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INTRODUCCION 

Las  fiebres  entéricas  continúan  causando  considerables  morbilidad y mortalidad 

en naciones en las  que  existe  una  relación  inversa  entre  el  incremento  de  sus  poblaciones 

y  urbanización, y la viglancia microbiológca del  agua  potable’.  En  estos  países  la 

causa  más  frecuente  y  seria de fiebres  entéricas es Salmonella typhi, agente  etiológico 

de la fiebre  tifoidea2.  El  control  epidemiológico de la  enfermedad  depende  del 

mejoramiento  de  la  infraestructura  sanitaria,  del  saneamiento  básico y de la  inspección 

de  portadores  tifoídicos3,  para lo cual es necesario  no  solo  mejorar el nivel  económico de 

la población,  sino  también  elevar  el  grado  educacional en salud.  Debido  al  tiempo  y 

dificultades  que  implica  el  logro  de  estos  objetivos,  y  a  pesar de sus  imperfecciones 

técnicas,  las  vacunas  continúan  siendo  una  buena  alternativa  para  su  prevención4. 

Para  la  profilaxis  de  la  fiebre  tifoidea en nuestra  país  se  cuenta  con  una  vacuna 

elaborada  con  bacterias  muertas por  calor,  cuyas  principales  limitaciones  son:  que  la 

protección  conferida e sa  en  función  de la dosis  infectante  a la que  el  individuo esté 

expuesto,  que  la  inmunidad es de corta  duración  y  que  presenta  efectos  colaterales 

adversos  dados  por la toxicidad  del  lipopolisacárido  bacteriano5. 

En los  últimos &os, han sido  estudiados  diversos  antígenos  de  la  superficie  de 

Salmonella typhi como  probables canddatos a  vacunas  contra  la  fiebre  tifoidea.  Entre 

ellos  se  encuentra  el  antígeno  somático “O’, el cual  induce  altos  títulos de anticuerpos 
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tanto en animales  de  experimentación  como  en  personas  con  fiebre  tifoidea,  sin 

embargo  estos  no  correlacionan  con un estado de inmunidad6. 

Por  otra  parte  Robbins y Robbins7  desarrollaron  una  vacuna  a  partir  del  antígeno 

Vi de Salmonella, la cual, h e  evaluada en estudios  de  campo  en  Nepal y Africa  del 

Surgv9, con  resultados  de  protección  parcial,  muy  probablemente  por la naturaleza T- 

independiente  del  antígeno  polisacarídico, lo que  hace  suponer  que  no  se  genere 

respuesta  inmune  celular ni se  desarrollen  efectivamente  cklulas de memoria  para 

inmunizaciones o retos  posteriores. 

El  estudio  de las proteínas  de  membrana  externa  (PME’s)  de las bacterias gram- 

negativas  como  inmunógenos  ha  cobrado  mucha  importancia,  ya  que  por  su  naturaleza 

proteica  y su localización  habitualmente  inducen  anticuerpos  de  alta  afinidad  y 

favorecen  una  respuesta  celular, la que  genera  una  inmunidad  prolongada  que es crucial 

en la  defensa  contra  patógenos  intracelulares  como S. typhi 10,11,12,13 

En  1988  fue  demostrada la importancia de las $ME de S. typhi. en la inducción 

de inmunidad  protectora al reto  con la bacteria  viva  virulenta en un modelo  murino  de 

fiebre tifoidea. La inmunización de ratones NIH con una dosis de 30pg de PME conf~rió 

sobrevivencia al 100% de los  ratones  al  reto  hasta  con 500 DL50 tanto de S. typhi 9,12 

Vi:d  aislada  de un paciente  con  fiebre  tifoidea,  como  de la cepa  Ty2,  que es empleada 

para la producción de la  vacuna  tifoídica  parenteral;  mientras  que la inmunización  con 

PME de S. typhimurium confirió  protección  del 60% y 30%  respectivamente.  Ademhs, 

suero de conejo  anti-PME fue capaz de transferir  Pasivamente  al  ratón un estado 
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protector  al  reto  con S. typhi, efecto  que  desapareció  cuando el suero  fue  absorbido  con 

PME14. Mediante  ensayos  de inmunoelectrotransferencia demostraron  que  este  suero 

reacciona  principalmente  con un par  de  PME  de P.M. entre 38 y 4 1 Kda, 

correspondientes  a  las porinas15. 

Por  otro  lado,  la  observación de que  los  pacientes  con  fiebre  tifoidea y en  fase de 

convalecencia  generan  anticuerpos  de  clase IgG que  reconocen  principalmente  porinas 

de S. typhi, sugiere  que  también  en la infección  natural  por S. typhi las porinas son 

blanco  importante  de la respuesta  inmune  e  indica  que la inmunidad  por  anticuerpos 

contra  porinas juega un papel  esencial en el  control  de  la  infección,  aunque,  ello  no 

descarta la participación de otros  mecanismos  de  la  respuesta  inmuneI6. 

Estudios  posteriores  evaluaron en el  modelo  murino la participacidn de las 

porinas de S. typhi 9,12 Vi:d en la inducción de una respuesta  inmune  protectora:  la 

inmunización  de  ratones NIH con la mezcla de 2 porinas extraídas de la  membrana 

externa  de  la  bacteria,  y  purificadas por  métodos  bioquímicos  tradicionales,  indujo 

protección  hasta  del 80% al reto de 500 DL50 de S. typhi, en ratones  que  recibieron  dos 

inmunizaciones  con 5pg de  proteínaI7. 

Finalmente,  mediante  ensayos in vitro se ha evidenciado  que  las  porinas  aisladas 

tanto  de S. typhi, S. typhimurium y E. coli son  capaces de inducir  una  respuesta 

proliferativa de linfocitos T provenientes de ratones,  inmunizados  con  PME o con 

porhas’*. Datos  similares  se  han  obtenido  en  linfocitost  provenientes  de  individuos  con 

fiebre  tifoidea o inmunizados  con  la  vacuna  de  Germanier”. 
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Todos  estos  resultados  han  permitido  proponer a las  porinas  de S. typhi como 

las  proteínas  candidatos  en  la  elaboración de una  vacuna  contra  la  fiebre  tifoidea. 

Las porinas, corresponden  al grupo de las proteínas  matrices  de  membrana 

externa de las  bacterias  gram-nagativas y por sus niveles  de  expresión  en  la  membrana 

pertenecen al grupo de  proteínas  principales. Sus nombres  fueron  acuiiados  por  su 

característica  asociación a la peptidoglicana  mediante  enlaces  iónicos  (figura 1) y por  su 

capacidad  de  formar  poros  que  participan  en  permeabilidad  de  moléculas  hidrofilicas 

de  bajo  peso  molecular  como  aminoácidos,  iones  inorgánicos y sachridos  con un límite 

de  exclusión  de 600 Da2',  con características  particulare  cada  una. Algunos miembros  de 

la familia  de  porinas  (lamB)  funcionan  como  receptores  para fagos2'. Estudios 

bioquímicos y moleculares  indican  que hay una  extensa  homología  entre las porinas  de 

bacterias  gram-negativas,  aunque  de  hecho  existen  secuencias  de  aminoácidos 

específicas  de  especie. 
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Fig l. Organización  de la envoltura  de  las  bacterias  gram-negativas”. 
La membrana  externa (M.E.), contiene  lipopolisacárido  (LPS) y a  las  porinas 
OmpC,  OmpF,  OmpA,  LamB,  que  se  asocian a la peptidoglicana (P.G.) 

Los análisis por espectrofotometría en la región  de  infkarojo y por dicroismo 

circular de las porinas de E. coli, muestran  que  las  formas  funcionales  son  trímeros 

compuestos  de  subunidades  monoméricas  idénticas  cuya  estructura  secundaria  está 

conformada  por 16 hojas  P-plegadas  antiparalelas  y  largas  asas  con  algunas a-hélices 

intercaladas  (figura 2). Cada  monómero  expone 8 asas (“loops”)  cortas  hacia el espacio 

periplásmico y 8 asas  largas  situadas  hacia  el  exterior de la membrana  externa.  Estos 

monómeros,  forman un cilindro, al unirse  mediante:  un  enlace  iónico  el  extremo 

carboxilo de la hoja p-16 y  el  extremo  amino  de la hoja p-123. 
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El  mayor  número  de  modificaciones  en  la  secuencia  proteica  entre  una y otra 

porina  se  localiza  en  las  asas  externas24 y por lo  tanto  son  éstas  las  responsables  de  la 

diferencia  en  el  tamaño  de  la  entrada  de los poros. La estructura  del  trimer0  se  forma 

mediante  el  entrecruzamiento  de las regiones  hidrofóbicas  de  las  vueltas p-15 y p-1, 

donde  los hez residuos  carboxilo  de  la  región p-16, en  particular  el  último (una Phe) y 

la  hoja pl, son  esenciales  para  el  correcto  ensamblaje del.  monómero de la  porina.  En  el 

centro  del  barril se forma un canal  inclinado  con  respecto  al  eje  longitudinal,  que  está 

rodeado por  dos  cinturones  de  aminoácidos  aromáticos  que  por su interacción  con la 

membrana  le  permite  anclarse a la  misma. 

Las  porinas  de  la  membrana  externa  de E. coli han  sido l a s  más  caracterizadas; a 

la  fecha  se  han  clonado y secuenciado los genes  de  las 3 porinas  principales: Om*, 

OmpF y PhoE,  cuyos  productos  proteicos  representan  arriba  del 2% de la  masa total de 

la  bacteria. En Salmonella  typhimuriumz5, además  se  expresa la porina  OmpD. 

I1 

Fig. 2. Estructura del mondmero de la porina OmpF  de E. coli 28 

T= asas cortas, L= asas largas, p= hojas P-plegadas. 
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La  regulación  transcripcional y traduccional de  :las  porinas  de bacterias  Gram- 

negativas es multifactorial  (figura 3). 

PhoE es inducida  a  bajas  concentraciones de fosfato,  sus poros son 

particularmente  eficientes en el  transporte de fosfato  inorgánico,  compuestos 

fosforilados y algunos  otros  solutos  cargados  negativamente.  OmpF es catión  selectivo, 

y su  expresión  decrece en cultivos  bacterianos en fase  estacionaria de crecimiento, 

debido  a un  gen  que  codifica  para la proteína rpoS, la  cual  compite  con  la  subunidad 

sigma (o) de la RNA polimerasa  e  impide  la  transcripción de OmpF. 

OmpF se expresa  preferencialmente en medio de baja  osmolaridad,  mientras  que 

la  expresión de OmpC se incrementa  en  medio de alta  osmolaridad.  Dicha  regulación es 

mediada  por un sistema de dos  componentes  OmpR y Env Z, cuyos  genes  se  encuentra 

en el locus  OmpB.  OmpR es una  proteína  citoplasmática  que  se  une  a  los  promotores  de 

las  porinas OmpC y OmpF,  mientras  que  EnvZ es una proteína  de  la  membrana  interna, 

de la que  se  propone  que  modula la h c i ó n  de OmpK a  través de fosforilaciones y 

desfosforilaciones. 

Otro factor  bien  definido en la regulación de porinas es el efecto de la 

temperatura de crecimiento, en donde  parhcipa una secuencia de RNA antisentido 

denominada  MicF,  regulando  negativamente  a la porina  OmpF  a  nivel  post 

trancripcional. El gen de MicF  se  localiza río arriba  de la secuencia  de Om@ y  se 

transcribe en dirección  opuesta,  codifica  para  dos  distintos RNA, uno de 93 nucleótidos 

que se une al  ribosoma en el  sitio de unión  al RNAm de la OmpF y otra de 174 

nucleótidos  que  contiene  secuencias  complementarias al sitio Shine-Dalgarno y a  las 
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secuencias  iniciales  del RNAm de la OmpF.  La  trancripción  del  gen  MicF es estimulada 

a  temperaturas de 37°C o mayores, y juega también un papel  importante en la  respuesta 

a  agentes  tóxicos  como  el  etanol,  ácidos  y  antibióticos,  así  como el estrés  oxidativo. 

Además  se  han  descrito  proteínas  que  se  unen  al  promotor de MicF  capaces  de  regular 

positivamente su expresión,  como:  MarA,  SoxS,  cuyos  extremos  carboxilo  presentan 

homología  con la familia de reguladores  transcripcionales  XylS-AraC.  El  incremento 

en la  síntesis de MicF  resulta en  un decremento en la producción  de 0 m ~ F ~ ~ .  Por otro 

lado, las propiedades  del  transporte fisiológxo mediado  por  porinas en S. typhi se 

desconocen. 

Reguladores positivos Transcripcibn 
Baja  osmolaridad  (complejo  EnvZ-OmpR) 

Reguladores negativos 

Alta  osmolaridad  (complejo  EnvZ-OmpR) 

vos 

Omp F 

Reguladores positivos 

Proteínas  que  se  asocian  a  regiones  promotoras 
( MarA SOXS) 

Reguladores negativos 

RNA antisentido McF 

Figura 3. Regulacidn  de  la  transcripi6n y traducidn de ompF de Escherichia  coli (modificado 
de n). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

Como fue descrito  en  las  propiedades  inmunogénicas  de  las PME , se  han 

aislado  de la membrana  dos  proteínas  de 38-41 Kda. que  se  expresan 

simultáneamente  en  cultivos  bacterianos  a 37OC y condiciones  de  osmolaridad 

específicas. S610  una  de ellas  ha  sido  identificada y corresponde  a  la  porina 

0mpC2*. Considerando: 

Que las porinas  son  proteínas  conservadas  filogenéticamente  entre  las  bacterias29. 

Que  presentan  unas  homologías  hasta  de un 90%  a  nivel de DNA entre  ellas, y hasta 

de un 70%  a  nivel  de  aminoácidos. 

Que la porina OmpC caracterizada  en: E. coli (38 Kda3') Salmonella  typhimurium 

(36 Kda31) y Salmonella  @phi (36 Kda2*) presentan un peso semejante. 

Que  el  polipéptido  maduro  de la porina  OmpC  de Salmonella typhi, presenta una 

homología  de  un  79%  a  nivel  de  aminoticidos  con su análoga  en E. Coli3' 

Que  en  corrimiento  electroforético las porinas de Salmonella  typhimurium 

presentan un patrón  electroforktico muy parecido al de las porinas  de Salmonella 

typhi. 

Por  lo tanto la  proteína  no  identificada  de la mezcla  inmunizada  pudiera  ser la 
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OBJETIVO GENERAL 

A. 1 Obtención y caracterización de la porina  OmpF  de Salmonella  typhi. 

OBJETIVO  PARTICULARES. 

B. 1 hslamiento y secuenciación  del  gen de la porina  OmpF  de Salmonella typhi. 

B.2 Producción de la  proteína  recombinante. 

B.3 Determinación  del peso molecular  de la porina  OmpF. 

B.4 Identificación  inmunoquímica de  la  porina  OmpF. 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 

225712 
A. CEPAS BACTERIANAS 

A.l  Salmonella typhi 9,12  Vi:d, aislada  de un paciente  con  fiebre  tifoidea y 

conservada en la U.I.M. en Inmunoquímica  del CMN desde 1985. 

A.2 E. coli DHSa (GIBCO B E ) ,  cepa derivada  de  la DH51; caracterizada por 

una  deleción en el operón  lac y en un profago 080 que  controla la síntesis  del 

fragmento  omega de la  P-galactosidasa, gyrA (Nal'), lo que  le  confiere 

resistencia al ácid0  nalidíxico. 

A.3 E. coli UH302 derivada  de  la  cadena p400 mediante  selección  de  resistencia  a 

los  fagos  Tulb,  Tula, TuII, y carente de las  proteínas  de  membrana  externa 

Om@,  OmpF y 0 m ~ A ~ ~ .  

B. PLASMIDOS 

B.l Plásmido  de  clonación pUC 19, que  contiene el sitio  de  clonación  múltiple  en  la 

región a del  gen  lac Z (figura 4). 



12 

~~ 

Figura 4. pUC19= I 2686 pb 

C.  PREPARACION DE BACTERIAS  COMPETENTES. 

Una  colonia  de E. coli DH5a (o UH302)  se  cultivó  durante  toda la noche a 37°C 

con  agitación  constante a 200  r.p.m.  en  30 ml de  medio LB (Luria  Bertani, 1%, tiptona , 

0.5% de  extracto  de  levadura y 1% de  NaCl pH 7.5).  Posteriormente  se hzo una 

dilución  1:200  del  cultivo y se  continuó  hasta  alcanzar  una  D.O. A 600 nm de 0.6, 

después  de  la  cual  se le aiiadieron 600 m1 de  medio LB y se  continúo el cultivo  por 15 

min  más.  La  bacteria  se  cosechó por centrifugación a 6000 r.p.m.  durante 10  minutos. 

La pastilla se resuspendió  en 0.01 M de Cae12 fiío y se  incubó en hielo  durante  dos 

horas. Al término la bacteria  se  cosechó  por  centrifugación, se resuspendió  en  10 rnl 

de  CaClz-glicerol y se  almacenó -7OOC en  alícuotas  de 1 m1 hasta su 
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D. AMPLIFICACION  DEL  GEN DE  LA PORINA  OmpF 

D.l DiseAo de  los  cebadores. 

Los cebadores  sintetizados  para la amplificaciih del  gen  OmpF  de S. typhi 

corresponden  a los extremos 5’ y 3’ de la secuencia  publicada de la porina OmpF de 

Salmonella typhimuriurn3’ y fueron  denominados 2474 (posición 48-64 pb) y 2475 

(posicibn 1285-1301 pb), 

2474 

5’ GCG  AAT  TCA  CGG  TAG  CGA  AAC G 3’ 

2475 

5’ TTC  TAG  AGG  TGT  GCT  ATT  AGA  AGT  GG 3’ 

D.2 Obtenci6n  del  DNA cromosomal de S. typhi 9J.2 Vi:d 

EL DNA  cromosomal  se  obtuvo  mediante  Isotiocianato de G ~ a n i d i n a ~ ~  

(TRIZOL GIBCO-BRL),  para lo cual 1x1 O’ bacterias  se  resuspendieron  en 1 m1 de 

trizol y se  incubaron 5 minutos  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente  se  le daderon 

200~1  de cloroformo,  se  homogenizó  e  incubó 3 minutos  a  temperatura  ambiente;  al 

término la solución  se  centrifugó  a 6000 r.p.m.  por 15 minutos  a 4°C y se  recuperó  la 

fase  orgánica , de donde  se  precipitó  el  DNA  con 300 pl de  etanol  absoluto. 
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El DNA se  recuperó  centrifugando  a 6000 r.p.m. durante 5 minutos  a  4°C. y se 

lavó  con  una  solución O. 1 M de  Citrato de Sodio en etanol  al 10%. Se dio un último 

lavado  con  etanol al 75% y se  secó  por  centrifugación  al  vacío  (Speed  vacuum) 

[Hetovac  Modelo VR-1 Heto  Lab  Equipment]. 

D.3 Reacci6n de Polimerizaci6n en  cadena (PCR) para amplificaci6n del gen 

candidato a porina  OmpF 

El DNA genómico  obtenido  se  utilizó  como  templado  para  amplificar  por PCR 

el  gen de la  pori^ OmpF  de S. typhi, empleando el aparato  Robocycler 40 ( Strategene) 

y la enzima Pwo polimerasa  (Lakeside). 

Condiciones de la reacción.- 

T 1   t l   T 2  Num:Ciclos 
VENTANA 1 

45°C  1' 72°C  90°C 1'   VENTANA 3 
1'10''  72°C 90°C l ' lO' '45"C VENTANA 2 

45°C 2' 90°C 3' 
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Concentraciones de los reactivos.- 

COMPONENTE 
~~~~~ ~ ~ 

Amortiguador  de la enzima 

Mezcla de dNTP's 

Oligonucléotidos  iniciadores 

Polimerasa  Pwo 

Dimetil  sulfóxido  (DMSO) 

~ ~~ ~~~~ 

CONCENTRACION FINAL I 
20 mM Tris-HC1,  pH 8.4 con 50 mM de KC1,20 mM MgS04 

100 pM de  cada  nucleótido 

20.8 pM 

2 u  

3% I 

E. PURIFICACI~N DEL PRODUCTO DE PCR (CANDIDATO AL GEN 

OmPF) 

El producto  obtenido  de la PCR se sometió  a  corrimiento  electroforético en gel 

de agarosa  al  1%.  La  banda de 1200  pb  se  cortó  y  se  incubó  con  NaI  a 56°C hasta  licuar 

completamente  el  gel.  El DNA se  adsorbió  a  perlas  de  vidrio por 30 min  en  agitación 

constante  y  se  recuperó  mediante  centrifugación,  se  lavó  con  una  solución de (50 m1 de 

etanol  por  cada  100  ml.  que  contenía 2OmM de  Tris pH 7.4, 1mM  EDTA y 0.1  M de 

NaC1). Finalmente  el DNA se  eluyó  de las perlas a 56OC y  se  disolvió en agua 

inyectable. 
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F. CLONACION  DEL  PRODUCTO DE PCR 

El  candidato  a  gen  OmpF  purificado  (inserto)  se  ligii  en  el  plásmido P U C ~ ~ ~ ’ ,  que 

previamente  se  había  digerido  con  la  enzima Smal, en  relación  molar 3: 1 inserto:vector 

mediante  la  catálisis  con  la  enzima  T4  DNA  ligasa.  El  producto  de  la  ligación  se  utilizó 

para  transformar  bacterias  competentes  mediante un choque  térmico  a  42°C  durante 1 

min,  después de lo cual  se  sembraron  las  bacterias  en  medio  LB-Ampicilina (50 pg/ml) 

y se  incubaron 16 H a  37°C.  Se  analizaron  las  colonias  resultantes  (resistentes  a 

Ampicilina ) para  identificar  a  aquéllas  que  portaban  el  inserto  (OmpFP7. 

G. DETECCION  DEL GEN OmpF 

G.l Aislamiento y transferencia de colonias. 

Las  colonias  probables  positivas  (seleccionadas  mediante  corrimiento 

electroforético en gel de agarosa  por  presentar  un peso molecular  de 3.8 Kb, 

correspondiente  al  plásmido + el  inserto ) se  aislaron en placas  de  LB-agar y se 

transfirieron  por  contacto  a  papel de nitrocelulosa.  Las  bacterias  se  lisaron  mediante  el 

contacto  del  papel  con  NaOH 0.5 M y NaCl 1.5 M por 2  min,  seguido  del  tratamiento 

con  (Tris-HC1 0.5 M a pH 8.0 y NaCl 1.5 M) y lavado  con  SSC  (Citrato  de  sodio, 

Cloruro de sodio) 2 veces  por  45  segundos  cada uno. Se  secaron  brevemente en papel 

Whatman  3 MM y se  entrecruzaron  para  fijar  el DNA bacteriano  a  los  papeles de 

nitrocelulosa. 
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6.2 Hibridacidn  con sondas radiactivas 

Los papeles  de  nitrocelulosa (que contenían  las,  colonias)  fueron  previamente 

bloqueados  con  leche  al 5% en PBS y se  hibridaron  con  una  sonda  de DNA  de  OmpF 

marcada  con  citocina [a-32P] durante 24 hrs. a 68°C.  El  marcaje  radiativo  de  la  sonda 

de DNA se  realizó  aiiadiendo  dCTP32p y dGTP, dTTF’ y dATP  no  marcados  en  una 

reacción  de  polimerización  catalizada por la fiacción  Klenow  de la DNA  polimerasa, la 

sonda  fue  purificada por filtración  en  gel  (Dupont’s  Random  Primers  Extension  kit)38 

G. 3 Deteccih de las colonias portadoras del candidato OmpF 

Los papeles  de  nitrocelulosa  se  lavaron a una astringencia  de (0.1 Wa7) y la 

sefial  positiva  de  hibridación  se  reveló a través  de la exposición a una  placa  para  rayos 

X. 

H. CARACTERIZACION  MOLECULAR  DEL  PROBABLE  GEN  OmpF 

El DNA  de los genes  OmpF y el gen  de OmpC , los  cuales  previamente  se 

habían  sometido a digestión con diversas enzima (Nu. I, Cla I, NCO I, Nru I, Taq I y 

Dde I) se  sometieron a electroforésis  en un gel  de  agarosa al 1%, durante 45 min. a 60 

volts.  El DNA se  transfirió a papel  de  nitrocelulosa  mediante  capilaridad  con  Buffer 

SSC 1OX durante 12 Hrs. El  papel  de  nitrocelulosa  previamente  entrecruzado y 

bloqueado  con  PBS-Leche 5% se  hibridó  con  la  sonda  de  OmpC  marcada  con  citocina 

32p por  24 Hrs. a 68OC. El  papel se lavó y se  reveló  empleando  una  placa  para  rayos X. 
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I. SECUENCIACION  DEL  GEN 

El  plásmido pUC 19 que  contenía  el  inserto  candidato al gen  OmpF  se  purificó 

mediante  lisis  alcalina y se  sometió a una  amplificación por  PCR  en las  siguientes 

condiciones,  empleando un secuenciador  automático  (Perkin-Elmer), y los  cebadores 

2474 y 2475. 

T1 t l  T2 t2 

VENTANA1 50 20’ 7 96 30” 

La secuenciación  del  producto  de PCR se  realizó  por el método  de  Fan y cols 39 (Perkin 

Elmer) 

J. EXTRACCION  DE PORINAS MEDIANTE EL METODO  DE  NIKAIDO 

Las  colonias  que  demostraron  contener  el  plásmido  con  el  probable gen  OmpF se 

expandieron  en  cultivo  para  de  ellas  extraer y caracterizar  las  proteínas  (método  de 

Nikaido4’). Para  ello  se  transformaron  bacterias UH302:’2 lo  que  garantiza la expresión 

de la proteína  recombinante. Los cultivos  bacterianos  se  crecieron  en un medio mínimo 

de  sales  (Medio  mínimo A) conteniendo 5% de  extracto  de  levadura,  sulfato  de 

magnesio  al 25% y 12.5% de  glucosa.  Se  incubaron a 317°C en  agitación  hasta  alcanzar 

su  fase  de  crecimiento  logarítmico (6 Hrs). Se  cosechó y resuspendió  la  bacteria  en  una 

solución  amortiguadora 10 mM Tris-HC1  pH 7.7. La bacteria se rompi6  mediante 
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sonicación y se  centrifugó  a 7000 r.p.m. por  15  min. a 4°C  para  remover  las  células 

intactas y detritus.  El  sobrenadante  se  centrifugó  a  40,000  r.p.m. por  45  min a  4°C  para 

obtener  las  membranas  celulares. La cubierta de  peptidoglicana  se  disoció  mediante  una 

solución  de Tris-HC1  lOmM  pH 7.7, SDS al 2%  incubándose  45  min  a 32°C y 

centrifugándose  a  40,000 r.p.m. a  20°C.  Las  proteínas  :insolubles  se  resuspendieron en 

Buffer de Nikaido.(Tris 50 mM pH 7.7, SDS  al 1%, NaC1 0.4 M, EDTA 5 m M ,  p- 

mercaptoetanol  al  0.05%)  incubhndose 2 horas  a 37°C. La suspensión  se  centrifugó  a 

40,000  r.p.m.  durante  45  min  a  20°C y las porinas  se  recuperaron  del  sobrenadante. 

K. PURIFICACI~N DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

Se  llevó  a  cabo en una  columna  de  exclusión  molecular en gel de Sephacryl S -  

200 (Pharmacia  Chemical  Co.), la  cual  se  estabilizó  previamente  con 3 veces  su 

volumen  total  con  Buffer de Nikaido pH 7.7. La muestra  se  inyectó  en  la  columna  con 

una  velocidad  de  flujo  de 0.65 mVmin y se recolectaron  fracciones de 3 m1 en un 

colector  autómatico (LKB Instruments)  determinando  su  absorbancia  a 280 nm. 

L. CARACTERIZACION  DEL  PRODUCTO  DEL  GEN OmpF 

L.l. Bioquimica (Electroforbis) 

Las  muestras de porinas  se  precipitaron  con  acetcma,  se  resuspendieron  en  buffer 

muestra y se  sometieron  a  electroforésis en geles de poliacrilamida en cámaras 
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verticales y sistema  de  amortiguador  discontinuo,  según  la  técnica  descrita  por 

Laemmli4'.  El  gel  introductor  contenía 4% de acrilamidahis acrilamida y el  gel 

separador 12.5% acrilamidal  bis  acrilamida. 

El  corrimiento  se  llevó  a  cabo  a 30 mA por  placa.  Concluido  esto,  los  geles  se 

tifieron lhr con  colorante  azul  de  Coomassie R-250 y se  decoloraron  (Metano1  30% y 

Ác.  Acético 7%) hasta  apreciar  las  bandas  proteicas. 

L. 2. Inmunoquímica (Western Blot) 

La  transferencia  electroforética de las  porinas  contenidas en el  gel de 

poliacrilamida  al  papel  de  nitrocelulosa  se  realizó  en  una  unidad de transferencia 

(BLOW).  L a s  proteínas  se  transfirieron  al  papel  a un voltaje  constante  de 75 Vh.5  h  a 

4OC, empleando  el  buffer T ~ w b i n ~ ~ .  Los papeles se bloquearon  con  PBS-leche  al 5% 

durante  toda  la  noche, se lavaron  con  PBS-tween 0.02% y se  incubaron 1 hora  a  25°C 

con  suero  antiporinas  hecho en conejo  e 1 6 ' s  purificadas  del  suero  antiporinas. 

L.3. TopoMgica (Citometría de Flujo) 

Los cultivos  bacterianos  (UH302 ,SuZmoneZiu yphi , y Bacterias UH302 transformadas 

con el plásmido  pST13  que  contiene  a la porina OmpC y con  el  plásmido  pUC19  que 

contiene  a  la porinas OmpF) se crecieron en medio  LB  (con o sin  antibiótico) y se 

incubaron  a  37°C en agitación  hasta  alcanzar su fase de crecimiento  logarítmico (6 Hrs). 

Cosechándose  mediante  centrifkgación  a 3,000 r.p.m. y resuspendiéndose en PBS para 

efectuar  dos  lavados.  Posteriormente  la  bacteria  se  ajustó  mediante  espectrofotometría 
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(540 m) a 1x108 por tubo  eppendorf.  Se  cosecharon  las  bacterias  mediante 

centrifugación  a 14,000 r.p.m por 5 minutos y la  pastilla  se  resuspendió en 100 pl del 

primer  anticuerpo  (suero  antiporinas o IgG’s anti  porinas) y se  incubaron  en  agitación 

por 45 minutos  a T.A. Posteriormente  se  lavaron  las  bacterias y se  incubaron 100 p1 del 

segundo  anticuerpo  (anti-conejo  conjugado  a isotiocimato de  fluoresceína FITC.) 

durante 45 minutos en agitación  a T.A., se  lavaron  con PBS y se  les  añadió  yoduro  de 

propido (Y .P 4 mg/L).  Después  de  agregar el Y .P. las  muestras de inmediato  fueron 

analizadas en el  citómetro  de  flujo  FACSort  (BECTON-DICKINSON). Los anticuerpos 

fueron diluidos en PBS con  BSA  al (O. 1 % W / V ) ~ ~ .  

M. ANÁLISIS COMPAIUTNO DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA 

Utilizando  el  programa  Blast  National  center  Biotechnology 

(www.ncbi.nlm.nih.gov), se  alinearon  las  secuencias de nucleótidos  correspondientes  a  la 

regiones 5’ y 3’ del candidato  a  porina OmpF  con  la  porina  OmpF  de Sulmonellu 

typhirn~riurn~~ y la  pori^ OmpC de S.typhi28 para  determinar la posible  existencia  de 

homologías 
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RESULTADOS 

1. OBTENCION  DEL  GEN  CANDIDATO  A PORZNA OmpF DE Styphi 9,12 

Vi:d 

El DNA cromosomal  de S. typhi 9,12 Vi:d que h e  purificado  por  la  técnica  de 

Isotiocianato  de  Guanidina  mostró un patrón  de  alta  calidad  (integridad y pureza) (Fig 

5a),  se  sometió  a una digestión  enzimática  con  Eco RV ( Fig  5b) y fue  utilizado  como 

templado  en  la  Reacción  de  Polimerización en Cadena (PCR), que  utilizando  a  los 

cebadores 2474 (extremo 5’) y 2475 (extremo 3’), se llevó  a  cabo  con  el  fin  de 

amplificar un probable  candidato a porina  OmpF  en S. typhi 9,12 Vi:d. 

10 Kb 

2.0 Kb 
1.5 Kb 

1.0 Kb 

0.5 Kb 

1 2  

10 Kb 

3.10 Kb 

2.0 Kb 

1.0 Kb 

0.5 Kb 

1 2  

a  b 

Fig 5 DNA cromosomal  de S. typhi 9,12 Vi:d  integro (a) y digerido  con Eco RV (b). 
Cromatografía  en  agarosa al 1%. 
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El producto  de  la  reacción (PCR) corresponde  a un segmento de DNA de 

aproximadamente 1,200 pb, y como se observa  en  la Fig 6, tiene un peso mayor peso al 

gen OmpC (1,040 pb)  de S. typhi 

1.5 Kb 

1 .O Kb 

1 2 3 4  5 

I 

I 

Polimerasa Pwo 

Taq polimerasa 

Fig 6. Gen  OmpC (43) y candidato  a  gen  OmpF (2,3) de S. &phi amplificados  con 
Taq  polimerasa (33) o polimerasa Pwo (2,4). 
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2. CLONACION  DEL  CANDIDATO OmpF 

Una  vez  purificado el producto de PCR (candidato  OmpF)  fue  clonado  en  el 

plásmido  pUC  19,  previamente  purificado y digerido  (Fig 7) 

3 O K h -  
2 O K h -  

1 2 

2 h K h  

Fig 7. PMsmido  pUC19  digerido con Sma I, 
peso  molecular 2.6 Kb. 
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Una  réplica de las colonias  obtenidas tras la transformación de E. coli DH5a fue 

hbridada con  una  sonda  correspondiente  al  producto  de PCR marcado  con 32P. Las 

colonias  positivas (Fig 8) se  sometieron a expansión,  extracción y digestión  del  DNA 

plasmídico, lo que  permitió  corroborar  la  inserción  del  gen  candidato en el  vector,  tanto 

por el  aumento  del  P.M. (3.8 Kb) de la construcción  (Fig  9a),  como  por  la  liberación  de 

un  segmento de DNA de 1,200 pb,  correspondiente al gen canddato a  OmpF  (Fig  9b). 

4 

t 
Control oositivo 

Fig 8. Hibridación  de  colonias  acarreadoras  del  gen  candidato 
OmpF de S. typhi. Utilizando como sonda el producto  de 
PCR. 
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1 2 3 4 5 6 7  

a 

.+" 1.2Kb 

FIG. 9.  Clonaci6n  del  probable  gen  OmpF  en  pUC19. 
(a) Corrimiento etecZroforEttico de M A  ptasmidico dlgendo con Kpn 1 proveniente de 

las  colonias 1,4,6 (carriles 2,5,7 respectivamente), y DNA del  pldsmido pUC19 
digerido  con  Kpn I, carriles 3,4, y 6. 

(b) Ljberacjbn  del  inserto  de 3200 pb, mediante  digestion con Sac I/ Hind 111, Carriles 
2,3 y 4, colonias 1,4 y 6, respectivamente. 
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3. IDENTIFICACION  DEL  GEN  PROBABLE OmpF 

La secuencia de los  extremos  terminales 5’ y 3’ del  gen  clonado  se 

determinó  automáticamente  a  través  del  espectro  de  fluorescencia  emitidas  por los 

nucleótidos  marcados  e  incorporados  en  una  reacción  de  polimerización  del  gen 

probable  OmpF,  con la enzima  Amplitaq  (Perkin-Elmer),  lográndose  secuenciar  450  pb 

de cada  extremo.  Del  extremo 5’ terminal  430pb de las  450  pb  secuenciadas  (Fig loa) 

mostraron  una  homología  de  secuencia  del 97% con  el  correspondiente  extremo en el 

gen  OmpF  de S. typhimurium . y sólo  45 pb  presentaron  homología  con  OmpC, 

mientras  que 439 pb  del  extremo 3’ terminal  (Fig lob) mostraron una homología  del 

99% con  el 3’ del  gen  análogo y sólo  114  pb  mostraron  homología  signrficativa  con 

Om$. Las  homologías  se  determinaron  con  el  programa  (Blast.  National  Center 

Biotecnology). 

c 
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a 

b 

Fig. 10 Secuencia  del  gen  probable  OmpF  de S. typhi 9, 12 Vi:d.  Extremo 5' 
(a), extremo 3' (b). 
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El  patrón  de  restricción  enzimática  (utilizando  las  enzimas  Taq 1, Alu I, Dde I, 

Nru I, Nco I y Cla I) permitió  establecer  diferencias  entre el  candidato OmpF y OmpC, 

como  se  observa en la  (Fig  1 la), la  porina  OmpC  sólo  fue  digerida  con  la  enzima  Cla I, 

mientrás  que el candidato  OmpF  fue  digerido  con  las emimas: Taq I, Nru I, Nco I y Cla 

I Sin  embargo  la  similitud  entre  ambos  genes,  se  puso de manifiesto  por  la  hibridación 

cruzada  que  se  observó  al  utilizar  como  sonda  el  gen  OmpC-32P  (Fig 11 b). 
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I SKk"-+ 
1 OKh"---, 

05Kh--"+ 

OmpF 0mPc 
a 

1 2 3 4 5 6  

Carriles: 
1, 8 P.M. 
2,9 Taq 1 
3.10 Alu I 
4,11 Dde I 
5,12 Nru I 
6,13 Nco I 
7, 14 Cla I 

DNA OmpC 

Sonda OmDC 
b 

ORDEN 
1AluI  
2 Cia 1 
3NcoI 
4 Nru I 
5 Taq 1 
6 Dde I 

DE LOS CARRILES 

Fig 11 Patrdn de restricci6n  del  probable  OmpF y OmpC  de S. typhi 1 la:  2-7 
OmpF, 9-14 OmpC. 11 b:  Hibridaci6n  cruzada tipo Southern  con 0 m ~ C ~ ~ p  
carriles 2-6 



31 

4. ANALISIS  DEL  PRODUCTO DEL GEN OmpF 

Las  clonas  acarreadoras  del  probable  gen  OmpF  se  utilizaron  para  transformar 

E.coZi UH302  (deficiente  de las porinas  OmpA,  OmpC y OmpF), y los cultivos  masivos 

de  estas  bacterias  transformadas  para  obtener  porinas de las  membranas  mediante  la 

técnica Nikaido4'.  Las  proteínas  se  purificaron  por  cromatografia  de  exclusión 

molecular  en una resina  de  Sephacril  S-200  (Fig  12).  Las  fiacciones  con  mayor D.O. a 

280 nm fueron  colectadas y sometidas  a  electroforésis  vertical en condiciones  reductoras 

(Fig  13),  observándose  que  el  producto  del  probable  gen  OmpF  clonado,  corresponde  a 

una  proteína  de  un PM similar  al gupo de porinas, ligeramente  más  alto  que  el  de 

OmpC  de S @phi (Fig  13b,  carriles  3 y 2,  respectivamente).  Cuando  se hace  una  mezcla 

de OmpC  recombinante  (rOmpC) y la probable  OmpF  recombinante  (rOmpF),  el 

comportamiento  electroforético  corresponde  al  de  las prinas expresadas  naturalmente 

en S. typhi (carriles 5 y 2 de 13a,  respectivamente), lo que  sugiere  fuertemente  que la 

identidad  del  producto  del  gen  clonado  es  OmpF. 

I 
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0.1 

o .o 

Purificacion de la porina OmpF 
columna sephacryl S-200 

dona 1 -UH302 

Fig 12 Proteína  recombinante  (candidato  OmpF de S. typhi ) purificada  por  exclusibn 
molecular.  Columna  de  Sephacryl S-200. Velocidad  de flujo de 0.65 ml/min 
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1 2 3  4 S 

66 Kda 

45 Kda 

34 Kda 

24 Kda 

18 Kdn 

__+ 

-b 

-b 

-b 
-b 

a 

b 

Fig 13 Expresión  de la proteína  OmpF  recombinante  de S typhi en E. coli UH302. Carril 1 y 5 
PM SW-70, carril 2  porinas  de S typhi 9.12 Vi:d. 2,1, carril 3 rOmpC 3,2. Carril 4 
rOmpF 4,3 , carril 5 Mezcla  de  rOmpC y rOmpF 5,4. 13a:  Tinción  de  Coomassie, 
13b:  Tinción  de platau. 
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La proteína  recombinante  OmpF  purificada de E coli UH302 y desnaturalizada 

fue  reconocida  en un ensayo  tipo  Western  por  las IgG's de un conejo  inmunizado  con  la 

mezcla  de  porinas de S. typlzi expresadas  naturalmente,  las  cuales  reconocen  con  la 

misma  intensidad  a  ambas  proteínas  recombinantes  (Fig  14a,  14b). 

Por  otro  lado,  mediante  Inmunofluorescencia  Indirecta  utilizando  los  anticuerpos 

policlonales  antiporinas,  se  demostró  que la proteína  probable OmpF se  expresa en  la 

superficie de  la E. coli UH302 transformadas  con  el  plásmido  que  acarreaba  el  gen, lo 

que  demuestra  que  su  exporte  y  plegamiento es análogo  al  que  sufren las porinas  nativas 

en S. typhi (Fig  15). El nivel de expresión es similar  al  de OmpC, como  se  pudo 

observar  por la intensidad  de  fluorescencia  que se obtuvo  con la m302 transformada 

con  el  plásmido  pST 13 (que  acarrea  el gen OmpC de S. yphi )  
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5 ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA PROBABLE OmpF DE S.typhi 

El análisis  comparativo  de la probable  OmpF  de S. @phi con otras porinas 

descritas, se hizo utilizando el  programa  Blast  National  Center  Biotechnology 

(www.ncbi.nlm.nih.nov),  alineando l a s  secuencia de nucleótidos de las  regiones 5’ y 3’. 

Se demostró  una  identidad en 5’ y 3’ del 97% y 99%, respectivamente,  con  la 

secuencia  OmpF de Salmonella typhim~rium’~,de acuerdo  al  modelo  estructural  de  la  porina 

OmpF  de E. coli26 . La región  5’,  aquí  alineada  codifica parae1 codón  de  inicio,  el  péptido 

lider,  la  hoja p plegada (p) 16,  el  asa  corta  (T)  T1,  la p 1, el asa  largas (L) L1,  la  p2,  el  T2,  la 

p3,  el  L2 y la p4. La 3’ alineada  codifica  para la hoja p 9, el ct hélice, L5, pl0, T6, 

pll,L6, p12,  T7,  p13, L7, p14, T8, pl5, L8 y p16.  En  la  tabla  1  se  muestra  la  identidad 

entre  la  estructura  primaria  de la probable prim OmpF  de S. typhi y la  porina  OmpF de S. 

typhimurium. 

En  la  tabla  2  se  muestra la identidad  entre  la  probable  porina  OmpF y OmpC  de S. 

typhi, en las que  la  homologia  sustancialmente se encuentra  en  3  regiones: la primera  que 

comprende  p2,  T2 y p3 del  extremo 5’, la  segunda  situada en el  extremo 3’ y que  abarca  del 

L6 a p 13, y la  tercera,  adyacente  a  la  región  2 en 3’, comprende  del p 14 al L8; de  acuerdo 

al  modelo  topológico de la  pon’na OmpC de ,S. lyphi (Martin O. Manuscrito en Preparación) 
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OmpF de S. typhimurim 1 2 

Probable OmpF de S. &phi 

Secuencia Sustituciones Homología  Regiones 

"KRKILAAVIPALLAAATAAAIE C.lnicio, Peptido Lider, p 16 
IYNKDGNK~~LDLYGKAVGR~@HVWTTT 

LVRLAF~OAGL 

T I, p I, L I, p 2, T 2, p 3 
1 L 2, p 4 GDSK30NADQTYAQlG40FKGETQ1NTD50 
LTGFGQWEYR60TKADRAEGEQ70QNSN 

VGAKYDANNVYLAAVYAETS f3 11, L6 ,  p 12, T7 ,  813, 

16 

, .  . , .  . , 

2 1 V 2 % N T W T W 3 " T Q N L E W A Q  L 7,p 14, T 8, p 15, L 8, p 

YQFFDFGLRPAISWQSK280GQLNGAG287 
GSADLAKYIQAGAT- 
WVDyRFNLLD'2%NDYSSSYV329 

4301440 (97%) 

4391443 (99%) G -K)267 

I 

Tabla 1. Homología entre la porina  OmpF  de Salmonella  typhimurium y el  candidato  a 
porina OmpF  de Salmonella  typhi. Hojas  p-plegadas (p), asas  largas  "loops" 
(L), asas cortas "Turns" (T). 
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OmpC de S. typhi 
1 2 3 

5’ 3’ 

Probable OmpF de S. typhi 

Secuencia 

P2 KGETQP 

l d e n t l  

Regibn 

1 43/53 (8 1 %) T 2  ND~Q~LTGPGQ 
WEY Y  -+F= p 3  

52/60 (88%) F- Lm 

Tabla 2. Homología  entre el probable  gen  OmpF y el gen  OmpC de S.typhi. Hojas p- 
plegadas (p), asas  largas  “loops” (L), asas  corta  “Turns”  (T). 
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DISCUSION 

Por  su  localización y naturaleza,  las  PME  han  sido  consideradas  como 

antígenos  importantes  en  la  inducción  de  una  respuesta  inmune  protectora  contra 

infecciones por bacterias  gram-negativas . Desde  1988,  fue  demostrada  la 

importancia  de  las  mismas en un modelo  murino de fiebre  tifoidea,  donde  las  porinas  de 

,SuZmoneZZu typhi son  el  principal  blanco de la  respuesta  inmune h~mora l '~  y ~elular '~,  lo 

que  ha  permitido  proponerlas  como  proteínas  candidatas  vacunales  contra  la  fiebre 

tifoidea. 

22 y 45 

10,11,12 y 13 

Las  porinas  que codleren protección  son  una  mezcla de dos  proteínas, de las 

que  una de ellas  ha  sido  caracterizada  como  la  porina  OmpC y la identidad de la  segunda 

permanecía  sin  establecer,  sin  embargo  por las semejanzas  bioquímicas  existentes  entre 

las  porinas, se podía  tratar de OmpF,  lo  que  nos  llevó  a  diseiiar  cebadores 

correspondientes  a los extremos 5' y 3' del  gen  probable  OmpF  de SulmoneZZu 

lyphimurium", para  poder  clonar  al  correspondlente  gen  de S. Yphi: que  hasta  la  fecha 

no había  sido  identificado. 

El  gen  amplificado  de Styphi presentó un peso aproximado  de  1,200  pb,  el  cual 

es  ligeramente  mayor  que  el  gen  OmpC de S.typhi de  aproximadamente 1,040 pb, y 

presenta un patrón de digestión  enzimática  dlferente  a OmpC . El gen  OmpF  de S. typhi 

fue  clonado en el  plásmido P U C ~ ~ ~ ~ ,  y una  vez caracterizadas  las  construcciones  se 

procedió  a  transformar E. coZi UH30232 (deficientes de porinas  OmpC,  OmpF y 

OmpA)  con la finalidad  de  expresarla  como  proteína  recombinante. La purificación  de 

la  proteína  recombinante  por el método  de  Nikaido4',  permite  establecer  que  la  OmpF 

se  ensambla,  transporta  adecuadamente  a la membrana  externa  e  interacciona  mediante 
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enlaces  iónicos  a  la  peptidoglicana. La purificación  por  cromatografia  de  exclusión 

molecular en Sephacryl S-200 permite  establecer  que  se  asocia  en  forma  de 

homotrimeros, ya que  eluye en la fracción en la  cual  se  obtienen las porinas  de S. typhi, 

es decir  con un peso  molecular  mayor de 1 10 Kda. 

La electroforésis  en  poliacrilamida-SDS  determin6  que  se  trata  de  la  porina  con 

mayor peso molecular  presente en la  mezcla  nativa, y su similitud  antigénica  quedó  de 

manifiesto por los ensayos de Westem-blot, en los que  se  observó  la  reactividad  con 

anticuerpos  policlonales  dirigidos  contra  las  porinas  nativas  de S. lyphi. La adecuada 

expresión  de  la  proteína  sobre la superficie  de  la  bacteria  se  corroboró  con  los  ensayos 

de Citometría de Flujo,  donde  los  anticuerpos  policlonales  contra  las  porinas  nativas 

identificaron una  población  de m302  que  expresa la proteína en la  superficie  de  manera 

semejante  a la porina  OmpC. 

La  secuenciación  parcial  del  gen y el análisis de la  homología  con  la  porina 

OmpF  de S typhimurium y OmpC  de S typhi permite  corroborar  que  el gen  amplificado 

del  genoma de S. lyphi y expresado  como  proteína  recombinante se identifica  como el 

de la  porina  OmpF de S. typhi. Estudios  posteriores permitirán evaluar la participación 

de esta  proteína en la  inducción de inmunidad  protectora en la  fiebre  tifoidea. 
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