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RESUMEN. 

El empleo de la subunidad B de la toxina del célera (CTB) como 

adyuvante es de especial interés para aumentar Ja respuesta inmune humural y 

en mucosas; sin embargo, recientemente se ha propuesto que CTB induce 

tolerancia. Este aumento de la respuesta inmune ha consistido mediante la co- 

administracion, unién quimica, o fusién genética al antigeno de interés. Siendo 

esta ultima alternativa una buena estrategia, mediante la construccién de genes 

hibridos para expresar proteinas de fusién con epitopes en el extremo amino 

terminal (N-terminal) de CTB; éstas incluyen el decapéptido de la enterotoxina 

termoldbil A (St) de E. coli, un péptido de glucosiltransferasa B (GtfB) de 

Streptococcus mutans, wn dodecapéptido de Entamoeba histolytica, el epitopo 

(296-313) de la proteina VP4 del rotavirus humano y, el asa 6 y 7 de la porina 

OmpC de Salmonella typhi que corresponden a los segmentos 246-255 y 290- 

303 de esta proteina. El vector que se empleo para la expresién de los epitopes 

de OmpC y el rotavirus fue el plasmido pJS752-3 (amp"), mediante la clonacién 

de los oligonucledtidos que codificaban para estos péptidos entre los sitios Sac 

Ly Xmal_ en el vector pJS752-3; sin embargo la digestién de ambos sitios es 

dificil porque se sobrelapan. Por ello como estrategia se construyd un nuevo 

vector, mediante la insercién de un segmento de DNA para que estos sitios se 

alejaran. Esta construccién se denominé CTBiet (amp' tet’) porque el segmento 

de DNA que se inserté fue el gene de tetraciclina (tet), consecuentemente las 

bacterias transformadas con este plasmido crecen en presencia de ampicilina y 

tetraciclina; ademas se sacé de marco de lectura a CTB, debido a que se clond
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tet, con su propio promotor, antes de que iniciara el gene cb. El vector 

pCTBtet presentd nuevas ventajas para la construccién de genes hibridos y 

rastreo de las proteinas hibridas producidas, entre estas tenemos las siguientes: 

Dla separacién de los sitios Sacl y Xmal que facilité la digestion; ii)el 

reemplazo de cualquier oligonucleétido que codificara para algtn epitope de 

interés por el gene de tetraciclina; iii)el rapido y facil rastreo de 8 genes de 

fusion que expresaron las regiones externas de la porina OmpC de Salmonella 

typhi en el extremo N-terminal de CTB, mediante la pérdida de resistencia a 

tetraciclina (fenotipo) y/o restitucién del marco de lectura de CTB y deteccion 

de las proteinas hibridas mediante ELISA-GM1; _ iilijeste rastreo evitd la 

purificacién del DNA y/o deteccién de las proteinas hibridas como primer paso 

y, unicamente se realiz6 esto al final para caracterizar las construcciones 

obtenidas. 

Las 8 asas (regiones externas) de OmpC que se expresaron fueron: la asa 

1 (1) SDDKGSDGD; 2 (12) GNQTEGSNDSWT; 3. (L3) 

PEFGGDT YGADNFMQORGN:4(L4)KNGS VSGENTNGRSLLNQNGDGYG; 

5 (L5) RTADQNNTANARLYGDRA, 6 (L6) GISNGSNPSTSYGFAN; 7 (L7) 

DISNGYGASYGDNI, y 8 (L8) LLDKNDFTRDGINTDD. 

En conclusién, el nuevo vector que se construyé6 (pCTBtet) permitid el 

rapido y facil rastreo de 8 construcciones que expresaron de 9-24 aminoacidos en 

el extremo N-terminal de CTB. Ademés la conformacién de las proteinas hibridas 

no se altero porque CTB reconocié a su receptor GM1, mediante la técnica de 

ELISA-GMI. Este plasmido permitiré expresar epitopes unidos a CTB que se



  

LINTRODUCCION. 

1.1 PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA (PME). 

1.1.1 GENERALIDADES. 

Las membranas de las células y organelos desempefian una funcidn 

importante en ia separacién del ambiente interno y externo celular; ademas 

permiten el paso de los nutrientes y productos de desecho, asi como la 

comunicacién con el ambiente externo. Para efectuar estas funciones, las 

membranas han desarrollado vias de comunicacién y transporte que 

consisten en receptores y canales (1). 

Las bacterias gram-negativas, mitocondrias y cloroplastos, poseen 

dos membranas lipidicas (designadas membrana interna y membrana 

externa). Estudios mediante microscopia electrénica en bacterias gram- 

negativas mostraron que la membrana externa esta situada hacia afuera de 

la capa de peptidoglicana (1). 

La membrana externa de las bacterias gram-negativas es una 

estructura altamente especializada que las proteje del medio externo, pero 

a su vez debe permitir un intercambio de solutos necesarios para el 

microorganismo. Ademas, puede poseer receptores para bacteriofagos y 

colicinas y, es importante en el reconocimiento célula-célula durante la
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conjugacién. Estas especializadas funciones de la membrana se deben 

principalmente a su composici6n y organizacién (2) . 

1.1.2 COMPONENTES (3). 

La membrana externa de las bacterias gram-negativas se compone de 

lipidos, lipopolisacarido (LPS) principalmente (figura 1) y, proteinas con 

caracteristicas bien definidas (Tabla 1). Ademas la membrana externa de la 

familia Enterobacteriaceae posee un polisacarido tnico, el antigeno comin 

enterobacterial (3). 

  

    

TABLA 1. 

oe ____ Moléculas/cétula (10°) Area superficial (mm*) 
Lipopolisacarido (LPS) 34.6 49 
Porinas 2 1.8 

Lipoproteinas 7 0.5 

Fosfolipidos 87 4.4 
  

Tabla 1. Principales componentes de la membrana externa. Tomado de 
Nikaido, H. y Vaara, M., 1987 (3). 

1.1.2.1 FOSFOLIPIDOS. 

La composiciédn de fosfolipidos de la membrana externa y 

citopiasmatica es muy similar, excepto que existe mayor concentraci6én de 

fosfatidiletanolamina en la membrana externa.
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Figura 1. Esquema de la organizacién de los principales compenentes en la 
membrana externa de las bacterias gram-negativas. Tomado de Osborn, 
M.J. y Wu, H.C.P., 1980 (2). 

1.1.2.2 LIPOPOLISACARIDO (LPS). 

El LPS o endotoxina es el principal constituyente de la membrana 

externa de las bacterias gram-negativas y no se encuentra en alguna otra 

parte de ia célula procarionte, excepto como intermediario biosintético, Ei 

LPS se compone de tres partes: la region hidrofébica del Ifpido A (proximal), 

la zona hidrofilica de! antigeno O polisacaridico (distal); y la regién del 

polisacarido core que une a la region del antigeno O y el lipido A. 

1.1.2.3 PROTEINAS. 

Las proteinas de la membrana externa poseen caracteristicas 

especiales que difieren de las proteinas de la membrana citoplasmatica, su



  

estructura conformacional es en forma de hojas B-plegadas o hélices-« (4). 

Las principales son las porinas, la lipoproteina mureina y ompA. 

Porinas, Las porinas son trimeros constituidos por subunidades idénticas, 

cada subunidad presenta una estructura en forma de hojas B-plegadas; 

estas son una de las mas abundantes proteinas en Escherichia coli y 

Salmonella typhimurium en masa, y representan arriba del 2% de Ia proteina 

total de estas bacterias. Funcionan como canales de difusién facilitada para 

moléculas de bajo peso molecular (600 Kda) a través de la membrana 

externa. 

Lipoproteina mureina (lipoproteina de Braun) . Esta es una pequefa 

proteina (7,200 dalton) que se presenta en alto numero de copias 

(7X10°/célula). Aproximadamente una tercera parte de esta proteina se 

encuentra unida covalentemente a la capa de peptidoglicana mediante su 

grupo e-amino de la lisina del carboxilo terminal, y el resto se localiza como 

protefna libre. Su principal funcién es mantener ta integridad estructural y 

funcional de la membrana. 

Proteina OmpA. Su numero de copias es de aproximadamente 10°/célula, 

se presenta como un mondémero cuya estructura esta constituida por hojas 

p-plegadas. Es un receptos para fagos y colicinas. 

Otras proteinas. Algunas enzimas se encuentran en la membrana externa, 

entre ellas tenemos la fosfolipasa A711 y otras proteasas.



La primera porina aislada para su caracterizacién fue OmpF de E. coli. 

La forma funcional de esta proteina es un trimero. Las principales porinas 

de E. coli (OmpF, OmpC, y PhoE), Rhodobacter capsulatus y 

Rhodopseudomonas blastica poseen masas moleculares entre 30-50 

kDa/monémero (3). En la tabla 2 se sefialan algunas de las caracteristicas 

de esta clase de proteinas transmembranales. 

  

  

  

TABLA 2. 

Propiedad es de transporte 

Porina. Forma Modo. Limite de  Selectividad. 

funcional. exclusion 
aproximado 

. — (Da). _ 
Escherichia coli 

OmpF Trimero Pasivo 600 Debilmente 
cationico 

OmpC Trimero Pasivo 600 Debilmente 
cationico 

PhoE Trimero Pasivo 600 Debilmente 
anionico 

LamB Trimero Especifico, 600 Especifico para 

pasivo maltodextrina 

OmpA Mondémero Pasivo 600 No detectado 

Rhodopseudomonas Trimero Pasivo 

blastica 

Rodobacter Trimero Pasivo 4,000-2,000 Fuertemente 

capsulatus cationico 

Mitocondria (VDAC) Pasivo 4,000-5,000 Estado “abierto” 
debilmente 
anionico 
Estado “cerrado” 
debilmente 
cationico 

Cloroplasto Pasivo 40,000 

  

Tabla 2. Propiedades generales de las porinas. Tomado de Jap. B.K. y 

Walian, P.J., 1996 (1)



Debido al alto grado de hidrofobicidad de las porinas, no se posee 

mucha informacién acerca de fa estructura cristaiografica de la mayoria de 

estas proteinas transmembranales. No obstante, la primer porina en 

cristalizarse dando los primeros datos preliminares sobre su estructura 

_ mediante difraccidn de rayos X, fue OmpF de E. coli, ésta fue obtenida por 

Garavito y Rosenbusch (12). Posteriormente se determind la estructura 

completa, mediante difraccién por rayos X, con resolucién de 2.4 Ay 3.0A 

de las porinas OmpF (figura 2) y PhoE de E. co/i respectivamente y, de una 

porina de Rhodobacter capsulatus por Cowan y col. (13) y Weiss y col. (14). 

Demostraron que son trimeros compuestos de subunidades idénticas, cada 

subunidad consiste en 16 B-plegadas antiparalelas y por largas asas con 

algunas a-hélices intercaladas. Cada mondémero expone 8 asas (“loops”) 

internas pequefias hacia el espacio periplasmico y 8 asas largas situadas 

hacia el exterior de la membrana externa. Estos mondmeros, en forma de 

cilindro, se forman al cerrarse las estructuras B de manera pseudo-ciclica, 

mediante un enlace idnico entre el extremo carboxilo de la hoja 8-16 y el 

extremo amino de la hoja 8-1. 

La entrada de! poro Ia delimitan largas prolongaciones del cilindro que, 

al inclinarse hacia ei centro del canal, restringen su acceso; a la mitad de la 

altura, el diametra del poro se reduce por el doblamiento de una de sus 

paredes hacia el interior; esta zona de reestriccidn determina e} paso de las 

moléculas de diferente tamafio y polaridad. El poro se vuelve a abrir y 

conserva sus dimenciones hasta el otro extremo que desemboca en el 

espacio periplasmico de la bacteria (13).



  

Figura 2. Estructura dei monémero de la porina Omp F de Escherichia coli. 

Las flechas representan las hojas B-plegadas (1-16); las 8 asas largas 
(loops) que se exponen hacia el medio externo se sefialan como L1-L8; y 

las 8 asas cortas (turns) que se exponen hacia el espacio periplasmico se 

abrevian como T1-T8. Tomado de Cowan y col., 1992 (13). 

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje 

longitudinal, que esta rodeado por dos “cinturones” de aminodacidos 

aromaticos que por su interaccién con la membrana le permiten, a la porina, 

anclarse a la misma (8). La entrada del poro esta restringida por las asas



largas y disparejas que se extienden hacia el centro generando un diametro 

de 11-19 A. La salida del poro al espacio periplasmico, en cambio, tiene 

dimenciones de 15 X 22 A, y esta definido por vueltas 8. El mayor numero 

de modificaciones en la secuencia proteica entre una y otra porina se 

localiza en estas asas, y por tanto son éstas las responsables de ta 

diferencia en el tamafio de !a entrada de los poros (13). La estructura del 

irimero se forma mediante e} entrecruzamiento de ias regiones hidrofdébicas 

de las vueltas B 1-5 y B-16, donde los diez reciduos carboxilo de la regién B- 

16, en particular el ditimo (una fenilalanina muy conservada en las porinas), 

son esenciales para el correcto ensambiaje y la estabilidad de la porina 

(15,16). 

Recientemente, ya se reportd fa cristalizaci6n de una porina de 

Paracoccus denitrificans a 3.1 A de resolucién, y posee una estructura muy 

semejante a la descrita para las porinas de E. coli y Rhodobacter capsulatus 

(17). 

En Escherichia coli y Salmonella typhimurium se han identificado a las 

porinas OmpC y OmpF, y a una tercera porina PhoE la cual posee 

preferencia por solutos con carga negativa como el fosfato; ademas, existe 

la porina Omp D que sdlo sé presenta en S. typhimurium (3). La cantidad 

total de estas proteinas es relativamente constante; se sefiala que ias 

porinas son una de las mas abundantes proteinas en estas bacterias, en 

masa total representan arriba del 2% de la proteina de la célula (3). En 

condiciones de laboratorio, Salmonella typhi sintetiza tres proteinas de la 

membrana externa: OmpC, OmpF y OmpA (18); ademas el gene ompc de
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S. typhi ya se secuencié (19,20), consiste en 1134 nucledtidos que codifican 

para una proteina de 378 aminodcidos, de los cuales 21 aminoacidos 

corresponden a la secuencia lider, posee una homologia def 79% en la 

clase de aminoacidos y del 77% en la secuencia de nucledtidos con 

respecto a la proteina OmpC y el gene ompc de E. coli. 

Las regiones mas conservadas de OmpC son los segmentos 8- 

transmembranales y los mas variables san tas asas externas (21,22,23). 

Las mismas caracteristicas se sugieren para OmpF (24), OmpD (23) y una 

proteina principal (Pl) de la membrana externa de Neisseria gonorrhoeae 

que se propone que esta bajo presi6n positiva Darwiniana (25). 

Se ha sefialado que la cantidad relativa de las principales proteinas de 

la membrana externa en E. col/y S. typhimurium, las porinas OmpF, OmpC 

y PhoE son regulada por fas condiciones del medio como son la 

osmolaridad, temperatura, pH, concentracién de fosfatos y disponibilidad de 

oxigeno. La regulacién reciproca de las porinas se ha propuesto como una 

respuesta adaptativa de estas bacterias a diferentes habitats. En un medio 

con pobre contenido de nutrientes y baja temperatura, la porina OmpF se 

expresa preferentemente; en cambio, la expresi6n de OmpC se efectia 

cuando la bacteria crece en un medio con alto contenido de nutrientes, 

como el intestino de un hospedero de mamifero, donde se presentan 

condiciones de alta salinidad, alta temperatura y baja disponibilidad de 

oxigeno. En otras condiciones de crecimiento, la expresién de OmpC y 

OmpF de S. typhi se reprime en un medio minimo, conforme se incrementa 

la osmolaridad; no obstante, en medio Luria la expresién de Ompc. se
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incrementa ligeramente bajo una osmolaridad arriba de 0.3 osmM (26). 

Estos resultados difieren de los reportados previamente, donde sugirieron 

que OmpC de S. typhi no se regula debido a la baja osmolaridad del medio 

(0% sucrosa), 0 alta (20% sucrosa) (27). Pho E unicamente se expresa 

bajo condiciones de escasez de fosfatos (3). La concentracion de oxigeno 

influye en la expresién de las porinas, en anaerobiosis OmpC se induce en 

S. typhi, S. typhimurium y E. coli, sin embargo, OmpF se reprime por 

anaerobiosis en E. coli y S. typhi. Con respecto a la temperatura, cuando 

ésta cambia de 30°C a 37°C, OmpF se induce en S. typhi, mientras que 

esta porina se reprime en E. cofi (26). La expresién de estas porinas se 

regula mediante el operén ompB que Codifica para las proteinas OmpR y 

EnvZ (27,28). Recientemente, se sefialaron varios genes e inductores que 

regulan la expresion de las porinas como lo son el gene secB, el inductor 

gcvA y el el represor rbsR (29). 

2.1.4 INMUNOGENICIDAD DE LAS PORINAS DE Salmonella 

typhi. 

Las porinas de S. typhi desempefian un importante papel en la 

induccién de una respuesta inmune contra Ia fiebre tifoidea. 

Se ha demostrado que estas proteinas estimulan mecanismos 

efectores humorales y celulares en el modelo murino y que son buenos
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inmundégenos para fa induccién de un estado de proteccién contra la 

infeccién por la bacteria (30,31,32). 

Se comprobé que un suero anti-proteinas de membrana externa 

(PMEs) de S. typhi, empleado para inducir ia proteccién pasiva en ratones, 

reconocié con mayor intensidad a las porinas de las diferentes cepas de 

Salmonella utilizadas en un ensayo de inmuno-electrotransferencia. Este 

hecho mosiré que las porinas podian ser los antigenos responsables de la 

induccion de proteccién (30). 

Mas adelante la inmunizacién con cantiades tan pequefias como 10 

ug de porinas purificadas de S. typhi, confirid proteccién al 90% de los 

ratones NIH retados con 500 Disp de Ja bacteria homdloga. En cambio no 

se indujo proteccion al reto con S. typhimurium en las mismas condiciones, 

fo que demuestra una respuesta especie-especifica a las porinas (32). 

El empleo de anticuerpos monoclonales de isotipo [gM anti-porinas de 

S.typhi 9,12,Vi:d confirid una proteccién del 60% al reto con 20 Dlg en el 

modelo murino (33), mientras que los anticuerpos monocionales anti- 

lipopolisacarido no indujeron proteccién (34). 

Las porinas de S. typhi son también inmunogénicas en ef humano. 

Esto se demostré cuando, al evaluar la respuesta inmune humoral de 

pacientes con fiebre tifoidea en fase convaleciente, se encontraron 

anticuerpos de clase IgG dirigidos contra las porinas (35). De igua! modo, la



13 

administraci6n de fa vacuna antitifoidica oral indujo la produccién de 

anticuerpos anti-porinas en las personas estudiadas (36). 

Se demostré que las porinas de S. typhi, S. typhimurium y E. coli son 

capaces de inducir !a proliferacién in vitro de linfocitos de ratones NIH 

inmunizados con PME de S. typhi, y mas aun, que fa respuesta a Jas 

porinas de S. typhi no se debié a la presencia de LPS (32). 

La porina OmpC recombinante (OmpC,) es capaz de inducir una 

proteccion del 30% al reto con 100 Dis de la bacteria viva (S. typhi) en un 

modelo murino (37) 

Estos hallazgos en torno a las porinas de S. typhi y su papel en la 

respuesta inmune, han motivado un estudio mas profundo sobre su 

antigenicidad, es decir, sobre cuales regiones de la proteina son 

responsables de la induccién de proteccién. 

2.1.2 MODELO TOPOLOGICO PARA LA PORINA OmpC DE 

Salmonella typhi. 

Por estos motivos, es importante determinar las regiones antigénicas 

de la porina OmpC de S. typhi. Debido a que no se posee informacién de su 

estructura Cristalografica, se cuenta con varios métodos para llevar a cabo 

la prediccién de epitopos. Estos métodos consisten en localizar los 

determinantes antigénicos de las proteinas, mediante el andlisis de {a
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secuencia de aminodcidos con el objeto de hallar los puntos de mayor 

hidrofilicidad; esto se realiza mediante ia asignacion de un valor numerico a 

cada aminodacido (valor de hidrofilicidad) consecutivamente a to largo de la 

cadena polipeptidica. El punto en promedio, de la mas alta hidrofilicidad 

local, se localiza en el sitio, o cercano a é| del determinante antigénico (38). 

Mediante este procedimiento, Martin, O. (manuscrito en preparacién) 

alineo y comparé Ja secuencia de la porina OmpC de E. coli y S. typhi, 

apoyandose con el modelo cristalografico de la porina OmpF de E. coli. 

Ademas mediante el analisis computacional predijo ia estructura secundaria 

para OmpC de S. typhi, donde establecié ta presencia de ocho asas 

externas (L1, L2, 13, L4, L5, L6, L7 y L8), ocho asas internas (T1, T2, T3, 

74, TS, T6, T7 y T8) y 16 segmentos transmembranales de la porina OmpC 

de S. typhi (figura 3).
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2.2 TOXINA DEL COLERA (CT). 

El célera es causado por Vibrio cholerae, bacteria gram-negativa que 

se ingiere en los alimentos y agua contaminados. Los serotipos de Vibrio 

causantes del cdlera son fos biotipos 0 grupot, E! Tor y Clasico; cada uno 

se divide a su vez en dos serotipos: Ogawa e Inaba. Las epidemias del 

colera después del afio de 1961 han sido provocadas por el biotipo E! Tor y, 

antes de ese tiempo fueron ocasionadas por el biotipo Clasico, 

especialmente Inaba 569B (39). 

Los sintomas clinicos del célera son producidos por una enterotoxina, 

!a toxina de} colera (CT) (colerageno) que es secretada por Vibrio cholerae. 

CT esta constituida por dos clases de subunidades: la subunidad A 

(PM=27,215 Da) y la subunidad B (PM=11,677 Da) que se presentan en ia 

molécula nativa en una proporcién de 1:5 respectivamente, es decir, CT 

forma un complejo heterohexamérico AB; (PM=85,620) que consiste en 5 

subunidades B idénticas (CTB) (coleragencide) que se ensamblan en 

forma de pentdmero (figura 4) y en el centro se localiza la subunidad A 

(CTA) (holotoxina). La subunidad A se compone de dos peptides unidos por 

puentes disulfuro: A, (PM=21,817 Da) y Ay (PM=5,398 Da); ambos se 

originan de un precursor comtin que se divide mediante una ruptura 

proteoiitica interna que se efectla después de la secrecién extracelular de la 

holotoxina. CTB se une a su receptor, el ganglidsido GM1 (Galb1- 

3GalNAcb1-(NeuAc-a2-3)-4Gal-b1-4-Glc-b1-ceramida) glucolipido presente 

en la membrana de las células epiteliales del intestino. Posteriormmente, se 

efectua la activacion de la subunidad A mediante ef rompimiento proteolitico
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entre los residuos 192 y 194 seguida de ia reduccién de un puente disulfuro 

(cys 187=cys 199). El fragmento A; liberado (residuos 1-192 6 1-194) pasaa 

través de la membrana donde interacciona con uno o mas factores 

citosdlicos. El fragmento A, se une a NAD y cataliza la ADP-ribosilacién de 

‘a proteina Gsa, una preoteina reguladora que se une a GTP, asociada con 

la adenil ciclasa; y ésto produce un rapido incremento de AMP ciclico 

(AMPc). Como consecuencia de esto y otros factores, como el incremento 

de prostaglandinas por la célula intoxicada, es la activacién de la bomba de 

sodio mediante una protein-cinasa dependientye de AMPc que provoca la 

acumulaci6n de agua y sodio en el lumen intestinal y posteriormente, 

muerte celular. La diarrea que se presenta puede ser mayor de 6 litros por 

hora (39,40,41). 

Ni fa subunidad A ni el pentamero de la subunidad B son citotéxicos 

independientemente; aunque la subunidad A posee la actividad principal en 

el dafio celular, requiere la presencia de la subunidad B para la unién con su 

receptor y la introduccién a la célula blanco. Una vez en el citosoi, la 

subunidad A no puede infectar a otra céjula y se degrada cuando la célula 

muere. Los sintomas continuan debido a la produccién y secrecién de CT 

en el lumen intestinal hasta que la bacteria es erradicada de este sitio (41). 

CT es codificada por genes cromosomaies presentes en V. cholera, 

las cepas de biotipo clasico (cepa 569B) poseen duplicaciones 

cromosomales non-tandem del operén cixAB que es estructuralmente 

idéntico en todas las cepas. En cambio, la mayoria del biotipo El Tor (cepa 

3083), solo poseen una unica copia del operdén ctxAB; las restantes tienen 2
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o mas copias presentes como elementos repetidos en tandem. V. cholerae 

produce varios factores de virulencia ademas de CT, como el pili, flajelo 

polar y muchas hemaglutininas, que pueden funcionar como adhesinas. 

Elabora una proteasa (HA/proteasa) capaz de cortar y como consecuencia 

activa a CT y a otros factores tales como la fimbria, asociada con la 

virulencia. El gene foxR codifica para una proteina (ToxR) que controla la 

expresién de mas de 17 genes de virulencia (incluidi ctxAB) (39). 

La toxina del célera pertenece a un grupo de toxinas microbianas 

compuestas por subunidades estructuralmente independientes: una 

enzimatica (A) y otra de unién (B). Entre ellas tenemos a fa enterotoxina 

termolabil de &. coff (LT), la toxina de pertussis, exotoxina A de 

Pseudomonas aeruginosa, verotoxina-1 de E. coli, toxina de shiga, toxina de 

difteria, etc (39). 

Existe gran semejanza entre la toxina del cdlera y fa toxina termolabil 

al calor de &. coli (LT); la homologia entre sus secuencias de nucledtidos es 

de aproximadamente 80% (42). Por ello, la estructura cristalografica de LT 

(figura 4) es muy similar a CT.
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Figura 4. a)Esquema de Ia estructura secundaria de la subunidad B de la 

toxina termolabil de £. coli (LTB); b)Diagrama de ribbon de ta subunidad A 

que muestra la subunidad A1 y la hélice de A2 que termina con una 

pequefia hélice y cola (39). 

2.2.1 SUBUNIDAD B DE LA TOXINA DEL COLERA (CTB). 

CTB forma un pentamero muy estable (coleragenoide) con una masa 

de 11,677 Da. por cada monémero; por ello la masa total del pentamero 

posee 58,387 Da. El poro central cilindrico del coleragenoide (11 A de 

diametro X 40 A de largo) se alinea mediante 5 a-hélices anfipaticas que 

mantienen la estabilizacion del pentamero. Este posee 5 sitios de union 

para GM con constantes de disociacién de 10°-10° M. Estudios mediante 

difracci6n de rayos-X sugieren que en ausencia del ligando, el
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pentasacarido cargado negativamente de GMi (Galb1-3GalNAcb1-(NeuAc- 

a2-3)-4Gal-b1-4-Glc-b1-ceramida ) se sitia a casi 21A por arriba de la 

interfase lipido/agua; co-cristales de LT con lactosa (Gal-b1-4-Gic) y del 

coleragenoide con galactosa o con GMi han mostrado que los sacaridos 

distales de GM1 se unen a una pequefia fisura adyacente a Trp88 

localizada a un costado de CTB. 

2.2.2 SUBUNIDAD A DE LA TOXINA DEL COLERA (CTA). 

CTA posee un peso de 27,234 Da., y se compone de 240 amino 

acidos que se rompen por la accién de una endoproteasa y forma dos 

cadenas: A; (PM=21,817 Da) y Ap (PM=5,398 Da) antes de transiocarse al 

interior celular. AmMbas permanecen unidas mediante fuerzas no covalentes 

y un puente disulfuro (Cys187=Cys 199) (41). 

2.2.3 INMUNOGENICIDAD DE LA SUBUNIDAD B DE LA 

TOXINA DEL COLERA (CTB). 

Por otra parte, también cabe destacar que CTB es un excelente 

inmunoadyuvante (43,44,45) en ello radica la importancia de desarrollar un 

sistema que permita la expresién de péptides unidos a CTB, por esto las 

fusiones genéticas ofrecen una buena alternativa en la obtencién de altas
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cantidades de proteinas hibridas, que a su vez puedan ser empleadas como 

inmundégenos orales. 

Cabe destacar la importancia en la via de administracién de CTB para 

que posea el efecto de adyuvante. Entre estos trabajos se encuentran 

principalmente la via de administracién oral o intranasal de antigenos y el 

aumento de la inmunogenicidad: se reporta ia produccién de IgA e IgG 

contra Streptococcus cuando la CTB fue covalentemente unida al antigeno 

Vil de Streptococcus mutans (44); altos titulos de IgG contra el virus de 

sarampion (MV) fueron detectados en el suero de ratones, cuando se 

administré intranasalmente MV y esta holotoxina como adyuvante (46); 1a 

respuesta de CTL fue mas alta cuando se utiliz6 esta subunidad, como 

adyuvante, en la administraci6n de ia proteina quimérica formada por et 

extremo amino terminal de F, (polipétido responsable de la fusion de MV a 

la membrana celular) y un epitopo de ia nucleoproteina (NP) de MV (47); la 

presencia de anticuerpos se detect6 con un péptido quimérico constituido 

por un epitopo de células T y un epitopo de células B de MV, administrados 

junto con CTB (48). 

Sin embargo, !a unién quimica de CTB a la proteina basica de la 

mielina se ha encontrado que induce tolerancia, y este modelo se emplea a 

nivel preventivo y de tratamiento a la encefalitis alérgica experimental (EAE) 

(49). También se ha encontrado un efecto similar debido a la administarcién 

de insulina (2-20 tg) conjugada quimicamente a CTB que induce una 

supresidn de la destrucci6n de las células B en un modelo de rat6n diabético 

no-obeso (50).
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Los trabajos anteriores se refieren exclusivamente a la conjugacién 

quimica o mezcla de diferentes proteinas con CTB. Pero también es 

importante el desarrollo de sistemas que expresen proteinas recombinantes; 

por ello se sefiala la fusién de oligonucledtidos a ctb y los péptidos 

expresados se localizan en su extremo amino o carboxilo terminal, o en en 

regiones internas. Las proteinas de fusién de CTB reportadas son un 

decapéptido de ia enterotoxina termolabil A (St,) de E. cof (51); el péptido 

345-359 de la glucosiltransferasa B (GtfB) de Streptococcus mutans (52); 0 

el sitio activo de ia misma enzima (GtfB) (53); el epitopo 120-125 de PreS2 

del virus de hepatitis B (54); un péptido de 11 aminoacidos del virus de 

hepatitis B de la proteina Pre-S2 (55); el epitopo de ia asa 3 variable (V3) de 

la proteina gp120 del virus del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana tipo 

| (VIH-1) (56); y el epitopo (296-313) de la proteina VP4 del rotavirus 

humano Wa. (57). 

Por otra parte, también resulta atractivo expresar genes hibridos de 

ctb en una cepa de bacteria atenuada y analizar la respuesta en ratones 

inmunizados con ia bacteria viva; tal y como {o hicieron para un 

dodecapéptido rico en serina fusionado en e} extremo N-terminal de CTB, 

éste péptido se encuentra expresado en la superficie de ia fase de trofozoito 

de Entamoeba histolitica y encontraron una respuesta sistémica y/o en 

mucosas anti-amiba y anti-V. cholerae (58). 

En trabajos recientes, se efectud ta construccién y expresién de 

fas proteinas hibridas que expresaron las regiones 246-255 (L6) y 290-303 

(L7) de la porina OmpC de S. typhi en el extremo N-terminal de CTB; estos
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aminoacidos correspondieron a las asas parciales 6 y 7, de acuerdo al 

modelo topolédgico propuesto para esta porina. Ambos péptidos son 

regiones no compartidas, es decir son Salmonella especificas, de acuerdo 

al alineamiento entre tas secuencias de Omp C de S. typhiy &. coli (89,60). 

El vector que se utilizO para construir estas proteinas quiméricas fue el 

plasmido pJS752-3 (ver figura 5 en materiales y métodos), que posee el 

gene de ta subunidad B de Ja toxina del célera (cfb) (61,62). Este vector 

posee los sitios de reestriccién Sac | y Xma | entre la unidn de la regién que 

codifica para la secuencia lider y el gene ctb, por ello los oligonuciedtidos 

con extremos compatibles a este sitio que se inserten expresaran péptidos 

unides al extremo amino terminal de CTB. Sin embargo ia doble digestion 

de los sitios Saci y Xmal es dificil de efectuarse, por ello se requieren altas 

cantidades de enzima (Sanchez, J., comunicaci6n personal).
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WI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Debido a que la doble digestién de los sitios Sacl y Xmal en el vector 

plasmidico pJS752-3 es un peco dificil de efectuarse, asi como el rapido 

rastro de los genes y/o proteinas hibridas de interés. Se plantea como 

alternativa la de insertar un segmento de DNA para que estos sitios se 

separen, el fragmento de DNA a utilizar sera el gene de tetraciclina (1.3 

Kpb). El nuevo vector (CTBtet) presentaraé nuevas ventajas para la 

construccién de genes hibridos de interés como son: ila separacién de los 

sitios Sacl y Xmal que facilitara la digestion de este nuevo vector, pero 

ademas se sacara de marco de lectura a ctb; iijel reemplazo de cualauier 

oligonucledtido que codificara para algtin epitope de interés por el gene de 

tetraciclina; ilijel rapido y facil rastreo de genes de fusion que expresaran 

epitopes unidos a CTB, mediante ja pérdida de resistencia a tetraciclina 

(fenotipo) y/o ia restitucién del marco de lectura de CTB y la deteccién de 

las proteinas hibridas (ELISA-GM1); itii)este rastreo evitara Ja purificacién y 

elaboraci6n de un mapa de reestriccién del DNA y/o deteccién de las 

proteinas hibridas como primer paso y, unicamente se realizara esto al final 

para caracterizar las construcciones obtenidas. 

Debido a fo anterior, en el presente trabajo se pretende obtener las 

construcciones de las asas (regiones externas) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 de 

OmpC de S. typhi fusionadas at gene ctb. Para ello primero se debe de 

construir un vector que facilite la fusion genética de facil rastreo y 

caracterizaci6n de las proteinas hibridas generadas.
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IV OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

+ Disefio y construccién de un vector para la fusién genética de genes 

hibridos de interés y facil ratreo de las proteinas de fusion. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

+ Mutagenizar el gene de tetraciclina, para que adquiera los extremos Sac | 

(5') y Xma 1 (3’). 

+ Subcionar el gene de tetraciclina en el plasmido pJS752-3. 

« Obtener los genes de fusién de las asas 1,2,3,4,5,6,7 y 8 de ompc de 

Salmonella typhi unidos al gene ctb. 

+ Determinar ia expresién de las proteinas hibridas de las asas 1,2,3,4,5,6,7 

y8de OmpcC :: CTB.
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V MATERIALES Y METODOS. 

BACTERIAS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO. 

Escherichia coli DH10B fue utilizada como célula electrocompetente, 

se guarddé a -70°C en 30% de glicerol. Las bacterias se crecieron en medio 

Luria-Bertani (1.0% cloruro de sodio, 1.0% de bacto-triptona y 0.5% de 

extracto de levadura, pH=7.0) a 37°C y 200 rpm. Cuando fue necesario se 

agregé ampicilina (250 pg/ml) y tetraciclina (12 yo/ml). 

PLASMIDO. 

Se posee el vector plasmidico pJS752-3 (figura 5), derivado del 

pKK223-3, a su vez derivado del pBR322, el cual contiene el gene de la 

subunidad B de la toxina del célera (cfb), que se expresa en forma 

constitutiva, y esta unido a la secuencia del péptido lider de la subunidad B 

de Ia toxina termolabil de E. coli (tb); este gene hibrido esta bajo ei control 

del promotor fac (17,18). El vector pJS752-3 utiliza el origen de replicacién 

del plasmido pBR322 y posee varios sitios de corte para endonucleasas de 

restriccion que pueden emplearse para el disefio y construccién de genes 

hibridos de interés; por ejemplo, contiene los sitios de reestriccién Sac {| y 

Xma | en fa unién entre la region que codifica para la secuencia lider y ctb. 

Por ello todos aquellos oligonuciedtidos con extremos cohesivos Sac y
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Xmal que se inserten en esta regién se expresan como péptidos unidos al 

extremo amino terminal de CTB. 

Promotor tac Eco RI     
   

   

Péptido lider (67 pb). 

Sacl 

terminador independiente rho 
(377 pb).     

pJS752-3 
APROXIMADAMENTE 

5760 pb 
      DNA cromosomico de Vibrio 

cholerae (758 pb). 
      

Pvu | 
Hind lil 

Figura 5.- Mapa dei vector plasmidico pJS752-3. La proteina CTB esta 

codificada por el gen ctb y éste se encuentra fuertemente regulado por el 

promotor tac. Se muestran los sitios de corte para endonucleasas de 
reestriccion y la resistencia a ampicilina. 

También se empleo el plasmido pBR322 (figura 6) que ya ha sido 

previamente descrito (63) para amplificar la secuencia de tetraciclina. Estos 

plasmidos se guardaron a -20°C.
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Figura 6. Mapa del plasmido pBR322. 

OLIGONUCLEOTIDOS. 

Se sintetizaron los oligonucledtidos de cadena sencilla para la 

amplificacién del gene de tetraciclina a National Biosciences, Inc. (NBI). 

Ademas de los oligonucleétidos complementarios de cadena sencilla que 

correspondieron a las regiones expuestas de OmpcC de S. typhi: asa 1 

SDDKGSDGD (aminoacidos 24-32), asa 2 GNQTEGSNDSWT (aminoacidos 

62-73), asa 3 PEFGGDTYGADNFMQQRGN (aminoacides 108-126) , asa 4
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KNGSVSGENTNGRSLLNQNGDGYG § (aminodcidos 152-175), asa 5 

RTADQNNTANARLYGDRA (aminoacidos 197-216), asa 6 

GTSNGSNPSTSYGFAN (aminoacidos 246-261), asa 7 DISNGYGASYGDNI 

(aminoacidos 291-305) y asa 8 LLDKNDFTRDGINTDD (aminoacidos 331- 

346). Estos oligonucledtidos fueron disefiados para generar extremos 

cohesivos con terminacién 5’-Sacl (AGCTC 0 AGCT) y 3’-Xmal (CCCGG) al 

ser apareados y se emplearon codones que son utilizados preferentemente 

en E. coli (64). 

MUTAGENESIS DEL GENE DE TETRACICLINA. 

Se amplificé el gene de tetraciclina mediante la reaccién en cadena de 

la polimerasa. Se utilizé como DNA templado el plasmido pBR322 (4363 pb) 

para la amplificacién del gene de tetraciclina, los iniciadores a emplear 

fueron fos siguientes: iniciadores en tio arriba 

SGCGCGGAGCTCATGTTTGACAGC 3’; iniciadores en rio abajo 5’ 

GCGAGGTGCCGCCCGGGCTTCG 3°. La reaccién consistié en lo 

siguiente: Taq DNA polimerasa, 2.5 mM MgCls, 0.2 mM dNTP’S, 1 mg de 

cada uno de los iniciadores. El primer ciclo consistié en desnaturalizar el 

templado a 94°C, alineamiento a 55°C y expansi6n a 72°C, todas estas 

temperaturas se efectuaron durante 5 minutos; esto fue seguido de 34 ciclos 

con las mismas temperaturas que las condiciones anteriores, pero con una 

duracién en cada una de ellas de 1 minuto; finaimente el ultimo cicio se 

efectud a 72°C durante 10 minutos.
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PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR. 

La purificaci6n de la banda de DNA, a partir de geles de agarosa, 

correspondiente al gene fet se efectué mediante el kit US Bioclean (United 

States Biochemical), coro se describe brevemente a continuacién: se corté 

la banda de DNA del gel de agarosa, y se mezclé con 3 volumenes de Nal 6 

M, se incubé a 55°C durante 3-5 minutos. Posteriormente se le agrego una 

solucién que contenfa microesferas de vidrio, aproximadamente 5 ul, se 

mezclo y se incubé durante 5 min. en hielo; al cabo de este tiempo se 

centrifug6 a 3,000 x g / 1 minuto. Se decanté y se recuperaron las 

microesferas, a éstas se les agregé una solucién que contenia etanol 50%, 

Tris-HCI 0.2 M pH=7.5, NaCl 1.0 M y EDTA 20 mM, se mezcié suavemente 

y se centrifud a 3,000 x g/ 1 min. Se decanté y a las micoesferas se les 

agreg6 10 ul de H20 y se incubdé a 55°C durante 2-5 minutos. Se centrifugd 

a 3,000 x g/ 3 min, y se recuperé el sobrenadante que contenia el DNA. 

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pCTBtet (amp’, tet’). 

El gene de tetraciclina (aproximadamente 1,299 pb) (fet) con extremos 

cohesivos Sacl y Xmal, fue subclonado en el plasmido pJS752-3: El vector 

resultante pCTBtet adquirid el marcador de resistencia a tetraciclina (tet’), 

ademas del! que ya posee (amp’), también se saco de fase a ctb.
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FUSION GENETICA. 

Oligonucleétidos | complementarios de cadena sencilla que 

correspondieron a las asas 1,2,3,4,5,6,7 y 8 se alinearon alineados en igual 

concentracién moiar a 65°C y enfriados a temperatura ambiente. 

EI plasmido pCTBtet (amp’, tet’), derivado del pJS752-3, fue tratado 

con las endonucleasas Sac! y Xmal, y se efectud la ligacién con los 

oligonucleétidos apareados utilizando T4 ligasa durante 12 hrs. a 16 °C. 

ELECTROPORACION Y PURIFICACION DEL PLASMIDO. 

La captacién de los diferentes plasmidos por las bacterias, fue 

reatizada en un equipo de electroporacién (BRL Life Technologies, Inc.) 

aproximadamente a 2.42 kV. 

La purificacion del DNA plasmidico fue efectuado mediante el kit 

Wizard (Wizard Plus Minipreps DNA Purification System-Promega), el cual 

se describe a continuacién. Se inoculé una colonia de bacterias en 1-3 ml 

de medio LB, y se dejé en crecimiento durante 18 horas, se centrifugé a 

40,000 x g por 1-2 minutos, se decanté y se resuspendid la pastilla en 200 pl 

de solucién de resuspencién de células; después se adiciond 200 pl de 

solucién de lisis y por ultimo se le agregd 200 yl de soluci6n de 

neutralizacién. Se centrifugé ef lisado a 10,000 x g durante 5 minutos, se 

recuperé el sobrenadante que se mezcio con 4 mi de resina, se paso esta
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mezcla a través de una columna y a continuacién se lav con 2 mi de 

solucién de lavado de la columna. Se centrifug6 a 10,000 x g durante 2 

minutos, con el objeto de secar ia columna y finalmente se fe agregé a la 

columna 50 wl de H2O precalentada a 70-75°C; se centrifugé a 10,000 x g 

durante 20 segundos para eluir y recuperar el DNA. 

MAPEO DE REESTRICCION. 

Las enzimas Sac | y Xma ! fueron de la marca New England Biolabs, 

T4 ligasa de Promega y Gibco y las demas que se emplearon en fa 

elaboracién del mapa de reestriccién (BamHI, Smal) correspondieron a 

Boehringer Mannheim. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

Se procedié a la caracterizacién de las muestras del DNA piasmidico 

mediante el andalisis electroforético en geles de agarosa al 1.0% y 3.0%, 

teflidos con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y se efectuaron los corrimientos 

en un sistema de Tris-Boratos-EDTA (89 mM tris-base, 89 mM acido bérico, 

2mM Naz EDTA.2H,0).
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ENSAYO INMUNOENZIMATICO EN FASE SOLIDA (ELISA- 

GMi1). 

Para determinar la presencia de las proteinas hibridas en el 

sobrenadante de cultivo de ta bacteria recombinante, se empleo e! método 

de GM1-ELISA, como se describe brevemente (65): se recubrieron placas 

de poliestireno de 96 pozos, con 100 yl/pozo de una solucioén 71.5 mM del 

gangliésido GM1 (Sigma, Co.), en PBS (NaH2PO, 1.9 mM, Na,HPO, 8.1 

mM, NaCi 154 mM, pH=7.2); se incubé a 37°C durante 1.5 hrs. Las placas 

se lavaron con PBS tres veces; posteriormente se bloqueo con albimina 

sérica bovina (BSA) (Sigma, Co.) ai 0.1% en PBS utilizando 200 jl/pozo e 

incubando a 37°C durante 1 hr. Al terminar la incubacién se lavaron 3 veces 

con PBS y otras 3 ocasiones con PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T). 

Posteriormente se agregd 100 ul/pozo de Jos sobrenadantes de cuitivo de 

las bacterias, y se incub6 a 37°C durante 2 hrs., al cabo de este tiempo se 

favaron 3 veces con PBS y otras 3 con PBS-T. Después se agregé el 

anticuerpo monoclonal LT39, que reconoce a fa subunidad B de Ia toxina dei 

cdlera en su forma pentamérica, en una dilucién 1:50 en PBS-BSA al 0.1%; 

se incubé a 4°C durante toda la noche; se lavé 3 veces con PBS y otras 3 

con PBS-T. A continuacién se agreg6 el conjugado anti-igG de raton en una 

diluci6n 1:1000 y se incubé 1 hr a temperatura ambiente; una vez 

transcurrido este tiempo se lavé 3 veces con PBS y otras 3 con PBS-T. 

Finalmente se agregé6 el sustrato (o-fenilen-diamina 1,2- benzanodiamina 1 

mg/ml, buffer de citratos 0.1 M pH=4.5, H.O2 al 30%), se dej6 desarroliar ei 

color durante aproximadamente 10 minutos, se detuvo la reaccién con
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VI RESULTADOS. 

MUTAGENIZACION DEL GENE TETRACICLINA (fed). 

Se amplific6 el gene de tetraciclina mediante la reaccién en cadena de 

la polimerasa (PCR), utilizando como templete de DNA el plasmido 

pBR322; los iniciadores se disefaron para amplificar la secuencia de 

tetraciclina (incluyendo a su propio promotor) y que se generan los sitios de 

reconocimiento para las endonucleasas Sac { y Xma |, en jos extremos 5' y 

3’ respectivamente. Se obtuvieron dos productos (figura 7), uno 

correspondiente a la secuencia de tetraciclina con aproxinadamente 1300 

pb y otro con 500 pb; como el producto de interés fue el correspondiente a 

1.3 Kpb se procedié a la purificacion de este producto para posteriormente 

subclonarlo en el plasmido pJS752-3. 

CONSTRUCCION DEL VECTOR pCTBtet (amp’ , tet’). 

Se construyé6 un nuevo vector, que consisti6 en subclonar en el 

plasmido pJS752-3 el gene de tetraciclina con extremos cohesivos 5’-Sacl y 

3’-Xmal, entre la region que codifica para la secuencia lider de la subunidad 

B de la enterotoxina termolabil de E. coli (ith) y el gene de la subunidad B de 

la toxina del célera (ctb). El nuevo vector, que se denominé pCTBtet, 

adquirié resistencia a tetraciclina (tet) ademas del marcador que ya poseia 

(amp'}, y presentd aproximadamente 7060 pb (figura 8, carril 1} cuando fue
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tinealizado mediante la digestion con la endonucleasa Sacl. Por otra parte 

se traté este vector con las enzimas de reestricci6n Sacl y Xmal (figura 8, 

carril 2) y generé la banda correspondiente al gene tet (1300 pb). 
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El mapa del vector plasmidico se sefiaia en fa figura 9, donde se 

muestra el gene de tetraciclina que se insert6, indicando alguno de los sitios 

de corte para las endonucleasas de reestricci6n. 
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Figura 9. Mapa del plasmido pCTBtet (amp’ , tet’), contiene el gene de 

resistencia a tetraciclina entre fa union de la secuencia lider y el gene ctb, 

por ello esta fuera el marco de lectura de cfb. Presenta resistencia a 

ampicilina y tetraciclina.
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CONSTRUCCION DE LOS GENES HiBRIDOS DE LAS ASAS DE 

ompce :: ctb. 

Se construyeron los genes hibridos que codificaban para cada una de 

las 8 regiones externas (asas) de la porina Omp C de S. typhi que se 

expresaron en el extremo N-terminal de la subunidad B de la toxina del 

colera (CTB). Los vectores obtenidos se denominaron: pCTB-L1 (asa 1 

ompe::ctb), pCTB-L2 (asa 2 ompe:-ctb), pCTB-L3 (asa 3 ompc::ctb), pCTB- 

L4 (asa 4 ompe::ctb), pCTB-L5 (asa 5 ompc.:ctb), pCTB-L6 (asa 6 

ompe::ctb), pCTB-L7 (asa 7 ompc:-ctb) y pCTB-L8 (asa 8 omp::ctb). 

En la figura 10 se muestran las 8 construcciones antes descritas, se 

determinaron la presencia de los insertos mediante la digestidn con las 

endonucleasas de reestriccion BamHI y Smal (isoesquizoméro de Xmal) . 

En los carriles 1-8 se sefialan estas construcciones y como poseen 

diferentes insertos de las regiones externas de ompe, el patrén de migracion 

se retardo con respecto al vector pJS752-3 (carril 0) y se observa que ia asa 

4 es la mas grande y, la asa 1 es la menor. La insercién de estos 

oligonucleétidos entre tos sitios Sacl y Xmal de! plasmido pCTBtet permitio 

el intercambio de fa secuencia de tetraciclina por cada uno de estos 

nucleétidos permitiendo una facil seleccién de las clonas positivas con 

unicamente rastrear la colonias tetraciclina sensibles. La expresién de las 

proteinas hibridas estuvieron bajo el control del promotor tac expresandose 

en forma constitutiva, y consistieron dei péptido lider de la subunidad B de ta 

toxina termolabil (LTB) de E. cof, cada una de las asas de ompc y, la region 

de {a proteina madura de CTB. Existen en estas proieinas hibridas
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precursoras dos sitios potenciales de procesamiento que corresponden a 

los sitios originales, tanto del péptido lider de LTB (ala 22) como de CTB (tir 

25), siendo éste ultimo el sitio de procesamiento utilizado en la proteina 

LTB-CTB en ausencia de las asas de Ia porina (61,62). Al insertarse las 

asas de Omp C, Ia tirosina 25 es despiazada dependiendo dei tamafio dell 

péptido que se inserte, aumentandose asi la probabilidad de que el péptido 

lider sea procesado en la ala 22, de tal forma que quedan intactas las 

regiones externas de esta porina. Esto ultimo ya fue comprobado mediante 

la expresion de un péptido de rotavirus y un decapéptido de la enterotoxina 

estabie ai calor de E. coli (51,57). 
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Figura 10. Mapa de reestriccion de los genes de fusién de las asas 

1,2,3,4,5,6,7 y 8. Las construcciones se denominaron pCTB-L1 {asa 1 

ompe::ctb), pCTB-L2 (asa 2 ompc::ctb), pCTB-L3 (asa 3 ompe::cth), pCTB- 

L4 (asa 4 ompe::ctb), pCTB-L5S (asa 5 ompe::cth), pCTB-L6 (asa 6 

ompe::ctb), pCTB-L7 (asa 7 ompe::ctb) y pCTB-L8 (asa 8 omp::ctb).
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Finalmente !a deteccién de CTB,, en las cepas transformadas con el 

vector pCTBtet, se analizo en los sobrenadantes de cultivo, mediante la 

tecnica de ELISA-GM1, empleando el anticuerpo monoclonal LT39 que 

Unicamente reconoce la forma pemtamérica de CTB. Los resultados se 

muestran en la tabla 3, donde se observa que la proteina CTB, esta fuera 

del marco de lectura. En esta misma tabla se presentan las concentraciones 

de las 8 proteinas hibridas que corresponden a las diferentes asas::CTB. La 

cantidad de proteina que se detectaron, interpolando las concentraciones 

con respecto a una concentracién de CTB comercial fue de 

aproximadamente 160-270 ng/ml. 

  

VECTOR [ng CTB /1.0 
a 0.0.2 
pCTB-L1 |202.9 
pCTB-L2 |240.9 
pCTB-L3 {250.1 
pCTB-L4 |198.9 
pCTB-L5 {273.3 
pCTB-L6 |162.7 
pCTB-L7 |196.7 
pCTB-L8 |179.2 
pJS752-3 | 55.3 
pCTBtet_|0.000 

  

        
Tabla 3. Deteccién de las proteinas hibridas mediante el empleo dei 

anticuerpo LT39 anti-ctb (n=2). La nomenclatura empleada es la siguiente: 

CTB indica que es el gene ctb, L y el numero sefiala el asa (/oop) a la que 

pertenece. ET crecimiento se determind considerando 1.0 D.O. en 1.0 ml 

de sobrenadante de cultivo.
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VII DISCUSIONES. 

En este trabajo se efectud la construccién de un nuevo vector, 

designado pCTBtet, derivado del pJS752-3, que presento varias ventajas 

con respecto al plasmido original, entre ellas: ijla rapida construccion de 

genes hibridos, debido a que los sitios Sacl y Xmal se separaron, mediante 

la insercién del gene tet, ademas se saco del marco de lectura a cfb; ii) facil 

rastreo en e} fenotipo de las clonas que contenian los genes quimericos, 

debido a que se seleccionaron fas colonias tef®, esto fue porque existio un 

intercambio de! gene tet por los oligonucledtidos que codificaban para los 

péptides de interés; iiijel rastreo inmunoenzimatico (ELISA-GM1) de las 

proteinas hibridas, debido a que se restauré el marco de lectura de ctb, que 

permitid seleccionar las clonas CTB positivas y, éstas como posibles 

cantidatas a contener las construcciones; iii) los dos puntos anteriores 

implicaron grandes ventajas porque se evits la purificaci6n de DNA 

plasmidico y/o sobrenadantes de cultivo de muchas clonas que fueron 

tiltimo paso se caracterizaron las construcciones mediante ta elaboracion de 

un mapa de reestticcién y cuantificaci6n de las proteinas hibridas 

secretadas. 

Se construyeron genes hibridos que codificaron para las 8 asas de 

OmpC de S. typhi, estos péptidos se expresaron en el extremo N-terminal 

de la subunidad B de ia toxina del célera. Practicamente todas las clonas 

que resultaron ser tet’ y, posteriormente mediante ELISA-GM1 se confirmo 

que CTB estuviese nuevamente en fase. Se caracterizaron los insertos
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(mediante la elaboracién de un mapa de resstriccién) que correspondieron a 

las asas de Omp C. 

No obstante, siguiendo esta misma estrategia se construyeron 5 

genes hibridos, empleando el vector pCTBtet y, se encontrd que 

aproximadamente el 80% de las clonas que resultaron ser tet> expresaron 

los insertos correctos. Estos correspondieron a péptidos con 7-22 

aminoacidos del factor de colonizacién CFAI de &. coli (Sanchez, J., 

Holmgren, J. y Svennerholm, A.M. manuscrito en preparaci6n) 

Estos genes quiméricos (asas::ctb) se expresaron bajo el control del 

promotor tac, con la sefial lider de LTB to que provoca que {as proteinas 

hibridas sean secretadas al medio de cultivo. Los niveles que se obtuvieron 

fueron de aproximadamente 160-270 ng/ml en tos sobrenadante de cultivo. 

Esto ultimo se confirrné mediante fo previamente reportado en E. coli (1-5 

ug/ml) (Sanchez, J. comunicacién personal). Ademas e! hecho de que las 

proteinas quimericas puedan ser detectadas en los sobrenadantes 

comprueba lo previamente sefialado, donde el péptido lider de LTB se 

procesa posiblemente en su sitio de procesamiento original (ala 22), ya que 

el otro sitio de procesamiento (tir 25) es desplazado mediante !a insercion 

de {os oligonucledtidos de interés (61,62). 

Por otra parte, se poseen datos preliminares de que la mayor cantidad 

de las proteinas de fusién no son secretadas y se retiene la mayoria en el 

espacio periplasmico de E. coli, aproximadamente 5-10 veces mas con 

respecto al sobrenadante. Sin embargo, si se detecta la presencia de las
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proteinas quiméricas en los sobrenadantes de cultivo. Si se expresaran 

estas construcciones en Vibrio cholerae cepa pJS1569, fas proteinas 

hibridas aumentarian por un factor de 10 y, a menudo mayor, es decir, 10- 

50 mg/ml o mayor. En cambio, fas pastitlas celulares en Vibrio tienen menos 

de 1 g/m! de proteina recombinante (Sanchez, J., comunicacién personal) . 

La expresién de los péptidos en el extremo N-terminal de CTB no 

altero ia conformacién estructural de esta proteina debido a que ias 

proteinas hibridas reconocieron al receptor de CTB, el gangliosido GMi 

(mediante la técnica de GM1-ELISA) y ademas se utiliz6 un anticuerpo 

monoclonal! (LT38) que unicamente reconoce la forma pentamérica de CTB. 

Esto es apoyado por los resultados del sitio de unién de CTB con GM es la 

regién cercana al triptofano 88 (estructura cristalografica de CTB), por ello 

no existe impedimento alostérico para que ios anticuerpos puedan 

reconocer a las asas de OmpC fusionados a CTB (59,60). 

Una de ias metas de! proyecto a futuro es contribuir a la 

caracterizacién del modelo topolégico propuesto para Omp C, mediante el 

mapeo de epitopos, que permitiran establecer si determinados segmentos 

se encuentran en regiones transmembranales o en regiones expuestas al 

medio externo. Parte de este modelo topoldgico ya fue apoyado con datos 

experimentales donde se expresaron fos segmentos 246-255 y 290-303, 

que corresponderian a las asas 6 y 7 parciales, de OmpC de S. typhi en el 

extremo N-terminal de CTB (59) y, mediante la obtencién de anticuerpos 

monocionales contra ambas regiones se encontré que estos anticuerpos 

reconocen a la bacteria intacta (60), lo que comprueba que las regiones
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propuestas como segmentos extracelulares se exponen hacia ei exterior de 

S. typhi. 

Existe otro modelo topoldgico propuesto para OmpC de S. typhi, éste 

es muy similar porque también se compone de segmentos extracelulares, 

una parte transmembranal y sementos intracelulares; sin embargo, no ha 

sido apoyado con datos experimentales (66). Entre otros modelos 

topolégicos propuestos se encuentra un modelo de las porinas del género 

Neisseria, éste se basa en la existencia de regiones altamente conservadas 

y capaces de formar hojas-8 anfipaticas localizadas en la membrana, y 

regiones altamente variables, con predominancia de aminoacidos 

hidrofilicos (que se proponen como expuestos en la superficie (67). 

Con respecto a otros modelos topolégicos para porinas, encontramos 

al modelo propuesto para la porina tipo b (Hib), también denominada P2, de 

Haemophilus influenzae que posee una masa molecular de 38kDa y 341 

aminodacidos, constituye aproximadamente el 50% del total de proteina de la 

membrana externa; éste tiene una estructura muy semejante para OmpC, 

esta constituido por 16 segmentos transmembranales, 8 asas extracelulares 

largas y 8 asas intracelulares cortas (68); el reconocimiento de epitopes por 

anticuerpos monoclonales proporcionan evidencias de la orientacién de 

determinadas regiones de esta porina, entre ellas la asa extracelular 5 (69). 

Sin embargo, resulta interesante comparar un modelo topoldégico 

propuesto con la estructura cristalografica reportada para !a misma proteina; 

esto ocurrié con LamB de E. coli que es una mailtoporina que permite el 
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paso de maltosa, lo que se encontrd fue que las regiones basadas en 

predicciones de estructura secundaria no correspondian en su mayoria con 

las halladas en el modelo basado en fa cristalografia por difraccién de rayos 

X; ésto sugiere que fos modelos propuestos deben de comprobarse 

mediante otros métodos existentes (como son el mapeo de epitopos 

mediante anticuerpos y/o la cristalografia de {a proteina (70). 

Como perspectiva se propone la evaluacién de la respuesta inmune 

empleando fas proteinas hibridas OmpC::CTB mediante la inmunizaci6n 

oral y/o intranasal. Se espera que se genere respuesta inmune 

principalmente en mucosas, y también respuesta sistémica. Debido a que 

CT como CTB no son unicamente fuertes inmundégenos en mucosas , sino 

también excelentes adyuvantes (43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53). Las 

administraciones principalmente por via oral o intranasal ha aumentado la 

inmunogenicidad de antigenos cuando se emplea CTB como adyuvante. Sin 

embargo, todavia no se conoce muy bien porque es un buen adyavante. Se 

propone que el aumento de la inmunogenicidad se debe en parte, porque 

CT incrementa la permeabilidad de las membranas mucosas del intestino 

nacia antigenos (71), existe un aumento de las celulas presentadoras de 

antigeno (expresién de moleculas del complejo principal de 

histcompatibilidad clase li y produccion de interleucina-1) (72), cambio de 

isotilpo de IgM a IgG é IgA en Ios linfocitos B presentes en las placas de 

peyer (PP) (73).
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VIL CONCLUSIONES. 

+ $e construyo un vector que facilité la fusién genética y el rapido rastreo de 

péptidos en el extremo amino terminal de la subunidad B de la toxina del 

célera, 

+ Se construyeron 8 genes hibridos que expresaron péptidos de 9-24 

aminoacidos, que correspondieron a las regiones expuestas de OmpC, en 

el extremo N-terminal de la subunidad B de la toxina del colera. 

+ No se alteré la conformacién estructural de las proteinas de fusion 

Ompc::CTB. 

e Este vector (pCTBtet) se puede emplear para la expresion de cualquier 

otro péptido de interés bioldgico.
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