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RESUMEN 

El quinto sistema de secreción de proteínas en bacterias gram 
negativas, también llamado de  "autotransportadores", está constituido por proteínas 
que presentan tres dominios funcionales: la secuencia señal, el dominio alfa o 
amino terminal y el dominio beta o carboxilo terminal. Este último dominio es el 
que tiene la función de autotransportador, ya que transloca el dominio alfa al 
exterior mediante la formación de un poro en la membrana externa de manera 
semejante a como se ensamblan las porinas de bacterias gram-negativas. Esta 
propiedad hace que este sistema de secreción sea considerado como el más 
sencillo para la exportación de proteínas en  bact.erias gram-negativas. Se ha 
propuesto a las proteínas autotransportadoras para translocar péptidos y proteínas 
heterólogas hacia la membrana externa o al medio extracelular, lo cual se ha 
demostrado con éxito en E. coli con el dominio p de 1:s proteína AIDA (de EPEC) y 
de la proteasa de IgA (de Neisseria gonorrheae). En el presente trabajo 
demostramos el uso de la proteína MisL de Salmonella  typhimurium (propuesta 
como el primer autotransportador del género Salmonella) como un buen sistema 
para expresar epítopos inmunogénicos en la superficie de acarreadores vivos. Por 
homología de la secuencia aminoacídica del dominio carboxiterminal de MisL con 
AIDA y con apoyo del modelo topológico hipotktico de AIDA previamente 
publicado se predijo la región carboxilo-terminal de MisL necesaria para la 
formación del poro. La secuencia carboxilo-terminal propuesta como el dominio 
beta fue fusionada en su extremo amino terminall con 4 repetidos de los 
aminoácidos NANP de la proteína CSP de P. fakiparum, que constituyen el epítopo 
inmunodominante de células B y con la secuencia señal de la subunidad B de  la 
toxina termolábil de E. coli EPEC (LTBsp). La expresión de esta proteína de fusión 
fue controlada por el promotor inducible in vivo pnir. Los resultados obtenidos 
demuestran que efectivamente MisL es un autotran,sportador y que puede ser 
empleado para expresar en la superficie de bacterias gram-negativas epítopos 
inmunogénicos y generar una respuesta inmune humoral contra ellos, dando lugar 
así a la creación de nuevos sistemas vacunales, de secreción de proteínas de interés 
biotecnológico y de ensayos de unión ligando-receptor, ya que la proteína 
acarreadora no altera la conformación de los péptidos dado que 10s anticuerpos 
generados contra éstos reconocieron también la proteína CSP nativa en la superfice 
de esporozoitos de P. falciparum. 



I N T R O D U C C I O N  

S e  han descrito cinco sistemas para la secreción de proteínas en bacterias (l,*). 
Estos sistemas fueron denominados como: sistema de secreción tipo I (ABC- 
transportadores), de tipo I1 (sec-dependientes), de tipo I11 (ejemplificado por los 
Yops de Yersinia), el de tipo IV (cuyo miembro prototipo es VirB de Agrobacterium 
tumefaciens) y el de tipo V, también llamado de autotransportadores. 

El término secreción se emplea para describir el transporte activo de proteínas 
del citoplasma a través de las membranas interna y externa hacia el exterior o hacia 
la superficie bacteriana. En cambio, la  exportación se refiere al transporte de 
proteínas del citoplasma al espacio periplásmico (17). 

Sistema de secreción de tipo I 

El sistema de secreción tipo I se describió por vez primera para  la a- 
hemolisina de Escherichia coli(6) que se codifica en  las islas de patogenicidad de la 
mayoría de cepas de E.  coli UPEC y en el plásmido p o l  57 de EHEC O1  57:H7'I4'. 
Este sistema de secreción requiere de tres proteínas: una ATPasa de membrana 
interna que proporciona energía al sistema (HlyB para la hemolisina de E. coli), una 
proteína de fusión de membranas que cruza el periplasma (HlyD) y la proteína de 
membrana externa TolC (43). Las proteínas secretadas por este tipo de maquinaria no 
tienen la secuencia señal clásica amino-terminal que presentan la  mayoría  de 
proteínas secretadas, por lo tanto, realizan translocación independiente de la 
chaperona citoplásmica Sec- y requieren de la asistencia de proteínas accesorias 
codificadas or genes que están usualmente contiguos a los genes de la  proteína 
estructural (' 'O) .  Estas proteínas atraviesan completamente las membranas y son 
secretadas directamente al medio extracelular (11-12). En todos los casos estudiados, el 
sistema de tipo I se presenta como homólogo del transportador ABC que se cree está 
involucrado en la mediación de  los pasos requeridos para el consumo de energía 
durante la translocación de la proteína(13). Otros ejemplos de proteínas que se 
secretan por este sistema son: la adenilato-ciclasa de Bordetella  pertusis, la 
leocotoxina de Pasteurella haemolytica y las proteasas de P. aeruginosa y de 
Erwinia chvsanthemi (I4). Empleando los conocimientos generados acerca de este 
sistema de secreción, se han desarrollado herramientas para secretar antígenos 
recombinantes en el medio externo desde acarreadores bacterianos. Con tal fin, se ha 
utilizado el operón que dirige la secreción de la hemolisina a de E.  coli logrando 
secretar algunos antígenos recombinantes 1 6 ,  45) o que adquieran un fenotipo 
particular (44). 



Sistema de secreción de tipo 11. 

La vía de secreción tipo I1 se caracteriza por translocar las proteínas en dos 
pasos, por una parte las proteínas primero son secretadas dentro del periplasma 
utilizando la vía sec, es decir, las proteínas sintetizadas poseen un péptido señal 
aminoterminal hidrofóbico de 30 aminoácidos, que se asocia a una chaperona de 
exportación-específica SecB durante la síntesis de la proteína de exportación (3); 

subsecuentemente éstas son translocadas a través de la membrana externa por una 
maquinaria secretora especializada consistente de cuando menos 12 diferentes 
componentes. La mayoría de los componentes de esta vía son proteínas de la 
membrana interna, algunas son de la membrana externa y por lo menos un 
componente es citosólico o asociado periféricamente a la membrana interna (3): Esta 
vía parece ser  la más empleada por las bacterias gram negativas para la 
translocación de sus proteínas. Este sistema exporta muchos tipos diferentes de 
moléculas, incluyendo algunos factores de virulencia(:'7). Mediante el empleo de la 
secuencia señal de algunas proteínas exportadas por este sistema ha sido posible la 
translocación de proteínas recombinantes heterólogas al periplasma bacteriano ( 13), 
pero la translocación está restringida a este compartimento bacteriano, ya que aún se 
desconoce lo que determina el paso de las proteínas del periplasma a la superficie 
bacteriana o al medio extracelular; sin embargo se han postulado dos vías por las 
que las proteínas de membrana interna llegan a la membrana externa: el modelo de 
las uniones de Bayer postula que las proteínas de membrana externa cruzan a través 
de zonas de adhesión entre las dos membranas y el modelo de intermediario 
periplásmico sugiere que las proteínas de membrana externa transitan a través del 
periplasma, navegan por la estructura de red de la peptidoglicana y se insertan 
subsecuentemente en la membrana externa (I8). Ha habido intentos fallidos por 
intercambiar componentes homólogos del aparato de secreción de tipo I1 entre varios 
sistemas bacterianos y quizá esto se deba a las interacciones específicas proteína- 
proteína que se requieren para el ensamblaje y función de cada una de ellas ( 1 9 ) .  

Sistema de secreción tipo 111. 

El sistema de secreción tipo I11 comprende una ruta compleja de 
patogenicidad. Por esta vía se secretan proteínas de una variedad de patógenos 
humanos y de plantas dentro de las células huésped (4). El ejemplo más 
representativo de este sistema lo conforman las proteínas Yops en las especies de 
Yersinia . Este sistema de secreción está constituido aproximadamente de 20 
polipéptidos (14) localizados predominantemente en la membrana citoplásmica, pero 
con al menos un componente en la membrana externa y este proceso de 
translocación depende de ATP. Existe un debate entre los grupos que apoyan la idea 
de que la secuencia señal se localiza en la proteína ya si.ntetizada (en los 15-20 aa  en 
el amin~-terminal)('~? 22), o en la región 5' del RNA (23). En lo que acuerdan estos 
grupos es que cada proteína secretada parece tener su chaperona citosólica 
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correspondiente que reconoce una porción (usualmente la región amino-terminal) de 
la proteína secretada que es crítica en la mediación secretora. La conservación de 
este sistema es tal, que si la chaperona adecuada y la proteína secretora son 
colocadas en otro organismo que contiene otro sistema de  tipo 111, la secreción 
heteróloga ocurre (20, 223 23). Las proteínas secretadas por esta vía son también 
traslocadas sin un aparente intermediario periplásmico. Mediante este sistema de 
secreción muchas bacterias patógenas logran translocar sus proteínas efectoras hasta 
el citoplasma del hospedero, lo cual implica la fbrmación de un canal en la 
membrana de la célula huésped (2'). Aprovechando esta. facultad, se ha empleado con 
éxito la proteína Srp, que es un componente del sistema de secreción tipo I11 de 
Salmonella  typhimurium para enviar péptidos heterólogos fusionados a esta proteína 
al citoplasma de células de mamífero infectadas con el microorganismo, 
generándose una res uesta citotóxica por linfocitos T CD8' específica para los 
péptidos heterólogos 8 1 )  . 

Sistema de secreción tipo IV. 

Los transportadores de tipo IV en general, contienen 2 proteínas con motivos 
de unión a nucleótidos. Alternativamente, estas proteínas parecen funcionar como 
puente o canal vía cinasa, o actúan como chaperonas moleculares en el proceso de 
ensamblaje del transportador o durante el proceso de transporte en sí (7). 

Se sabe que el sistema de tipo IV secreta tres tipos de sustratos: DNA 
intermediario de conjugación, la multisubunitaria toxina Pertusis y proteínas 
monoméricas incluyendo primasa, RecA, las proteínas VirE2 y VirF de 
Agrobacterium  tumefaciens y la proteína CagA de Helicobacter  pylori (24). La 
mayoría de los sistemas de secreción tipo IV transfieren DNA, pero  es importante 
resaltar que el intermediario de conjugación no  es DNA desnudo, sino ssDNA 
asociado con una o mas proteínas (24). En  el caso de A.  tumefaciens, se sabe que 
cuando esta bacteria detecta compuestos fenólicos derivados de células vegetales, 
estos señalizan la expresión de factores de virulencia localizados en el plásmido Ti 
(genes vir), desde VirBl-VirBl 1, teniendo cada uno de ellos diferentes hnciones 
que finalmente conducen a la formación del puente por el que  se transloca el 
plásmido Ti a la célula vegetal (25). El antígeno CagA de H. pylori resulta de peculiar 
interés ya que esta es una proteína que se transloca al citoplasma de la célula 
hospedera y aquí se fosforila en residuos de tirosina, se forma el pedestal que 
conecta ambas células y se activa una transducción de señales en la célula eucariota 
que la conduce a la inducción de NF-KB con la subsecuente secreción de una de las 
interleucinas proinflamatorias (IL-8) (26). Estos ensayos fallan en la translocación de 
la proteína y por lo tanto en la fosforilación de la misma cuando se efectúan en 
células mutantes en algunos de los genes vir (27), lo cual implica que estos son 
indispensables en  el proceso de translocación. 

Este sistema de secreción es bastante parecido al sistema de tipo 111 en 
muchos aspectos: 

Ambos sistemas transportan sustratos en un proceso que requiere de contacto con 
la célula receptora. 

5 



Requieren del acoplamiento de proteínas chaperonas 
Elaboran pilis extracelulares o filamentos que contribuyen a la translocación del 
sustrato. 
La diferencia que existe entre ambos sistemas es que el de tipo IV puede exportar 

grandes polímeros de DNA a las células receptoras, mientras que el sistema de tipo 
I11 no lo hace (24). 

Sistema de secreción tipo V “Autotransportadores”. 
El último sistema de secreción conocido a la fecha que opera en bacterias 

Gram-negativas es denominado familia de los autotransportadores ( 5 ) .  La proteasa 
de IgA de Neisseria gonorrhoeae es representativa de: este sistema y fue la primera 
en ser descrita como miembro de esta familia(28’. Otros autotransportadores pueden 
ser encontradas en Bordetella pertussis, Serratia marcescens, Shigella jlexnery y 
H. pylori 

El nombre de autotransportadores se debe a que no se conoce que participen 
otras moléculas accesorias para la translocación de estas proteínas a la membrana 
externa bacteriana, es decir, estas moléculas pueden dirigir su propio paso a través 
de la membrana externa, aparentemente por la formación de un poro mediante su 
extremo carboxilo terminal a través del cual pasa ( 5 ) .  

Durante la secreción de la proteasa de IgA, un precursor es procesado en 
ambos extremos amino y carboxilo-terminal. La exportación de este precursor al 
periplasma bacteriano es mediada por el sistema-sec (tipo-11) . El paso de la proteína 
a través de la membrana externa es mediado por su dominio carboxilo terminal, 
proceso que requiere de energía. Se sugiere que el extremo carboxilo terminal del 
precursor de la proteasa de IgA forma una estructura de membrana integral muy 
parecida a la de la porina OmpF de E. coli, forrnando láminas+ anfipáticas 
antiparalelas arregladas en una conformación cilíndric,a-P hipotética. Se asume que 
el dominio amino-terminal es translocado a través del poro del cilindro-P hacia la 
superficie celular bacteriana, donde la proteasa de 1g.A usa su actividad catalítica 
para romper y liberarse por sí misma del cilindro-P. Analizando varios miembros de 
esta familia pueden identificarse tres dominios estructurales en todas las moléculas 
autotransportadoras, éstas son: un péptido líder amino-terminal, un dominio pasajero 
o también llamado dominio-a (proteína “madura”) y un dominio carboxilo-terminal 
(llamado dominio p) que media la secreción a través de la membrana externa. Se 
considera que estos dominios confieren todas las ca.racterísticas requeridas para 
mediar los diversos pasos en  el transporte a través lde las membranas interna y 
externa. Actualmente se conocen ya muchos miembros de esta familia (Tabla I) y 
han sido exploradas en su capacidad de translocar dominios alfa heterólogos. Como 
ejemplo se tiene la proteasa de IgA que ha sido empleada para secretar la subunidad 
B de la toxina del cólera al medio extracelular exit~samente(~’), 0 bien, se ha 
logrado con éxito la translocación de esta subunidad en la superficie bacteriana 
mediante el empleo de otro autotransportador, la. proteína AIDA (adhesina 
involucrada en adherencia difusa) de E. coli enteropatogénica (EPEC)(32 ). 

(29,301 



Organismo 
Bordetella spp. 

Dichelobacter nodosus 

Escherichia coli 

Huemophilus influenzae 

Helicobacter mustelae 
Helicobacter pylori 

Moraxella catharralis 

Neisseria spp 
Pasteurella haemolytica 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas fluorescens 

Rickettsiales 

Sdrnonella enterica serovar 
Typhimurium 
Serratia marseesens 

Shigella flexneri 

Proteínas 
Pertactina 
BrkA 
Tc fA 
Vag8 - 

BprV 
BprB 
AprV2 
BprX 
EspP 
Pet 
Sat 
Tsh 

- 

Pic 

TibA 
Ag43 

Proteasa de IgAl 
Hap 
Hia 
Hsf 
Hsr 
VacA 
BabA 
UspA 1 
UspA2 
UspA2h 
Proteasa de IgAl 
Ssal 
EstA 
PspA 
PspB 
rOmpA 
rOmpB 
ApeE 

ADA-I 

- 

PrtS 
PrtT 
Ssp-H 1 
Ssp-H2 
SepA 

Pic 
SigA 
IcsA 

Función  (es) 
Adhesina 
Resistencia a suero 
Adhesina 
Adhesina 
Elastasa? 
Elastasa? 
Elastasa? 
Elastasa? 
Toxina proteolítica 
Toxina proteolítica 
Toxina proteolítica 
Hemaglutinina/de unión a 
hemoglobina 
Mucinasa 
Adhesina 
Adhesina 
Formación de biopelícula / 
Adhesina 
Ruptura de IgAl 
Adhesina/proteasa 
Adhesina 
Adhesina 
Capa S? 
Toxina 
Adhesina 
Adhesina 
Resistencia a suero 
Adhesina 
Ruptura de IgAl 
Proteasa 
Esterasa 
Proteasa 
Proteasa 
Adhesina 
Capa S/Adhesina 
Esterasa 

Proteasa 
Proteasa 
Proteasa 
Proteasa 
Proteasa/inflamación / 
Invasión 
Mucinasa 
Toxina proteolítica 
Mediador de la motilidad 
intracelular 
Lipasa Xenorhabdus luminescens PlaA jI 

Tomada  de  Henderson, I. A. and  Nataro. J. P. “Virulence  functions of autotransporter 
proteins” Infect. Immun. 2001 Vol 69, (3): 1231-43 (47). 



Recientemente se ha identificado el gen que: codifica la proteína MisL 
(proteína de membrana de inserción y secreción) en Salmonella  typhimurium, que 
podría ser el primer autotransportador identificado en el género Salmonella. Este gen 
(Figura 1) se encontró dentro de una isla de patogenicidad (SPI-3) y aún se 
desconoce su función, pero presenta similitud con la familia de proteínas 
autotransportadoras. Las islas de patogenicidad son elementos de DNA cromosomal 
ausentes de bacterias no patógenas. Estas islas a menudo tienen una proporción de 
GC diferente del encontrado en el cromosoma del organismo hospedero y 
usualmente están flanqueadas por secuencias de inserción, genes de bacteriófagos o 
transposones (33 ) .  Además de las pequeñas isleta de patogenicidad, se han 
identificado 5 islas de patogenicidad en Salmonella. La SPI-1 es de 40 Kb y 
capacita a la bacteria para invadir las células epiteliales y se requiere en la inducción 
de apoptosis de macrófagos infectados. La SPI-2 también es de 40 Kb de longitud y 
porta genes necesarios para la supervivencia en macrófagos e inducir la infección 
sistémica. La SPI-3 contiene al menos 10 genes, 2 de los cuales ya  han sido 
descritas sus funciones, y los demás muestran similitud a factores de virulencia en 
otras especies bacterianas. La SPI-4 incluye un locus de sobrevivencia en macrófago 
y la SPI-5 contiene genes que median la enteropatogénesis (33). 

El hecho de que la proteína MisL se haya encontrado en una isla de 
patogenicidad sugiere que se trata de un factor de virulencia del microorganismo, 
pero que aún no se conoce. 

La homología entre MisL y la proteína AIDA-.l de E. coli enteropatogénica 
y la proteína VirG de S. flexneri está limitada al extremo carboxilo terminal (Figura 
2), sugiriendo una función similar en los autotransportadores, más que similitudes 
funcionales dadas por el dominio alfa, las cuales han sido adjudicadas a la 
adherencia difusa en células HeLa y a la propagación célula-célula respectivamente 
(33) 
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Figura 1. Alineamiento  de  la  secuencia  aminoacídica  entre  AIDA-1  de E. coli y MisL 
de S. typhimurium. 

”” 

Lipid 
bilayer 

” 

Periplasm @@@ 

Figura 2.- Estructura  hipotética  del  dominio  beta  del  autotransportador  AIDA-1. Esta 
es  la  que  se  inserta  en  la  membrana  externa y forma  el  poro a través  del  que  pasa  el  dominio 
pasajero o dominio  alfa.  Tomada de  Maurer, J, et a l J .  Bact .l997, 179 (3):794-804‘32’. 



Dadas las características que presenta este sistema de  secreción, a la sencillez 
relativa para la translocación de proteínas a la membrana externa y el que no sean 
necesarias proteínas accesorias para tal fin, hace atractiva la explotación de esta ruta 
de secreción para la expresión de antígenos heterólogos en  la superficie de 
acarreadores bacterianos, ya que existe evidencia suficiente de que  la expresión de 
antígenos heterólogos en compartimentos como el  peliplasma,  la membrana externa 
o en la superficie  de  la bacteria, el péptido recombinante es más inmunogénico que 
si se expresa citosólicamente . emás del creciente interés por expresar 
polipéptidos heterólogos en la superficie de bacterias ( W 5  1) 

El que existan cepas atenuadas de Salmonella lpphimurium (SL3261) y typhi 
con mutaciones múltiples que aseguran la no reversión de  la virulencia y que han 
sido empleadas exitosamente por nuestro grupo de  trabajo (35,  36), hace atractivo su 
uso para la generación de herramientas que permitan la translocación de péptidos 
heterólogos en la superficie bacteriana empleando el autotransportador MisL. 

(34, 48, 49) Ad 

La sencillez  que presenta el sistema de secreción de  tipo V procariótico, así 
como la identificación del primer autotransportador en el género Salmonella, 
microorganismo empleado exitosamente como acarreador bacteriano, hacen 
atractiva la utilización del segmento responsable del autotransporte de proteínas para 
translocar péptidos heterólogos a la superficie bacteriana. 

La secuencia homóloga de la proteína MisL con la proteína AIDA-1 
corresponde al dominio p de un autotransportador y es la  responsable  de la función 
de autotransporte de proteínas a través de la membrana externa  de bacterias gram 
negativas. 



OBJETIVOS 

Objetivo General: 
Emplear el segmento del autotransportador MisL responsable de la translocación de 
péptidos hacia la superficie de Salmonella enterica. 

Objetivos específicos: 

e 

e 

e 

e 

Construir un plásmido que incluya: un promotor inducible in vivo, la secuencia 
señal de exportación a periplasma, el oligo bandera y el dominio p de MisL. 
Transformar Escherichia coli DH5a con la construcción generada. 
Rastrear el compartimiento al que se dirige el péptido bandera 
Determinar la expresión del péptido bandera en la superficie de E. coli 
Transformar con las construcciones mediante electroporación a cepas atenuadas 
de Salmonella typhi y Salmonella typhimurium. 
Evaluar la translocación de los epítopos en la superficie de Salmonella 

Evaluar la inmunogenicidad del epítopo expuesto 
Evaluar la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos generados por la 
construcción contra el péptido en su forma nativa. 

I. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

MATERIAL Y METODOS 
Cepas bacterianas 

Las  cepas bacterianas Escherichia coli DHSa, Salmonella  enterica 
serovar Typhimurium SL3261 y Salmonella  enterica serovar typhi CVD908, heron 
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB, Gibco) y BHI (Difco). Adicionalmente, a las 
cepas Salmonella typhi CVD908 (cepa mutante AaroC,  AaroD (53) donada por el Dr. 
Myron Levine, Center for Vaccine Development, Universidad de Maryland, 
Baltimore, USA) y Salmonella typhimurium SL3261 (mutante A aroA) (52)  se les 
añadió ácido dihidroxibenzoico (3 ng/ml) y en  su  caso, ampicilina a una concentración 
final  de 750 pg/ml. 

Transformación de Salmonella  typhi CVD908 y de Salmonella  typhimurium 
SL3261. 

La transformación de Salmonella typhi CVD908 se llevó a cabo por 
electroporación y la preparación de las células bacterianas electrocompetentes se 
hizo de acuerdo al siguiente protocolo: a partir de una fuente fresca de Salmonella 
typhi CVD908 se tomó una asada bacteriana y se inoculó 200mL de medio BHI- 
DHB 0.1%, se incubó a 37°C en agitación de 200 rpm hasta alcanzar una 
absorbancia de 1 .O a 600 nm. 

Se cosechó la bacteria y se lavó tres veces con agua desionizada. 
Finalmente la pastilla bacteriana fue resuspendida en 500 pL de agua desionizada. 
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Se tomaron de 100 a 300pL (z 4x108) de la suspensión bacteriana y se incubó con 
el  DNA de interés durante 5 minutos. Posteriormente se  procedió a electroporar 
usando celdas de 300pL (Bio Rad) y bajo las siguientes condiciones 200mV, 0.5 A, 
2000R. Después del pulso eléctrico rápidamente se incubaron con 900 pL de medio 
SOC-DHB O. 1 % (250 mM  de KCl, 100 mM de MgC12, 2g/L triptona, 5g/L de 
extracto de levadura y 20 mM de glucosa) y se incubaron a 37 "C en agitación de 
200 rpm durante 45 min. Finalmente, se sembraron 100 pL de la bacteria 
transformada en placas de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron a 
37 "C durante 24 hrs. 

TÉCNICAS DE DNA RECOMBINANTE. 

La preparación del  DNA, la manipulación genética, las técnicas de  PCR, 
inmunoelectrotransferencia y transformación bacteriana, se realizaron de acuerdo a las 
especificaciones y protocolos de  Sambrook y Maniatis (37), 

Amplificación  del  dominio p del  gen misL de Salmonella typhimurium. 

La amplificación se realizó en un volumen de 30 pl con 100-200 ng de DNA 
obtenido por ebullición de 1 x lo9 bacterias de Salmonella typhimurium SL3261, 3 
pl de amortiguador lox ,  los 4 dNTPs 200 pM cada uno, 1 pM de cada 
oligonucleótido, 0.5 U de Vent polimerasa y 1.5 mM de MgS04. Las condiciones 
de amplificación fueron: 

Evento Temperatura Ciclos Tiempo 
~~~ 

Preamplificación 

30 45" 66 Alineamiento 
15" 95 Desnaturalización 

1 3' 94 

Extensión 

Ilimitado 4 Enfriamiento 
2 5' 72 Extensión larga 

2' 72 

Oligonucleótidos para la amplificación de fl de misL, 
Nhe I 

MisL-15' GGC TAA GCT AGC CAT GAA GAT GGC GAA  CCA TGG 3' 

MisL-2 5' GCT AAG TCT AGA TCA  GAA ACT GTA TTT CAT CCC CAG 3' 
Xba I 

Digestión y desfosforilación del plásmido pnirLTBsp (2425 pb) 

Se mezclaron 10-20 pg de DNA plasmídico con 3 U de Nhe I por 2 horas a 
37 "C, se separó  por electroforesis en gel de agarosa 1% y se separó la banda 
correspondiente al plásmido linearizado. Se purificó este fragmento del gel por 
"Geneclean@" y se desfosforiló en un volumen total de 50 p1 que incluyeron 5 U de 
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CIP (fosfatasa alcalina de intestino de carnero) y 5 pl de amortiguador 1OX. Se 
incubó a 37 “C durante 8 horas y se inactivó a la enzima calentando a 75 “C durante 
20 minutos. Este fragmento linearizado y desfosforilado se  purificó por “Gene 
clean@”. 

Ligación del dominio p del gen misL con el plásmido pnirLTB-Nhe I 

Se mezclaron 0.1 pg de DNA vector (plásmido linearizado) y una cantidad 
equimolar de inserto (dominio p), se añadieron 1 pl de amortiguador para T4 DNA 
ligasa y 1 U de enzima ligasa de bacteriófago T4, para un volumen final de 8 p1. 
Esta mezcla se incubó a 16 “C durante 8 horas. Se comprobó la reacción de ligación 
por separación en gel de agarosa 1% y contrastando con el plásmido sin dominio p. 
Este plásmido resultante volvió a digerirse pero ahora con las enzimas Nhe  I-Barn 
HI para desinsertar el dominio p incompleto y abrir el plásmido para poder clonarle 
los oligonucleótidos que codifican para el péptido (NANP)4. La clonación se efectuó 
mezclando 2 pl de los oligonucleótidos NANP (sentido y NANP antisentido con 98 
pl de agua destilada, se hirvieron durante 10 minutos y se enfriaron a temperatura 
ambiente, de esta mezcla se tomaron 7 p1 (100 ng de DNA) y se ligaron con 
pnirLTBPMisL-Nhe IIBarnHI bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente. 
Con este plásmido resultante se transformó Escherichia  coli DH5a y las clonas 
positivas para esta nueva construcción fueron rastreadas por decremento en  el 
tamaño del plásmido con respecto al plásmido que posee el dominio p y que carece 
de los oligonucleótidos NANP. Se purificó el plásmido de estas clonas 
(pnirLTBNANP), se digirió con Nhe  IIBam  HI y se procedió a regenerarle el 
dominio p producto de la anterior doble digestión. Posterior a este procedimiento se 
obtuvo un plásmido de 4045 pb. 

Oligonucleótidos que codifican para el péptido (NANP)4 

X b a I P N A N P N A N P N A N  
5’ CT AGA CCA AAC GCT  AAT CCT AAC GCC AAT CCA AAC GCT AAT 

CCA AAC GCT AGC ATG CAT G 3’ SENTIDO 
P N  Nhe I Nsi I Barn HI 

Barn HI Nsi I Nhe I 
5’ GA TCC ATG CAT GCT AGC GTT TGG ATT AGC GTT AGG ATT TGC  GTT 

TGG ATT GGC GTT AGG ATT AGC GTT TGG T 3’ ANTISENTIDO 
Xba I 

FRACCIONAMIENTO DE LA BACTERIA. 
Las clonas que portan los plásmidos de interés fueron fraccionadas en sus 

diferentes compartimentos: citoplasma, periplasma y membrana externa, para la 
evaluación de la translocación de los péptidos bandera. 
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Obtención de proteínas de membrana externa (OMP). 
Se cultivaron las bacterias en medio tioglicolato-ampicilina y DHB (en su 

caso) por 18 horas a 37 "C y se cosecharon por centrifugación a 4000 xg por 15 
minutos a 4 "C, se resupendieron en amortiguador Tris-HC1 10 mM (pH 8.0)-EDTA 
10 mM y se fraccionaron en prensa French a 20000 psi o por sonicación. Las 
células no fraccionadas se removieron por centrihgación. El sobrenadante h e  
incubado con tritón X- 100 al 1 % durante 30 minutos y se centrifugó a 1 O0000 xg 
durante 60 minutos a 4 "C en una Beckman OptimaTM XL-1OOK Ultracentrifuge. Las 
pastillas que contienen OMPs heron resupendidas en amortiguador Tris-EDTA 
lOmM y mantenidas a 4 "C. 

La proteína fue cuantificada de acuerdo a la técnica de Bradford tomando 
como referencia a la proteína albúmina sérica bovina. 

Obtención de las proteínas totales. 
Se cultivaron las cepas bacterianas en medio tioglicolato-DHB-ampicilina 

bajo anaerobiosis y se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O. de 0.6-1.0 a 540  nm, 
se centrifugaron a 6000 rpm/5' , se lavaron 2X con  SS1 y se mezclaron con 
amortiguador muestra para SDS-PAGE. 

Obtención de las proteínas periplásmicas. 
Se cultivaron las bacterias en condiciones inductoras y se cosecharon por 

centrifugación a 4000 xg durante 5 minutos, se resuspendió el botón en  Tris-HC1, 
20% de sacarosa a pH 8.0 y se añadió 1mM de EDTA,  se incubó a T ambiente 
durante 5- 10 minutos con agitación y se centrihgaron a 8000 xg a 4 "C por 1 O 
minutos y el botón se resuspendió en 10 m1 de MgS04 5mM, frio. Se agitaron por 5- 
1 O minutos en baño de hielo y se centrihgaron a 8000 xg a 4 "C por 10 minutos. El 
sobrenadante es el producto del choque osmótico y corresponde a la fracción 
periplásmica. 

ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS- 
PAGE) 

30 pg/mL de proteínas de membrana externa purificadas o de proteínas 
totales de cada cepa de interés, heron separadas en  un gel de poliacrilamida en 
condiciones reductoras en  una  unidad electroforética vertical (Gibco, Life Sciences 
Instruments) de acuerdo al método de Laemmli (40). 

Las  muestras  proteicas heron resuspendidas  en  amortiguador de muestra  (Tris 
0.5 M pH 6.8, SDS al 2%, P-mercaptoetanol  al 5%, glicerol  al 10% y azul  de 
bromofenol  al O. 1%), se desnaturalizaron por ebullición  durante 5 min.  La 
composición  del  gel  concentrador  (parte  superior  del  gel) h e  de 2.5% de  acrilamida, 
0.13% de  Bis-acrilamida , 0.1% de SDS en  amortiguador  de  Tris-HC1 0.5 M pH  6.8. 
La  composición  del gel de resolución  (parte  inferior  del  gel) h e  de 12% de  acrilamida, 
2.5%  de  Bis-acrilamida, 0.66% de SDS en  amortiguador de Tris-HC1  1.5 M pH 8.8.  El 
amortiguador de corrimiento  consta  de Tris 0.025 M, glicina  0.195 M y SDS al  0.1%, 
con  un pH de 8.3. La separación de las  proteínas se llevó a cabo durante 1 hora a 30 
m A .  
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN  BLOT) 
30 pLg/mL de proteínas de membrana externa purificadas o 50 pg/mL de 

proteínas totales de cada una de las cepas de interés fueron separadas en  un  gel  de 
poliacrilamida en condiciones reductoras en una unidad electroforética vertical 
(Gibco Life Sciences instruments) de acuerdo al método de Laemmli. Se 
transfirieron a papel de nitrocelulosa (0.45 Micron Hybon-C, Amersham) en una 
unidad de transferencia electrónica (BioRad 2005 Transphor) durante 3 hrs a 0.5 A. 
Posterior a la transferencia el papel h e  bloqueado con PBS-leche al 5% durante 1 
hr, se lavó con PBS y se incubó con el anticuerpo monoclonal 2A10 en  una 
dilución 1:500 en PBS-leche al 5% durante toda la noche a 45 rpm a temperatura 
ambiente. Se lavó tres veces con PBS y tres veces con PBS-Tween al 0.1% . Se 
adicionó el segundo anticuerpo (Ig de cabra contra IgG de conejo o contra IgG de 
ratón conjugado con peroxidasa, Sigma) en una dilución 1: 1 O00 en PBS-leche al 
5% y se incubará a 45 rpm a T ambiente durante 45 min. La reacción inmunológica 
fue revelada por la actividad de peroxidasa acoplada al segundo anticuerpo con a-4- 
Cloro Naftol-H202 

. -  

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 
Se  cultivaron  las  bacterias  bajo  condiciones  inductoras (anaerobiosis) durante 18 

horas o hasta alcanzar una  D.O. 1 .O a 540 nm , se tomó una  alícuota  correspondiente a 
1x10'  bacterias y se colocó  en  tubos  eppendorf  de  1.5 ml. Se lavó 2X con SS1 estéril o 
PBS  filtrado por 0.22 pm. Se  resuspendieron  las  pastillas  en 60 pl  del  anticuerpo  2A10 
en  una  dilución 1500 y se incubaron  durante 1 hora a T ambiente,  en  agitación, 
transcurrido este tiempo se centrihgaron a 6000 rpm y la  pastilla se lavó 2X con  PBS 
filtrado. Se incubó con 60 pl  del  anticuerpo  cabra  anti-ratón-FITC en una  dilución 
1 : 1 O0 durante 1 hora , en  agitación y en oscuridad.  Se centrihgaron a 6000 rpm y la 
pastilla se lavó 2X con PBS filtrado. Se resuspendió el botón en 500 pl de PBS y se 
realizaron frotis en portaobjetos que heron analizados con un microscopio de 
fluorescencia (Olympus). 

CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Se  cultivaron  las  bacterias bajo condiciones  inductoras (anaerobiosis) durante 18 

horas o hasta  alcanzar  una D.O. 1 .O a 600 nm , se tom6 una  alícuota  ajustada a 1x10' 
bacterias y se colocó  en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se lavó 2X con SSI estéril o PBS 
filtrado por 0.22 pm. Se resuspendieron  las  pastillas  en 60 pl del anticuerpo 2A10  en 
una  dilución 1 :500 y se incubaron  durante 1 hora a temperatura  ambiente,  en  agitación, 
transcurrido este tiempo se centrihgaron a 6000 rprn y la pastilla se lavó 2X con  PBS 
filtrado.  Se incubó con 60 pl  del  anticuerpo  cabra  anti-ratón-FITC  en  una  dilución 
1 : 1 O0 durante 1 hora , en  agitación y en  oscuridad.  Se centrihgaron a 6000 rpm y la 
pastilla se lavó 2X con PBS filtrado.  Se  añadieron  500 p1 de PBS filtrado y 10  pl  de 
yoduro  de  propidio (1 mg/ml) (38739). Se  analizaron en un  equipo  de  Citometría de flujo 
de  Becton-Dickinson. 
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INMUNIZACIóN DE RATONES BALBK CON CEPAS ATENUADAS DE 
Salmonella @phi CVD908 

Ratones hembra cepa BALB/c de  4 semanas de  nacidos, con un peso de 30-40 g 
fueron inmunizados con Salmonella typhi CVD908 que llevaban diferentes plásmidos 
(controles y experimental) por vía intranasal con 10” bacterias no inducidas diluidas 
en solución salina isotóníca estéril. 

DETECCI~N DE, ANTICUERPOS ESPECÍFICOS CONTRA EL PÉPTIDO NANP 
POR  ELISA 

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Coming) con 5 pg de 
péptido NANP sintético disuelto en amortiguador de carbonatos en  un  volumen  de  100 
pl  y se incubaron por 2 horas a  37°C  y posteriormente durante toda la noche a  4°C. Se 
lavaron con PBS-Tween O. 1%  1  vez y una segunda vez sólo con PBS. Se incubó  el 
suero de  los ratones a diferentes diluciones  en  PBS-leche 5% durante 2 horas a  37°C  y 
se  lavaron  las placas 3 veces con PBS-Tween O. 1%  y  1  vez con PBS. Se dispensaron 
100 pl  del anticuerpo de  cabra  anti-IgG  de  ratón conjugado a peroxidasa en una 
dilución  1:2000 diluido en PBS-leche 5% y se incubaron las placas a 37°C durante 2 
horas, tiempo después del  cual  fueron  lavadas con PBS-Tween O. 1 % 3 veces y 2  veces 
con PBS. Se dispensaron 100 pl/pozo de la  solución reveladora y las placas  fueron 
mantenidas en oscuridad por un periodo de  10-20  minutos, la reacción se detuvo 
añadiendo 50 pl de H2S04 2.5  N y las placas heron leídas en  un espectrofotómetro 
para placas de ELISA (EU808) a una D.O. de  490  nm 

EVALUACION DEL  RECONOCIMIENTO POR EL ANTIGEN0 NATIVO DE 
LOS SUEROS OBTENIDOS POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Se procedió a  hacer  un  ensayo  de  reconocimiento  de  los anticuerpos generados 
en  ratón  con las cepas de Salmonella typhi CVD908 pnirLTBsp(NANP)4PMisL 
(NANPMisL) por la forma  nativa  de  la proteína CSP de P. falciparum. Para  esto, 
laminillas con esporozoitos fijados fueron incubadas con el suero de ratones 
inmunizados; como control negativo, se empleó el suero de ratones inmunizados  con 
Salmonella typhi CVD908 pnirLTBPMisL  “MisL” (,sin el péptido inmunogénico 
NANP) . Después de  30 minutos de incubación en cámara húmeda, las laminillas se 
lavaron con PBS-Tween 0.1% 2 veces  y  2  veces más con PBS. Después,  estas 
laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratón 1500) 
conjugado a FITC, se incubó durante 30 minutos y se lavó como se describió 
anteriormente. Se analizó la  laminilla bajo el miscroscopio de fluorescencia 
(OlYmPUS). 



RESULTADOS 

I.- Construcción de los plásmidos. 

pnir3LTB-SP 

2425 bp 

164 

Digestión Nhe I - Xbal Desfosforilación 

Dominio p de misL Ligación + :,7 
1524 pb 

3949 bp 
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Figura 3.- Diagrama esquemático de la construcción de los plásmidos. 



1.- Obtención del dominio p de MisL por PCR 

Dentro de la estructura de los autotransportadores, el segmento que 
corresponde al dominio p es el que forma P-plegadas que se insertan en  la 
membrana externa formando un poro a través del cual se transloca el dominio a. 

En este trabajo se amplificó la sección que correspondería al dominio p de 
misL (segmento postulado a partir de la comparación con AIDA-1 de E. coli, ver 
alineamiento) y se amplificó el segmento desde el nucleótido 1342 hasta el 2869 
(Fig. 4), con el objeto de obtener el dominio p además de la región “linker” que  pasa 
por el poro membranal (Fig 2). Los oligonucleótidos MisL-1 y MisL-2 empleados 
para esta reacción de amplificación contenían en los extremos sitios Nhe I-  Xba I 
para obtener un producto de PCR con dichos sitios de restricción y así facilitar la 
reacción de ligación con el plásmido pnirLTB digerido con Nhe I (recordar que Nhe 
I es isocaudámero de Xba I). Una vez obtenido este producto de ligación 
“pnirLTBPMisL”, se digirió el plásmido con las enzimas Nhe I-Barn HI  (sitio de 
corte interno del gen rnisL) lo cual desinserta el dominio p de rnisL incompleto 
(1 3 18 pb), se separaron ambos fragmentos por electroforesis en geles de agarosa al 1 
% y se purificaron por “GenecleanB ” (Figura 5).  Con el fragmento de 2631 pb se 
procedió a ligar con el oligoncucleótido sintético (NANP)4 el cual posee sitios 
internos para Nhe I, Nsi I y sitios laterales para Xba I y Barn HI .  Estos sitios laterales 
de Xba I y Barn HI promueven la clonación dirigida del oligonucleótido sintético 
NANP al plásmido pnirLTBPMisL digerido con Nhe I-Barn HI  (fragmento de 2631 
pb en la Fig. 5). La correcta dirección que adquiera el oligonucleótido sintético 
garantiza el marco de lectura abierto adecuado para la obtención del péptido 
W W 4  

Figura 4.- Amplificación  por PCR del dominio P de misL. Se extrajo por ebullición DNA de Salmonella 
typhimurium SL3261 y de este se amplificó  con los oligonucleótidos  MisL-1 y MisL-2 un fragmento de 1600 pb, 
correspondiente al dominio P del gen misL. 



2.- Clonación  del  dominio p de misL en  el  plásmido  pnirLTB-Nhe I desfosforilado. 

Figura 5.- Gel  preparativo  para la subsecuente ligación COD el oligonucleótido sintético 
(NANPI4 
Carril 1)Marcador  de  pesos  moleculares 1 Kb 
Carriles 2-14) pnirLTBdominioPmisL  digerido  con Nhe I-Barn H I  

Al obtener el plásmido P ~ ~ ~ L T B ( N A N P ) ~  result6 dificil comprobar la ligación 
del oligonucleótido (NANP)4 ya que eran solo 72 nucleótidos que no lo distinguirían 
de su control negativo pnirLTB, así que procedimos a rastrear las clonas que 
hubieran ligado el oligonucleótido sintético por digestión de los sitios de restricción 
internos Nhe I y Nsi I (Fig. 6) estos sitios son Únicos y se encuentran en los 
oligonucleótidos sintéticos y no  en  el plásmido. Es importante mencionar que en 
este punto, en el plásmido ya no existía el sitio Nhe I, ya que al haber ligado el 
oligonucleótido sintético que tenía extremo Xba I, como  es isocaudámero de  Nhe I, 
entra a este sitio pero se pierde la secuencia de corte. 

3 .- Rastreo  de  clonas  acarreadores  del  plásmido  pnirLTB-NheI  (desfosforilado)  ligado 
al oligonucleótido (NANP)4 (que  lleva un sitio Nsi I interno, además de las  colas  Nhe 
I, Barn HI). 

Kb 

3 

2 
1.6 

2.7 

Figura 6.- Monitoreo  de la inserción del oligonucleótido 
sintético (NANP), en el plásmido  pnirLTB. 
Carril 1) Clona 1 cortada  con Nsi I 
Carril 2) Clona 1 cortada  con Nhe I 
Carril 3 )  Clona 1 cortada  con Bam HI  
Carril 4) Clona 2 cortada  con Nsi I 
Carril 5) Clona 2 cortada  con Nhe I 
Carril 6 )  Clona 2 cortada  con Bum HI 
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Una vez que se monitorearon las clonas que sí poseían al oligonucleótido 
NANP,  se digirió el plásmido con Nhe I- Bum HI (lo cual hace perder el sitio Nsi I 
en el oligonucleótido (NANP)4 para reinsertar el dominio p producto de la digestión 
de pnirLTBPMisL Nhe I-Bum HI y que fue purificado por “Geneclean@” 
(fragmento de 13 18 pb en la  Fig. 5). Las clonas que reinsertaron este fragmento 
fueron rastreadas por incremento del tamaño del plásmido. En la Figura 7 se 
muestran plásmidos no digeridos de diferentes clonas y es evidente el incremento 
del tamaño molecular de los plásmidos en los carriles 1,3-6 comparados con la clona 
del carril 2. 

4.- Rastreo  de las clonas  que  reinsertaron  el  dominio p de rnisL después de una  doble 
digestión  con Nhe I-Bam HI y de la  ligación  con  el  fragmento de DNA desinsertado 
para ligar el  oligonucleótido  sintético.  Plásmidos  sin  digerir. 

Figura 7.- Búsqueda de las clonas que reincorporaron el dominio p de misL, como 
se  evidencia  por  incremento  del tamaño molecular  respecto a la  clona  que solo posee 
el  oligonucleótido (NAN€’), sintético. 
Carriles 1,3-6) Clonas 1-5 pnirLTB(NANP),p  de misL 
Carril 2) Clona 25 pnirLTB(NANP),  como control negativo. 

Finalmente, en la Figura 8 se muestra la caracterización de la construcción 
por digestión con Eco RI, sitio presente en  el promotor del plásmido del cual  vale  la 
pena mencionar que se caracteriza por ser un promotor fuerte inducible en 
condiciones de anaerobiosis y que por ello es un buen candidato a usar en 
construcciones de expresión in vivo (41J 42) y se digirió también con la enzima Barn 
HI, sitio presente dentro de la secuencia del dominio p de MisL, generando un 
fragmento de 1552 pb y otro de 2453 pb. 
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5.- Caracterización  del  plásmido por patrón  de  digestión  con  las  enzimas Eco RI y 
Barn HI 

3268 
PEtI 

Kb 

3 
2 
1.6 

Figura 8.- Caracterización  por restricción del 
plasmido.  En los sitios Eco kI (localizado en el 
promotor pnir) y Bum HI (sitio interno del gen misL 
Carril 1) Marcador  de  peso  molecular 1 Kb 
Carriles 2,3) pnirLTBsp(NANP)4dominioP 
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11.- Evaluación de la  expresión del péptido ( N A N P ) d  por  diferentes  ensayos. 

Antes de iniciar los comentarios para la sección de :resultados, resulta adecuado 
explicar los controles  empleados  en  los  diferentes  ensayos:  MisL  (sin pkptido 
bandera, pero sí con el dominio translocador), pUC 19CSP  este plásmido codifica 
para la  proteína circunsporozoítica completa, con sus 43 repetidos del epítopo 
NANP pero sin  ser  translocada a la  superficie  celular ni al espacio periplkmico,  es 
decir, se queda  en el citosol bacteriano. Enseguida se presentan unos esquemas de 
los controles  empleados: 

(NANPkPMisL 

/ 
puc19cs 

’5 
PMisL 

Figura 9.- Ilustración de controles bacterianos empleados. En donde los 
triángulos negros representan el epítopo NANP, como  se observa la clona con 
pUC19CSP posee muchos de  estos  epítopos  en el interior de la célula, mientras 
que la clona  que  acarrea  estos  epítopos por el autotransportador sólo  tiene 4 de 
ellos y expuestos al medio. La clona  que no posee epítopo bandera pero sí el 
dominio p del autotransportador carece de los triángulos negros. 

Expresión del péptido en diferentes compartimentos subcelulares en células 
de E. coli DH5a. 

Uno de los primeros ensayos para rastrear la expresión del péptido 
recombinante en las células bacterianas es la separación electroforética del 
extracto de proteínas  totales y para tal efecto  se obtuvieron las proteínas por 
ebullición de las células completas, después  de haber sido  inducidas por 
anaerobiosis. En la Figura 10, en  el gel de poliacrilamida no puede distinguirse 
claramente del control negativo la banda de =70 Kda  que correspondería al 
dominio p de MisL, pero en el “inmunoblot” es  evidente la presencia del péptido 
NANP  en  esta  fracción proteica. Este resultado nos habla de la incorporación del 
oligonucleótido NANP en el vector plasmidico, sin embargo, aún  no se establece 
la  función autotransportadora del dominio p de MisL. 



Un segundo compartimento en donde era necesario evaluar la presencia del 
péptido, correspondía a la fracción periplásmica, ya que esto evalúa la funcionalidad 
de la secuencia señal amino-terminal de la toxina termolábil de E. coli, que dirigiría 
a la proteína recombiannte hacia el espacio periplásmico con la escisión de la 
secuencia señal ( ~ 2 0  aa) llevada a cabo por una peptidasa señal localizada en  la 
membrana interna, para tal efecto, se obtuvo la fracción proteica pariplásmica por 
choque osmótico y se separaron por SDS-PAGE.  Como se puede apreciar en la 
Figura 11, ahora sí se evidencia en el  gel de poliacrilanlida la banda correspondiente 
al dominio p, ausente en la clona transformada con pUC19CSP (carril 4) y este 
evento coincide con el resultado del  "inmunoblot", en donde claramente se aprecian 
las bandas correspondientes a (NANP)4MisL 

Como el plásmido pUC 19CSP no posee secuencia señal para translocación de 
membrana interna, se esperaba no encontrar señal del péptido NANP en el espacio 
periplásmico, en contraste con  los extractos totales de proteínas, en donde se puede 
apreciar la herte señal de  la CSP. Estos resultados nos hablan de la presencia de 
NANP mediada por la secuencia señal de la LTB, aún sin la intervención de p MisL 
como translocador. 

Para tal efecto se realizó la extracción de proteínas de membrana 
externa y este resultado fue clave en la confirmación de MisL  como un 
autotransportador, ya que la presencia de NANP en esta fracción celular obedecería 
únicamente a la función translocadora de p MisL. 

Nuevamente, en la figura 12, en la parte del gel de poliacrilamida se puede 
observar en los carriles 2 y 3 la.banda de ~ 7 0  Kda correspondiente a PMisL, a 
diferencia de los carriles 1 y 4 en  los que se dispensaron proteínas de membrana 
externa (PME) y totales de E. coli DHSa pUC19CSP, respectivamente. Las 
proteínas totales de pUC19CSP heron meramente el control positivo del sistema y 
las PME de MisL y de pUC 19CSP como control negativo del método de extracción 
de PME. 



1.- Evaluación  de  la  expresión del epítopo NANP en extractos de  proteínas 
totales. 

SDS-PAGE 12.5% de  proteínas  totales Ensayo  tipo  “Western  blot”  con  el 
con 3 x lo6 bacteriadcarril AcMo  2A10  anti-NANP 1500 

1 2 3 4 5 6 7  8 - 1 2 3 4 5 6 7  8 

28.8 

Figura  10.-  Expresión  del  peptido  NANP  en  extractos 
totales  de  proteinas.  Extractos  totales  de  proteínas, 
obtenidos por ebullición  del  botón  bacteriano de E. coli 
DHSa. Como  se  puede  ver  en  el  gel,  el  dominio P de 
MisL es  de  aproximadamente 70 KDa,  correspondiente 
a la  banda  observada  en  el  ensayo  de  Inmunoblot. 
1) DHSa pUC19CSP  (control  positivo)* 
2) DH5a pnirLTBsp  (control  negativo) 
3) DHSa (NANP)4  PMisL  clona 5 
4) DHSa (NANP)4  PMisL clona 4 
5) DHSa (NANP)4  PMisL  clona 3 
6 )  DHSa PMisL  (control  negativo) 
7) DHSa (NANP)4PMisL  clona 2 
8) DH5a (NANP)&MisL  clona 1 

* La  clona  que  porta  pUC19CSP  contiene  la  proteína  circunsporozoítica (43 repetidos 

del péptido  NANP) de Plasmodium fdciparum en  el  citosol 



2.- Evaluación de  la translocación del epítopo NANP al espacio periplásmico. 

SDS-PAGE 12.5%  de  proteinas  periplásmicas ‘“Western!  blot”  de  proteínas  periplhsmicas 
con  1.5 x lo7 bacteriaskarril. con el Ac.Mo 2A10  1:500 

Figura  1 l. - Expresión  del  péptido NANP en  la  fracción  periplásmica  de  proteínas. Esta 
fracción  fue  obtenida  por  choque  osmótico.  Como  se  puede  observar  en  el  ensayo  de 
Inmunoblot,  la  proteína  en E. coli DHSa pUC19CSP  ya no tiene  acceso  al  espacio 
periplásmico,  mientras  que  los  péptidos  acarreados  por  la  secuencia  señal  de  la LTB sí. 
Carril 1) Marcadores  de  p.m. 
Carriles 2-3) DHSa (NANP)&MisL clonas 1 y 2 
Carril 4) DHSa pUC19CSP* 

* La  clona  que  porta  pUC19CSP  contiene  la  proteína  circunsporozoítica (43 repetidos 
del  péptido NANP) de Plasmodium fulcipanm en el  citosol. 



3) Evaluación de la translocación  del  p6ptido NANP hacia  la  membrana  externa, 
mediada  por  el  dominio f3 del autotransportador MisL. 

SDS-PAGE 12.5% e  "Inmunoblot" para  proteínas  de membrana externa 
(PME) extraídas por una modificación  a  la  técnica de Schnaitman. 

1 2  3 4 5  KDa - 111 
f" 73 

4" 47.5 

4" 38.9 

28.8 
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Figura  12.-  Expresión  del  péptido NANP en  extractos  de  proteínas  de  membrana 
externa (PME) de E. coli DH5a 
Carril  1) 30 pg de PME  pUCl9CSP* 
Carril 2) 30 pg de PME (NANP)@MisL 
Carril 3) 30 pg de PME PMsL (control  negativo) 
Carril 4) Extracto  de  proteínas  totales  de E. coli DH5a pUC 19CSP 3 x lo6 
bactkarril  (control positivo)* 
Carril 5) Marcador  de pesos moleculares 

* La  clona que porta pUC19CSP  contiene  la  proteína  circunsporozoítica (43 repetidos 
del péptido NANP) de Plasmudiunt fdc@arunt en el citosoL 



111.- Expresión del epítopo NANP en la superficie de bacterias Gram 
negativas por Inmunofluorescencia y Citometría de flujo. 

Habiendo comprobado la capacidad de  autotransporte  de MisL se procedió 
a transformar por electroporación a  cepas  atenuadas de SaZmoneZZa typhirnurium y 
de Salmonella typhi (deleciones  descritas en metodología “cepas bacterianas”). En 
estas  cepas  y en E. coli DHSa se analizó  la presencia de NANP en la superficie 
mediante microscopía de inmunofluorescencia indirecta en células  intactas  (no 
permeabilizadas), generando resultados alentadores, ya que un alto porcentaje de 
células por campo eran positivas al epítopo en la  superficie (Fig. 9, 10 y 11). 

3.1- Evaluación  de  la  expresión  del  péptido NANP en  la  superficie  de  bacterias  Gram- 
negativas  por  inmunofluorescencia. 

Figura 13.- Expresión  del  péptido  NANP  en  la  membrana  de Escherichia coli DH5a. Las  bacterias 
intactas fueron  marcadas  con el AcMo 2A10, lavadas y posteriormente  marcadas  con  anti-I@  de  ratón 
conjugado  a FITC. Se preparó un fiotis y se  observaron bajo luz  ultravioleta  en  microscopio  de 
fluorescencia.  Panel A) E. coli DH5a (NANP)4PMisL.  Panel B) E. coli DH5a PMisL. Aumento: 
1 ooox 

Figura  14.-  Expresión  del  péptido  NANP en  la  membrana  de Salmonella typhimurium SL3261 
(AaroA). Las  bacterias intactas heron marcadas  con  el AcMo 2A10, lavadas y posteriormente 
marcadas  con anti-IgG de  ratón  conjugado a FITC. Se preparó un frotis y se  observaron bajo luz 
ultravioleta en microscopio de fluorescencia.  Panel  A) S. typhimurium SL3261 (NANP)&MisL. 
Panel B) S. typhimurium SL3261 PMisL. Aumento: l O O O X  



Figura 15.- Expresión  del  péptido  NANP  en  la  membrana  de Salmonella typhi CVD908 
(AaroCAaroD). Las bacterias intactas heron marcadas con el  AcMo 2A10, lavadas y 
posteriormente  marcadas  con  anti-IgG  de  ratón  conjugado  a FITC. Se  preparó un fiotis y 
se  observaron  bajo l u z  ultravioleta  en  microscopio  de  fluorescencia.  Panel  A) S. typhi 
(NANP)$MisL.  Panel B) S. typhi f3MisL.  Aumento: lOOOX 

Una manera más precisa de evaluar (desde el punto de vista cuantitativo) la 
presencia del epítopo  en  las  tres  cepas  bacterianas  fue  por citometría de  flujo. En 
la  figura 16 se muestran los  resultados  obtenidos  para E. coli DH5a y se puede 
apreciar claramente cómo la intensidad de la fluorescencia del histograma 
correspondiente a  las  bacterias transformadas con  (NANP)4PMisL alcanza hasta 2 
logaritmos  más comparada con la que alcanzaron los  controles negativos. 

En la Fig. S7 se tienen resultados similares para Salmonella typhimurium 
SL326S en donde  la  población positiva está perfectamente bien separada de  las 
poblaciones negativas para el  epítopo y el máximo de intensidad de  fluorescencia 
alcanza un logaritmo y medio  más que las  bacterias control. 

Por otro lado, en lo que respecta  a Salmonella typhi CVD908, en la figura 
18 se observa que en esta cepa expresa existen 2 subpoblaciones, una que sí 
expresa el pkptido NANP y la otra es negativa, lo cual correlaciona con los 
resultados  de microscopía de  fluorescencia (menor número de  bacterias positivas 
por campo), aunque la subpoblación positiva tenga una fberte intensidad de 
fluorescencia (desplazamiento de 2 logaritmos  más con respecto a los controles). 
Más adelante se  discutirá este fenómeno. 



5.- Evaluación  de la expresión del  péptido NANP en la superficie de  bacterias 
Grannegativas por citometría  de flujo. 

Escherichia  coli DHSa pnir  LTBsp  dominio 
Escherichia  coli DHSa pUC  19CSP* 

0 Escherichia  coli DH5a pnir  LTBsp  (NANP)4  dominio 

Figura 16.- Expresión  del  péptido NANP en la supedicie de E. coli 

Salmonella typimurium SL3261  pUC19CSP* 
* Salmonella  typimurium SL3261  pnirLTBsp  SMisL 

Salmonella  lypimurium SL3261  pnirLTBsp(NANP)4 PMsL 

Figura 17.- Expresión  del  péptido NANP en la superficie  de Salmonella 
typhimurium 



2 2 5 7 2 0  

S. typhi CVD908  pnirLTBsp  SMisL 

S. typhz CVD908 pUC19CSP* 

O S. typhi CVD908  pnirLTBspfNANP)4  SMisL 

Figura 18.- Expresión  del  péptido  NANP  en  la  superfkie  de Salmonella typhi 

* La  clona  que  porta  pUC19CSP  contiene  la  proteína  circunsporozoítica (43 repetidos 
del  péptido  NANP)  de H w M m f a l d p m m  en  el  citosol. 
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1V.- Inmunogenicidad del péptido NANP presente en la membrana externa de 
Salmonella typhi CVD908. 

E v a l u a c i ó n   d e   l a   r e s p u e s t a   i n m u n e   e n  l o s  5 r a t o n e s   d e   c a d a   g r u p o  
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Gráfica 1.- Evaluación de la respuesta inmune en ratones inmunizados con diferentes 
construcciones. La especificidad de los sueros fue evaluada por ELISA en placas sensibilizadas con 
el péptido NANP sintético. Se muestra el promedio de los cinco ratones/grupo. 

Respuesta  individual  de BALB/c  inmunizados  con  Salmonella typhi CVD908 
N A N P M i s L  
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Gráfica 2.- Respuesta evaluada por ratón en  el  grupo respondedor. La diferencia significativa entre 
los ratones 3 y 5 con el resto del grupo fue de 0.004 y 0.002 respectivamente, determinado por U de 
Mann-Whitney. 



En  la  gráfica 1 se  compara  la  generación  de  anticuerpos  anti-NANP  originados  en 
el  grupo  de  ratones  BALB/c  inmunizados  con  la  bacteria  atenuada  viva  que  porta 
diferentes  plásmidos,  para la expresión  de la CSP (proteína  cisrcunsporozoítica  de 
Plasmodium  falciparum) en  el  citosol o el  repetido  de ( N A N P ) 4  en la  superficie 
bacteriana, o el  dominio  translocador  de MisL como  control  negativo;  como  ya  se  ha 
descrito  previamente,  la  localización  subcelular  del  antígeno  es  clave en la  generación  de 
respuesta  inmune  humoral,  esta  aseveración se confíia en  la  observación de la 
negatividad  observada  en  los  sueros  de  ratones  inmunizados  con S. typhi CVD908 
pUC19CSP y concuerda  con  lo  reportado  previamente  por  Gonziilez, C. y  En  lo 
que  respecta  a  la  respuesta  a Salmonella @phi CVD908 NANPMisL, en  la gráfica 2 
puede  observarse  que  sólo  dos  de  cinco  ratones  respondieron  al  péptido  expuesto.  Este 
resultado  concuerda  con  la  observación  de  la  existencia  de  dos  subpoblaciones  de  la 
bacteria, una que  expresa  el  péptido  y  otra  que  no  lo  hace  (ver  figura  13).  La  vía  de 
administración  de la bacteria  fue  intranasal,  dado  que  esta  ruta ha demostrado  eficiencia 
en  la  generación  de  respuesta  inmune en el modelo  murino. 

Como  control  en  el  esquema  de  inmunización  se  empleó  la  bacteria  que  tenía  el 
dominio p de  MisL  sin el  epítopo  bandera y en la  gráfica  se  puede  apreciar  la  negatividad 
de  respuesta  en  sueros  preinmunes y en el correspondiente  a  ratones inmuniz.ados con  la 
bacteria  control.  También  se  puede  apreciar  que el título  de  los  sueros es de 1:360 
(Gráfica  3). 

Respuesta a Salmonella typhi CVD908 intranasal 

W NANPbetapre 

0 Dornbetainmune 

0 Dombetapre 

10 20 40 80 160 320 
Inverso  de la dilución 

Griifica 3.- Titulación  de  los  sueros  de  dos  ratones  hembra BALB/c que  respondieron  positivamente 
a la  inmunización  con 1 x 10" UFC de Sulmonellu @phi CVD908 pnirLTB(NANP),@MisL  por  vía 
intranasal. La determinación  se  realizó  mediante ELISA en  placas  sensibilizadas  con  péptido NANP 
sintético  incubadas  con los sueros  de los ratones  inmunizados  con  bacteria  acarreadora. 



V.- Reconocimiento del antígeno en  su forma nativa por los sueros de los 
ratones inmunizados  con la construcción. 

En la figura 19 se aprecia la  especificidad de los sueros inmunizados con el 
péptido  acarreado por  el autotransportador en Salmonella typhi CVD908, los que 
reconocen a la proteína circunsporozoítica  presente en la superficie de 
esporozoitos de P. fulciparum y que implica que el péptido (NANP)4 translocado 
por  el dominio p de MisL posee una disposición  espacial muy similar a la de la 
CSP nativa. 
5.- Reconocimiento  de  la  proteína circunsporozoítica nativa en la superficie  de 
esporozoitos por los sueros  de  ratones  inrnunizados  con Salmonella typhi como 
acarreadora del  péptido (NANP)4 

. Figura 19.- Reconocimiento  de  la  proteína  circunsporozoítica (forma nativa  de  NANP) 
por los sueros  de  ratones  inmunizados.  Inmunofluorescencia  indirecta  realizada  en 
laminillas  con  esporozoitos  de Plasmodium fulcipaum fijados.  Panel A) Incubados  con 
el  suero  de  ratones inmunhdos  con SaZmoneZZu typhi CVD908 (NANP)@MisL. Panel 
B) Incubados  con  el  suero  de  ratones  inmunizados  con SuZmoneZZu  @phi CVD908 
PMisL. Aumento: lOOOX 



Los autotransportadores son moléculas que se clasifican dentro del último 
sistema de secreción de bacterias Gram-negativas (549 55). La gran mayoría de estas 
moléculas se localizan en islas de pato enicidad (59, 60) y están asociadas a virulencia 
(562 59) o no  se les conoce función (58, este es el caso del gen misL. Este  gen se 
describió al encontrarlo en la tercera isla de patogenicidad de Salmonella 
typhimurium y lo Único que se conoce de é1 es la secuencia de aminoácidos inferida 
a partir de la secuencia nucleotídica; al compararlo con la base de datos, mostró una 
alta homología a miembros de la familia de la Proteasa de IgA, sobre todo en el 
extremo C-terminal, que corresponde al segmento translocador de la proteína (33). 

Entre los autotransportadores hay diferencias en el tamaño del dominio translocador 
(283 aa para AIDA-1)(32), (344 aa para VirG ) (57), (276 aa para Tsh  de E. coli) (58), 

(300 para ~ i g A ) ' ~ ~ ) ,  teniendo en común la formación de un barril-P que se inserta en 
la membrana externa y por el  que pasa de manera lineal el dominio a que es el que 
le dá  la función a la proteína y que por lo tanto es el que más difiere en secuencia 
aminoacídica. Así, a VirG se le ha asociado a la focalización de proteínas de 
citoesqueleto de la célula huésped para la diseminación intercelular e intracelular de 
la bacteria (57), a AIDA-1 se le atribuyen funciones de adhesina que favorece la 
diseminación de E. coli en sus células huésped (32), respecto a proteasa de IgA, 
además de hidrolizar inmunoglobulina A humana, posee en su secuencia 
aminoacídica señales de localización nuclear reminiscentes a las de proteínas virales 
y eucarióticas, comparte varias características estructurales con factores de 
transcripción eucariotes (en dímeros) y Neisseria gonorrhoeae la secreta en grandes 
cantidades cuando coloniza la nasofaringe @l). 

Al exisir tanta divergencia en los dominios funcionales de las moléculas 
autotransportadoras, es atractivo emplear los dominios translocadores de estas 
proteínas para la expresión de diversas moléculas asa ero en la superficie de 
bacterias o para su liberación al medio extracelular P ' ya que ofrecen la 
oportunidad de expresar proteínas cuya eficiente translocación depende del tamaño 
y de la secuencia primaria de aminoácidos. Se  ha observado que las estructuras 
terciarias voluminosas ocasionadas por la formación de puentes disulfuro 
intramoleculares impiden la adecuada translocación a través del autotransportador 
por ejemplo, la expresión de PhoA mediada por VirG fue de 4.8 veces mejor  cuando 
las bacterias se incubaron con 10 mM de 2-mercaptoetanol que sin 2-mercaptoetanol 
(57); la subunidad B de  la  toxina colérica fue expresada cinco veces mejor 
(determinado por  ELISA de células completas) empleando el dominio p de la 
proteasa de IgA en células cultivadas con 5 mM de 2-mercaptoetanol que sin este 
agente reductor (63). La CtxB posee dos residuos de Cisteína, uno en la  posición 9 y 
otro en la 86, lo cual al formarse un puente disulfuro, daría lugar a un  asa 

32, 5 , 62-66) 
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voluminosa o una estructura globular incapaz de cruzar la membrana, cuando se 
sustituyeron las dos cisteínas por leucina y glicina, CtxB se translocó eficientemente 
a pesar de la presencia o ausencia de 2-mercaptoetanol y resultados similares se 
obtuvieron cuando estaba presente un solo residuo de cisteína. Estos resultados dan 
lugar a la hipótesis de que cuando se cultiva sin 2-mercaptoetanol se forma  una 
estructura inestable altamente susceptible a proteasas periplásmicas (63). La 
suposición de que solo aquellas estructuras globulares muy voluminosas son las que 
no pueden translocarse a través del barril+ explica los resultados obtenidos por 
Veiga, E. y cols. (66); este grupo trabajó con la translocación de una fracción variable 
de una cadena (scFv) de inmunoglobulina con especificidad por proteínas que 
poseen histidinas en el C-terminal. Esta fracción reconoció su ligando de manera 
efectiva, evento que indicó la adecuada formación de puentes disulhro que 
estabilizan el sitio de unión al antígeno. Aún así, esta fracción se expresó hasta 3 
veces mejor en presencia de 2-mercaptoetanol (66). 

Los eventos descritos anteriormente condujeron al grupo de Meyer, T. a 
emplear una cepa de E. coli carente de la enzima DsbA que es la proteína que 
cataliza la formación de puentes disulfuro de proteínas que transitan en el 
periplasma (67) y logró una translocación eficiente mediada por el dominio p de la 
proteasa de IgA . En la secuencia primaria de los autotransportadores se reconocen 
residuos de cisteína que no forman estructuras globulares de dificil translocación ya 
que los residuos se encuentran separados por pocos aminoácidos entre sí, (1 1 
aminoácidos en el caso de la proteasa de IgA En el caso de MisL, esta proteína 
no presenta en su estructura ningún residuo de cisteína, así que esto no representa un 
impedimento conformacional para  la translocación de péptidos heterólogos (que no 
posean C en su secuencia) hacia la superficie celular bacteriana. 

Para lograr una eficiente translocación de polipéptidos pasajeros heterólogos 
mediada por el dominio p de algún autotransportador, es importante emplear no solo 
la región formadora del barril+, sino también la región de unión o “linker” que pasa 
linealmente por el poro y que transporta el dominio a hacia el exterior. 

Existen diferencias en la longitud de estos segmentos entre los diferentes 
autotransportadores, así pues, la región de unión de AIDA-1 es de 20 aminoácidos 
(69), la de VirG es de 45 aminoácidos (57) y la de proteasa de IgA pesa 15 Kda (= 100 
aminoácidos) (70). Debido a estas diferencias, nosotros utilizamos un segmento 
mayor al que correspondería al dominio p de MisL, porque el péptido bandera que 
se empleó tan solo mide 18 aminoácidos y se corría el riesgo de  no poder translocar 
un fragmento tan pequeño al exterior, pudiendo quedar embebido en  el poro 
transmembranal. En base al modelo propuesto por Maurer, J y cols. (32),  se dibujó un 
modelo hipotético de la región empleada en este trabajo de la estructura que 
adquiere MisL en la membrana externa (Figura 20). En este modelo podemos 
apreciar: 
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a) que el barril-P está Constituido de 14 P-plegadas anfipáticas 
b) que la  mayoría de los residuos de fenilalanina y de tirosina del barril-P se 

localizan en el límite periplásmico o externo 
c) que las asas transmembranales que dan hacia el exterior de la células son 

más grandes que las que dan hacia el periplasma 
d) el residuo de fenilalanina C-terminal característico de proteínas embebidas en 

la membrana externa que se dirige hacia la porción periplásmica de  la 
membrana externa 

Estas características concuerdan con  las halladas para el dominio P de la proteasa de 
IgA por Klauser, T. et al. (71). 

EXTERIOR 

C LIPIDICA 

" " 1  

PMisL 

" 

"1 

Figura 20.- Modelo hipotético de la estructura que forma el segmento translocador de MisL . 
En base al modelo topológico determinado para la proteína AIDA-I, se ha propuesto el 
siguiente modelo para la proteína MisL. Los aminoácidos que están marcados en color gris son 
conservados en AIDA-I y MisL. Los aminoácidos representados con cuadros de contorno 
obscuro representan los aa hidrofilicos y los de contorno claro corresponde a los aa 
hidrofóbicos. Los aa que se dirigen hacia  la superficie o que no están embebidos en  la 
membrana se representan con círculos. 



Una vez que se evaluó la presencia del péptido (NANP)4 en la superficie de 
E. coli DH5a por diferentes metodologías y cuyos resultados fueron muy 
proimetedores, se recurrió al uso de cepas atenuadas de Salmonella como 
acarreadores bacterianos para el péptido inmunogénico de Plasmodium 
falciparum y así evaluar la inmunogenicidad de (NANP)4 translocado hacia la 
superficie por MisL. 

Como antecedente, el uso de cepas de Salmonella atenuadas por bloqueo de 
la capacidad de síntesis de aminoácidos aromáticos ha sido de amplio interés (32, 

y en nuestro grupo de trabajo se llegó a la aplicación de S. typhi CVD908 en 
ensayos clínicos para evaluar la inmunogenicidad de la proteína CSP de P. 
falciparum trunca, de localización citoplásmica. Los anticuerpos generados 
contra esta construcción no fueron específicos para el péptido NANP, a 
diferencia de los generados por la inmunización con S. typhi CVD908 
NANPPMisL, que reconocieron específicamente péptidos NANP por ELISA y a 
la proteína nativa en esporozoitos por inmunofluorescencia (Fig. 19 y Gráficos). 

72-74) 

Este resultado puede deberse entre otras cosas, a la localización del antígeno 
en el acarreador bacteriano, ya  que es más probable generar respuesta humoral 
cuando el antígeno está expuesto en  la membrana que cuando tiene localización 
citosólica. Por otro lado, se ha demostrado que la ruta de inmunización intranasal 
empleada en este trabajo es mejor que la orogástrica para inducir respuesta 
humoral a antígenos en  el modelo murino (75i y por último a las características 
del promotor empleado ya  que este es un promotor fuerte e inducible in vivo, lo 
cual presenta ventajas en los  ensayos de inmunización. Ahora bien, con respecto 
al número de ratones respondedores a la inmunización (2 de 5) podemos 
comentar que este evento correlaciona con lo observado por Barry, A y cols (42i 

en donde también tuvieron 2 de 5 ratones respondedores. Esto se explica por lo 
observado en la citometría de flujo, en donde hay dos subpoblaciones de 
Salmonella typhi CVD908  NANPPMisL, una que expresa el epítopo en la 
superficie y otra (la mayoritaria) que no lo hace (Fig. 18). 



CONCLUSIONES. 

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que MisL es un 
autotransportador (el primero descrito en el género Salmonella), ya que no requirió de 
factores accesorios especiales para su función translocadora. Esta  función  fue 
empleada para una eficiente translocación  de péptidos heterólogos pasajeros. 

El  péptido  recombinante  mantiene  una  conformación tal que es reconocido  por  el 
AcMo  anti-NANP 2A10 

El epítopo expuesto  en la membrana  externa de Salmonella  typhi CVD908 es capaz 
de generar  respuesta  humoral en ratones  BALB/c 

Los  anticuerpos  generados  en los ratones  inmunizados son capaces  de  reconocer la 
forma  nativa  del  epítopo  presente  en la superficie  de  esporozoitos  de f'lasmodjum 
falciparum. 

Se demostró que el fragmento amplificado es suficiente para exportar el 
péptido heterólogo al medio extracelular, sin quedar embebido en la membrana 
externa o en  el espacio periplásmico. Lo cual implica que se cuenta con el dominio p 
translocador, además de la región de unión del autotransportador. Se requiere de 
ensayos de deleción en el extremo amino-terminal para así poder precisar con 
exactitud cuán largo es el dominio p de MisL 

MisL es un excelente candidato para la expresión en la superficie de péptidos 
pasajeros heterólogos en bacterias Gram-negativas. Esta expresión tiene como 
posibles aplicaciones: 

1. la producción de cadenas  variables  de inmunoglobulinas con diferentes 

2. la exposición de ligandos o receptores  para estudios de unión 
3. la exposición de  determinantes antigénicos para el desarrollo de  vacunas 

recombinantes orales usando cepas bacterianas atenuadas. 
4. Bibliotecas peptídicas para el mapeo de epítopos o ensayos de especificidad  de 

anticuerpos 
5. Exportación de proteínas biológicamente activas para uso biomédico y 

biotecnológico. 

especificidades 

Debido a su buena expresión en sistemas heterólogos, Mis L puede ser una  proteína 
autotransportadora empleada  en  diversos géneros de bacterias, lo cual abre la 
posibilidad de una mejor explotación biotecnológica  y/o  biomédica. 
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