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RESUMEN

Objetivo. Evaluar in silico y a nivel serolégico el potencial antigénico del dominio extracelular recombinante de la
proteina de ensamblaje de lipopolisacéridos - D (LptD) de Bartonella bacilliformis (dexr_LptD). Materiales y méto-
dos. Mediante el analisis in silico se realizé la seleccion de una proteina de B. bacilliformis con potencial antigénico e
inmunogénico. El gen de la proteina seleccionada se cloné en Escherichia coli TOP10 y se expresé en Escherichia coli
BL21 (DE3) pLysS. La proteina recombinante fue expresada usando isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y se
optimizaron las condiciones de induccion. Por ultimo, se purificé con resina Ni-IDA (His60 Ni Superflow) y se realizd
un ensayo de Western Blot. Resultados: I silico, 1a proteina seleccionada fue LptD por estar localizada en la membrana
externa y ser antigénica e inmunogénica. Las condiciones optimizadas para la induccién del dexr_LptD fueron 0,5 mM
IPTG, 16 h, medio TB (Terrific Broth), etanol al 3% (v/v), 28 °C, OD600: 1-1,5 y 200 r.p.m. La purificacion se realiz6 en
condiciones denaturantes a pequefia escala y se obtuvo 2,6 pg/mL de dexr_LptD parcialmente purificada. El ensayo de
Western Blot mostré una reaccién positiva entre los sueros provenientes de pacientes con la enfermedad de Carrién y
dexr_LptD, ello evidencia la antigenicidad del dexr_LptD. Conclusiones. El dexr_LptD muestra antigenicidad in silico
y a nivel seroldgico, estos resultados son base para posteriores estudios sobre candidatos vacunales contra la enferme-
dad de Carrion.

Palabras clave: Infecciones por Bartonella; proteina LptD; Bartonella bacilliformis; Proteinas recombinantes;
Antigenicidad vacunal, Biologia computacional (fuente: DeCS BIREME).

CLONING, EXPRESSION AND SEROREACTIVITY OF
THE RECOMBINANT LIPOPOLYSACCHARIDE ASSEMBLY

PROTEIN - D (LPTD) FROM Bartonella bacilliformis

ABSTRACT

Objective. To evaluate in silico and at the serological level the antigenic potential of the recombinant extracellular
domain of the lipopolysaccharide assembly protein - D (LptD) of Bartonella bacilliformis (dexr_LptD). Materials
and Methods. Through in silico analysis, we selected a B. bacilliformis protein with antigenic and immunogenic
potential. The selected protein gene was cloned into Escherichia coli TOP10 and expressed in Escherichia coli BL21
(DE3) pLysS. Recombinant protein was expressed using isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and induc-
tion conditions were optimized. Finally, it was purified with Ni-IDA resin (His60 Ni Superflow) and a Western Blot
assay was conducted. Results. In silico, the selected protein was LptD because it is located in the outer membrane and
is antigenic and immunogenic. Optimized conditions for dexr_LptD induction were 0.5 mM IPTG, 16 hours, TB
(Terrific Broth) medium, 3% (v/v) ethanol, 28 °C, OD600: 1-1.5 and 200 rpm. Purification was carried out under de-
naturating conditions on a small scale and we obtained 2.6 pg/mL of partially purified dexr_LptD. The Western Blot
assay showed a positive reaction between the sera from patients with Carrién's Disease and dexr_LptD, which shows
the antigenicity of dexr_LptD. Conclusions. The dexr_LptD shows antigenicity both in silico and at the serological
level, these results are the basis for further studies on vaccine candidates against Carrion's Disease.

Keywords: Bartonella infections; LptD protein; Bartonella bacilliformis; Recombinant proteins; Vaccine Anti-
genicity; Computational biology (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Bartonella bacilliformis es el agente etioldgico de la enfer-
medad de Carrién (EC), cuyo vector es el fleb6tomo del gé-
nero Lutzomyia spp. La EC es una enfermedad desatendida
en Pert, Colombia y Ecuador y en la primera fase de su de-
sarrollo tiene un alto indice de letalidad y mortalidad (40
- 88%) en pacientes sin tratamiento antimicrobiano ). Las
investigaciones con relacion a la EC se han direccionado a la
indagacion de técnicas de deteccion mas sensibles, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ?; a la identifica-
cioén de nuevas proteinas antigénicas e inmunogénicas para
ser usadas en el diagndstico serolégico ¢* y muy pocas en la
busqueda de candidatos vacunales %, por lo que, en la ac-
tualidad, no se cuenta con una vacuna para esta enfermedad.

La vacunologia reversa, metodologia utilizada en el
presente estudio, nos permite la identificacién de antige-
nos e inmundgenos sin la necesidad de cultivar al patd-
geno; esto lo logra a través del uso de programas bioin-
forméticos, paso previo a los ensayos experimentales V.
Esta metodologia permitié sintetizar una proteina mul-
tiepitopica de B. bacilliformis, la cual, logré inducir una
respuesta inmune en ratones, lo que la posiciona como
un buen candidato vacunal contra la EC ©.

Las proteinas de membrana externa son las indicadas
dentro del proteoma de un microorganismo para la bus-
queda de candidatos vacunales >'?, debido a su capacidad
de interactuar con el sistema inmunoldgico del hospedero.
Asi tenemos, al sistema de transporte de lipopolisacaridos
(LPS) LptABCDEFG, un complejo proteico, responsable
de la translocacion de los LPS desde la membrana interna
hacia la membrana externa*19. La proteina de ensamblaje
de lipopolisacaridos - D (LptD), parte del sistema LptABC-
DEFG, ha mostrado ser altamente inmunogénica, en con-
secuencia, un buen candidato vacunal en otros microor-
ganismos como Vibrio parahaemolyticus; ademas, podria
a ser utilizada en inmunoterapia por ser pieza clave en el
proceso final de translocacion de LPS 0719,

Ante lo expuesto, la presente investigacion tiene como
objetivo evaluar in silico y a nivel seroldgico el potencial
antigénico del dominio extracelular recombinante de la
proteina de ensamblaje de lipopolisacaridos - D (LptD)
de Bartonella bacilliformis (dexr_LptD). Los resultados
obtenidos seran de importancia en la linea de investiga-
cién basica para el desarrollo de una vacuna contra la EC.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia present6 dos etapas: el analisis in silico y los
ensayos experimentales (Figura 1).
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MENSAJE CLAVE

Motivacion para realizar el estudio: actualmente no se cuen-
ta con una vacuna contra la enfermedad de Carridn, la cual
afecta a poblaciones vulnerables. Por otro lado, tenemos a la
vacunologia reversa como una herramienta que nos ayuda en
la seleccion de candidatos vacunales.

Principales hallazgos: el dominio extracelular recombinante
de la proteina de ensamblaje de lipopolisacaridos - D (LptD)
de B. bacilliformis mostré antigenicidad in silico y a nivel se-
roldgico.

Implicancias: los resultados contribuyen en la linea de inves-
tigacion sobre candidatos vacunales contra la enfermedad de
Carrién.

Analisis in silico

A partir del genoma y proteoma de B. bacilliformis KC583
(ID Assembly: GCA_000015445.1) se selecciond una pro-
teina de membrana externa con potencial antigénico e in-
munogénico. El programa SignalP4.1 (https://services.heal-
thtech.dtu.dk/service.php?SignalP-4.1) fue el primer filtro,
este permitio seleccionar a las proteinas con péptido senal,
es decir, proteinas ubicadas en la membrana celular. Signal
P4.1 es uno de los mejores predictores de péptido sefial *.
Los siguientes filtros se realizaron con los programas Vaxi-
Jen v2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/
VaxiJen.html) y Vaxign (http://www.violinet.org/vaxign/),
los cuales permitieron seleccionar a las proteinas ubicadas
en la membrana externa con potencial antigénico e identifi-
car la similitud con las proteinas humanas, de raton o de cer-
do, asi como estimar la longitud de la proteina y su probabi-
lidad de ser adhesinas. VaxiJen v2.0 y Vaxign son programas
con interfaz grafica rapida, uso intuitivo, que se actualizan
con regularidad y han sido los mads citados en comparacién
con los programas Nerve, Jenner-predict, Bowman-Heinson
y VacSol @21,

Las propiedades fisicoquimicas (peso molecular, el pI
tedrico, la composicién de aminodcidos, la composicion
atomica, el coeficiente de extincion, la vida media estimada,
el indice de inestabilidad y el indice alifético) de las protei-
nas preseleccionadas se obtuvieron con ProtParam (https://
web.expasy.org/protparam/). La modelizacién de las pro-
teinas fue con RaptorX Property (http://raptorx2.uchicago.
edu/StructurePropertyPred/predict/) y se validaron con el
plot de Ramachandran, a través del programa Rampage:
Ramachandran Plot Assessment (http://mordred.bioc.cam.
ac.uk/~rapper/rampage.ph). Cabe indicar que RaptorX Pro-
perty se encuentra entre los cinco mejores programas auto-
matizados de modelamiento de proteinas ??. La orientacion
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| Analisis in silico

| Proteinas sin péptido sefial |_| |
]

PROTEOMA DE Bartonella bacilliformis KC583 |

Signal P4.1

| Proteinas con péptido sefal

Ser antigénica (> 0,5)

Estar localizada en la membrana externa

Criterios de
selecciéon

VaxiJen v2.0 y Vaxign

No presentar similitud con proteinas humanas, de ratdn, o de cerdo.

Longitud de la proteina debe ser mayor a 10kDa

No ser una proteina utilizada en otro estudio y/o que esté patentada

Proteina seleccionada (LptD)

P

ProtParam/ Raptor X . . NetMHCpan 4.0 idor IEDB
Structure Prediction/ Ellipro Toxin Pred ever y NetMHCII 2.3 Servidor
plot de Ramachandran , Sever A4

A Y v Cobertura de protecciéon

Caracterizacién,
modelizacion proteica y

Identificacion de

epitopes lineales y toxicidad de la

Evaluacion de la

poblacional de los péptidos

Seleccion de péptidos de
de unién fuerte a HLA-Ty

union fuerte a HLA-T'y

validacién del modelo discontinuos proteina HIA-TI HIA-II
| Ensayos Experimentales
Elaboracién de Plasmidos pET28a E. coli TOP 10 Transformacion 1
ol.igonucleétidos (+)-dex_IptD (Cepa de clonacién) E. coli TOP10- dex_IptD
(PrimerSelect 4.05 y
OligoAnalyzer 3.1) Plasmidos pET28a —
——_— (+)—dgg_lp£D E. coli BL21 (DE3)pLysS Transformacién 2
Extraccion de E oohie P‘}So_r‘jptD (Cepa de expresion) E. coli BL21 (DE3)pLysS-
ADN gendémico de dex_IptD
Bartonella bacilliformis e
cepa HBB4 | Optimizacién de la induccién con IPTG a las clonas E. coli B21 (DE3) pLysS-dex_IptD |
— i ——

Digestion y Ligacién
del gen dex_IptD'y

Expresion y purificacion parcial a pequena escala de la proteina recombinante LptD con
resina His60 Ni Superflow (Clontech)

plasmido pET28 a (+)

—

| Western blot de la proteina dexr_LptD |

Figura 1. Flujograma de trabajo. Analisis in silico: muestra los programas bioinforméticos y criterios para la seleccion de la proteina

en estudio. Ensayos experimentales: secuencia de procedimientos realizados para la obtencion y evaluacion dominio extracelular

recombinante de la proteina de ensamblaje de lipopolisacaridos - D de Bartonella bacilliformis (dexr_LptD). LptD (proteina de ensamblaje
de lipopolisacaridos — D), HLA-I y HLA-II (antigenos leucocitarios humanos I y II), IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopirandsido).
Programas bioinformaticos: SignalP4., VaxiJen v2.0 y Vaxign, ProtParam/ Raptor X Structure Prediction/ plot de Ramachandran,
Ellipro, Toxin Pred, NetMHCpan 4.0 Server y NetMHCII 2.3 Server, Servidor IEDB, PrimerSelect 4.05 y OligoAnalyzer 3.1.

espacial de la proteina se evalud con el programa PPM ser-
ver (https://opm.phar.umich.edu/ppm_server).

Una vez obtenida la proteina de interés, debia identifi-
carse la presencia de epitopes lineales y discontinuos, para
ello se utilizé el servidor Ellipro (http://tools.iedb.org/elli-
pro/). Este servidor selecciona los péptidos con un score
mayor a 0,5 y los califica como antigenos. Por otra parte, To-
xin Pred - Protein Scanning (http://crdd.osdd.net/raghava/
toxinpred/) evalud la toxicidad de los péptidos.

Una proteina con potencial vacunal debe poseer epito-
tes capaces de interactuar con el sistema del antigeno leu-
cocitario humano (HLA) de clase I y II, la identificacién de
péptidos con unidén fuerte a HLA-I y II se realizé con los

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2022.391.9292

programas NetMHCpan 4.0 Server (https://services.health-
tech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1) y NetMHCII 2.3
Server (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?Net-
MHCII-2.3), respectivamente.

El programa IEDB (https://www.iedb.org/) evalué el
porcentaje de cobertura, a nivel nacional, sudamericano y
mundial, de la interaccién de los HLA-I y HLA-II mas fre-
cuentes de la poblacion peruana con los péptidos seleccio-
nados. En el Anexo 1 se muestra los HLA-I y HLA-II mas
frecuentes e importantes en la poblacion peruana (datos ob-
tenidos por comunicacion con el Blgo. Adolfo Marcelo del
Instituto Nacional de Salud de Pert).
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ENSAYOS EXPERIMENTALES

Diseiio de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos se disefiaron con los programas Pri-
merSelect 4.05 (ADNSTAR Inc. Madison, USA) y OligoA-
nalyzer 3.1 de IDT (www.idtdna.com). Los oligonucleétidos
forward y reverse fueron modificados para incluir los sitios
de cortes para las enzimas de restriccion Ncol (C/CATGG) y
Xhol (C/TCGAG), respectivamente. Una cola de seis Timi-
nas fue afladida en el extremo 5’ de los oligonucle6tidos para
asegurar la eficiencia del corte. Los oligonucledtidos fueron:
forward 5 -TTTTTTCCATGGTACCGGACCCAGCTGA
AA-3', y reverse 5'-TTTTTTCTCGAGTAAATTGAGTTT-
TATTTTTTGACCGAAATCT-3".

Amplificacion del gen del dominio extracelular
de IptD (gen dex_IptD)

Para la amplificacién del gen mediante PCR @ se usé el
ADN gendémico de B. bacilliformis cepa HBB4 de Huaca-
bamba (Piura, Peru). El kit utilizado fue el AmpliTaq Gold™
ADN Polymerase con Gold buffer y MgCl, (Applied Biosys-
tems). Las concentraciones del buffer Mix de PCR fueron:
MgCl, 2.5 mM, Gold buffer 1X, 1 uM de oligonucleétidos
forward, 1 pM de oligonucledtidos reverse, 0.2 mM de dN-
TPs y 1 U/reaccion de Taq Pol. El ciclaje del PCR consisti6
en una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacién a 96 °C por 30 s, hibrida-
cion a 58 °C por 30 s y amplificacién a 72 °C por 2 min; por
ultimo, una amplificacién a 72 °C por 10 min.

Clonacion del gen dex_IptD en E. coli

El gen dex_IptD amplificado y el pldsmido de expresion
pET28a(+) (Promega Corp.,USA) fueron digeridos con las
enzimas de restriccién Ncol y Xhol, y purificados con el kit
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen Inc, USA).
Luego se procedié a su ligaciéon con T4 ligasa (Promega
Corp.,USA) y se form el plasmido pET28a (+) - dex_IptD.

Las cepas E. coli TOP10 (cepa de clonacién) y E. coli BI21
(DE3) pLysS (cepa de expresion), competentes, fueron transfor-
madas mediante el método de cloruro de calcio ®. La primera
transformacion se dio entre E. coli TOP 10y el plasmido pET28a
(+) - dex_IptD, ello resulté en E. coli TOP 10 - dex_IptD, de esta se
extrajeron los plasmidos segun el método de lisis alcalina *). Los
plasmidos extraidos sirvieron para realizar la segunda transfor-
macion y se obtuvo E. coli BL21(DE3)pLysS - dex_IptD.

Con la finalidad de comprobar la conservacién de la
secuencia del gen dex_IptD en las clonas transformadas se
secuenciaron segiin el método de Sanger et al. (1977) y Mu-
rray (1989), para ello se utilizé el kit Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (AppliedBiosystems), el secuenciador
ABI, y el programa Chromas Pro para su respectivo analisis.
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Expresion y purificacion de la proteina
dexr_LptD

La expresion de la proteina recombinante se optimizd eva-
luando cuatro parametros: (a) concentracién de IPTG (Sig-
ma-Aldrich Merck, USA): 0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2
mM IPTG; (b) medios de cultivo: LB (Luria Bertani), 2XYT
(Yeast Extract Tryptone) y TB (Terrific Broth); (c) tiempo de
induccion: 4, 7, 16 y 24 horas; (d) concentracién de etanol:
1%, 2 % y 3% e) induccion a diferentes temperaturas 20 oC,
28 0Cy 37 oC. Los medios de cultivo fueron suplementados
con kanamicina (20 ug/mL) y con cloranfenicol (50 ug/mL).
Para la purificacion se evalu6 dos condiciones: denatu-
rantes (8M trea) y no denaturantes. La purificacién fue por
afinidad con 50 pL de resina His60 Ni Superflow (Clontech)
y se sigui6 las recomendaciones del fabricante. La cuantifi-
cacion de proteinas se realizo con el método de Bradford.

Electroforesis PAGE-SDS y deteccion por

Western Blot

La electroforesis PAGE-SDS de la proteina parcialmente pu-
rificada se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 12%, se fo-
tografio el gel y se analiz6 usando el programa QuantityOne
4.6.9 1-D Analysis.

El ensayo de Western Blot se realizé en una camara de
transferencia semiseco horizontal (3 mA/ cm? por 30 min)
y se utiliz6 una mezcla diluida de cinco sueros humanos
(0,1%). Estos sueros procedentes de la seroteca del Labora-
torio Biotecnologia y Biologia Molecular (INS) pertenecian
a personas que padecieron la EC. Para este ensayo se utiliz6
345 ng de proteina recombinante parcialmente purificada.
Por tltimo, se fotografié la membrana y fue analizada con el
programa QuantityOne 4.6.9 1-D Analysis Software.

RESULTADOS

El anélisis in silico del proteoma de B. bacilliformis KC583 nos
permiti6 seleccionar la proteina LptD (ID: A1US68_BAR-
BK) por cumplir con los criterios de seleccién: ser antigénica
(0,562), localizacién en la membrana externa, no presentar
similitud con proteinas humanas, de ratén, o de cerdo, y la
longitud de la proteina fue mayor a 10 kDa (86,80 KDa). Los
posteriores ensayos se realizaron solo con el dominio extra-
celular de LptD (67,42 kDa, pl 7,86) por ser la porcion de la
proteina LptD que se ubica hacia el medio extracelular, por
ende, con probabilidad de interactuar con el sistema inmune
del hospedero. El dexr_LptD forma un canal y posee como
aminodcidos mas abundantes a la asparagina (8,9%) y a la se-
rina (8,4%) (Figura 2). El programa RaptorX logré modelar
el 100% de la secuencia de aminodcidos del dexr_LptD, esta
utilizé como plantillas a proteinas homdlogas de LptD de di-
ferentes especies: E. coli (PDB: 4RHBA), Pseudomonas aerugi-
nosa (PDB: 5IVA), Yersinia pestis (5SIXMA) y Shigella flexneri
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Figura 2. Modelo 3D del dominio extracelular recombinante de ensamblaje de lipopolisacaridos — D de Bartonella bacilliformis (dexr_LptD). A:
vista lateral, B: vista superior. Estructuras secundarias: ldminas beta (de color amarillo), hélice alfa (de color rojo), loops (de color verde) y la cola de
histidina (de color blanco).

(PDB: 4Q35A). Asi mismo, este dominio presento 18 epitopes
lineales y cinco epitopes discontinuos; ademas, ninguno de los
569 péptidos evaluados resultd ser toxico. Se obtuvo una alta
cobertura poblacional de los péptidos dominantes de union a
HLA clase Iy clase II, estos fueron de 100,00% para el Perd,
93,38% para Sudamérica y 99,28% a nivel mundial.

En la transformacion de las cepas E. coli TOP10 se obtu-
vieron 116 colonias en la placa de ligado y cuatro colonias
en la placa de autoligado, lo que indica que la mayoria de
las bacterias transformadas presentaron plasmido pET28a
(+) — dex_IptD. Se realiz6 un PCR colonia a seis colonias
seleccionadas al azar de la placa de ligado y todas mostra-
ron productos de amplificacion en el tamano esperado (1756
pb). Se secuenci6 el gen IptD de E. coli TOP10 - dex_IptD y
no se observé cambios nucleotidicos respecto al molde (gen
dex_IptD de B. bacilliformis KC583). Una vez confirmadas la
secuencia del gen dex_IptD mediante secuenciacion se pro-
cedié a realizar la transformacion en la cepa de expresion E.
coli BL21 (DE3) pLysS, y se escogi6 cuatro colonias al azar
para realizar PCR colonia. Los resultados de PCR confirma-
ron la correcta transformacion en E. coli BL21(DE3)pLysS.

Las condiciones optimas de induccién del dexr_LptD
fueron: 0,5 mM IPTG, medio TB, 16 horas, 3% de etanol,
28 °Cy 200 rpm. La purificacion optimizada del dexr_LptD
contd con dos pasos de lisis (la primera no denaturante y la
segunda denaturante), ya que, al realizarse unicamente con
buffer denaturante se obtuvo una gran cantidad de bandas
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inespecificas en la electroforesis (Figura 3). La importancia
del primer paso de la lisis recae en la eliminacién de las pro-
teinas nativas existentes en la muestra que interactuaban con
la resina de purificacién. Cabe indicar que en condiciones
no denaturantes no se logré purificar la proteina (Figura 4).
La cantidad de proteina parcialmente purificada en condi-
ciones Optimas cuantificadas mediante el método de Brad-
ford fue de 2,6 pg/mL del dexr_LptD.

Finalmente, el ensayo de Western Blot mostré una re-
accion positiva entre la proteina dexr_LptD y los sueros de
pacientes que sufrieron la EC, para este ensayo se utilizé el
dexr_LptD parcialmente purificada, se realiz6 a la par una
electroforesis de ésta misma a modo de control (Figura 5).

DISCUSION

La proteina dexr_LptD de B. bacilliformis present6 in silico
epitopes no tdxicos lineales y discontinuos, ademas resalt6
que sus péptidos dominantes de unién a HLA clase I y II
presentaron una cobertura poblacional alrededor del 100%.
A nivel serolégico, dexr_LptD logré una reaccién positiva
con los sueros de los pacientes que sufrieron la EC en el en-
sayo de Western Blot.

El presente trabajo tuvo como objetivo seleccionar una
proteina de B. bacilliformis con potencial inmunogénico que
pueda ser usado en una futura vacuna contra la EC. Debido
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A: Induccién a diferentes concentraciones de isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). 1) 0 mM IPTG (Control), 2) 0,05 mM IPTG, 3) 0,1 mM IPTG, 4) 0,25 mM
IPTG, 5) 0,5 mM IPTG, 6) 1 mM IPTG, 7) 1,5 mM IPTG, 8) 2 mM IPTG.

B: Induccidn a diferentes temperaturas. 1) 20 °C, 2) 28 °C, 3) 37 °C.
C: Induccién a diferentes tiempos y medios de cultivo. Tiempos: 1) 4 h; 2) 7 h; 3) 16 h; 4) 24 h. Medios de cultivo: 5) LB (Luria Bertani), 6) 2XYT (Yeast Extract Tryptone),
7) TB (Terrific Broth).

D: Induccidn a diferentes concentraciones de etanol. 1) 1% de etanol, 2) 2% de etanol, 3) 3% de etanol.

Figura 3. Proceso de optimizacion de la expresion del dominio extracelular recombinante de ensamblaje de lipopolisacaridos — D de Bartonella baci-
lliformis (dexr_LptD), donde M (marcador: Unstained Protein Standards) y las flechas indican la altura del dexr_LptD (67,42 kDa) (banda inducida).

a que la EC es una enfermedad infecciosa emergente dificil
de erradicar con antibidticos o pesticidas, la mejor estrategia
de intervencién seria el desarrollo de una vacuna basada en
proteinas como flagelina, Brps (Bartonella repeat proteins),
TalB (invasion-associated locus B protein), FtsZ, Hbp/Pap31
(hemon-binding proteins), la subunidad a de succinil-CoA
sintetasa (SCS-a), GroEL y la subunidad p de succinil-CoA
sintetasa (SCS-p), entre otras #7>1°2) Henriquez-Camacho
resalta la importancia del estudio de proteinas de membra-
nas de B. bacilliformis en la bisqueda de candidatos vacu-
nales, ya que estas interactian con su hospedero, en nuestra
seleccion dicha caracteristica fue nuestro primer filtro 19,
La estructura tipo barril bilobular con el dominio N-ter-
minal periplasmatico y C-terminal en la membrana externa
de LptD de B. bacilliformis, fueron reportadas en las estruc-
turas cristalinas de Yersinia pestis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri y Salmonella en-
terica serovar Typhimurium (*17?7_ Esto evidencia que LptD
es una proteina conservada en bacterias gramnegativas. Por
otro lado, empleando la base de datos PDB se observé una
alta identidad de LptD de B. bacilliformis con proteinas LptD

20 |

de otras especies, asi tenemos un 30% de identidad con LptD
de Pseudomonas aeruginosa, 25% de identidad con LptD de
Klebsiella pneumoniae, 28% de identidad con Yersinia pestis,
y 21% de identidad con LptD de E. coli, lo cual refuerza la
hipétesis que se tratarian de antigenos importantes.

Se analiz6 solo el dominio extracelular de LptD de B. ba-
cilliformis debido a que la porcién de LptD que es accesible a
las células del sistema inmune del huésped; y porque el tra-
bajo de Botos et al. evidenci6 que el truncamiento de la por-
cién N terminal no afecta al correcto plegamiento del barril
beta de LptD en diferentes especies (Y. pestis, P. aeruginosa y
K. pneumoniae) cuando son expresadas en E. coli ®). In silico
se demostr6 que el truncamiento N terminal de LptD de B.
bacilliformis no afecté su normal plegamiento, y en el ensayo
Western Blot evidencid la conservacion de sus epitopes.

Por otro lado, las proteinas LptD de B. bacilliformis y
LptD de V. parahaemolyticus pertenecen a la misma familia
de proteinas (PF04453), por ende, presentan caracteristicas
comunes y se espera que LptD de B. bacilliformis pueda in-
ducir una respuesta inmune en el huésped al igual que lo
hace su homdlogo.
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Figura 4. Purificacién parcial del dominio extracelular recom-
binante de la proteina de ensamblaje de lipopolisacaridos - D
de Bartonella bacilliformis (dexr_LptD) en condiciones dena-
turantes y no denaturantes. M: Marcador: Unstained Protein
Standards. D: purifacion parcial bajo condiciones denaturantes.
ND: purificacion parcial bajo condiciones no denaturantes. Las
flechas indican la altura del dexr_LptD (67,42 kDa).

Con respecto a los ensayos de expresion recombinan-
te, se observd que la temperatura de 28 °C fue 6ptima para
la induccién, mientras que a 37 °C no se present6 ninguna
banda, la cual estaria afectando la estabilidad de la proteina
inducida y/o estaria acelerando su degradacién.

Generalmente, las proteinas de membrana se expresan
en niveles bajos ®***. En el 2015, Chhetri ef al. propusie-
ron un protocolo simple y pionero para mejorar la expre-
sién de proteinas recombinantes en E. coli con promotores
de expresion del tipo T5 (pQE) o T7 (pET). Sus resultados
mostraron que agregando etanol a concentraciones < 3%
(v/v) se logra aumentar significativamente la expresion de
multiples proteinas recombinantes poco expresadas o no ex-
presadas 30, En el presente trabajo, el gen dex_IptD de B.
bacilliformis fue clonado en un pldsmido pET 28a (+) con
promotor de expresion T7 y expresado en E. coli BL21DE-
3plySs, de acuerdo con el protocolo antes mencionado. Ante
la baja expresion del dominio extracelular de LptD se optd
por agregar 3% de etanol al medio de cultivo en el momento
de la induccién con IPTG, con lo cual se logré un cambio
significativo en la expresion. Inclusive agregando etanol al
1y 2% se observé aumento en la expresion, siendo la con-
centracion de 3 % Optima, estable y repetitiva. Cada vez mas
trabajos muestran el efecto favorecedor del uso de etanol
en el proceso de expresion de proteinas recombinantes ©?,
por ello se puede afirmar que al utilizar etanol e IPTG en la
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Figura 5. Western Blot. M: Marcador: Prestained Natural
SDS-PAGE Protein Standards. Lado izquierdo: Gel de PA-
GE-SDS. A: 115 ng del dominio extracelular recombinante de
la proteina de ensamblaje de lipopolisacaridos — D de Bartone-
lla bacilliformis (dexr_LptD) parcialmente purificada (indicado
con la flecha). Lado derecho: membrana de nitrocelulosa. B:
reaccion positiva del Western Blot realizado entre dexr_LptD
y sueros de pacientes que padecieron la enfermedad de Carrién
(indicado con la flecha).

induccion de LptD recombinante de B. bacilliformis logran
un efecto sinérgico, pero el etanol es incapaz de inducir la
proteina LptD por si solo. Zheng et al. (2018), afirman que
el etanol causa principalmente un impacto en el metabolis-
mo celular y respuestas a estrés celular, en consecuencia, el
efecto del etanol en la expresion de proteinas heterdlogas es
muy complejo @Y. El estrés celular provoca un incremento
de chaperonas, lo cual puede favorecer al plegamiento de las
proteinas heterélogas y el impacto en el metabolismo celular
trae consigo el aumento del metabolismo del propanoato y
del ciclo de Krebs, ello indirectamente incrementaria la en-
trada de nutrientes a la célula provocando un efecto anabdli-
co y favoreciendo la expresion de proteinas heterélogas.

Las condiciones dptimas de induccion y purificacién
del dexr_LptD de B. bacilliformis han permitido evaluar su
capacidad antigénica. A pesar de que la purificacién fue en
condiciones denaturantes, la proteina recombinante fue ca-
paz de reaccionar con los sueros humanos, ello corrobora
que LptD posee multiples epitopes lineales que fueron ca-
paces de reaccionar. En cuanto a los epitopes discontinuos,
es muy probable hayan perdido su estructura 3D por la alta
concentracion de urea (8M) usada en el proceso de purifi-
cacion.
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Dichter et al. utilizaron criterios de seleccion de las pro-
teinas antigénicas de B. bacilliformis y programas bioinfor-
maticos similares a nuestro estudio ©?. Ellos obtuvieron una
proteina LptD antigénica que no mostré inmunorreactivi-
dad con sueros procedentes de personas con EC, lo que es
contrario a nuestros resultados. Ellos utilizaon la proteina
completa, mientras que nosotros usamos el dominio extra-
celular de LptD. Otra diferencia importante es la cantidad
de proteina recombinante utilizada en el ensayo de Western
Blot, ellos utilizaron concentraciones de 2,1 ng,10,5 ng y 21
ng, y nosotros usamos 345 ng de proteina parcialmente pu-
rificada, es probable que estas diferencias en las concentra-
ciones produjeran resultados distintos.

B. bacilliformis es una bacteria intracelular facultativa,
ello permite al hospedero dar una respuesta inmune celular
y humoral. Los resultados del andlisis bioinformatico nos
muestran que LptD presenta multiples péptidos que poseen
union fuerte con los HLA tipo I y II mas frecuentes de la
poblacién peruana, dichos péptidos deben ser presentados
a los linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ y provocar
la activacién de la respuesta inmune celular. El resultado
positivo del analisis por Western Blot, muestra que la proteina
LptD nativa de B. bacilliformis fue capaz de activar la respuesta
inmunitaria humoral del huésped, la cual produce anticuerpos
anti-LptD que fueron detectados en el suero de personas
que sufrieron la EC y reconocidos por el dexr_LptD de B.
bacilliformis en el ensayo de Western Blot. De comprobarse la
inmunogenicidad de LptD seria conveniente realizar estudios
de elaboracién de una proteina multiepitdpica considerando
los epitopos mas inmunodominantes de LptD, asi como,
Padilla et al. proponen una proteina multiepitopica en base a
proteinas de membrana, podria LptD ser considerada dentro
de este conjunto de proteinas ©.

La elaboracién de una vacuna implica la evaluacién de
muchos candidatos, sin embargo, el uso de una estrategia
de seleccidon bioinformatica permite priorizar el estudio de
pocos candidatos relevantes, nosotros nos enfocamos en el
andlisis de una proteina, es deseable ampliar el estudio a mas
candidatos vacunales. Otra limitante que podemos mencionar
es el nimero de muestras de suero utilizado en el ensayo
de Western Blot, que fueron un total de cinco, pero este es
un estudio preliminar que podria ser ampliado utilizando
un mayor nimero de muestras. Cabe resaltar que nosotros
llevamos a cabo la parte inicial de todos los experimentos que
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resultados pueden ser tomados en cuenta en futuros trabajos.
En conclusion, el andlisis in silico determiné que el
dominio extracelular de la proteina LptD de B. bacilliformis
es antigénica, que presenta epitopes que podrian ser
reconocidos por alelos de HLA-1 y HLA-II de la poblacion
peruana y que es inmunorreactivo contra sueros humanos
de personas con EC. El presente estudio ademds resalta el
uso del etanol al 3% en el proceso de induccién del dexr_
LptD de B. bacilliformis. Con el objetivo de ahondar el
estudio se recomienda realizar ensayos in vitro e in vivo con
el dexr_LptD de B. bacilliformis purificada tales como, el
ensayo in vitro de la inhibicién de la invasién de eritrocitos
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