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Resumen:

La proteina lumazina sintasa de Brucella abortus (BLS) tiene caracteristicas
estructurales, de estabilidad y de inmunogenicidad que la convierten en un candidato
interesante para su utilizacién como carrier o proteina transportadora de distinto tipo
de moléculas (péptidos, dominios proteicos, azucares, etc)

BLS tiene una estructura de dimero de pentdmero en solucion y los estudios
realizados en el laboratorio establecieron que tiene una temperatura de melting
aparente de 89 € y un AG de desnaturalizacion de 320 + 22 kJ/mol. Ademas, genera
una alta respuesta tanto celular como humoral cuando la proteina recombinante es
administrada en ratones o conejos (inclusive sin adyuvante) o como vacuna a DNA en
un vector de expresion eucariota. La fusion de distintos péptidos y dominios proteicos
en su extremo amino terminal da lugar a quimeras de BLS y permite utilizarla como
proteina transportadora y aumentar la inmunogenicidad contra las moléculas
transportadas en distintos modelos animales.

BLS se disocia en dos pentameros plegados cuando es incubada con cloruro
de guanidinio 2M o en buffer fosfato a pH 5. Si la concentracién de desnaturalizante
aumenta por encima de 2,3 M, se produce una disociacion y desnaturalizacién
concertadas que dan lugar a monémeros desplegados. Conocer en detalle estos
equilibrios nos permitié disefiar dos estrategias para obtener proteinas mixtas de BLS
gue contuvieran una mezcla de péptidos provenientes de dos quimeras diferentes.

Obtuvimos proteinas mixtas con diferente cantidad de péptido OMP31 y
pudimos establecer una relacién lineal entre la inmunogenicidad y la densidad de
epitopes en la presentacion antigénica. Al mismo tiempo, obtuvimos mutantes de
estabilidad de BLS y estudiamos el efecto que tiene la estabilidad de la proteina
transportadora en la inmunogenicidad contra el péptido transportado.

Mediante el estudio de este modelo pudimos establecer que la densidad local
de epitopes que se consigue con las quimeras de BLS y las elevadas estabilidad e
inmunogenicidad intrinseca de BLS son las principales caracteristicas que hacen que

esta proteina funcione tan eficientemente como carrier de moléculas.

Palabras clave: Brucella abortus, lumazina sintasa, densidad de epitopes, estructura,

estabilidad, inmunogenicidad, antigeno.



Abstract:

The enzyme lumazine synthase from Brucella spp. is highly immunogenic. This
decameric protein is remarkably stable to thermal or chemical denaturation, suggesting
a correlation between thermodynamic stability, polymeric arrangement and
immunogenicity. The three-dimensional structure of this protein shows that is possible
to insert foreign peptides or full-length proteins at the amino terminus without disrupting
its general folding. These peptides are presented to the immune system in a polymeric
way and in the context of a high specific immune response.

BLS is a dimer of pentamers in solution, has a melting temperature of 89 T
and a AG of denaturation of 320 £ 22 kJ/mol. BLS induces a high humoral and cellular
response when the recombinant protein is inoculated in mice and rabbits (even in the
absence of adjuvants) or when is used as a DNA vaccine in an eukaryotic expression
vectors. The decoration with peptides or protein domains (chimeras) show that of BLS
acts as an efficient carrier and enhances the immunogenicity against the transported
molecules.

BLS dissociates into two folded pentamers when is incubated in 2 M
guanidinium chloride in phosphate buffer at pH 5. Guanidinium chloride concentrations
above 2.3 M produce a concerted dissociation and denaturation process resulting in
unfolded monomers. The knowledge of these equilibria allowed us to design two
different strategies to obtain mixed proteins of BLS with peptides from different
chimeras. We obtained mixed chimeras decorated with different number of OMP31
peptides and established a linear relationship between the immunogenicity against the
peptide and the epitope density. At the same time, we obtained mutants of BLS with
decreased stability and studied the effect of the stability of the carrier protein in the
immunogenicity of the peptide. This experimental model allowed us to demonstrate that
the local density of epitopes and the high stability and intrinsic immunogenicity of BLS
are the main features that make BLS an efficient carrier for vaccine design.

Key words: Brucella abortus, lumazine synthase, epitope density, structure, stability,

immunogenicity, antigen.
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1. Brucelosis

La brucelosis es una de las cinco zoonosis méas difundidas en el mundo
(Godfroid, J. et al. 2005). Esta enfermedad es producida por una bacteria Gram-
negativa del género Brucella pertenecientes a la familia Brucellaceae, cuyas diferentes
especies muestran predileccién por un huésped determinado (Corbel, M. J. 1997;
Godfroid, J. et al. 2005; Moreno, E. et al. 2002). Fueron aisladas por primera vez por el
médico escocés David Bruce en 1887 y se han descrito un total de siete especies de
acuerdo a la variacion antigénica y al huésped primario (Tabla I-1) (Corbel, M. J. 1990;
Jahans, K. L. et al. 1997; Parker, T. and Collier., L. H.). De todas ellas se encuentran
los genomas de algunas cepas de B. abortus (Halling, S. M. et al. 2005); (Chain, P. S.
et al. 2005); (Crasta, O. R. et al. 2008), B. melitensis cepa 16M (DelVecchio, V. G. et
al. 2002), B. suis cepa 1330 (Paulsen, I. T. et al. 2002), B. ovis cepa ATCC 25840
(reciente, sin publicacién asociada) y B. microti recientemente aislada y secuenciada
(Audic, S. et al. 2009).

Tabla I-1. Distintas especies de Brucella, su hospedador y grado de patogenicidad
causada en el hombre.

Especies lisas Hospedador Patogenicidad en el hombre
B. abortus bovinos moderada
B. melitensis caprinos y ovinos elevada
B. suis porcinos intermedia
B. neotomae roedores no posee
B. maris mamiferos marinos moderada

Especies rugosas

B. ovis ovinos no posee
B. canis caninos moderada

En la brucelosis animal, el sintoma mas comun es el aborto de las hembras
prefiadas e infecciones genitales en los machos con las consecuentes pérdidas
econdmicas que esto origina a la industria ganadera. El problema es aun mayor
debido al alto grado de contagio dentro de una manada por transmision venérea o por
ingesta de tejidos infectados.

La brucelosis no se contagia entre humanos y es transmitida mediante contacto
directo con la sangre, la placenta, fetos o secreciones uterinas, o por el consumo de
productos de origen animal infectados (especialmente leche y productos lacteos) y
constituye un importante problema de salud en muchos paises desarrollados.

De las especies de Brucella caracterizadas hasta el momento, cinco son

patdgenas para el hombre. B. melitensis es la mas virulenta, en tanto que B. abortus y

14



B. canis producen infecciones leves. B. suis exhibe una virulencia intermedia.
Recientemente se han identificado dos casos de infeccion humana por B. maris. El
grupo de riesgo de esta enfermedad son las personas en contacto con el ganado,
como veterinarios, carniceros, granjeros, ganaderos, etc (figura I-1), o bien en
laboratorios a través de la inhalacion accidental de aerosoles (Pappas, G. et al. 2005).

ANIMALES ENFERMOS

CONTACTO

(FETOS, SECUNDINAS Y SECRECIONES VAGINALES)

Figura I-1. Esquema de contagio de la brucelosis. El contagio a los humanos en general se
produce a través de contacto directo con animales infectados o del consumo de productos
derivados de los mismos.

La incidencia de la brucelosis es muy alta en nuestro pais, donde no sélo hay
un alto consumo de carnes y lacteos, sino que ademas la produccién y elaboracién de
derivados de estos productos es una de las principales actividades econdmicas,
convirtiendo a la brucelosis en una de las enfermedades mas importantes. Se
considera que las pérdidas econdmicas relacionadas con esta enfermedad superan los
300 millones de pesos anuales.

Los sintomas de brucelosis en humanos aparecen entre los 5 y 30 dias
posteriores al contacto con la bacteria y se presentan como cuadros gripales con
fiebres intermitentes e irregulares de duracion variable, dolor de cabeza, debilidad,
sudoracion profusa, escalofrios, dolores abdominales, pérdida de peso y dolores
musculares y articulares generalizados. Son caracteristicos los picos febriles por la
tarde. Pasados los sintomas agudos, la brucelosis puede convertirse en crénica. En
estos casos, la bacteria persiste durante afios en la persona enferma afectando a

distintos 6rganos.
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1.1 Vacunas

En los paises en los que la brucelosis constituyd un problema de importancia,
las campafias de vacunacién masiva del ganado y la eliminacion de los animales
positivos en los ensayos de diagndstico, permitieron lograr el control de la enfermedad.
La vacunacion animal permitié reducir la tasa de incidencia de brucelosis en el
ganado, y las consecuentes pérdidas econdmicas por abortos y baja productividad.
Como consecuencia de la interrupcion de la cadena de contagio animal — hombre se
produjo una concomitante disminucion de la brucelosis humana. Sin embargo no se ha
eliminado por completo el riesgo de contagio.

En la actualidad no existe una vacuna que haya proporcionado buenos
resultados en humanos. Por otro lado, en animales se utilizan las cepas B. abortus
RB51 y B. abortus S19 para inmunizar vacas y la cepa B. melitensis REV.1 para
inmunizar ovejas y cabras (Blasco, J. M. 1997; Bosseray, N. 1991; Corbel, M. J. 1997;
Jimenez de Bagues, M. P. et al. 1989). No hay vacunas disponibles para otros

animales.

1.2 Establecimiento del nicho replicativo.

Las bacterias del género Brucella son patdgenos intracelulares facultativos que
invaden células fagociticas profesionales y no profesionales, incluyendo a macréfagos,
células dendriticas (CDs), células epiteliales y trofoblastos placentarios (Gorvel, J. P.
2008). En macréfagos, Brucella redirige la via endocitica para evitar la muerte por los
mecanismos bactericidas de la misma y logra establecerse en su nicho replicativo
intracelular, que es un compartimento membranoso derivado de reticulo endoplasmico
(RE). Al establecer contacto con la membrana celular, las bacterias adheridas se
acumulan, formando microcolonias (Castaneda-Roldan, E. I. et al. 2004).
Posteriormente ingresan a la célula por macropinocitosis. En este proceso es
necesaria la presencia de lipid rafts (balsas lipidicas) en la membrana. Los lipid rafts
se caracterizan por ser porciones de membrana o0 microdominios, ricos en
esfingolipidos y colesterol (Watarai, M. et al. 2002). Una vez dentro de la célula,
Brucella se localiza en una vacuola especializada denominada BCV (Brucella
Containing Vacuole) (figura I-2). Las bacterias que ingresan a la célula por interaccion
con lipid rafts son capaces de evitar la via endocitica degradativa, mientras que las
BCVs que se forman a partir de Brucella opsonizada (lipid raft-independiente) o con la

estabilidad de los lipid rafts comprometida, no pueden controlar el trafico
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correctamente y derivan en fagolisosomas (Arellano-Reynoso, B. et al. 2005; Celli, J.
2006; Porte, F. et al. 2003).

Las BCVs tempranas son rapidamente acidificadas en una interaccion
transitoria con lisosomas, que disminuyen el pH hasta 4-5, lo cual es esencial para la
activacion de los genes de virulencia de Brucella, como el Sistema de Secrecién Tipo
IV (SST4) (Porte, F. et al. 1999; Starr, T. et al. 2008). Hay evidencias que muestran
gue las BCVs interactian con elementos de la via endocitica, formando interacciones
con endosomas tempranos, tardios y fusiones limitadas con lisosomas. Luego, las
BCVs intermedias interactian con los sitios de salida del RE (ERES), captando las
vesiculas de transporte recubiertas de COPII y fusionandose al RE. Alli forman BCVs
multimembranosas con numerosos marcadores de RE (como sec61p, calnexina y
calreticulina) y no presentan marcadores lisosomales tipicos, como LAMP-1. Este es el
nicho replicativo de Brucella, que se denomina BCV replicativa o brucelosoma (Celli, J.
et al. 2003; Starr, T. et al. 2008). Luego de 12 horas de la entrada a la célula, Brucella
replica extensivamente sin restringir las funciones celulares basicas ni inducir dafo
aparente al hospedador. Las BCVs replicativas se multiplican, dando origen a nuevas
BCVs hijas individuales. Probablemente este sea un proceso de fision de una BCV

madre en dos BCVs hijas luego de tomar membranas derivadas de RE (Celli, J. 2006).
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Figura I-2. Modelo simplificado del trafico intracelular de Brucella. Figura adaptada de (Starr, T.
et al. 2008). Después de la entrada a través de los lipid rafts de la membrana celular, las
bacterias se localizan en vacuolas especializadas llamadas Brucella Containing Vacuoles
(BCVs) que trafican por parte de la ruta endocitica. Estas interactiian secuencialmente con
los compartimentos tempranos (amarillo) donde la vacuola adquiere marcadores como
LAMP-1. Luego interactta con los endosomas tardios (verde) antes de fusionarse
limitadamente con lisosomas (rojo). Si el proceso de maduracion de los fagosomas no
puede ser modificado y éstos derivan en fagolisosomas, como ocurre con algunas
mutantes, las bacterias son eliminadas. Las BCVs intermedias interactdan con los sitios de
salida del RE (ERES) para luego fusionarse al RE (azul) y generar BCVs replicativas
derivadas de RE (brucelosoma).

El conjunto de interacciones complejas entre Brucella y su hospedador tienen
como objetivo asegurar la supervivencia y transmisidon del patégeno. Mas audn, el
proceso evolutivo permiti6 que tanto la bacteria como la célula invadida puedan
sobrevivir, siendo los sintomas de la brucelosis el resultado de la reaccion
inmunoldgica contra las células infectadas mas que el dafo directo producido en ellas
por la multiplicaciéon interna de la bacteria (Ugalde, R. A. 1999). Los factores de
virulencia presentes en Brucella difieren notoriamente de los encontrados en otros
patégenos. En este sentido, Brucella carece de exotoxinas, citolisinas, fimbrias,
flagelos, plasmidos, variacion antigénica e islas de patogenicidad (Gorvel, J. P. and
Moreno, E. 2002; Ko, J. and Splitter, G. A. 2003). Por este motivo, los verdaderos
factores de virulencia son aquellos que le permiten a esta bacteria invadir las células
blanco, resistir la lisis intracelular y alcanzar su nicho replicativo (Ficht, T. A. 2003;
Roop, R. M., 2nd et al. 2004; Roop, R. M., 2nd et al. 2002).
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2. La lumazina sintasa de Brucella spp.

A comienzos de la década del 90, los ensayos serolégicos utilizados para
diagnosticar brucelosis estaban basados en la deteccibn de anticuerpos anti-LPS
(Alton G.G., J. L. M., Angus R.D. & Verger J.M. 1988). Estos ensayos, sin embargo,
presentaban la desventaja de una reaccién cruzada con otras bacterias Gram-
negativas, siendo ademas imposible diferenciar entre animales infectados con Brucella
y aquellos vacunados con cepas atenuadas. Mas aun, en muchos casos resultaban
ineficientes para diagnosticar la enfermedad en humanos porque las personas
recuperadas poseian gran cantidad de estos anticuerpos en su sangre.

La lumazina sintasa de Brucella spp. (BLS) fue identificada como una proteina
de 18 KDa util en el desarrollo de ensayos de diagndstico por ELISA para la
identificacion de individuos infectados. Mediante el uso de esta proteina se pudo
diferenciar entre pacientes con brucelosis activa (enfermos con sintomas) e inactiva
(infectados pero asintomaticos) (Baldi, P. C. et al. 1996; Baldi, P. C. et al. 2000; Baldi,
P. C. et al. 1997; Goldbaum, F. A. et al. 1993; Goldbaum, F. A. et al. 1992). Esta
proteina (llamada posteriormente RibH2 por estar esta ubicada en el cromosoma Il de
Brucella) resulté tener homologia de secuencia con la familia de las lumazinas
sintasas (Hemmen, F. et al. 1995) y mas tarde se pudo confirmar su identidad
mediante ensayos de actividad enzimatica (Goldbaum, F. A. et al. 1999).

La lumazina sintasa esta implicada en el pendltimo paso de la biosintesis de
riboflavina (vitamina B,). La riboflavina, es el precursor de flavina mononucle6tido
(FMN) vy flavina-adenina dinucle6tido (FAD), dos coenzimas claves en innumerables
procesos redox celulares que implican transferencia de uno o dos electrones. Mas
aun, estas sustancias estan involucradas en otros procesos fisiol6gicos tales como
reparacion del ADN, bioluminiscencia, deteccion de radiacion y regulacion del ritmo
circadiano (Massey, V. 2000).

La riboflavina es un cofactor esencial para todos los organismos y es
biosintetizada en plantas, hongos y microorganismos. Por el contrario, los animales
carecen de las enzimas necesarias para producir riboflavina y deben adquirirla
mediante la dieta.

Esta observacion, sumada al hecho de que muchos microorganismos son
incapaces de adquirir riboflavina de fuentes exdgenas, promovié el estudio de las
enzimas involucradas en la sintesis de esta vitamina como un blanco atractivo para el
desarrollo de farmacos antimicrobianos (Bacher, A. et al. 1996). La ruta biosintética de
la riboflavina y sus coenzimas asociadas han sido extensamente estudiadas en las

Gltimas décadas (figura 1-3). Los productos de partida son GTP vy ribulosa 5-fosfato,
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este Ultimo proveniente de la ruta de las pentosas fosfato (Fischer, M. and Bacher, A.
2005, 2006). De todos los pasos sefialados, el que se encuentra resaltado en color
gris es el que reviste la mayor atencion para la presente Tesis. Este es catalizado por
la enzima 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintasa, llamada también por simplicidad
“lumazina sintasa” (LS), la cual favorece la condensacion de 5-amino-6-ribitilamino-2,4
(1H,3H)- pirimidinadiona 1 con 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato 2 para dar 6,7-
dimetil-8- ribitilumazina 3. Esta etapa corresponde al penultimo paso de la biosintesis
de la riboflavina, ya que el compuesto 3 sufre luego una reaccion de dismutacion,
catalizada por la enzima riboflavina sintasa (RS, paso IX) para dar riboflavina.
Asimismo, se regenera una molécula del compuesto 1 que sirve como sustrato de LS
para dar lugar a un nuevo ciclo de reaccién. Desde un punto de vista estequiométrico,
dos equivalentes de ribulosa 5-fosfato y uno de GTP dan lugar a un equivalente de
riboflavina.
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Figura I-3. Reacciones involucradas en la biosintesis de riboflavina, FMN y FAD. Paso I:
GTP ciclohidrolasa II, paso II: 2,5-diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5"-fosfato
deaminasa (s6lo en eubacterias y plantas), paso lll: 5-amino-6-ribosilamino-2,4 (1H,3H)-
pirimidinadiona 5”-fosfato reductasa (s6lo en eubacterias y plantas), paso 1V: 2,5-diamino-6-
ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5" -fosfato reductasa (s6lo en hongos y arqueobacterias),
paso V: 2,5-diamino-6-ribitilamino-4 (3H)-pirimidinadiona 5°-fosfato deaminasa (sélo en
hongos y arqueobacterias), paso VI: fosfatasa desconocida, paso VII: 3,4-dihidroxi-2-
butanona 4-fosfato sintasa, paso VIII: 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintasa (reaccion
destacada en fondo gris), paso IX: riboflavina sintasa, paso X: riboflavina quinasa, paso Xl:
FAD sintasa, a: GTP, b: 2,5-diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5 -fosfato, c: 5-
amino-6-ribosilamino-2,4 (1H,3H)-pirimidinadiona 5 -fosfato, d: 2,5-diamino-6-ribitilamino-4
(3H)-pirimidinadiona 5’-fosfato, e: 5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H,3H)-pirimidinadiona 5’-
fosfato, f: ribulosa 5-fosfato, 1: 5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H,3H)-pirimidinadiona, 2: 3,4-
dihidroxi-2-butanona 4-fosfato, 3: 6,7-dimetil-8-ribitillumazina, g: riboflavina, h: FMN, i: FAD.

Las especies de Brucella patogénicas adaptadas a la vida intracelular tienen

dos genes involucrados en la sintesis de riboflavina, ribH1 y ribH2, que estan
localizadas en los cromosomas | y |l respectivamente.
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2.1 Caracteristicas estructura les de BLS y otras lumazinas sintasas

La estructura de BLS se estudi6 extensamente en nuestro laboratorio. BLS
tiene una estructura homodecamérica en solucién, la cual puede ser descripta
convenientemente como un dimero de pentdmeros asociados entre si en forma
cabeza - cabeza (figura I-4 A). Esta es una de las caracteristicas mas distintivas de
esta proteina ya que las estructuras del resto de las lumazinas sintasas descriptas
hasta ese momento eran de tipo pentaméricas o icosaédricas (figura I1-4 C (Gerhardt,
S. et al. 2002) y figura I-4 D (Persson, K. et al. 1999)).

22



Introduccién
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Figura I-4. Estructura tridimensional de las LS decamérica de Brucella vista lateral (A), vista
superior (B), pentamérica de S. pombe (C)(extraida de (Gerhardt, S. et al. 2002)) e
icosaédrica de espinaca (D) (extraida de (Persson, K. et al. 1999)). Cada monémero esta
representado con un color diferente.

El monémero de BLS tiene un peso molecular de 18 kDa y 159 residuos. Su
estructura consiste en un motivo repetitivo de cuatro hebras B paralelas y cuatro
hélices a que dan lugar a una hoja B central rodeada por dos hélices a a cada cara de

la misma. Los sitios activos estan localizados en las interfaces entre subunidades
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Introduccién

adyacentes en el pentamero, involucrando residuos de ambos monémeros, igual que
en las otras lumazinas sintasas descriptas (Ladenstein, R. et al. 1988).

Todas las lumazinas sintasas conocidas hasta el momento comparten un
blogue comin de construccion pentamérica. La diferencia entre las lumazinas
pentaméricas, icosaédricas y decaméricas radica en el largo del loop que une las
hélices a4 y a5. En la figura I-5 se ve claramente como varia el largo de este loop en
las lumazinas pentaméricas y las icosaédricas. En todas las lumazinas icosaédricas
este loop esta compuesto por cinco residuos que estan involucrados y parecen ser
esenciales en el contacto pentdmero-pentdmero estabilizando la capside icosaédrica
(Braden, B. C. et al. 2000; Persson, K. et al. 1999; Ritsert, K. et al. 1995; Zhang, X. et
al. 2001). Las lumazinas pentaméricas de hongos y levaduras tienen un loop mas
largo, de 9 aminoacidos entre las hélices a 4y 5, lo cual hace imposible la formacién
de icosaedros (Gerhardt, S. et al. 2002; Meining, W. et al. 2000; Morgunova, E. et al.
2005; Persson, K. et al. 1999); (Morgunova, E. et al. 2007)

En el caso de BLS, existe un alto grado de divergencia con las otras lumazinas
en este sentido. BLS tiene residuos extras en este loop que llevan a la formacion de
una hélice sin distorsiones entre las hélices a4 y a5 (o a una hélice a4 extendida). Esta

caracteristica da lugar a un arreglo cuaternario diferente (figura 1-4).

Figura |-5. Superposiciéon estructural de los mondémeros de varias lumazina sintasa. Las
enzimas de S. pombe (amarillo), S. cerevisiae (azul claro), and M. grisea (magenta) son
pentamericas, la lumazina de B. abortus (azul oscuro) es decamérica, mientras que las
lumazinas de B. subtilis (verde), y espinaca (naranja) forman capsides icosaédricas
(Gerhardt, S. et al. 2002).
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BLS tiene una interfaz entre monoémeros estabilizada fundamentalmente por
contactos de tipo Van der Waals, y cada monomero aporta también 6 puentes de
hidrégeno y 1 puente salino en la estabilizacion del pentdmero. Por otro lado, la
interfaz entre pentdmeros tiene caracteristicas estructurales poco habituales y que
contribuyen enormemente a la estabilidad de la molécula. Esta interfaz tiene una
inusual cantidad de residuos de histidinas que son capaces de formar una serie de
stackings aromaticos con los residuos de His del pentdmero vecino. Ademas en esta
zona se forman también dos puentes salinos intrapentaméricos. El &rea superficial de
contacto entre los dos penameros de BLS es de 3300 A cuadrados (Klinke, S. et al.
2005).

2.2 Caracteristicas termodinamicas de BLS

Se ha estudiado en detalle la estabilidad termodindmica de BLS utilizando
distintas técnicas como dicroismo circular (DC), fluorescencia intrinseca del triptofano
(FT) y dispersion estéatica de luz (en inglés, static ligth scattering, SLS). Se pudo ver
por DC y FT que la estructura de BLS permanece inalterada cuando es incubada en
concentraciones elevadas de urea. También se observé por SLS que BLS conserva el
mismo peso molecular en estas mismas condiciones, y que por lo tanto BLS es estable
y conserva su estructura cuaternaria aun en 8 M urea (Zylberman, V. et al. 2004).

Asimismo se comprobd que BLS es resistente a digestion con diferentes
proteasas, como papaina, tripsina o quimotripsina, resistiendo a la degradacién por
tripsina durante 24 hs (Zylberman, V. 2006).

Contrariamente a lo observado con urea, la incubacién con cloruro de
guanidinio (GdnHCI) da lugar a una transicion reversible y cooperativa que se ve
reflejada por la disminucion en la emisién de FT. Ademéas mediante la sefial de DC a
222 nm se pudo observar la pérdida total de estructura secundaria a concentraciones
mayores a 4 M GdnHCI (figura 1-6).

En concentraciones crecientes de GdnHCI, los andlisis de SLS revelaron que el
desplegamiento de la proteina muestra un comportamiento bifasico (figura I-6). En un
primer paso, observado en el rango de 1,5-2,2 M GdnHCI, la intensidad de la sefial de
SLS se reduce a la mitad del valor medido en ausencia de desnaturalizante. Sin
embrago, en este rango de concentraciones no se observa cambios en las mediciones
de DC en el UV lejano y de fluorescencia, lo cual indica que se esta produciendo un
fendbmeno de disociacion de la estructura decamérica en dos subunidades

pentaméricas.
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Por otro lado, se observo que en el rango de 2,4-3,5 M GdnHCI la sefial de SLS

desciende 5 veces coincidiendo con la desaparicion de la sefial de DC a 222 nm y con

una pérdida significativa de intensidad en la sefial de fluorescencia. Este resultado se

interpretd como un proceso de disociacion y desnaturalizacion con pérdida de

estructura secundaria.
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Figura I-6. Superposicion de las curvas de desplegamiento de BLS inducido por GdnHCI y
monitoreada por SLS/IR/UV, FT y DC (Zylberman, V. 2006).

% DC

Se estudio ademas la estabilidad térmica de BLS, monitoreando la sefial de DC

a 222 nm aumentando gradualmente la temperatura de la muestra. La temperatura de

melting aparente de la proteina (Tma) es de 88°C (figura I-7).
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Figura I-7. Estabilidad térmica de la proteina nativa (en PBS ¢ buffer fosfato pH 7,0). Se
midio la variacién en la sefial de DC UV lejano (a222 nm) en funcién del incremento de

temperatura (de 25 a 100°C a una velocidad de 4 °C/min). Se tomaron medidas de DC cada
intervalo de 0,5 °C. La Tma se calculé como el punto medio de la transicion.
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Los equilibrios de disociacion y desnaturalizacion por GdnHCI estudiados

dieron como resultado el modelo que se muestra en la figura I-8.

>2,3M GdnHCI
(pHT7)

AG (H20) =
320 + 30 kJ/ mol

Mondémero
desplegado

18 kDa

Dimero de
pentdmeros

Pentamero
180 kDa 90 kDa
Figura I-8. Mecanismo propuesto de disociacion y de desplegamiento de BLS. El dimero de
pentamero se disocia en dos pentameros plegados de 90 kDa cuando la proteina es
incubada en un buffer con pH 5 o en un buffer con 2,3 M de GdnHCI. A concentraciones

mayores se produce una disociacion y desnaturalizacion concertada de los pentameros a
mondmeros desplagados. (figura extraida de (Zylberman, V. 2006)).

El dimero de pentamero se disocia en dos pentameros de 90 KDa cuando la
proteina es incubada en 2,3 M de GdnHCI a pH = 7 o en buffer fosfato a pH = 5.
Cuando se aumenta la concentracion de agente desnaturalizante por encima de esta
concentracion se produce la disociacion y desnaturalizacién concertada de los
pentameros a mondémeros desplegados de 18 KDa. Ambas reacciones son
reversibles.

Los AG de disociacion y desnaturalizacién fueron calculados a partir de
distintas técnicas y los valores fueron: AG°gisociacion = 90 £ 20 Kj/mol (calculado por
SLS) y el AG°gesnaturalizacion = 320 £ 22 Kj/mol (calculado por DC en el UV lejano)
(Zylberman, V. et al. 2004).

2.3 BLS como inmundgeno.

Otra caracteristica relevante de BLS es su alta inmunogenicidad. BLS fue
estudiada inicialmente como un marcador seroldgico para su utilizacion en diagnéstico
de brucelosis humana y bovina. Mas tarde se estudi6 en detalle su estructura
cuaternaria y su estabilidad termodinamica. Asimismo resulté interesante estudiar sus
propiedades como inmunégeno. BLS fue utilizada como inmundgeno en forma de

proteina recombinante (rBLS) y también como vacuna a DNA (pcDNA-BLS).
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Velikovsky y colaboradores demostraron que BLS induce altos titulos de
anticuerpos (1/6400) cuando se inmunizan ratones con la proteina recombinante. El
titulo que se obtiene no se modifica notoriamente con las sucesivas inmunizaciones.
Esta fuerte respuesta humoral se obtiene alin en ausencia de adyuvantes e indica que
la proteina es un inmun6geno muy potente. Por otro lado, cuando se inyectan ratones
con un plasmido conteniendo la secuencia de BLS (pcDNA-BLS), se obtiene una alta
respuesta tanto humoral como celular. Se obtienen titulos de anticuerpos de 1/200
luego de la primera inmunizacion y aumentan con las sucesivas inmunizaciones hasta
llegar a 1/51200 — 1/102400 luego de la cuarta inmunizacion, a diferencia de lo que
ocurre con la inmunizacién con rBLS en la que el titulo obtenido en la primera
inmunizacion es alto y practicamente no se ve modificado con las inmunizaciones
subsiguientes (Velikovsky, C. A. et al. 2002).

Se obtuvo proteccién contra B. abortus sélo en los ratones inmunizados con
pcDNA-BLS. Este resultado esta intimamente relacionado con el hecho de que sélo en
el caso de inmunizaciones a DNA se obtuvo respuesta celular. Esto era esperable
sabiendo que en brucelosis, como en otras infecciones bacterianas, la proteccion
parece ser altamente dependiente de la inmunidad mediada por células (Velikovsky, C.
A. et al. 2002).

Por otro lado rBLS se administré tanto con adyuvantes que inducen
mayoritariamente respuesta celular de tipo Thl (como MPA, monophosphoril lipid A)
como con adyuvantes que inducen predominantemente respuesta celular de tipo Th2
(Al, aluminum hydroxide gel y IFA, incomplete Freund's adjuvant). En estos
experimentos se logré inducir tanto respuesta humoral como celular, y la respuesta
celular fue de tipo mixta Th1-Th2 en todos los casos. Ademas, se obtuvo un grado
significativo de proteccion cuando se hicieron ensayos de infeccién en los ratones
inmunizados (Velikovsky, C. A. et al. 2003).

Se llevaron a cabo estudios con el objetivo de profundizar en la respuesta
celular inducida por BLS. Con este objetivo se estudié la capacidad de BLS para
activar y madurar células dendriticas y se pudo comprobar que BLS es un potente
activador de células dendriticas de médula 6sea via TLR4 (toll like receptor 4)
(Berguer, P. M. 2009; Berguer, P. M. et al. 2006). Las células dendriticas son células
presentadoras de antigeno fundamentales en la iniciacion y regulacion de la respuesta
inmune adaptativa. El TLR 4 pertenece a una clase de receptores de la familia de los
TLRs, que se encuentran en la superficie de las células dendriticas y que reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Los resultados muestran que la activacion de las células dendriticas por

parte de BLS es un factor importante en su capacidad antigénica, aunque sabemos
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gue otras caracteristicas de BLS como su estructura ordenada y repetitiva y su
estabilidad juegan también un rol fundamental en este sentido.

2.4 BLS como proteina transportadora

BLS fue cristalizada y su estructura tridimensional fue resuelta en tres formas,
la forma libre a pH 6,5 y 4,8 y en un complejo con el analogo de sustrato NRP (5-nitro-
6-(D-ribitilamino)-2.4(1H,3H)-pirimidinadiona 5) a pH 6,3. Las estructuras de rayos X
fueron resueltas por el método de reemplazo molecular usando la estructura
previamente conocida de BLS a pH 4,8 como modelo de busqueda. (Klinke, S. 2007;
Klinke, S. et al. 2005). Los cristales de BLS-NRP difractaron a un maximo de
resolucion de 2,90 A.

Mediante estos estudios de cristalografia se pudo observar que los 10 primeros
aminoéacidos del extremo amino terminal del monémero de BLS no presentan densidad
electrénica debido a que es una zona de mucha movilidad.

Aprovechando que estos aminoacidos no participan en el plegamiento general
de la proteina, se construyd una mutante de BLS en la que se generaron dos sitios de
digestion en el extremo amino terminal de la proteina para poder clonar distintos
péptidos en este sitio (se explica en detalle en Materiales y Métodos). De esta manera
se pueden reemplazar los primeros 10 aminoacidos del extremo amino terminal y
utilizar a BLS como proteina transportadora de diferentes péptidos (quimeras de BLS)
(Laplagne, D. A. 2003; Laplagne, D. A. et al. 2004)

Debido a la estructura cuaternaria caracteristica de dimero de pentameros que
presenta BLS se obtiene una distribucion repetitiva y ordenada del péptido en estudio
(figura 1-9).
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Figura 1-9. Estructura de una quimera de BLS. Cada monémero fue identificado con un
color distinto y las esferas representan el residuo donde se inserta el péptido de cada
mondmero. Figura extraida de (Cassataro, J. et al. 2007a).

Con este tipo de construcciones (quimeras de BLS) se empez6 a estudiar la
capacidad de BLS de incrementar la inmunogenicidad contra distintos péptidos y
dominios proteicos cuando la proteina de fusién era inyectada en animales. Estas
qguimeras se utilizaron para estudiar inmunogenicidad en modelo murino y bovino, se
estudiaron distintas vias de inmunizacién y en algunos casos se hicieron ensayos de
infeccion.

Una de las quimeras mas estudiadas fue BLS-OMP31, donde OMP31 es un
péptido de 27 aa que corresponde al loop expuesto de la proteina de membrana de B.
melitensis. BLS-OMP31 fue utilizada para inmunizar ratones y se observé que OMP31
aumentaba casi 200 veces su capacidad para generar respuesta humoral al estar
unida a BLS. En el caso de la respuesta celular, el nivel de respuesta obtenida en el
caso de BLS-OMP31 fue similar al obtenido para rOMP31 (proteina entera) o para
rBLS. Los niveles de proteccion alcanzados contra B. ovis fueron estadisticamente
similares a los que induce la vacuna disponible B. melitenses Rev. 1, y en el caso de
B. melitensis los niveles de proteccion no son tan altos (Cassataro, J. 2003; Cassataro,
J. etal. 2007a).

También se estudié la inmunogenicidad y la capacidad protectiva de BLS-
OMP31 cuando es utilizada en vacunacién a ADN (pCIBLS-OMP31). La respuesta
humoral contra OMP31 se ve aumentada con respecto a la obtenida para la
construccién pCIOMP31 (construccién a DNA con la secuencia de la proteina OMP31
entera). Sin embargo en la respuesta celular no se vio un aumento tan pronunciado.
Se obtuvo una proteccion muy alta (ain mas que la obtenida para la vacuna

disponible) contra B. ovis en los ratones inmunizados con pCIBLS-OMP31, sin
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embargo el grado proteccién no fue tan alto para B. melitensis (Cassataro, J. 2003;
Cassataro, J. et al. 2007b).

Mas recientemente se hicieron estudios de respuesta humoral y de eficacia
protectiva contra brucelosis ovina. Se inmunizaron carneros utilizando BLS-OMP31
recombinante en dos adyuvantes diferentes (IFA por adyuvante incompleto de Freund
y QUIL A) y plasmido pCIBLS-OMP31 administrado por via intramuscular o utilizando
electroporacion. Ademéas se inmunizé utilizando la técnica heterogenea de prime-
boost, inmunizando primero con pCIBLS-OMP31 y luego con proteina recombinante.
Se obtuvieron niveles altos de proteccién para los animales inmunizados con la
técnica de prime-boost y BLS-OMP31 recombinante en IFA (76 % y 63%
respectivamente) (Estein, S. M. et al. 2009).

Otra quimera muy estudiada fue BLS-Ketcl, donde Ketcl es un péptido
utilizado en vacunacién contra cisticercosis, una enfermedad causada por un parasito
que afecta principalmente cerdos y que causa grandes pérdidas econdmicas en
México. Se probd en vacunacién por via oral en ratones y la proteccion fue del 98%
(Rosas, G. et al. 2006).

BLS también se utilizo como proteina transportadora de dominios proteicos,
como BLS-RBD3 y BLS-VP8. RBD3 es un dominio proteico de union a RNA. Se
inmunizaron ratones y se observé un aumento en la respuesta humoral cuando RBD3
es presentada por BLS (Craig, P. O. et al. 2005). VP8 es una proteina de rotavirus
bovino. La quimera BLS-VP8 se utiliz6 para inmunizar ratones y se obtuvo una
proteccion del 100% (Bellido, D. et al. 2009).

2.5. BLS como proteina transporta dora de distintos péptidos: proteinas mixtas.

BLS se estudi6 como proteina transportadora de mas de un péptido y se
demostr6 que en este contexto todavia conserva la propiedad de aumentar la
inmunogenicidad contra los mismos (Laplagne, D. A. et al. 2004).

Se construy6 una molécula de BLS que transporte 5 copias del péptido OMP31
y 5 copias del péptido KETcl, mezclando cantidades iguales de las quimeras BLS-
OMP31 y BLS-KETc1 en un buffer PBS, 2 M GdnHCI (condiciones del equilibrio de
disociacion de BLS) y luego de incubarlas por 2 horas a temperatura ambiente se
dializan contra buffer PBS. Las poblaciones se separan por cromatografia de
intercambio idénico (MonoQ). Cémo se puede ver en la figura I-10 A, se obtiene un
perfil de elucion de tres picos que corresponden a las especies BLS-KETcl, BLS-
KETc1-OMP31 y BLS-OMP31. Estos picos se analizaron por electroforesis en gel

desnaturalizante de poliacrilamida (figura 1-10 B) y en isoelectroenfoque (figura 1-10 C).
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En el gel desnaturalizante se pueden ver las especies constituyentes correspondientes
a cada pico. En el pico 1 se observa una banda perteneciente a BLS-KETc1, en el pico
2 se observan dos bandas que pertenecen a BLS-KETcl y BLS-OMP31 (la cual corre
anOmalamente como una proteina de mas de 20 kDa) y en el pico 3 se puede ver
nuevamente a la banda perteneciente a BLS-OMP31 y en forma minoritaria una banda
que corresponde a BLS-KETcl -copurificacada. Mediante el analisis del
isoelectroenfoque se demostré6 que el pico 2 corresponde a una sola especie
homogénea con un Unico punto isoléctrico que tiene un desplazamiento intermedio y

no a la mezcla de dos especies.
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Figura 1-10. A Purificacion por columna de intercambio aniénico (monoQ) de las proteinas
BLS-KETcl, BLS-OMP31 y la mezcla de proteinas mixtas. B Electroforesis en gel
desnaturalizante (SDS-PAGE) de los tres picos obtenidos en la purificaciéon. C
Isoelectroenfoque de los tres picos (figura extraida de (Laplagne, D. A. et al. 2004)).
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Una vez purificada y caracterizada la proteina mixta se inmunizaron ratones
para testear la respuesta humoral contra ambos péptidos transportados por BLS y los

sueros luego de la cuarta inmunizacion fueron testeados por ELISA.

DO 490nm

Figura 1-11. Ensayo de ELISA de una dilucién 1/100 de los sueros luego de la cuarta
inmunizacion con adyuvante.

Como se ve en la figura I-11, los sueros presentaron reactividad contra ambos
péptidos. Por lo tanto en este trabajo se prob6 que BLS es capaz de transportar dos

péptidos simultaneamente y se obtiene respuesta inmune humoral contra ambos

cuando se inmunizan ratones.
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3. Vacunas

En los dltimos 100 afios, las vacunas han sido una de las herramientas mas
poderosas para prevenir enfermedades infecciosas. Enfermedades como la viruela
han sido erradicadas y otras han sido reducidas a niveles muy bajos en muchas
regiones del mundo debido al desarrollo e implementacién de las vacunas (como es el
caso de la poliomielitis y el sarampidn). Aunque se ha avanzado mucho en este campo
de estudio, sigue siendo una prioridad el desarrollo de vacunas para prevenir
enfermedades infecciosas asi como también mejorar la eficacia y la seguridad de
vacunas existentes (Leclerc, C. 2003).

Una vacuna, segun su definicion tradicional, es una sustancia formada por un
microorganismo completo, atenuado o muerto, o bien fracciones del mismo, capaces
de inducir una respuesta inmune protectiva y duradera frente a la variante virulenta de
dicho microorganismo. La finalidad de las vacunas es la de prevenir y controlar futuras
infecciones.

Sin embargo, los retos en este campo se encaminan no sélo a la prevencion de
enfermedades infecciosas, sino también a evitar patologias cronicas como las
enfermedades autoinmunes, o procesos cancerosos de distinta indole. Otro de los
desafios planteados es el desarrollo de vacunas terapéuticas, no para prevenir la
enfermedad sino para tratarla. El objetivo de estos nuevos desarrollos, que todavia es
muy incipiente, es erradicar la enfermedad o al menos atenuarla en los pacientes
afectados, no solo para prolongar la supervivencia sino también de mejorar la calidad
de vida de los individuos afectados.

Las caracteristicas generales que debe tener una vacuna ideal son:

e Reproducir (mimetizar) una respuesta inmunoldgica a la de la infeccién

natural.

e Ser efectiva (mas del 90 % de proteccion).

¢ Tener minimos efectos secundarios y ser completamente segura.

e Generar inmunidad persistente y a largo plazo.

e Ser de dosis Unica y poder ser administrada con otras vacunas.

e Administracion no invasiva (via oral preferentemente).

e Administracidn precoz en los primeros meses de vida.

e Ser estable a temperatura ambiente.

e Ser de facil produccion y econémicamente accesible.

Las vacunas pueden ser subdivididas en dos grupos, vacunas clasicas y

vacunas de nueva generacion.
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3.1 Vacunas cla sicas

El grupo de vacunas clasicas esta formado por las vacunas inactivadas,
compuestas por bacterias, virus o parte de ellos, vacunas vivas atenuadas formadas
por bacterias o virus cuya virulencia ha sido reducida y vacunas a subunidades que
consisten en fragmentos de proteinas antigénicas pertenecientes a patdgenos.

Vacunas inactivadas: Son aquellas que contienen microorganismos enteros o
toxinas, inactivados por métodos fisicos (como calor) o quimicos (utilizando formol,
formaldehido u otros) (Salleras, L. 2002a). En este tipo de vacunas los
microorganismos estan muertos y so6lo se conservan intactas las subunidades
responsables de generar la inmunidad, con lo cual no se corre el riesgo de que se
desencadene la enfermedad (Corbel, M. J. 1997; Laplagne, D. A. 2003). Por otro lado,
al no replicarse el microorganismo en el paciente, estas vacunas son menos efectivas,
y en general se necesita mayor cantidad de antigeno, varias dosis e inclusive la
coadministracion de adyuvantes (sustancia que incrementa de manera inespecifica la
respuesta inmune a un antigeno) para potenciar la respuesta inmune generada.

Vacunas ate nuadas: La principal caracteristica de las vacunas vivas
atenuadas consiste en que los agentes inmunizantes pueden replicarse en el
organismo sin causar enfermedad. Estas vacunas proporcionan en teoria una
vacunacion ideal, intensa y duradera sin causar enfermedad. Sin embargo existe la
posibilidad de que la atenuacién se revierta y los microorganismos vuelvan a ser
patogénicos y desencadenen la enfermedad (Nieba, L. and Bachmann, M. F. 2000;
Salleras, L. 2002b).

Vacunas a subunidades: Estas vacunas contienen un preparado de
subunidades antigénicas que pueden ser lipopolisacaridos, extractos ribosémicos o
proteinas purificadas o sintetizadas quimicamente. Estas vacunas se suelen emplear
cuando han sido identificados y aislados los componentes responsables de la
patogenicidad del agente infeccioso y de esta manera se evita el riesgo de
desencadenar la enfermedad. Sin embargo, se sabe que la administracion de
subunidades antigénicas puras solas normalmente da como resultado una respuesta
inmune pobre; los antigenos aislados son administrados generalmente con adyuvantes

gue ayudan a obtener una respuesta inmune mas fuerte (Vogel, F. R. 2000).
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3.2 Vacunas de nueva generacién

Los avances en biologia molecular y en la tecnologia del ADN recombinante

han permitido el disefio de nuevas vacunas que sean mas seguras y capaces de

generar una respuesta inmune eficaz y duradera. La mayoria de estas nuevas

vacunas estan aln en etapa de desarrollo.

Estas vacunas son:

Vacunas atenuadas mediante modificacion genética: estan constituidas por
patégenos modificados genéticamente de manera que los genes
relacionados con su patogenia se encuentren mutados, o bien que posean
antigenos modificados que desencadenen la respuesta inmune protectora.
Este tipo de vacunas esta en desarrollo.

Vacunas anti-idiotipo: son anticuerpos que reproducen la morfologia del
antigeno, induciendo inmunidad.

Vacunas génicas: Consiste en la administracion de material genético del
patdgeno. Se utilizan vectores bacterianos, virales o vacunas a ADN
desnudo, se encuentran en etapa de desarrollo.

Vacunas comestibles: Se trata de produccion de proteinas antigénicas en
plantas comestibles (en desarrollo)

Vacunas de péptidos sintéticos: Consisten en la copia de la secuencia

aminoacidica de las proteinas antigénicas procedentes de patdgenos.

Vacunas de proteinas y péptidos recombinantes: Se utiliza la produccién de

grandes cantidades de proteina por medio de la insercién de su gen en
sistemas de expresion bacterianos, vegetales o virales. Ej: Hepatitis B,

expresado en bacterias.

El uso de péptidos y proteinas como inmunégenos tienen un problema de costo

y baja inmunogenicidad propios de este tipo de vacunas. La administracion de

proteinas solubles no es por lo general suficiente para generar una respuesta inmune

fuerte (Nieba, L. and Bachmann, M. F. 2000), por lo que se hace necesario la

aplicacion de varias dosis de refuerzo y el uso de sustancias adyuvantes, cuya

toxicidad previene su uso en humanos.
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4. Relacién entre estructura e inmunogenicidad

4.1 Virus like particles como modelo

Hace varias décadas algunos grupos se estan dedicando al estudio detallado
de algunas moléculas que tienen la capacidad de transportar péptidos y proteinas y
aumentar considerablemente la respuesta inmune contra estos. Las VLPs (por virus-
like particles) son ensamblados supramoleculares que tienen forma de icosaedros o
bastoncillos con diametros en un rango de 25-100 nm (Johnson, J. E. and Chiu, W.
2000). Las VLPs son un tipo de vacuna a subunidad altamente efectiva que mimetiza
la estructura de la particula viral, sin los riesgos de reversién o recombinacion, ya que
en su gran mayoria carecen de genoma viral. Estan compuestas por multiples copias
de una o mas proteinas virales estructurales que se ensamblan espontaneamente en
particulas multiméricas luego de ser expresadas en forma recombinante, formando
una estructura similar al virus auténtico (Delchambre, M. et al. 1989; French, T. J. et al.
1990; Gheysen, D. et al. 1989; Miyanohara, A. et al. 1986).

Las VLPs poseen varias caracteristicas inmunoldgicas de los virus claves para
el desarrollo de una respuesta inmune fuerte. Estas incluyen: una superficie repetitiva,
estructura particulada e induccion de la respuesta inmune innata a través de la
activacion de receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Bachmann y colaboradores establecieron que existe una
correlacion entre el grado de repetitividad y el orden de un epitope en una molécula y
la eficiencia de la respuesta de células B inducida (figura 1-12) (Nieba, L. and
Bachmann, M. F. 2000). Ellos vieron que a mayor ordenamiento y cantidad de
epitopes presentados en una misma molécula transportadora, mayor es la respuesta
humoral. De esta manera, pudieron establecer que existe una relacion lineal entre el

ordenamiento molecular y la respuesta de linfocitos B.
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