP la cual ha dado
respuesta de células T citotdxicas y de anticuerpos asi como buena proteccién contra
P. yoelil en ratones ® . Vacunas similares contra antigenos de la formas preeritrociticas
y estados eritrociticos estan siendo evaluadas.

Se ha demostrado que la molécula de histocompatibilidad HLA | BwS3 confiere
proteccion contra malaria cerebral y anemia severa.® En Africa extensos estudios de 6
haplotipos de HLA | reportaron la presencia de epitopos de antigenos presentes en cuatro
estados preeritrociticos entre los que s tienen: CSP, LSA-1 TRAP, STARP (proteina de
@sporozoito rico en treonina y asparagina) los estudios en nifios y adultos revelaron un
numero pequefio de células citotdxicas en algunos de ellos 2
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Ease eritrocitica ™

Cuando los merozoitos son liberados del higado dentro del torrente sanguineo
comienza la reproduccién asexual 0 esquizogonia eritrocitica. La invasién de
eritrocitos se dan en 4 pasos:

1. Ataque del merozoito al eritrocito.
2. Rapida deformacién de eritrocitos.
3. Invaginacién de la membrana del eritrocito donde el parasito es incluido y envuelto.

4. Liberacion de la membrana del eritrocito alrededor del parasito.

Una vez dentro de los eritrocitos cada merozoito madura en un esquizonte
conteniendo 8 a 32 nuevos merozoitos, los cuales son liberados para invadir mas
eritrocitos. Al romperse los eritrocitos se presenta fiebre y signos de la infeccion.

La fase de ataque es un blanco potencial para desarrollar vacunas como
anticuerpos que interfieran con este proceso y puedan prevenir la invasion del parasito

a eritrocitos. 16, 42, 63, 84. 87, 104, 117, 123

Los eritrocitos tienen receptores para
parasitos de malaria en la superficie, aunque estos receptores quiza sean diferentes
para otro género de pardsito.

En los Ultimos afios se han identificado un gran numero de proteinas candidatos a
vacuna de la fase eritrocitica asi como las funciones vitales del parasito para bloquear su
desarrolio e invasion en las células rojas. El antigeno de superficie del merozoito MSA-1
induce respuesta natural de anticuerpos y su forma recombinante ha sido altamente
efectiva en roedores ® desafortunadamente no se ha tenido el mismo efecto en primates.
El dominio de la membrana apical AMA-1 expresada en Escherichia coll y replicada in
vitro dieron buena proteccién pero ésta fue especifica de cepa contra P. chabaud! adam
en ratones.
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F nelm &

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 eritrocitos y da lugar a que los gametos masculinos y femeninos
se fusionen para formar un cigote. De 12 a 48 horas los cigotes se elongan y forman
un oocinete. El oocinete penetra la pared del estémago del insecto llaméandose
oocisto. En la siguiente semana o mas dependiendo de la especie del parasito y la
temperatura, el oocisto desarrolla en su interior a mas de 10000 esporozoitos. En
esta fase el parasito presenta otras proteinas de superfice correspondientes al
gameto“ las cuales serian un blanco perfecto para bloquear con anticuerpos evitando
asi el desarrollo del parasito en el vector Cuando el oocisto se rompe los
esporozoitos migran a las glandulas salivales del mosquito de donde quizé sean
inyectados dentro de un humano (hospedero) al alimentarse el mosquito completando
de esta forma el ciclo.

Se han disefado vacunas cuyo principal objetivo es prevenir la infeccion en el
mosquito reduciendo de esta forma la transmision y la propagacion de genes responsables
en la resistencia a farmacos y vacunas ademés de evitar la eficacia en otras medidas de
control. El mecanismo por el cual se bloquea la transmisiéon del parésito es
predominantemente mediado por anticuerpos.  La respuesta inmune dirigida contra
antigenos de gametos como Pfs230 y Pfs48/45 de P.falciparum son antigenos presentes
en gametocitos circulantes. A pesar de que ambos han sido secuenciados y expresados
en forma recombinante no se ha podido expresar anticuerpos bioqueadores de la
transmision probablemente por la dificultad de construir la estructura terciaria de epitopos
de células B. '*  Se ha tratado de inducir respuesta inmune con antigenos de superficie del
oocineto como Pfs25 en donde su forma recombinante ha dado lugar a una inmunidad en
la transmision del parasito en roedores, monos. “ siendo aprobado en pruebas clinicas.
de fase 1
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1.4. VACUNAS

Ante la resistencia de los mosquitos vectores del paludismo a los insecticidas y
la de los parasitos productores de esta enfermedad a ios farmacos antipaludicos, la
posibilidad de una vacuna efectiva se vislumbra como un arma mas debido a que la
malaria anualmente cobra entre 2 y 3 millones de muertes. o

El objetivo al que la mayoria de los investigadores en vacunas quieren llegar es
desarrollar una vacuna que confiera proteccion a largo plazo con pocos efectos
secundarios de tal forma que interrumpa, regule y controle la transmisién de
malaria en cualquier estadio del parasito.

En consecuencia una vacuna Optima contra paludismo tendria que ser
polivalente, incluyendo antigenos de las diferentes fases del ciclo biolégico del
parasito.

Dicha vacuna desarrollara en el individuo:

¢ Anticuerpos contra esporozoitos que prevenga la invasion a hepatocitos.

e Produccién de inferferén gama y otras citocinas que inhiban el desarrollo del
parasito en los hepatocitos.

e Activacién de linfocitos T citotéxicos que puedan lisar hepatocitos infectados.
¢ Anticuerpos contra merozoltos que puedan prevenir la invasion a eritrocitos.

¢ Anticuerpos contra gametocitos, gametos u oocinetos que prevengan el desarrollo
de los esporozoitos dentro del vector

De acuerdo al complejo ciclo biolégico del parasito se tiene un numero elevado
de blancos para la vacunacion, cuatro estrategias para el desarrollo de vacunas
antimaldricas se siguen actuaimente: &
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1. Vacunas contra estadios pre-eritrociticos, estas vacunas pretenden inactivar al
parasito antes y después de su entrada a células hepaticas

2. Vacunas contra estadios asexuales, cuando el parasito estd presente en
eritrocitos dichas vacunas, disminuirian el grado de parasitemia y con ello la
enfermedad y mortalidad.

3. Vacunas dirigidas contra las toxinas que liberan las formas eritrocitarias, con o
cual la gravedad de la enfermedad seria controlada.

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

transmisidn del parasito al bloquear su desarrollo en el mosquito.

Sin embargo, se prevé que la vacuna ideal sera una combinacién de éstas
utilizando un vector vivo u ofro sistema que ayuden al bloqueo del desarrolio del
parasito.

1.5 ALGUNOS IMPEDIMENTOS PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS
CONTRA MALARIA® ®

Los problemas principales para el desarrollo de vacunas antimaléricas eficaces

incluyen:

1. Diversidad y variacion antigénica de los parasitos.

2. Efecto de factores genéticos en la poblacién en riesgo que controlan la respuesta
inmune a los antigenos del parasito.

3. Los esporozoitos asi como otros estadios del parasito de la malaria no pueden ser
producidos en suficiente cantidad y pureza para ser usados en inmunizaciones de
humanos, ademas 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 citotéxicos).
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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.

1.6 EPITOPOS '*

Aungue los inmundgenos poderosos son moléculas grandes, sélo porciones
restringidas de ellos participan en la captacién real con los sitios de combinacién del
anticuerpo. Tales areas que determinan la especificidad de las reacciones antigeno-
anticuerpo se denominan epitopos (llamados antes determinantes antigénicos).  El
numero de diferentes determinantes en una molécula de antigeno, por lo general varia
con su tamafio y complejidad quimica.

Se ha encontrado que précticamente cualquier regién sobre la superficie
expuesta de una proteina, puede servir como epitopo.  La complementariedad de
anticuerpo esté dirigida contra partes limitadas de la molécula antigénica.

Estudios donde se han utilizado homopolimeros de azucares o aminoacidos
indican que un epitopo es de alrededor de cuatro a seis moléculas de aminoécido o
azucar. Las subunidades de aminoacido de un epitopo contribuirén de manera
desigual a la union con el anticuerpo. Los péptidos expuestos a los cuales se les
generard una respuesta inmunologica se les conoce como secuencia consenso. La
especificidad por el anticuerpo puede estar dirigida contra caracteristicas
conformacionaies o secuenciales de antigeno.

Los epitopos cuya especificidad es dictada por la secuencia de subunidades
(aminoacidos o azucares) dentro de los epitopos mas que por la superestructura
molecular del antigeno, se denominan epitopos secuenciales. Los epitopos
secuenciales pueden estar compuestos de secuencias terminales o internas de
macromoléculas, o pueden afadirse de manera artificial a acarreadores.
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1.7 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

La envoltura de las bacterias Gram negativas consta de tres capas, la membrana
citoplasmatica, la peptidoglicana y la membrana externa. La membrana externa tiene el
aspecto trilaminar tlpico de las membranas biolégicas. Esta estructura le confiere a la
bacteria gran hidrofobicidad y la protege de los mecanismos de inmunidad inespecifica del
hospedero.

Las porinas constituyen su componente mas abundante, pues pueden llegar a
constituir hasta un 2% de la protelna total 2.7 Aunque se han descrito varias porinas
las mas estudiadas en Escherichia coll y Saimonella typhimurium son OmpC, OmpF
y PhoE. Se considera que las caracteristicas generales de OmpF y OmpC de
Escherichia coll se pueden generalizar al resto de las porinas de otras enterobacterias,
pues debido al alto grado de homologla funcional y estructural entre estas proteinas, se
cree que evolucionaron de una gen ancestral comun.

Saimonelia typhi agente causal de la fiebre tifoidea es un bacilo Gram negativo
no esporulado perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que sintetiza tres proteinas
de membrana externa (Omp) : OmpC, OmpF y OmpA.  En humanos con fiebre tifoidea
se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos a Omp.

La porina OmpC de Sa/monella typhi (Figura 2) se encuentra de forma
conservada en once serotipos de Sa/monella excepto S. arlzonae ademas presenta asas
expuestas que pueden ser modificadas para servir como acarreadores de epitopos
heterélogos. ®  El gen que codifica para OmpC de Saimonella typhi ha sido aislado

se conoce su secuencia '™

y esta clonado en el pidsmido pST13.  Estas protelnas
tienen pesos moleculares de 33 a 38 kDa, se ensamblan como trimeros y forman canales
que permiten la difusion inespecifica de pequefias moléculas hidrofilicas al interior de la
bacteria. ®

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

tienen forma cilindrica, semejante a un barril.  Los estudios cristalogréficos realizados en

18
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OmpF y PhoE Z muestran que el barril esta formado por 16 regiones de hojas |} plegadas
anti-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas
a-hélices intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras § de manera

pseudo-ciclica, mediante un enlace i6nico entre el extremo carboxilo de la hoja §-16 y el
extremo amino de la hoja f-1. En el centro del barril se forma un canal inclinado con

respecto al eje longitudinal.

Figura 2 : Estructura secundaria de la porina OmpC de Sa/monella typhi donde se
observan los ocho /0ops ¢ asas externas

19
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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 periplasmico esta definido para
las vueltas 8.  El mayor numero de diferencias en la secuencia protéica entre una y otra
porina se localiza en estas asas expuestas al medio externo y por tanto se les atribuye las
discrepancias en el tamafio de entrada de los poros.

Los monémeros de las porinas se ensamblan en el espacio periplasmico de la
bacteria para incorporarse a la membrana externa y formar trimeros? La principal
contribucién a la formacién del trimero es et entrecruzamiento de |as regiones hidrofébicas
de las vueltas 3- 15 y f3- 16, donde los diez residuos carboxilo de la regién 3-16, en
particular el ultimo (una fenilalanina muy conservada en las porinas), son esenciales para

el comecto ensamblaje y |a estabilidad de la porina '® '®

La estructura de las porinas presenta una gran estabildad en presencia de
detergentes como las sales biliares y el SDS, y son altamente resistentes a la accién de
algunas proteasas . La expresion de las porinas esta regulada por las condiciones de
crecimiento, como la actividad osmotica y la temperatura.  En un medio de cultivo comun
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 unicamente bajo
condiciones de escasez de fosfatos. La expresion de OmpF se reprime por la
temperatura y la osmolaridad elevadas, por lo que algunas cepas no sintetizan esta
proteina a 37°C o en presencia de aproximadamente 0.9% de NaC!.  Por el contrario, la
expresién de OmpC se favorece con niveles elevados de sales.  Por uitimo, se han
descrito mutantes de Sa/monelia typhl carentes de porinas, esta mutacion las hace mas
resistentes al cloramfenicol '®

En el presente proyecto se pretende construir un pldsmido que contenga epitopos
de Plasmodium faiciparum en el asa cinco de la porina OmpC la cual se encuentra
formando parte del pléasmido utilizado y posteriormente transformar una bacteria
Escherichla coll con la construccién para que exprase dichos epitopos en la superficie de
la bacteria.

20
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA :

Se construiran proteinas de fusion entre la porina OmpC de Salmonelia typhi y
el epitopo inmunodominante (NANP), de Plasmodium falciparum de esta forma la
protelna sera transportada a la membrana externa. Se espera que la proteina de
fusion que contiene el epitopo (NANP); no trastornaré la estructura tridimensional de
la porina OmpC, pues se ha elegido como sitio de cionacion la region que codifica
para una asa externa

3. MODELO EXPERIMENTAL.:

| Plismido pST13 |
I
| Obtencién de la fusién mediante PCR |

|

| Mapeo de fusién |
1

| Clonaclén en pST13|
|

| Transformacién en E.coli UH302 |
|
| Seguimiento de colonias mediante Cofony Biot |
|
[ Mapeo de las colonias por enzimas de restriccion |

|
Busqueda del gen OmpC-NANP's
mediante Southern Blot y Northern Blot
I

Verificacién de expresion de la proteina OmpC-NANP's
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4. OBJETIVO:

Expresar en la superficie de Escherichia coli la regién central NANP de la
proteina circumsporozoitica presente en Plasmodium falciparum

8. HIPOTESIS :

La proteina de fusién clonada en la porina OmpC presente en un vector y
transformada en una Escherichia coli daré lugar a la expresién de dicha protelna en
la superficie de la bacteria.

6. MATERIALES Y METODOS
8.1 CEPAS BACTERIANAS

o Escherichia coli UH302 , cepa mutante deficiente en porinas OmpC donada por el
Dr. U. Henning.

o Escherichia coli UH302 pST13, cepa mutante que presenta el plasmido que tiene
el gen que codifica para la OmpC.

o Saimonella typhi Ty2, bacteria silvestre

6.2 PLASMIDOS

o 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. ' (Figura 3)

o pST 13-OmpC-NANP's. Se reporta en este {rabajo. Contiene el epilopo (NANP),
de Plasmodium faiciparum integrado al gen de i{a OmpC y el gen que codifica para
la resistencia a ampicilina.
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Cla

Pvul
Pst |

Amp

p8T13
8200 pbs

OmpC

Figura 3 : Mapa del plésmido pST13. La figura muestra los sitios de restriccion del
plasmido; el inicio y final del gen que codifica para la porina OmpC asl como la

localizacién del gen que codifica para la resistencia a ampicilina (Amp).
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6.3 ESTRATEGIA DE CLONACION
6.3.1 Elaboracion de fusion OmpC-NANP' s

A partir de la secuencia de OmpC reportada en la literatura, se disefaron
oligonucledtidos (primers o cebadores) para amplificar mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa ( PCR ) % el gen que codifica para dicha proteina insertando la secuencia
que codifica para (NANP); utilizando como templete el plasmido pST13.

Los oligonucledtidos intemos seran hibridos con la secuencia que codifica para
(NANP); y la correspondiente a la asa cinco de OmpC. De tal manera que la fusion se
lograra por PCR, después de amplificar por separado ambas mitades del gen. (Figura 4)

Los oligonucleétidos iniciadores empleados fueron, para el extremo 5' la secuencia:

§ 3

AAC GCC AAT CCT AAC GCT AAT CCG AAC GCT AAC CCG GAT CGC GCC ACG GTT TAC

N A NP N ANP N AN P D R A T VY

Region que codifica para NANP's Region que codifica para OmpC

en el cual se incluyo un sitio de restriccion EcoR | Para el extremo 3', la secuencia:

3 5

TIT GCA TGA CGG CTA QTA TTG CGG TTA GGA TTG CGATTA GGC TTG CGATTG GGC

K R T A D Q N A NP N AN P NANUP

Regién que codifica para OmpC Regién que codifica para NANP's

en el cual se incluyo un sitio de restriccion Hind 1.
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Figura 4 : Sustitucion del asa 5 por parte del epitopo (NANP), . La figura nos muestra
la amplificacién de dos subproductos que al unirse dieron lugar al producto de fusion el
cual incluye el epitopo (NANP); en el asa 5.
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La amplificacidn se lievé a cabo en un termociclador (Robocycler, Stratagene), bajo
las siguientes condiciones:

Reactivo Concentracion
DNA plasmidico pST13 0.1mg
Oligonucledtidos o "primers” 50 pg
Mezcla de dNTP's 02mM
MgCl; 1.3nM
Taq DNA polimerasa 11U

Buffer de reaccion 10X 10 ul
Agua inyectable c.b.p. 100 pl

A) Enuntubo Eppendorf para PCR se puso lo siguiente : 1 ig del plasmido pST13, 3
ul de dNTP's 10mM diluidos 1:10, 3 .l de amortiguador 10X, 2 ul de cloruro de
magnesio 25mM, 3 ul 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 8) 10 ul de
agua estéril, 2 ut de DMSO, 1ul de la enzima Tagq-polimerasa de 1 IU / pl, 15 pl de
aceite mineral grado Biologia Molecular (Boehringer Mannheim).  Se programé el

termociclador Robocycler, Stratagene) con las siguientes condiciones.

NUMERO DE | DESNATURALIZACION | ALINEAMIENTO | EXTENSION NUMERO DE
VENTANA T°C/MINUTOS T*C/MINUTOS | T°C/MINUTOS 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 5,

500 pbe

129

paT43
8200 pbs

OmpC 700 pbe

INICIO DE OmpC

Figura 5 : Localizacién de los oligonucleétidos en el plasmido pST13. La figura
muestra la posicién de los oligonucledtidos que participaron en la amplificacién de los
dos subproductos que finalmente dieron lugar al producto de fusién.

27
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B) En un tubo Eppendorf para PCR se realizo una segunda PCR poniendo io
siguiente : 1 pg de los productos de la PCR anterior ( subproductos Ay B ), 3 ul de
dNTP’s 10mM diluidos 1:10, 3 ul de amortiguador 10X, 2 nl de cloruro de magnesio
25mM, 3 nl de cebadores correspondientes al principio y fin del gen de la OmpC
(cebadores 73y 127), 10 ul de agua estéril, 2 i de DMSQ, 2 ul de de la enzima Tag-
polimerasa de 11U/ ul, 15 ul de aceite mineral grado Biologia Molecular. (Boehringer
Mannheim). Se program¢ el termociclador Robocycler, Stratagene) con las siguientes

condiciones:
NUMERO DE | DESNATURALIZACION | ALINEAMIENTO | EXTENSION NUMERO DE
VENTANA T°C / MINUTOS T°C /MINUTOS | T°C/MINUTOS CICLOS
1 92°C/ 3 45°C /1 2 72°C 12 i
92°C /1’ 45°C /110" 72°C /1 20
3 92°C/ 4’ 45°C/ 1’ 72°C /1 1

Finalmente se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa para verificar ia
presencia de! producto de fusion. (Figura 6)

6.3.2 Ingenieria genética.

La manipulacién del DNA se realizé de acuerdo a los métodos y procedimientos
recomendados por Sambrook, Fritch , Maniatis, ® Dietfenbach y Dveksier. %

La concentracién de DNA utilizado para la construccion del pST13 OmpC -
NANP’s fue estimada semicuantitativamente mediante la comparacién de un estandar
de pesos moleculares, los cuales son sometidos a electroforesis en gel de agarosa, al

mismo tiempo que la muestra problema. *
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FINAL DE OmpC

PRODUCTO
DE

Amp

peT1 NANP's [~  FUSION

8200 pbs
OmpC

1200 pbs

INICIO DE OmpC

Figura 8 : Producto de Fusién en el plasmido pST13 como resultado de la PCR de
los subproductos se obtuvo como producto final la fusién segmento de 1200 pbs.
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A. Digestiones

La longitud del DNA fue estimada mediante la comparacion de dos estandares
de 1Kb DNA Ladder (GIBCO, BRL) y algunas electroforesis con 600 pb DNA Ladder
(GIBCO, BRL). Aproximadamente 25 ug de DNA fueron depositados en tubos
Eppendorf  Las digestiones se realizaron en un volumen final de 30 i, durante dos
horas a 37°C, adicionando 1 .l de enzima de restriccidén (Boehringer Mannheim), 3 ul
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 cémara horizontal (Horizon 58, BRL), con 10 ul de DNA a 60 V ( 12 Vicm® ) |
durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 1X. La agarosa
contenia 1ug de bromuro de etidio, al terminar el corrimiento el gel se observd sobre un
analizador de imagenes de luz uliravioleta para ser fotografiado ( Digital Imaging
System, 1S-1000).

C. Purificacién de Proteina de Fusién

El fragmento obtenido mediante PCR fue cortado del gel de agarosa y
depositado en tubos Eppendorf para su purificacion mediante la técnica de Gene
Clean'®. Se agregaron 800 Ll de yoduro de sodio 6 M, incubéandose a 56 °C hasta la
disolucién de la agarosa, se le agregd 10 .l de perlas de vidrio, se incubé en hielo
durante media hora agitando el tubo frecuentemente, enseguida se centrifugé un
minuto a 6,000 rom y se eliminé el scbrenadante, |as perlas de vidrio se lavaron tres
veces con una solucién amortiguadora (NaCl 50 mM y etanol al 50%), después se
resuspendieron en 15 .l de agua inyectable estéril, se dejaron 20 minutos a 56 °C, se
centrifugd de nuevo y el sobrenadante se trasiadé a un tubo limpio. Se repiti¢ e! paso

30



6 MATERIALES Y METODOS

nterior teniendo un volumen final de 30 ul de DNA purificado. Por ultimo se realiz
una electroforesis en gel de agarosa, para verificar la presencia y concentracién de
DNA.

D. Desfosforilacion

El fragmento purificado mediante la técnica de Gene Clean se traté con CIP
(Calf Intestine Phosphatase, GIBCO) enzima que cataliza la hidrélisis de residuos 5°
fosfato de DNA. (Figura 7). Los productos desfosforilados poseen terminaciones 5°
hidroxi cuya funcion es evitar la autoligacion del plésmido asegurando la ligacién del
vector con el inserto.  En tubos Eppendorf se deposité 1.ug de DNA ya purificado. Se
llevé a un volumen final de 30 ul incubando durante 30 minutos a 37 °C adicionando 3
ul de amortiguador, 3 plde la enzima CIPy 12 ul de agua estéril. Para desactivar
la enzima la mezcla se calentd a 75°C durante 10 minutos.

cip

¥ P oH ¥ e 5 OH—— 01 ¥
¥ H——P 5 " 3¥ OH———O0H ¥

Figura 7 : Desfosforilacion de DNA. La figura muestra la accion de la enzima CIP en

residuos fosfato del DNA teniendo como resultado hidroxitos en los extremos 5° .
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E. Ligacién

En un tubo Eppendorf se mezclaron 50 ng del vector pST13 (digerido con la
enzima de restriccion Kpn |, purificado por Gene Clean y desfosforilado mediante CIP)
100 ng del producto de fusién (inserto) digerida con la enzima de restricciéon Kpn |y
purificadé por la técnica de Gene Clean, se agregaron 2.5 ul de amortiguador, 2 ul de
la enzima T, ligasa (GIBCO, BRL) y 11.5 ul de agua estéril incubandose toda la noche
a15°C.

F. Transformacion

Se cultivo Escherichia coli UH302 en 50 ml de medio BHI hasta fase
logaritmica. Se cosecho la bacteria por centrifugacién a 6,000 rpm durante 10 min
lavandose dos veces con una mezcla fria de cloruro de calcio 100 mM, glucosa 50 mM
y Tns-HCl 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 ul de la
suspensidn bacteriana se depositaron en un tubo Eppendorf y se les adicioné 15u! de
la mezcla de ligacion dejandose 30 minutos en hielo. Se incubd la mezcla a 42°C
durante 1 minuto y se dej6 5 min en hielo, se le agregé 800 ul de medio SOC (250 mM
de KCI, 100 mM de MgCl,, triptona 2 g, extracto de levadura 5 g, glucosa 20mM para
un litro), se agitd y se incubd durante 45 min a 37°C. Por uitimo, 100 ul del cultivo
anterior se sembro en una placa de medio BHI que contenia 75ug / ml de ampicilina y
se incubd a 37°C durante 24 hrs.

8.4. Identificacion de las colonias transformadas
8.4.1 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 NaCl 1.5 My NaOH 0.5 M durante 2 min, posteriormente se
neutralizé en NaCl 1.5 My Tris-HCI 0.5 M pH 8.0 por 5 min y por ultimo se lavaron con
Tris-HCI 0.2 My SSC 2X.  Se dej6 secar la membrana y posteriormente se llevd a
cabo el entrecruzamiento durante 1 min (UV-Stratalinker 1800 , Stratagene).

Se preparé una sonda para la hibridacion de acuerdo al método de iniciador al
azar ( “Random Primer” ) de la siguiente manera: Aproximadamente 100 ug de DNA
correspondientes al producto de fusién, se desnaturalizaron por ebuilicion durante 10
min y se transfirieron en hielo durante 5 min, posteriormente se le afadi6 6 ul de
dNTP's 5X (sin citocinas), 7 ul de o -CTP (citocina marcada con ¥ P), 6 ul de
amortiguador para la polimerasa Kienow (fragmento largo de la DNA polimerasa |) y 1
ul de dicha enzima. Se incubd 1 hr a temperatura ambiente y finalmente se afadieron
2.5 ml del reactivo A ( NENSORB* 20) para detener la reaccién. Después de lo
anterior la sonda marcada se purificd mediante una columna de Sephadex G-50
(Sigma).  La membrana se puso en solucién de hibridaciéon (SSC 6X, DENHARDT
10% (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA (fracciénV) 10 g en un litro de agua estéril) y SDS
0.1%) se afadié la sonda radioactiva (previamente desnaturalizada) incubando toda
la noche a 68°C (Hibridizer 700, Stratagene), posteriormente se lavo la membrana tres
veces durante 15 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1%, SSC 0.5X), y se
dejé exponer ante una pelicula (Kodak ), durante 2 horas.

8.4.2 Obtencién de DNA plasmidico

Se seleccionaron las colonias positivas del Colony Blot la cuales se crecieron
por separado en 30 ml de BHI con ampicilina, se cosecharon y lavaron 2 veces con
8SlI. Posteriormente, se realizé una minipreparacion para extraccion de DNA
plasmidico donde a la pastilla bacteriana previamente lavada con SSI se le adiciond
300 pl de TELT (Tritén X100, EDTA 62.5mM y LiCl 2.5M) y lisozima, la mezcla de agité
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vigorosamente y se sometid a ebullicion durante 1 min, se centrifugé a 10,000 rpm
durante 10 minutos. Ei sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorf que contenia
100 u! de isopropanol frio, se mezcld y se centrifugd nuevamente a 8000 rpm
(Mikroliter Heltich) durante 10 min a 4°C, la pastilla resultante correspondiende ai DNA
plasmidico se lavé una vez con etanol al 70% , se dejo secar y se resuspendit en 25
de agua inyectable estéril. Por ultimo se verifico la construccion por medio de enzimas
de restriccion.

8.5. Verificacion de la presencia del gen de la construcciéon OmpC -
NANP's

8.5.1 Southern Blot

Se realizd una electroforesis en gel de agarosa (Ultra pure, GIBCO, BRL) al 1%,
en una cémara horizontal (Horizon 58, BRL) a 60 V ( 12 Viem®), de 25 ug de DNA de
clonas digeridas con enzimas de restriccion y su respectivo control (vector pST13
digerido con la enzima correspondiente), durante 45 min utilizando como amortiguador
de corrimiento TAE 1X. La agarosa contenia 1ug de bromuro de etidio, al terminar el
corrimiento el gel se observd sobre un analizador de imagenes de luz ultravioleta para
verificar |a presencia del DNA digerido ( Digital Imaging System, 1S-1000).

El DNA se transfirio @ un papel de nitrocelulosa 0.45 Micron Hybond-C de
Amersham por difusion capilar y se fij6 mediante la utilizacion de luz UV. La
preparacion de la sonda fue igual al Colony Blot. La hibridaciéon se realizd
colocando la membrana en solucion de hibridacion (SSC 6X, DENHARDT 10% (Ficoll
10 g, Pup 10 g, BSA (fracciénV) 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 lavé la membrana tres veces durante
15 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1%, SSC 0.5X), y se dejé exponer
ante una pelicula (Kodak), durante 2 horas.
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6.5.2 Extraccion de RNA y deteccién de RNAm por Northern Blot

Se inoculéd una colonia bacteriana en 5 ml de medio BHI dejandose crecer toda la
noche, se centrifugd y la pastilla bacteriana se lavé con solucién salina, se resuspendi6 en
SSly se ajusté espectrofotométricamente a 1X10° bacterias en 100 mi de TE estéril, se
adicioné 1 ml Trizol (Gibco BRL), se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se
adicion6 0.2 ml de cloroformo por ml de Trizol. Se incubd a temperatura ambiente por 10
min y se centrifugd a 12,000 x g por 15 min, se separé |la fase acuosa y se mezclé con un
volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo.  Se centrifug6 y separé la fase acuosa,
la cual se precipité con 0.5 ml de isopropanol por cada mi de Trizol, se incubd por 10
minutos en frio y se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a4°C.  El RNA total precipitado se
lavé con 1 ml de etanol al 75% frio, se resuspendi® en agua estéril libre de RNasa y se
midi6 la concentracion en el espectrofétometro a 260 nm.

Se corrié un ge! de agarosa al 1% (1 gr de agarosa, buffer de corrimiento 1X,
formaldehido 2.2 M) de 50 ug de RNA total, a 80 V. Se transfirié la muestra por difusion
capilar a una membrana de nylon . (Hybond-N' nucleic acid-transfer). por difusién capilar
y se fij6 mediante la utilizacion de luz UV. La preparacién de la sonda fue igua! al
Colony Biot. La hibridacién se realizo colocando la membrana en solucion de
hibridacién (SSC 6X, DENHARDT 10% (Ficoll 10 g, Pup 10 g, BSA (fraccionV) 10 g en
un litro de agua estéril) y SDS 01%) y la sonda radioactiva (previamente
desnaturalizada) incubando toda la noche a 68°C (Hibridizer 700, Stratagene),
posteriormente se lavd la membrana tres veces durante 15 min a 68°C con
amortiguador de lavado (SDS 0.1%, SSC 0.5X), y se dejé exponer ante una pelicula
(Kodak), durante 2 horas.

6.6 Busqueda del marco de lectura en clonas positivas.

La seleccién de las clonas con marco de lectura se llevé a cabo mediante la
digestién de las clonas con la enzima de restriccion Pvu Il
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6.7 Verificacion de la expresion del la proteina de fusion OmpC-NANP's

6.7.1 Obtencidn y purificacion de proteinas de membrana externa

Se realizd por medio de la técnica propuesta por Schnaitman. % Se cultivaron
bacterias en BHI, y se ajustaron a una densidad éptica entre 1.0 y 1.5 a 540 nm se
cosecharon por centrifugacion lavando 3 veces con SSI.  Las bacterias se rompieron
por sonicacion a 180 watts ( Sonicator Ultrasonic proccesor XL misonix ). por periodos
de 2 min en baflo de hielo.  Para eliminar las bacterias enteras de la suspensién
sonicada, ésta se centrifugd a 6,000 rpm durante 15 min (Sorvall RT 6000 D), el
sobrenadante se sedimentd por ultracentrifugacion a 45,000 rpm durante 45 min a 4°C
(Sorvall Ultra Pro 80 ), éste se solubilizé con 1 ml de MgSO. agregando 20 ul de
DNasa y 20 il de RNasa incubando durante 45 minutos a 37 °C.  Se ultracentrifugé a
45,000 rpm durante 45 min a 4°C (Sorvall Ultra Pro 80 ). La pastilla se resuspendié en
HEPES 10 mM pH 7.7. Se ultracentrifugé nuevamente a 45,000 rpm durante 45 min a
4°C (Sorvall Ultra Pro 80).  La pastilla se solubiliz6 en en Tritén X-100 al 2% en
HEPES 0.01M pH 7.4 centrifugando a 45,000 rpm durante 45 min a 4°C (Sorvall Ultra
Pro 80 ). La pastilla se resuspendi6 en  Tris-EDTA-Tritén (0.05M-5mM-2%
respectivamente) pH 7.2 se incub6 durante 10 minutos a 37°C y posteriormente se
ultracentrifug6 a 55,000 rpm 45 min a 4°C (Sorvall Ultra Pro 80 ). El sobrenadante se
precipité con acetona en una relacién 3:1, se dejé toda la noche a -70 (REVCO Ins).
Al cabo de este periodo se centrifugé a 6,000 rpm durante 30 min (Sorvall Ins), e!
precipitado se resuspendio finaimente en HEPES 0.01M pH 7.7.

6.7.2 Cuantificacion de proteina

Se llevo a cabo por medio de la técnica descrita por Lowry &  Se realizd una
curva estandar con albumina sérica bovina como proteina de referencia donde se leyd
la concentracion de proteinas de membrana externa presentes en alicuotas de 100 pl
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y 300 ul obteniéndose posteriormente el valor medio de la concentracién de las
proteinas de las diferentes cepas utilizadas.

8.7.3 Electroforesis de proteinas de membrana extema en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) '°

La SDS-PAGE de las proteinas de membrana externa de cada una de las cepas se
realizb6 en una unidad electroforética para geles verticales en placa (LKB instruments) en
condiciones reductoras y sistema de amortiguadores discontinuos, de acuerdo al método
de Laemmii % poniendo 30 ug / ml de proteina en ceada 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 present6 12 %
de acrilamida, 2.5% de bisacrilamida, 0.66 % de SDS en amortiguador de Tris-HCI 1.5 M
pH 8.8. Las muestras (proteina de membrana externa purificada) se resuspendieron en
amortiguador de muestra (Tris 0.5 M pH=6.8, que contenia SDS al 2 %, p-mercaptoetanol
al 5 %, glicerol al 10 % y azul de bromofeno! al 0.1%) y se hirvieron por § min. El
corrimiento electroforético se llevé a cabo durante aproximadamente 5 hrs. empleando 5
voits 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. Tincién con azul de Coomassie

El gel se tifiié durante 1 h en una solucién de azul de Coomassie R-250 al
0.25% en metanol-acido acético-agua (45:10.45) y se destifié empleando una solucién de
metanol-&cido acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo del gel se observé transparente.
Posteriormente el gel se secd y se sacd foto.
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B. Tincion de plata

Se traté el gel con una solucién prefijadora ( metanol 50 %, acido acético
10%, agua bidestilada 40 % ) durante 30 minutos. Posteriormente se dej6 durante 16
horas en solucion fijadora ( glutaraidehido 10% ).  Se lavé el gel 3 veces con agua
bidestilada en intervalos de 15 minutos. Se agregé solucion para tefiir ( 30 % de NH.OH,
NaOH 0.36% y 19.4 % de nitrato de plata) durante 15 minutos. El gel se reveld con una
solucion de citrato de sodio al 0.5 % y 0.5 ml de una solucién de formaldehido al 37 %.
Para detener la reaccion el gel se traté con una mezcla de agua bidestilada y soluctén
fijiadora (V/V). Finalmente el gel se seco y se fotografio.

6.7.4 Inmunoelectrotransferencia { Westem blot)

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa de 0.45 Micron Hybond-C de Amersham, en una unidad de transferencia
electrénica LKB 2005 TRANSPHOR por 3 hrs a 0.5 amperes alimentado por una fuente de
poder LKB 2005 TRANSPHOR de acuerdo al método de Towbin.

Posterior a esto el papel de nitrocelulosa se bloqued por 1 hr con leche al 5 % en
PBS, y después se lavé 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 empled en una dilucion 1:1000 en PBS-Leche al 5% durante 1 hr a
37°C y se procedié a lavar en las mismas condiciones que se mencionaron arriba. Se
adiciond el segundo anticuerpo revelador el cual consistié en un conjugado de cabra contra
IgG de conejo y peroxidasa (Sigma) diluido 1:1000 durante 45 min. La reaccion
inmunolégica se reveld con a 4-Cloro Naftol - H,0,.  El método se llevé a cabo a una
temperatura de 37°C.
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6.7.8 Ensayo de Citoflourometria indirecta (FACS)

Se cultivaron bacterias en BHI y se ajustaron a una densidad optica de 0.6 a
540 nm se cosecharon por centrifugacién lavando 3 veces con PBS 1X. El total de
bacterias fue de 1x10° por mililitro pudiéndose medir por medio de espectrofotometro.
Se repartié la bacteria en tubos Eppendorf estériles y se llevé a cabo una dilucién
1:100 con PBS 1X para obtener 1x10° bacterias por mililitro. Los tubos se
centrifugaron a 10,000 rpm. Las pastillas se resuspendieron con su anticuerpo
correspondiente  (anticuerpo monoclonal de ratéon contra OmpC o anticuerpo
monoclonal de raton NANP asi como anticuerpo policlonal de conejo), incubandose
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 utilizé gamas de
cabra anti-lgG de ratdn conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) para los
tubos que tenian anticuerpo monoclonal de ratén contra OmpC y para los tubos que
contenian anticuerpo policlonal de conejo se le agregé anti IgG de conejo, conjugado a
FITC. Se incubaron durante 2 horas a 4°C y se lavaron dos veces y se resuspendid
la pastilla en 500 ul de yoduro de propidio. La intensidad de fluorescencia se
determind en un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View. C.A.).
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7. RESULTADOS

7.1 CONSTRUCCION DE LA PROTEINA DE FUSION E INGENIERIA
GENETICA

E! plasmido pST13 contiene el gen que codifica para la porina OmpC de
Salmonelia typhi asi como el gen que codifica para la resistencia a ampicilina.

Al llevar a cabo la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) del plasmido
pST13 utilizando los primers que inclulan al epitopo (NANP); asi como las regiones
que codificaban para la porina OmpC se obtuvieron dos subproductos @s decir dos
genes sintéticos Ay B.

Los subproductos A y B se unieron mediante PCR por medio de la cual se
obtuvo un producto de fusién. (Figura 8)

PRODUCTO BANDA EN PARES DE BASES (pb)
A 500 pb
B 700 pb
FUSION 1200 pb

Se verifico a la proteina de fusion (Figura 9) llevando a cabo un mapeo con
enzimas de restriccion.

PRODUCTO DE | NUMERO DE | TAMANO DE LAS BANDAS EN
FUSION BANDAS PARES DE BASES (pb)
Sin digerir 1 1200 pb
Digerido con Kpn | 3 750 pb; 350 pb; 100 pb
| Digerido con Pst | 2 950 pb. 250 pb
| Digerido con Pvul 1 1200 pb
| Digerido con Pvu I 2 970 pb; 230 pb

(Figura 10)
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1000pb >

500pb

Camil 1 Indicador de 1Kb

Carril 2 | Subproducto A de 500 pb
Camil 3 | Subproducto B de 700 pb
Carril 4 | Producto de fusién de 1200 pb

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

de fusion.
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PRODUCTO DE FUSION

EcoRl Kpnl (NANP)3 Hpal Pwll  Kpnl  Pstl Hind Il

[ | | I I I

T T T T T T Y T

1200 pbs

Figura 9 : Mapa del producto de fusién. La figura muestra los sitios de restriccion
que presenta la fusion donde se puede observar la eliminacion del sitio Pvu | el cual se
sustituyd por el epitopo (NANP);
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1000 pb  — HE

600pb

200pb -

[ Carril1 [ Indicador de 600 pbs
Carrll 2 | Fusion sin digerir
Carrll 3 | Fusion digerida con enzima Kpn | l
Carrll 4 Fusion digenda con enzima Pst |
Carrll § Fusién digerida con enzima Pvu Il
Carril 6 Fusion digerida con enzima Pwu |
Carril 7 Porina OmpC digerida con Pvu !
Carril 8 Porina OmpC sin digerir

Carril § Indicador de 600 pbs

i e s e b

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa del mapa del producto de fusion.
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Posteriormente se hizo la preparacion del inserto (producto de fusion) y el vector

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

DIGESTION CON ENZIMA BANDAS TAMANO DE LAS BANDAS EN
Kpn | DE: PARES DE BASES (pb)
Vector (pST 13) 2 4450 pb, 750 pb
Inserto 3 750 pb: 350 pb; 100 pb
(producto de fusion)

(Figura 12)

56

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

siguientes bandas:

GENE CLEAN DE: BANDA SEPARADA
Vector 4450 pb
Inserto 750 pb
(Figura 13)

El vector se desfosforilé para evitar que se cerrara por tener los mismos extremos ya
que al no desfosforilar se puede impedir la entrada del inserto.

Se llevo a cabo la ligacion del inserto y vector dando lugar a un nuevo plasmido
pST13 OmpC - NANP's.
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Cla

Kpnl
(NANP),

Hpa |
Pw ll

VECTOR INSERTO
4480 phe 750 phe

Figura 11 : Vector ¢ inserto digeridos con la enzima Kpn I
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4000pb -
600 pb -
500pb -
VECTOR INSERTO
[Carit 1 T indicador de 1 Kb | Carril 1 | Indicador de 1 Kb |

| Carril 2 | pST13 digerido con Kpn | | Carril 2 | Producto de fusién sin digerir |

Carril 3 | Producto de fusion digerdo con
enzima Kpn |

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa del vector e inserto
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1 2 3
4000pb -
800pb -
Carril 1 indicador de | Kb
Carmril 2 inserto de 750 pb
Carril 3 Vector de 4450 pb

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

Gene Clean de vector e inserto,
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7.2 IDENTIFICACION DE COLONIAS POSITIVAS

Posteriormente se transformé en E. coli UH302 que como ya se menciono presenta
una mutacién que le da a la bacteria como principal caracteristica ser deficiente en porina
OmpC.

Se obtuvieron 70 colonias transformadas y por medio de Colony Biot se
seleccionaron 4 colonias positivas es decir aquellas que presentaron la construccién
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 llevo a cabo un mapeo por medio de enzimas de
restriccion obteniéndose lo siguiente:

DIGESTIONDE: | ENZIMA BANDAS TAMANO DE LAS BANDAS EN
PARES DE BASES (pb)

pST 13 Kpn | 2 4450 pb; 750 pb

pST 13 Pvut 2 3900 pb; 1300pb

pST 13 Pvu 2 3500 pb; 1700 pb

Clona Kpn | 2 4450 pb, 750 pb

Clona Pwil 1 5200 pb

Clona Pwill 2 3500 pb;, 1700 pb
(Figura 18)

En la Figura 9 y 15 se puede observar que el sitio de restriccion Pvu | fue

eliminado Se utilizé6 como control positivo el plésmido pST 13 digerido con las enzimas de
restriccion empleadas en las clonas.
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Colonia positiva —

Figura 14 : Colony Blot. En esta figura se puede observar el testigo positivo asi como las
colonias que fueron positivas. Se utilizd como sonda al producto de fusién marcado con

2p
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Clal

Pvul
Psti

OmpC - NANP's

Figura 16 : Mapa del plésmido pST13 OmpC - NANP's . La figura muestra los sitios de
restriccion asi como la localizacidon del epitopo (NANP),
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1 2 3 45 68 7

4000 pb -

1600 pb -

§00pb -

Canmil 1 Indicador de 1 Kb

Camil 2 pST13 digerido con enzima Kpn |
Camil 3 Clona D2 digerida con enzima Kpn |
Camil 4 pST13 digerdo con enzima Pwu il
Camil § Clona D2 digerida con enzima Pwu |l
Carril 6 pST13 digerido con enzima Pvu |
Camil 7 | Clona D2 digerida con enzima Pvu |~

Figura 18 : Electroforesis en gel de agarosa del mapa de la construccion OmpC-
NANP's
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7.3 PRESENCIA Y FUNCIONALIDAD DEL GEN DE LA CONSTRUCCION OmpC-
NANP's

Se llevd a cabo un Southern Blot para verificar la presencia del gen de la
construccion utilizando como sonda el producto de fusién marcado con ® P; donde se
pudo observar la presencia del gen en las clonas asi como el control utilizado pST13 este
ultimo 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 transcripcion de RNA se lievo a cabo un
Northern Biot de donde se extrajo RNAmM. Se pudo ver que el gen se expresa en las
clonas por la marca negra que se observo en la placa. (Figura 18)

1 234667
6.

§200 pb - ‘---.
[ _J

[ _J
1300 pb - -

750 pb - C Y

Camil 1 Clona D2 sin digenr

Caril 2 Clona D2 digerida con enzima Pwu |l
Caril 3 pST13 digerido con enzima Pwvu |l
Canil 4 Clona D2 digerida con enzima Pwu |
Camil 8 pST13 digerido con enzima Pwu |
Carril 6 Clona D2 digerida con enzima Kpn |
Carrl 7 pST13 digerido con enzima Kpn |

Figura 17 : Placa de Southem Blot donde se aprecia la presencia del gen OmpC-
NANP’s. Se utiliz6 como sonda la fusién marcada con ¥ P.
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Canmil 1 Clona D1
Canil 2 Escherichia coll UH302
Camil 3 Escherichia coli UH302 - pST13

Figura 18 : Placa de Northern Blot donde se ve la presencia de funcionalidad por parte
de la construccion OmpC - NANP's. El método es parecido al Colony Biot donde
unicamente nos interesé observar la presencia de RNAm. en la placa.  Se utilizé como

sonda la fusién marcada con 2P.
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7.4 MARCO DE LECTURA EN LAS CLONAS POSITIVAS

Se determiné al digerir las clonas con la enzima de restriccion Pvu ll.  El marco de
lectura es de interés debido a que si las clonas no lo presentan (Figura 19) Ia proteina de
OmpC - NANP's no se expresaria en la superficie de la bacteria. Como se observa en
la Figura 20 el marco de lectura involucra la posicion en la que el inserto fue ligado.

DIGESTION DE: ENZIMA BANDAS | TAMANO DE LAS BANDAS
EN PARES DE BASES (pb)
pST 13 Pwli 2 3500 pb; 1700 pb
Clona con marco de Pwll 2 3500 pb; 1700 pb
lectura
Clona sin marco de Pwll 2 3100 pb; 2100 pb
lectura
{Figura 21)
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Cla |
Pw
Psti Kon |

Pvull
OmpC - NANP's Hpa!

Kpn |
Hpel

Figura 19 : Clona sin marco de lectura donde se puede apreciar la posicion del sitio de
restriccion Pvu .

5%



7. RESULTADOS

Clali

Pvu |
Pstl

Figura 20 : Clona con marco de lectura donde se puede apreciar la posicion del sitio de
restriccion Pvu I,
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Camil 1 Indicador de 1 Kb
Camil 2 Clona D2 sin digerir
Camil 3 pST13 digendo con enzima Pwu i

Camil 4 Clona D2 digerida con enzima Pwu |l
Camil § Clona A1 digerida con enzima Pwu Ii
Caril 6 Clona F1 digerida con enzima Pwu Il
Camil 7 Clona A2 digerida con enzima Pwu !
Carril 8 Clona F2 digerida con enzima Pwu Il

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

marco de lectura.
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7.5 EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION EN LA SUPERFICIE Escherichia
coli

Después de obtener las proteinas de membrana externa se cuantificaron mediante
la técnica descrita por Lowry. Se realizé una curva estandar (Tabla 2) con ABS donde se
leyd la concentracién de proteina que se encontraba presente en alicuotas de 100 ul y 300
ul obteniendo posteriomente el valor medio de la concentracién de la clona asi como de
los controles correspondientes.

PROTEINAS DE CONCENTRACION ul NECESARIOS PARA
DE: ng / mi DE 30 ug / mi
UH 302 515.13 58.23
UH 302 pST 13 1247.66 24.04
Salmoneila typhi 903.33 3321
Clona D1 512.86 58.49
Clona F1 673.6 4453

Las muestras se corrieron en condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida y
posteriormente se transfirio y se tifié con azul de Coomassie (Figura 22) donde no se
pudo ver la presencia de la porina OmpC. La presencia de la porina se pudo observar al
tefiir ol gel con plata (Figura 23).

Se llevé a cabo un Western Biot (Figura 24) en donde se pudo verificar la
expresion de la porina OmpC.

Se realizé un FACS (Tabla 3) para ver la presencia de la proteina OmpC - NANP's
de la clona D1 en la superficie de la Escherichia coli UH302. En donde se observd la
expresion tanto de la porina OmpC en la superficie de la bacteria asi como del epitopo
(NANP); .
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ABS

09
09 A

07
(X}

ot 4~

i
Wz

0 80 100 180 200 280

pl

Tabla 2: Curva estindar empleada en la cuantificacion de proteina de membrana
externa por ¢l método de Lowry.
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33 kDa - ! « OmpC

Camil 1 Pesos moleculares

Camil 2 Proteinas de membrana extema de Escherichia coll UH302

Camil 3 Proteinas de membrana extema de Escherichia coll UH302 pST13
Camil 4 Proteinas de membrana extema de Sa/monella typh!

Camil 8 Proteinas de membrana extema de Ciona D1

Camil 8 Proteinas de membrana extema de Ciona F 1

Figura 22 : Electroforesis en gel de poliacrilamida tefido con azul de Coomassie
figura donde no se observa la presencia de la porina OmpC
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OmpC - « 33kDa
Camil 1 Proteinas de membrana extema de Clona F 1
Canil 2 Proteinas de membrana extema de Clona D1
Camvil 3 Proteinas de membrana extema de Sa/monelia typhi
Canil 4 Proteinas de membrana extema de Escherichia coll UH302 pST13
Camil 8 Proteinas de membrana extema de Escherichia coll UH302
Camil 6 Pesos moleculares

Figura 23 : Electroforesis en gel de poliacrilamida teilido con plata figura donde se
observa la presencia de la porina OmpC en una de las clonas.
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12 3 4 586

ompc > — TN -
Carvil 1 E. coli UH302
Camil 2 Porina OmpC
Carril 3 Clona D1
Carril 4 Clona D2
Camil § . Clona F1
Canil 8 Clona A2

Figura 24 : Western Blot 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
CLONAD1 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 : Expresion de proteina OmpC - NANP's en la superficie de E.co// UH302
transformada.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Actuaimente as posible modificar diversas proteinas de enterobacterias utilizando
métodos de ingenieria genética, con el propésito de expresar péptidos (a los que se les
conoce como "pasajeros”) en la superficie bacteriana.  Para ello, se han utilizado como
"vectores’ a las proteinas de membrana externa (como LamB, PhoE, OmpA, TraT), la

flagelina y fimbrias ®

Las proteinas de membrana externa (Omp) contienen sitios “permisivos” donde es
posible insertar secuencias que codifican para péptidos que no perturban la estructura
terciaria de la proteina. '

La proteina periplasmica MalE de Escherichia coli, por ejemplo, puede aceptar
péptidos de hasta 70 aminoacidos &  Este método ha sido utilizado en estudios
topogréficos de las proteinas % para identificar y purificar péptidos con actividades
biolégicas '®'® o para obtener anticuerpos monocionales contra epitopos bien definidos®.
La localizacion de la proteina "vector' determina el tipo de respuesta inmunolégica.

Cuando los epitopos se expresan en LamB, que se exporta a la membrana, de E.
coll se obtiene respuesta de anticuerpos timo independiente, en cambio cuando se
expresan en MalE, que se queda en el espacio peripldsmico, la respuesta de anticuerpos
es dependiente de linfocitos T %,

Utilizando LamB o MalE se ha logrado inducir anticuerpos neutralizantes contra
poliovirus ¥ o contra HIV ' de E. coll.

Las Omp son excelentes candidatos para incluir epitopos en ellas.  Se ha logrado
la expresidn de epitopos en la superficie de la porina PhoE de Eschericha coli '® OmpC
de Saimonelia typhl * y OprF de Pseudomonas seruginosa '%.

La inmunogenicidad intrinseca de las Omp de Sa/monelia 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 porinas

purificadas de S. typhimurium, son capaces de inducir proteccion en ratones ''*'"?

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

aumentando la respuesta celular dirigida contra las porinas n°

La inoculacién de porinas de S. typhimurium, en el cojinete plantar de ratones
inmunizados con dosis subletales, es capaz de generar una reaccién de hipersensibilidad
retardada (DTH) '"". Por otro lado en humanos el LPS y las porinas inducen la
produccién de TNF-, IL-1a, IL4, IL6 e INF-y de manera dosis dependiente 2 Los
enfermos de fiebre tifoidea tienen anticuerpos de clase igM contra las Omp de Saimonella
typhi, durante la fase aguda de la enfermedad en tanto que durante la convalecencia
presentan IgG's que reconocen principalmente a OmpC y OpmF 2 1%

Las Omp ® porinas purificadas 6 asi como la porina OmpC recombinante de S.
typhi “7 son capaces de generar proteccion en ratones al reto, en un modelo de infeccién
intraperitoneal ulilizando mucina.  El LPS contaminante en las preparaciones de PME's, o
de porinas, parece no tener un papel relevante porque a dosis iguales 0 mayores a las
presentes en estas preparaciones no genera proteccion. En un modelo libre de LPS, la
inmunizacién con un plésmido que contiene el gen que codifica para la porina OmpC, se
induce respuesta de anticuerpos contra esta porina % En los mecanismos de proteccién
que inducen las Omp se encuentra involucradas las ramas efectoras humoral y celular de
la inmunidad ®. Como las porinas se encuentran en la superficie bacteriana, son
accesibles a los anticuerposm. En el mismo modelo murino, es posible transferir
pasivamente proteccion, especifica al reto con S. typhi y cruzada ai reto con S.
typhimurium, utilizando un suero hiperinmune de conejo contra Omp 2 Aunque menos
eficientemente, también los anticuerpos monocionales contra porinas protegen al reto con
S. typhi 4 efecto que no se observa administrando anticuerpos monocionales contra LPS
™ Por ofro lado, se ha demostrado que las porinas son capaces de inducir respuestas
especificas de linfocitos T, tanto en ratones % como en humanos . La respuesta

proliferativa de linfocitos T esta controlada genéticamente en el ratén » y promueve la
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activacion de macréfagos7. En ensayos preliminares se ha demostrado que la
inmunizacién con Omp induce linfocitos T citotéxicos especificos contra la porina OmpC ®

En el humano, la inmunizacion con la vacuna parenteral de células muertas induce
menores titulos de anticuerpos contra porinas y respuesta linfoproliferativa mas pobre que
la vacuna atenuada oral. Algunas regiones inmunodominantes de la porina OmpC han
sido localizadas °'. La inmunizacién con péptidos sintéticos induce respuesta de
anticuerpos capaces de reconocer a la porina en la bacteria intacta, estas regiones no son
compartidas por porinas de otras enterobacterias por 10 que probablemente correspondan
a epitopos especificos de Salmonella typhi.

Considerando que existe amplia experiencia en la expresion de epitopos en fa
superficie de enterobacterias y que las porinas de Saimoneila typhi son buenos
inmunégenos. En este tratajo se eligi6 a la porina OmpC como vector de!l epitopo
inmunodominante de células B de Plasmodium faiciparum (NANP), Aungue no se
conoce la estructura cristalografica de la porina, fue posible predecir cuales son las
regiones que se encuentran expuestas al medio, utilizando como modelo la estructura de
OmpF de Escherichia coli. Se disefaron un par de oligonucleétidos que codifican para
tres repeticiones del tetrapéptido NANP (Figura 8) y mediante PCR se substituy6 el asa
cinco de la porina OmpC (Figura 4).  Este gen quimérico se reinsertd en el plasmido
pST13  (Figura 8) y se evalud la produccion de la proteina recombinante (Figura 24 y
Tabla 3). Los métodos reportados anteriormente para la construccion de proteinas de
fusion involucran la insercion de secuencias nuevas en sitios permisibles de las proteinas
de membrana.

En el disefio de los oligonucledtidos que codifican para las tres repeticiones del
tetrapéptido NANP se utilizaron diferentes codones, con el propdsito de evitar que los
olignucledtidos formaran dimeros traslapados.  Esto sin embargo, puede causar que la
eficiencia de la transcripcion disminuya, (Figura 22) pues algunos codones son poco
utilizados por Escherichia coli No obstante, se comprobé mediante citoflourometria
indirecta que la proteina de Escherichla coii UH302 transformada con el plasmido 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, estan conservados (Tabla 3). Por tanto. se cuenta con

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

La expresién de epitopos en la superficie bacteriana utilizando a las porinas
para construir proteinas de fusion ofrece la ventaja de incrementar el numero de
copias del antigeno de interés, aun 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 mas accesibles a los linfocitos B, inducen respuestas

humorales mas eficientes.

Por otro, lado para evaluar la inmunogenicidad de la proteina quimérica se
debera administrar a animales la bacteria acarreadora y 108 anticuerpos que se
generen deberdn reconocer a la proteina nativa, con lo cual se comprobara que el
epitopo adquiere una conformacion espacial semejante a la proteina original.  Para
ello, [a técnica mas conveniente es la inmunofluorescencia aunque otra altemativa es
ELISA utilizando como antigeno MAPS de Plasmodium falciparum. En estudios
recientes se ha comprobado que la inmunizacién de ratones con la bacteria acarreadora ha
inducido anticuerpos haciendo probable el mismo efecto en humanos, asi mismo se ha
llevado a cabo inmunofluorescencia observandose la presencia de la proteina.

Para que esta construccion llegue a ser considerada como candidato a formar
parte de una vacuna, los anticuerpos deberan tener alguna funcién biolégica
relevante, como neutralizacion u opsonizacion. Para esto se tendré que integrar el
gen quimérico en el cromosoma de Sa/monella dando como caracteristica adicional
hacer estable la produccion de la proteina, porque la desventaja principal de utilizar
plasmidos es que las bacterias pueden expulsarlos cuando se crecen en ausencia de
la presion selectiva de los antibioticos, situacion que se presenta cuando se administra
in vivo a la bacteria transformada.
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