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Resumen:   

La proteína lumazina sintasa de Brucella abortus (BLS) tiene características 

estructurales, de estabilidad y de inmunogenicidad que la convierten en un candidato 

interesante para su utilización como carrier o proteína transportadora de distinto tipo 

de moléculas (péptidos, dominios proteicos, azúcares, etc) 

BLS tiene una estructura de dímero de pentámero en solución y los estudios 

realizados en el laboratorio establecieron que tiene una temperatura de melting 

aparente de 89 °C y un G de desnaturalización de 320 ± 22 kJ/mol. Además, genera 

una alta respuesta tanto celular como humoral cuando la proteína recombinante es 

administrada en ratones o conejos (inclusive sin adyuvante) o como vacuna a DNA en 

un vector de expresión eucariota. La fusión de distintos péptidos y dominios proteicos 

en su extremo amino terminal da lugar a quimeras de BLS y permite utilizarla como 

proteína transportadora y aumentar la inmunogenicidad contra las moléculas 

transportadas en distintos modelos animales.  

BLS se disocia en dos pentámeros plegados cuando es incubada con cloruro 

de guanidinio 2M o en buffer fosfato a pH 5. Si la concentración de desnaturalizante 

aumenta por encima de 2,3 M, se produce una disociación y desnaturalización 

concertadas que dan lugar a monómeros desplegados. Conocer en detalle estos 

equilibrios nos permitió diseñar dos estrategias para obtener proteínas mixtas de BLS 

que contuvieran una mezcla de péptidos provenientes de dos quimeras diferentes.  

Obtuvimos proteínas mixtas con diferente cantidad de péptido OMP31 y 

pudimos establecer una relación lineal entre la inmunogenicidad y la densidad de 

epitopes en la presentación antigénica. Al mismo tiempo, obtuvimos mutantes de 

estabilidad de BLS y estudiamos el efecto que tiene la estabilidad de la proteína 

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 intrínseca de BLS son las principales características que hacen que 

esta proteína funcione tan eficientemente como carrier de moléculas.   

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

estabilidad, inmunogenicidad, antígeno.   



 
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 °C 

and a G 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 más 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 predilección 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 variación 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 publicación 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         mamíferos marinos  moderada  

Especies rugosas   

    B. ovis     ovinos     no posee  
   B. canis    caninos    moderada   

En la brucelosis animal, el síntoma más común es el aborto de las hembras 

preñadas e infecciones genitales en los machos con las consecuentes pérdidas 

económicas que esto origina a la industria ganadera. El problema es aún mayor 

debido al alto grado de contagio dentro de una manada por transmisión 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 lácteos) y 

constituye un importante problema de salud en muchos países desarrollados. 

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

patógenas para el hombre. B. melitensis es la más virulenta, en tanto que B. abortus y 



Introducción   

15

B. canis producen infecciones leves. B. suis exhibe una virulencia intermedia. 

Recientemente se han identificado dos casos de infección 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 inhalación accidental de aerosoles (Pappas, G. et al. 2005).  

  

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 país, donde no sólo hay 

un alto consumo de carnes y lácteos, sino que además la producción y elaboración de 

derivados de estos productos es una de las principales actividades económicas, 

convirtiendo a la brucelosis en una de las enfermedades más importantes. Se 

considera que las pérdidas económicas relacionadas con esta enfermedad superan los 

300 millones de pesos anuales. 

Los síntomas de brucelosis en humanos aparecen entre los 5 y 30 días 

posteriores al contacto con la bacteria y se presentan como cuadros gripales con 

fiebres intermitentes e irregulares de duración variable, dolor de cabeza, debilidad, 

sudoración profusa, escalofríos, dolores abdominales, pérdida de peso y dolores 

musculares y articulares generalizados. Son característicos los picos febriles por la 

tarde. Pasados los síntomas agudos, la brucelosis puede convertirse en crónica. En 

estos casos, la bacteria persiste durante años en la persona enferma afectando a 

distintos órganos.   
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1.1 Vacunas   

En los países en los que la brucelosis constituyó un problema de importancia, 

las campañas de vacunación masiva del ganado y la eliminación de los animales 

positivos en los ensayos de diagnóstico, permitieron lograr el control de la enfermedad. 

La vacunación animal permitió reducir la tasa de incidencia de brucelosis en el 

ganado, y las consecuentes pérdidas económicas por abortos y baja productividad. 

Como consecuencia de la interrupción de la cadena de contagio animal 

 

hombre se 

produjo una concomitante disminución 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 patógenos intracelulares facultativos que 

invaden células fagocíticas profesionales y no profesionales, incluyendo a macrófagos, 

células dendríticas (CDs), células epiteliales y trofoblastos placentarios (Gorvel, J. P. 

2008). En macrófagos, Brucella redirige la vía endocítica 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 retículo endoplásmico 

(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 lipídicas) en la membrana. Los lipid rafts 

se caracterizan por ser porciones de membrana o microdominios, ricos en 

esfingolípidos 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 interacción 

con lipid rafts son capaces de evitar la vía endocítica 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 tráfico 
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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 rápidamente acidificadas en una interacción 

transitoria con lisosomas, que disminuyen el pH hasta 4-5, lo cual es esencial para la 

activación de los genes de virulencia de Brucella, como el Sistema de Secreción Tipo 

IV (SST4) (Porte, F. et al. 1999; Starr, T. et al. 2008). Hay evidencias que muestran 

que las BCVs interactúan con elementos de la vía endocítica, formando interacciones 

con endosomas tempranos, tardíos y fusiones limitadas con lisosomas. Luego, las 

BCVs intermedias interactúan con los sitios de salida del RE (ERES), captando las 

vesículas de transporte recubiertas de COPII y fusionándose al RE. Allí forman BCVs 

multimembranosas con numerosos marcadores de RE (como sec61 , calnexina y 

calreticulina) y no presentan marcadores lisosomales típicos, 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 básicas ni inducir daño 

aparente al hospedador. Las BCVs replicativas se multiplican, dando origen a nuevas 

BCVs hijas individuales. Probablemente este sea un proceso de fisión 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 tráfico 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 endocítica. Éstas interactúan secuencialmente con 
los compartimentos tempranos (amarillo) donde la vacuola adquiere marcadores como 
LAMP-1. Luego interactúa con los endosomas tardíos (verde) antes de fusionarse 
limitadamente con lisosomas (rojo). Si el proceso de maduración de los fagosomas no 
puede ser modificado y éstos derivan en fagolisosomas, como ocurre con algunas 
mutantes, las bacterias son eliminadas. Las BCVs intermedias interactúan 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 transmisión del patógeno. Más aún, el 

proceso evolutivo permitió que tanto la bacteria como la célula invadida puedan 

sobrevivir, siendo los síntomas de la brucelosis el resultado de la reacción 

inmunológica contra las células infectadas más que el daño directo producido en ellas 

por la multiplicación interna de la bacteria (Ugalde, R. A. 1999). Los factores de 

virulencia presentes en Brucella difieren notoriamente de los encontrados en otros 

patógenos. En este sentido, Brucella carece de exotoxinas, citolisinas, fimbrias, 

flagelos, plásmidos, variación 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 serológicos utilizados para 

diagnosticar brucelosis estaban basados en la detección 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 reacción cruzada con otras bacterias Gram-

negativas, siendo además imposible diferenciar entre animales infectados con Brucella 

y aquellos vacunados con cepas atenuadas. Más aún, en muchos casos resultaban 

ineficientes para diagnosticar la enfermedad en humanos porque las personas 

recuperadas poseían gran cantidad de estos anticuerpos en su sangre. 

La lumazina sintasa de Brucella spp. (BLS) fue identificada como una proteína 

de 18 KDa útil en el desarrollo de ensayos de diagnóstico por ELISA para la 

identificación de individuos infectados. Mediante el uso de esta proteína se pudo 

diferenciar entre pacientes con brucelosis activa (enfermos con síntomas) e inactiva 

(infectados pero asintomáticos) (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 

proteína (llamada posteriormente RibH2 por estar está ubicada en el cromosoma II de 

Brucella) resultó tener homología de secuencia con la familia de las lumazinas 

sintasas (Hemmen, F. et al. 1995) y más tarde se pudo confirmar su identidad 

mediante ensayos de actividad enzimática (Goldbaum, F. A. et al. 1999). 

La lumazina sintasa está implicada en el penúltimo paso de la biosíntesis de 

riboflavina (vitamina B2). La riboflavina, es el precursor de flavina mononucleótido 

(FMN) y flavina-adenina dinucleótido (FAD), dos coenzimas claves en innumerables 

procesos redox celulares que implican transferencia de uno o dos electrones. Más 

aún, estas sustancias están involucradas en otros procesos fisiológicos tales como 

reparación del ADN, bioluminiscencia, detección de radiación y regulación 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 observación, sumada al hecho de que muchos microorganismos son 

incapaces de adquirir riboflavina de fuentes exógenas, promovió el estudio de las 

enzimas involucradas en la síntesis de esta vitamina como un blanco atractivo para el 

desarrollo de fármacos antimicrobianos (Bacher, A. et al. 1996). La ruta biosintética de 

la riboflavina y sus coenzimas asociadas han sido extensamente estudiadas en las 

últimas décadas (figura I-3). Los productos de partida son GTP y ribulosa 5-fosfato, 
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este último proveniente de la ruta de las pentosas fosfato (Fischer, M. and Bacher, A. 

2005, 2006). De todos los pasos señalados, el que se encuentra resaltado en color 

gris es el que reviste la mayor atención 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 condensación 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- ribitillumazina 3. Esta etapa corresponde al penúltimo paso de la biosíntesis 

de la riboflavina, ya que el compuesto 3 sufre luego una reacción de dismutación, 

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 reacción. 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 biosíntesis de riboflavina, FMN y FAD. Paso I: 
GTP ciclohidrolasa II, paso II: 2,5-diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5´-fosfato 
deaminasa (sólo en eubacterias y plantas), paso III: 5-amino-6-ribosilamino-2,4 (1H,3H)-
pirimidinadiona 5´-fosfato reductasa (sólo en eubacterias y plantas), paso IV: 2,5-diamino-6-
ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5´-fosfato reductasa (sólo en hongos y arqueobacterias), 
paso V: 2,5-diamino-6-ribitilamino-4 (3H)-pirimidinadiona 5´-fosfato deaminasa (sólo 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 (reacción 
destacada en fondo gris), paso IX: riboflavina sintasa, paso X: riboflavina quinasa, paso XI: 
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 síntesis de riboflavina, ribH1 y ribH2, que están 
localizadas en los cromosomas I y II respectivamente.     
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2.1 Características estructura les de BLS  y otras lumazinas  sintasas   

La estructura de BLS se estudió extensamente en nuestro laboratorio. BLS 

tiene una estructura homodecamérica en solución, la cual puede ser descripta 

convenientemente como un  dímero de pentámeros asociados entre sí en forma 

cabeza - cabeza (figura I-4 A). Esta es una de las características más distintivas de 

esta proteína ya que las estructuras del resto de las lumazinas sintasas descriptas 

hasta ese momento eran de tipo pentaméricas o icosaédricas (figura I-4 C (Gerhardt, 

S. et al. 2002) y figura I-4 D (Persson, K. et al. 1999)). 
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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)(extraída de (Gerhardt, S. et al. 2002)) e 
icosaédrica de espinaca (D) (extraída de (Persson, K. et al. 1999)). Cada monómero está 
representado con un color diferente.  

El monómero de BLS tiene un peso molecular de 18 kDa y 159 residuos. Su 

estructura consiste en un motivo repetitivo de cuatro hebras  paralelas y cuatro 

hélices  que dan lugar a una hoja  central rodeada por dos hélices  a cada cara de 

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

A. 

C. 

D. 

B. 

Pentámero 
superior 

Pentámero 
inferior 

Interfaz 
pentámero-
pentámero 

Interfaz 
monómero-
monómero 
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adyacentes en el pentámero, involucrando residuos de ambos monómeros, igual que 

en las otras lumazinas sintasas descriptas (Ladenstein, R. et al. 1988). 

Todas las lumazinas sintasas conocidas hasta el momento comparten un 

bloque común de construcción pentamérica. La diferencia entre las lumazinas 

pentaméricas, icosaédricas y decaméricas radica en el largo del loop que une las 

hélices 4 y 5. En la figura I-5 se ve claramente como varía el largo de este loop en 

las lumazinas pentaméricas y las icosaédricas. En todas las lumazinas icosaédricas 

este loop está compuesto por cinco residuos que están involucrados y parecen ser 

esenciales en el contacto pentámero-pentámero estabilizando la cápside 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 más 

largo, de 9 aminoácidos entre las hélices 

 

4y 5, lo cual hace imposible la formación 

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 formación de 

una hélice sin distorsiones entre las hélices 4 y 5 (o a una hélice 4 extendida). Esta 

característica da lugar a un arreglo cuaternario diferente (figura I-4).   

  

Figura  I-5. Superposición estructural de los monómeros 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 cápsides icosaédricas 
(Gerhardt, S. et al. 2002).  
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BLS tiene una interfaz entre monómeros estabilizada fundamentalmente por 

contactos de tipo Van der Waals, y cada monómero aporta también 6 puentes de 

hidrógeno y 1 puente salino en la estabilización del pentámero. Por otro lado, la 

interfaz entre pentámeros tiene características 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 aromáticos con los residuos de His del pentámero vecino. Además en esta 

zona se forman también dos puentes salinos intrapentaméricos. El área superficial de 

contacto entre los dos penámeros de BLS es de 3300 Å cuadrados (Klinke, S. et al. 

2005).  

2.2 Características termodinámicas de BLS   

Se ha estudiado en detalle la estabilidad termodinámica de BLS utilizando 

distintas técnicas como dicroísmo circular (DC), fluorescencia intrínseca del triptofano 

(FT) y dispersión estática 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 observó 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 comprobó que BLS es resistente a digestión con diferentes 

proteasas, como papaína, tripsina o quimotripsina, resistiendo a la degradación por 

tripsina durante 24 hs (Zylberman, V. 2006). 

Contrariamente a lo observado con urea, la incubación con cloruro de 

guanidinio (GdnHCl) da lugar a una transición reversible y cooperativa que se ve 

reflejada por la disminución en la emisión de FT. Además mediante la señal de DC a 

222 nm se pudo observar la pérdida total de estructura secundaria a concentraciones 

mayores a 4 M GdnHCl (figura I-6). 

En concentraciones crecientes de GdnHCl, los análisis de SLS revelaron que el 

desplegamiento de la proteína muestra un comportamiento bifásico (figura I-6). En un 

primer paso, observado en el rango de 1,5-2,2 M GdnHCl, la intensidad de la señal 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 

fenómeno de disociación de la estructura decamérica en dos subunidades 

pentaméricas. 



Introducción   

26

Por otro lado, se observó que en el rango de 2,4-3,5 M GdnHCl la señal de SLS 

desciende 5 veces coincidiendo con la desaparición de la señal de DC a 222 nm y con 

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

interpretó como un proceso de disociación y desnaturalización con pérdida de 

estructura secundaria.  

 

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

Se estudio además la estabilidad térmica de BLS, monitoreando la señal de DC 

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

melting aparente de la proteína (Tma) es de 88°C (figura I-7).  

 

Figura I-7. Estabilidad térmica de la proteína nativa (en PBS ó buffer fosfato pH 7,0). Se 
midió la variación en la señal de DC UV lejano (a222 nm) en función del incremento de 
temperatura (de 25 a 100ºC a una velocidad de 4 ºC/min). Se tomaron medidas de DC cada 
intervalo de 0,5 ºC. La Tma se calculó como el punto medio de la transición. 
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Los equilibrios de disociación y desnaturalización por GdnHCl estudiados 

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

Figura I-8. Mecanismo propuesto de disociación y de desplegamiento de BLS. El dímero de 
pentámero se disocia en dos pentámeros plegados de 90 kDa cuando la proteína es 
incubada en un buffer con pH 5 o en un buffer con 2,3 M de GdnHCl. A concentraciones 
mayores se produce una disociación y desnaturalización concertada de los pentámeros a 
monómeros desplagados. (figura extraída de (Zylberman, V. 2006)).  

El dímero de pentámero se disocia en dos pentámeros de 90 KDa cuando la 

proteína es incubada en 2,3 M de GdnHCl a pH = 7 o en buffer fosfato a pH = 5. 

Cuando se aumenta la concentración de agente desnaturalizante por encima de esta 

concentración se produce la disociación y desnaturalización concertada de los 

pentámeros a monómeros desplegados de 18 KDa. Ambas reacciones son 

reversibles. 

Los G de disociación y desnaturalización fueron calculados a partir de 

distintas técnicas y los valores fueron: G°disociación = 90 ± 20 Kj/mol (calculado por 

SLS) y el G°desnaturalización = 320 ± 22 Kj/mol (calculado por DC en el UV lejano) 

(Zylberman, V. et al. 2004).  

2.3 BLS como inmunógeno.   

Otra característica relevante de BLS es su alta inmunogenicidad. BLS fue 

estudiada inicialmente como un marcador serológico para su utilización en diagnóstico 

de brucelosis humana y bovina. Más tarde se estudió en detalle su estructura 

cuaternaria y su estabilidad termodinámica. Asimismo resultó interesante estudiar sus 

propiedades como inmunógeno. BLS fue utilizada como inmunógeno en forma de 

proteína recombinante (rBLS) y también como vacuna a DNA (pcDNA-BLS). 
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Velikovsky y colaboradores demostraron que BLS induce altos títulos de 

anticuerpos (1/6400) cuando se inmunizan ratones con la proteína recombinante. El 

título que se obtiene no se modifica notoriamente con las sucesivas inmunizaciones. 

Esta fuerte respuesta humoral se obtiene aún en ausencia de adyuvantes e indica que 

la proteína es un inmunógeno muy potente. Por otro lado, cuando se inyectan ratones 

con un plásmido conteniendo la secuencia de BLS (pcDNA-BLS), se obtiene una alta 

respuesta tanto humoral como celular. Se obtienen títulos de anticuerpos de 1/200 

luego de la primera inmunización y aumentan con las sucesivas inmunizaciones hasta 

llegar a 1/51200 

 

1/102400 luego de la cuarta inmunización, a diferencia de lo que 

ocurre con la inmunización con rBLS en la que el título obtenido en la primera 

inmunización es alto y prácticamente no se ve modificado con las inmunizaciones 

subsiguientes (Velikovsky, C. A. et al. 2002). 

Se obtuvo protección contra B. abortus sólo en los ratones inmunizados con 

pcDNA-BLS. Este resultado está íntimamente relacionado con el hecho de que sólo en 

el caso de inmunizaciones a DNA se obtuvo respuesta celular. Esto era esperable 

sabiendo que en brucelosis, como en otras infecciones bacterianas, la protección 

parece ser altamente dependiente de la inmunidad mediada por células (Velikovsky, C. 

A. et al. 2002). 

Por otro lado rBLS se administró tanto con adyuvantes que inducen 

mayoritariamente respuesta celular de tipo Th1 (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 logró inducir tanto respuesta humoral como celular, y la respuesta 

celular fue de tipo mixta Th1-Th2 en todos los casos. Además, se obtuvo un grado 

significativo de protección cuando se hicieron ensayos de infección 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 estudió la capacidad de BLS para 

activar y madurar células dendríticas y se pudo comprobar que BLS es un potente 

activador de células dendríticas de médula ósea vía TLR4 (toll like receptor 4) 

(Berguer, P. M. 2009; Berguer, P. M. et al. 2006). Las células dendríticas son células 

presentadoras de antígeno fundamentales en la iniciación y regulación 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 dendríticas y que reconocen 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP, Pathogen-Associated Molecular 

Patterns). Los resultados muestran que la activación de las células dendríticas por 

parte de BLS es un factor importante en su capacidad antigénica, aunque sabemos 
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que otras características de BLS como su estructura ordenada y repetitiva y su 

estabilidad juegan también un rol fundamental en este sentido.  

2.4 BLS como proteína 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 análogo 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 búsqueda. (Klinke, S. 2007; 

Klinke, S. et al. 2005). Los cristales de BLS-NRP difractaron a un máximo de 

resolución de 2,90 Å.  

Mediante estos estudios de cristalografía se pudo observar que los 10 primeros 

aminoácidos del extremo amino terminal del monómero de BLS no presentan densidad 

electrónica debido a que es una zona de mucha movilidad. 

Aprovechando que estos aminoácidos no participan en el plegamiento general 

de la proteína, se construyó una mutante de BLS en la que se generaron dos sitios de 

digestión en el extremo amino terminal de la proteína 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 aminoácidos del extremo amino terminal y 

utilizar a BLS como proteína transportadora de diferentes péptidos (quimeras de BLS) 

(Laplagne, D. A. 2003; Laplagne, D. A. et al. 2004) 

Debido a la estructura cuaternaria característica de dímero de pentámeros que 

presenta BLS se obtiene una distribución repetitiva y ordenada del péptido en estudio 

(figura I-9).   
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Figura I-9. Estructura de una quimera de BLS. Cada monómero fue identificado con un 
color distinto y las esferas representan el residuo donde se inserta el péptido de cada 
monómero. Figura extraída de (Cassataro, J. et al. 2007a).  

Con este tipo de construcciones (quimeras de BLS) se empezó a estudiar la 

capacidad de BLS de incrementar la inmunogenicidad contra distintos péptidos y 

dominios proteicos cuando la proteína de fusión era inyectada en animales. Estas 

quimeras se utilizaron para estudiar inmunogenicidad en modelo murino y bovino, se 

estudiaron distintas vías de inmunización y en algunos casos se hicieron ensayos de 

infección. 

Una de las quimeras más estudiadas fue BLS-OMP31, donde OMP31 es un 

péptido de 27 aa que corresponde al loop expuesto de la proteína de membrana de B. 

melitensis. BLS-OMP31 fue utilizada para inmunizar ratones y se observó 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 (proteína entera) o para 

rBLS. Los niveles de protección alcanzados contra B. ovis fueron estadísticamente 

similares a los que induce la vacuna disponible B. melitenses Rev. 1, y en el caso de 

B. melitensis los niveles de protección no son tan altos (Cassataro, J. 2003; Cassataro, 

J. et al. 2007a). 

También se estudió la inmunogenicidad y la capacidad protectiva de BLS-

OMP31 cuando es utilizada en vacunación a ADN (pCIBLS-OMP31). La respuesta 

humoral contra OMP31 se ve aumentada con respecto a la obtenida para la 

construcción pCIOMP31 (construcción a DNA con la secuencia de la proteína OMP31 

entera). Sin embargo en la respuesta celular no se vio un aumento tan pronunciado. 

Se obtuvo una protección muy alta (aún 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 protección no fue tan alto para B. melitensis (Cassataro, J. 2003; 

Cassataro, J. et al. 2007b). 

Más 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 plásmido pCIBLS-OMP31 administrado por vía intramuscular o utilizando 

electroporación. Además se inmunizó utilizando la técnica heterogenea de prime-

boost, inmunizando primero con pCIBLS-OMP31 y luego con proteína recombinante. 

Se obtuvieron niveles altos de protección 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-Ketc1, donde Ketc1 es un péptido 

utilizado en vacunación contra cisticercosis, una enfermedad causada por un parásito 

que afecta principalmente cerdos y que causa grandes pérdidas económicas en 

México. Se probó en vacunación por vía oral en ratones y la protección fue del 98% 

(Rosas, G. et al. 2006). 

BLS también se utilizo como proteína transportadora de dominios proteicos, 

como BLS-RBD3 y BLS-VP8. RBD3 es un dominio proteico de unión a RNA. Se 

inmunizaron ratones y se observó un aumento en la respuesta humoral cuando RBD3 

es presentada por BLS (Craig, P. O. et al. 2005). VP8 es una proteína de rotavirus 

bovino. La quimera BLS-VP8 se utilizó para inmunizar ratones y se obtuvo una 

protección del 100% (Bellido, D. et al. 2009).  

2.5. BLS como proteína transporta dora de distintos péptidos: proteínas mixtas.    

BLS se estudió como proteína transportadora de más de un péptido y se 

demostró que en este contexto todavía conserva la propiedad de aumentar la 

inmunogenicidad contra los mismos (Laplagne, D. A. et al. 2004).  

Se construyó una molécula de BLS que transporte 5 copias del péptido OMP31 

y 5 copias del péptido KETc1, mezclando cantidades iguales de las quimeras BLS-

OMP31 y BLS-KETc1 en un buffer PBS, 2 M GdnHCl (condiciones del equilibrio de 

disociación de BLS) y luego de incubarlas por 2 horas a temperatura ambiente se 

dializan contra buffer PBS. Las poblaciones se separan por cromatografía de 

intercambio iónico (MonoQ). Cómo se puede ver en la figura I-10 A, se obtiene un 

perfil de elución de tres picos que corresponden a las especies BLS-KETc1, BLS-

KETc1-OMP31 y BLS-OMP31. Estos picos se analizaron por electroforesis en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida (figura I-10 B) y en isoelectroenfoque (figura I-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-KETc1 y BLS-OMP31 (la cual corre 

anómalamente como una proteína de más 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-KETc1 copurificacada. Mediante el análisis del 

isoelectroenfoque se demostró que el pico 2 corresponde a una sola especie 

homogénea con un único punto isoléctrico que tiene un desplazamiento intermedio y 

no a la mezcla de dos especies.   

Figura I-10. A Purificación por columna de intercambio aniónico (monoQ) de las proteínas 
BLS-KETc1, BLS-OMP31 y la mezcla de proteínas mixtas. B Electroforesis en gel 
desnaturalizante (SDS-PAGE) de los tres picos obtenidos en la purificación. C 
Isoelectroenfoque de los tres picos (figura extraída de (Laplagne, D. A. et al. 2004)).  

BLS-KETc1 (1)  
Proteína 
Mixta (2)  BLS-OMP31 (3) 

kDa       M       1                   2                   3 
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10

1                2               3 
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U.A.
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Una vez purificada y caracterizada la proteína mixta se inmunizaron ratones 

para testear la respuesta humoral contra ambos péptidos transportados por BLS y los 

sueros luego de la cuarta inmunización fueron testeados por ELISA.  

KETc1

OMP31
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1.5
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D
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Figura I-11. Ensayo de ELISA de una dilución 1/100 de los sueros luego de la cuarta 
inmunización con adyuvante.   

Como se ve en la figura I-11, los sueros presentaron reactividad contra ambos 

péptidos. Por lo tanto en este trabajo se probó que BLS es capaz de transportar dos 

péptidos simultáneamente y se obtiene respuesta inmune humoral contra ambos 

cuando se inmunizan ratones.  
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3. Vacunas   

En los últimos 100 años, las vacunas han sido una de las herramientas más 

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 implementación de las vacunas (como es el 

caso de la poliomielitis y el sarampión). Aunque se ha avanzado mucho en este campo 

de estudio, sigue siendo una prioridad el desarrollo de vacunas para prevenir 

enfermedades infecciosas así como también mejorar la eficacia y la seguridad de 

vacunas existentes (Leclerc, C. 2003). 

Una vacuna, según su definición 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 sólo a la prevención de 

enfermedades infecciosas, sino también a evitar patologías crónicas como las 

enfermedades autoinmunes, o procesos cancerosos de distinta índole. Otro de los 

desafíos planteados es el desarrollo de vacunas terapéuticas, no para prevenir la 

enfermedad sino para tratarla. El objetivo de estos nuevos desarrollos, que todavía es 

muy incipiente, es erradicar la enfermedad o al menos atenuarla en los pacientes 

afectados, no sólo para prolongar la supervivencia sino también de mejorar la calidad 

de vida de los individuos afectados. 

Las características generales que debe tener una vacuna ideal son: 

 

Reproducir (mimetizar) una respuesta inmunológica a la de la infección 

natural. 

 

Ser efectiva (mas del 90 % de protección). 

 

Tener mínimos efectos secundarios y ser completamente segura. 

 

Generar inmunidad persistente y a largo plazo. 

 

Ser de dosis única y poder ser administrada con otras vacunas. 

 

Administración no invasiva (vía oral preferentemente). 

 

Administración precoz en los primeros meses de vida. 

 

Ser estable a temperatura ambiente. 

 

Ser de fácil producción y económicamente accesible. 

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

vacunas de nueva generación. 
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3.1 Vacunas clá sicas   

El grupo de vacunas clásicas está 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 proteínas antigénicas pertenecientes a patógenos. 

Vacunas inactivadas:  Son aquellas que contienen microorganismos enteros o 

toxinas, inactivados por métodos físicos (como calor) o químicos (utilizando formol, 

formaldehído u otros) (Salleras, L. 2002a). En este tipo de vacunas los 

microorganismos están muertos y sólo 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 antígeno, varias dosis e inclusive la 

coadministración de adyuvantes (sustancia que incrementa de manera inespecífica la 

respuesta inmune a un antígeno) para potenciar la respuesta inmune generada. 

Vacunas ate nuadas:  La principal característica de las vacunas vivas 

atenuadas consiste en que los agentes inmunizantes pueden replicarse en el 

organismo sin causar enfermedad. Estas vacunas proporcionan en teoría una 

vacunación ideal, intensa y duradera sin causar enfermedad. Sin embargo existe la 

posibilidad de que la atenuación 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 lipopolisacáridos, extractos ribosómicos o 

proteínas purificadas o sintetizadas químicamente. 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 administración de 

subunidades antigénicas puras solas normalmente da como resultado una respuesta 

inmune pobre; los antígenos aislados son administrados generalmente con adyuvantes 

que ayudan a obtener una respuesta inmune más fuerte (Vogel, F. R. 2000).    
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3.2 Vacunas de nueva generación .  

Los avances en biología molecular y en la tecnología del ADN recombinante 

han permitido el diseño de nuevas vacunas que sean más seguras y capaces de 

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

vacunas están aún en etapa de desarrollo. 

Estas vacunas son:  

 

Vacunas atenuadas mediante modificación genética: están constituidas por 

patógenos modificados genéticamente de manera que los genes 

relacionados con su patogenia se encuentren mutados, o bien que posean 

antígenos modificados que desencadenen la respuesta inmune protectora. 

Este tipo de vacunas esta en desarrollo. 

 

Vacunas anti-idiotipo: son anticuerpos que reproducen la morfología del 

antígeno, induciendo inmunidad. 

 

Vacunas génicas: Consiste en la administración de material genético del 

patógeno. Se utilizan vectores bacterianos, virales o vacunas a ADN 

desnudo, se encuentran en etapa de desarrollo. 

 

Vacunas comestibles: Se trata de producción de proteínas antigénicas en 

plantas comestibles (en desarrollo) 

 

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

aminoacídica de las proteínas antigénicas procedentes de patógenos. 

Vacunas de proteínas y péptidos recombinantes: Se utiliza la producción de 

grandes cantidades de proteína por medio de la inserción de su gen en 

sistemas de expresión bacterianos, vegetales o virales. Ej: Hepatitis B, 

expresado en bacterias.  

El uso de péptidos y proteínas como inmunógenos tienen un problema de costo 

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

proteínas 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 

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

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

4.1 Virus like particles  como modelo   

Hace varias décadas algunos grupos se están dedicando al estudio detallado 

de algunas moléculas que tienen la capacidad de transportar péptidos y proteínas 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 diámetros 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 partícula viral, sin los riesgos de reversión o recombinación, ya que 

en su gran mayoría carecen de genoma viral. Están compuestas por múltiples copias 

de una o más proteínas virales estructurales que se ensamblan espontáneamente en 

partículas 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 características inmunológicas de los virus claves para 

el desarrollo de una respuesta inmune fuerte. Estas incluyen: una superficie repetitiva, 

estructura particulada e inducción de la respuesta inmune innata a través de la 

activación de receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP). Bachmann y colaboradores establecieron que existe una 

correlación 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 I-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 relación lineal entre el 

ordenamiento molecular y la respuesta de linfocitos B.          
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Figura I-12.  Relación lineal entre la organización molecular y la respuesta de linfocitos B. 
(Figura extraída de (Nieba, L. and Bachmann, M. F. 2000))  

La coevolución de virus y vertebrados ha resultado en la adquisición por parte 

del sistema inmune adaptativo de la habilidad de detectar rápidamente, discriminar y 

responder a estas estructuras repetitivas y ordenadas encontradas en las superficies 

virales (Bachmann, M. F. and Zinkernagel, R. M. 1996). Esta distribución regular de 

epitopes induce una eficiente respuesta inmune por entrecruzamiento (crosslink) de 

los epitopes y las inmunoglobulinas de membrana de las células B, lo que 

desencadena su activación y la producción de IgM (Bachmann, M. F. et al. 1995; 

Thyagarajan, R. et al. 2003). Las proteínas virales expresadas en una forma ordenada 

y repetitiva son considerablemente más inmunogénicas que en forma soluble, aun 

más, pueden vencer la tolerancia de las células B (Bachmann, M. F. et al. 1993; 

Justewicz, D. M. et al. 1995; Schodel, F. et al. 1993). En este mismo sentido se 

observó que la tolerancia a la proteína RBD fue superada cuando este dominio 

proteico fue presentado en forma ordenada y repetitiva en la estructura de BLS (figura 

I-13) (Craig, P. O. et al. 2005).    
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Figura I-13 . Evolución de la respuesta anti RBD3 en suero de ratones inmunizados con 1 
dosis (gris) o dos dosis (negro) de BLS-RBD3. Como control se inmunizó 2 veces con 
cantidades equimolares de BLS y RBD3 (blanco). (Figura extraída de (Craig, P. O. et al. 
2005))  

Dintzis utilizó un modelo de haptenos como antígenos unidos a una molécula 

transportadora y determinó que el espacio óptimo entre antígenos para la activación 

de células B era de 5 a 10 nm y que de 20 a 25 epitopes sería suficiente para una 

activación óptima (Dintzis, R. Z. et al. 1982). 

Hay otras características que hacen que las VLPs sean buenas 

transportadoras. Una de ellas es su tamaño y otra es su alta estabilidad. Partículas 

pequeñas de las dimensiones de las VLPs drenan y difunden a los nódulos linfáticos 

desde el sitio de inyección. De esta manera, pueden entrar en órganos linfáticos 

secundarios e interactuar directamente con las células B para desencadenar la 

respuesta de anticuerpos. Por otro lado, estas proteínas son extremadamente 

estables, las VLPs del bacteriofago PP7 son estables aun cuando son incubadas a 

una temperatura de entre 85 y 90° C durante 2 minutos (Caldeir a, J. C. and Peabody, 

D. S. 2007). Las Norwalk VLPs tienen una temperatura de melting aparente de 55-60 

°C y su estructura secundaria permanece inalterada en un ran go de pH de 4 a 6 

(Ausar, S. F. et al. 2006). 

En la bibliografía se puede encontrar que se han producido VLPs a partir de 

más de 30 virus diferentes que infectan humanos y animales (tabla I-2).  
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Tabla I-2. Producción de VLPs por diversidad estructural de familias de virus. Abreviaturas: 
BIV, bovine immunodeficiency virus; BLV, bovine leucemia virus; FeLV, feline leucemia 
virus; FIV, feline immunodeficiency virus; HIV, human immunodeficiency virus; SIV, simian 
immunodeficiency virus; SV40, simian virus-40. Tabla extraída de (Noad, R. and Roy, P. 
2003). Extraída de (Noad, R. and Roy, P. 2003)   

Familia  Virus  Genoma  Capside / estructura   Ref.        

Envoltura          Proteínas           Proteínas        
       Mayoritarias         Minoritarias  

Caliciviridae Norwalk, Hawai, SsRNA  No  1  1-2      1   
Grimsby,  
Burwash,   
Landing, White,   
River, Florida,    
Enfermedad  
hemorrágica  
de conejo, 
Hepatitis E  

Picomaviridae Polio  SsRNA  No  4  0      2  

Flaviviridae Hepatitis C SsRna  Si, 2 proteínas 1        3  

Retroviridae HIV, SIV, FIV, SsRNA  Si, 2 proteínas  1  0      4 
BIV,Visna, FelV,  
BLV, rous    
sarcoma.  

Paramyxoviridae Enfermedad de  SsRNA  Si, 2 proteínas 4  0      5 
Newcastle  

Bunyaviridae Hantaan  SsRNA  Si, 2 proteínas 1  0      6     
segmentado  

Orthomyxoviridae Influenza A SsRNA  Si, 3 proteínas 2  3      7     
segmentado  

Birnaviridae Enfermedad DsRNA  No  3  0      8   
infecciosa de segmentado   
la bursa  

Reoviridae Bluetongue, dsRNA  No  4  2-4      9   
rotavirus  segmentado  

Parvoviridae parvovirus SsDNA  No  1  2      10   
Porcino,   
Parvovirus    
Enteritis de   
Visón, parvovirus   
Canina, B19,   
Adenoasociado  

Circoviridae Anemia de SsDNA  No  1  0      11   
pollo,  
Circovirus porcino  

Papillomaviridae papilomavirus DsDNA  No  1  1      12  

Polyoviridae SV40, JC  DsDNA  No  1  2      13  

Hepadnaviridae Hepatitis B DsDNA  si, 3 proteínas 1  0      14     
discontinuo  

Referencias: 1.  (Belliot, G. et al. 2001; Belliot, G. M. et al. 2001; Hale, A. D. et al. 1999; Laurent, S. et al. 1994; Li, 
T. C. et al. 1997; Pletneva, M. A. et al. 1998; Prasad, B. V. et al. 1996). 2. (Brautigam, S. et al. 1993). 3. (Baumert, 
T. F. et al. 1998). 4. (Delchambre, M. et al. 1989; Gheysen, D. et al. 1989; Yamshchikov, G. V. et al. 1995). 5. 
(Nagy, E. et al. 1991). 6. (Betenbaugh, M. et al. 1995). 7. (Latham, T. and Galarza, J. M. 2001). 8. (Fernandez-
Arias, A. et al. 1998; Kibenge, F. S. et al. 1999). 9. (Crawford, S. E. et al. 1994; French, T. J. et al. 1990; French, 
T. J. and Roy, P. 1990). 10. (Brown, C. S. et al. 1991; Christensen, J. et al. 1994; Hoque, M. et al. 1999; Lopez de 
Turiso, J. A. et al. 1992; Martinez, C. et al. 1992). 11. (Nawagitgul, P. et al. 2000; Noteborn, M. H. et al. 1998). 12. 
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(Kirnbauer, R. et al. 1992; Kirnbauer, R. et al. 1993; Zhou, J. et al. 1991). 13. (Chang, D. et al. 1997; Kosukegawa, 
A. et al. 1996). 14. (Kunke, D. et al. 1993; McAleer, W. J. et al. 1984; Miyanohara, A. et al. 1986).  

Las características estructurales de los virus utilizados son muy diversas. Hay 

virus que tienen una sola proteína de cápside, otros que tienen múltiples proteínas, 

con lípidos o sin ellos en su estructura (figura I-14). No todos los virus estudiados son 

apropiados para su utilización en vacunas, sin embargo muchos de ellos han sido 

usados para estudiar la estructura y el ensamblado de las VLPs. Lo importante es 

destacar la variedad de virus que pueden ser potencialmente utilizados para la 

producción de VLPs y ser buenos candidatos para ser utilizados en vacunas (Noad, R. 

and Roy, P. 2003). 
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Figura I-14. Estructura de algunas VLPs. Se representan las cápsides virales y las 
proteínas expresadas de distintos virus. En cada caso se muestra la micrografía electrónica 
de cada VLP producida. Abreviatura: BTV, bluetongue virus; HCV, hepatitis C virus; HEV, 
hepatitis E virus; HPV, human papilomavirus 16; SIV-HIV, Irbid VLP between simian 
immunodeficiency virus gag and human immunodeficiency virus env. (Figura extraída de 
(Noad, R. and Roy, P. 2003)).  

En términos prácticos, que las VLPs mimeticen la estructura de partículas 

virales usualmente significa que bajas dosis de antígeno (relacionado a subunidades 

de vacuna) son suficientes para desarrollar una respuesta protectiva similar. Además 

de su capacidad de estimular la respuesta inmune mediada por células B, las VLPs 

han demostrado ser muy efectivas en la estimulación de proliferación de linfocitos CD4 

y linfocitos T citotóxicos (Murata, K. et al. 2003; Paliard, X. et al. 2000; Schirmbeck, R. 

et al. 1996). Esta es la característica de mayor contribución en la efectividad de las 

vacunas de VLPs. Si bien muchas VLPs se han utilizado sólo para conocer más 

Proteínas 
expresadas
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acerca de este campo y no tienen una aplicación práctica, vale la pena destacar que la 

adición de las VLPs enriquece al arsenal de estrategias de vacunación disponibles.  

4.2 Otras proteínas multiméricas utilizadas como transportadoras    

Las VLPs son el modelo por excelencia en el estudio de la respuesta inmune 

en función de la repetitividad de epitopes, sin embargo hay otras proteínas 

multiméricas que se utilizan como transportadoras.  

Desde hace algunos años, varios grupos están dedicados a estudiar a la 

subunidad B de la toxina Shiga de Shigella dysenteriae como transportadora. Esta 

proteína es un homopentámero no tóxico que fusionado o acoplado a distintos 

péptidos se utilizó para estudiar la respuesta inmune en ratones (Adotevi, O. et al. 

2007; Haicheur, N. et al. 2003; Haicheur, N. et al. 2000; Lee, R. S. et al. 1998; Vingert, 

B. et al. 2006).  

Por otro lado, Domingo y colaboradores utilizaron la proteína E2 del complejo 

multienzimático de la piruvato deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus para 

transportar péptidos y proteínas. El polipéptido de 187 aminoácidos E2 forma dos 

dominios proteicos y dos linkers que constituyen la región N terminal. Sesenta copias 

de E2 se ensamblan para formar una estructura con simetría icosaedral de un peso 

molecular de 1,5 MDa. Este grupo modificó la región N terminal creando sitios de 

digestión para poder insertar distintos péptidos o proteínas y utilizaron las quimeras de 

E2 para medir respuesta humoral y para ver expresión y localización en E. coli 

utilizando la GFP (green fluorescence protein) (Domingo, G. J. et al. 2001)  

El grupo de Barrios utilizó proteínas de choque térmico (HSP, del inglés heat 

shock proteins) de distintos organismos acopladas a un péptido. Las inmunizaciones 

dieron como resultado una fuerte respuesta humoral que no se observaba cuando se 

inmunizaba a los ratones con una mezcla de las HSP y el péptido sin conjugar. En el 

caso de estas proteínas se presume que los resultados obtenidos son debidos a una 

mezcla de efectos, la repetitividad del péptido (estas proteínas tienen una estructura 

de heptámero) y la alta estabilidad de la proteína transportadora, ya que se sabe que 

son proteínas que son estables a altas temperaturas y condiciones de estrés en los 

organismos de origen (Barrios, C. et al. 1994). 

Alta inmunogenicidad, repetitividad, alta estabilidad y tamaño molecular, 

parecen ser la clave para el éxito de moléculas como las VLPs o las heat shock 

proteins, entre otras. Estas características son sin duda la causa de que este tipo de 

moléculas induzcan una respuesta humoral y celular alta y que sean buenos 

candidatos para ser utilizadas como transportadoras de péptidos y proteínas y en el 
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desarrollo de vacunas para la prevención de enfermedades y para terapias en 

pacientes con enfermedades diagnosticadas. 
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Las proteínas normalmente utilizadas como transportadoras de péptidos 

comparten características comunes. Existen numerosos trabajos que estudian el 

efecto que la repetitividad de un epitope en una molécula transportadora genera en la 

inmunogenicidad contra el mismo. Pero la discusión sigue abierta con respecto a como 

influye en la respuesta inmune la estabilidad, el tamaño, la repetitividad y la 

inmunogenicidad intrínseca de la molécula transportadora. 

En esta tesis estudiamos a BLS como modelo de proteína transportadora y 

nuestro objetivo general es estudiar que características propias de BLS son las que la 

hacen tan versátil como proteína transportadora. 

Nos propusimos los siguientes objetivos particulares:  

Capítulo I. BLS como proteína transportadora de péptidos .  

 

Desarrollar y optimizar la obtención de proteínas mixtas con más de un péptido 

por molécula de BLS. 

 

Obtener proteínas mixtas con distinta cantidad de péptidos por molécula de BLS. 

 

Estudiar la inmunogenicidad de los péptidos transportados por BLS y como 

influye la densidad de los epitopes dentro de la molécula transportadora en la 

inmunogenicidad de los mismos.  

Capítulo II. Relación entre inmunogenicidad y estructura / estabilidad de 
BLS.  

 

Obtener mutantes de estabilidad de BLS-OMP31. 

 

Caracterizar estas mutantes. 

 

Estudiar como influye la estabilidad de la proteína transportadora en la 

inmunogenicidad contra el péptido OMP31. 

 

Estudiar las diferencias de estabilidad entre RibH2 de Brucella spp. (BLS) y 

RibH2 de Mesorhizobium loti. 

 

Estudiar como influyen estas diferencias de estabilidad en la inmunogenicidad 

contra estas proteínas. 
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Basándonos en los conocimientos previos de BLS y su enorme versatilidad 

como transportadora de péptidos y proteínas, nos propusimos ampliar los 

conocimientos para poder aprovechar al máximo su utilidad. BLS es un buen 

candidato para estudios de inmunogenicidad contra péptidos y para ser utilizada como 

plataforma en el desarrollo de vacunas. En esta parte de la tesis nuestro objetivo 

principal fue mejorar la obtención de quimeras de BLS y obtener proteínas mixtas de 

BLS transportando más de un tipo de péptido por molécula de BLS o un sólo tipo de 

péptido en diferentes presentaciones de acuerdo a su número y ubicación en la 

molécula transportadora. Nos planteamos estos objetivos no sólo a fin de desarrollar 

mi tesis doctoral sino con el objetivo claro de poder aplicar este tipo de tecnología y 

aportar conocimientos para la posible utilización de BLS como transportadora de 

distintas moléculas (péptidos, dominios proteicos, azúcares, etc).   

Por lo tanto los objetivos puntuales que nos planteamos en esta parte de la 

tesis fueron:  

 

Expresar y purificar distintas quimeras de BLS y evaluar la respuesta humoral 

contra los péptidos en ratones. 

 

Explorar la obtención de distintos tipos proteínas mixtas que transportaran más de 

un tipo de péptido por molécula de BLS. 

 

Obtener proteínas mixtas con distinto número de un sólo tipo de péptidos por 

molécula de BLS. 

 

Estudiar como influye la repetitividad de epitopes por molécula de BLS en la 

inmunogenicidad contra el mismo.  
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1. Construcción de quimeras de BLS.    

Para el clonado de las distintas quimeras de BLS se diseño un sistema de tipo 

cassette que permitiera el reemplazo rápido y sencillo del extremo 5 del gen de la 

lumazina sintasa (LS), el cual codifica para su extremo N-terminal. Esto permitió 

disponer de un sistema simple para la creación de las distintas quimeras de interés 

(Laplagne, D. A. 2003).   

Figura 1. Esquema de diseño del sistema tipo cassette que permite la obtención que 
quimeras de BLS con distintos péptidos. (Figura extraída de (Laplagne, D. A. 2003)).   

Para generar este sistema tipo cassette se introdujeron dos sitios de digestión 

(Nsi I y Afl II) en el extremo amino terminal de la secuencia de BLS. De esta manera, 

por digestión con estas enzimas y posterior ligación con el inserto sintético diseñado 

con los mismos sitios, se obtiene rápidamente la quimera deseada.   

2. Expresión y purificación de quimeras.   

BLS y las quimeras fueron clonadas en el vector de expresión pET11a y 

expresadas en las bacterias BL21 de E. coli (figura 1). Se probaron distintas 
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condiciones de expresión de las proteínas tratando de encontrar la condición óptima 

para favorecer el mayor nivel de expresión posible de las proteínas en forma soluble. 

Se probaron condiciones de expresión ON, o por 4 horas, a 37 o 28 °C e 

induciendo la expresión con diferentes cantidades de IPTG.  

Las muestras fueron procesadas de forma diferente según provinieran de 

citoplasma o de cuerpos de inclusión y de acuerdo a lo explicado en en detalle en 

Materiales y Métodos. Luego las muestras fueron dializadas contra el buffer de 

siembra (buffer A: Tris 50 mM, pH = 7,5) y purificadas por una columna de intercambio 

aniónico (Q-Sepharosa o MonoQ) como primer paso de purificación. Para la elución de 

la muestra se hizo un gradiente de NaCl, 1 M concentración final con el buffer A y el 

buffer B (Tris50 mM, 1 M NaCl, pH = 7,5). Como podemos ver en el perfil de elución 

(figura 2 A) obtenemos un pico mayoritario correspondiente a la proteína de interés.  

La muestra proveniente de este pico mayoritario fue concentrada y 

posteriormente purificada por una columna de exclusión molecular (superdex 200) 

(figura 2 B).   
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Figura 2. Perfiles de purificación de BLS. A. Primer paso de purificación por Q Sepharosa. 
B. Segundo paso de purificación por Superdex 200. U.A., son unidades arbitrarias. Para el 
primer paso de purificación se utiliza el buffer A: Tris 50 mM, pH = 7,5 y buffer B para el 
gradiente (buffer A , 1M NaCl). Se utiliza un gradiente de 33 minutos, 1M NaCl final (100% 
buffer B). Para la columna de exclusión molecular, se utilizó buffer PBS. Para las quimeras 
de BLS se agrega a los buffers, inhibidor de proteasas y para BLS WT se utiliza DTT 1mM 
como agente reductor.   

Luego de estos dos pasos de purificación la proteína se obtiene con un alto 

grado de pureza (figura 3).       
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Figura 3. Gel desnaturalizante de poliacrilamida. Pasos de purificación de BLS. En orden 
de izquierda a derecha, no inducido (NInd), inducido (Ind), fracción de cuerpos de inclusión 
(CI), fracción de citoplasma (Cit), pico correspondiente a la proteína mayoritaria de la 
purificación por Q-Sepharosa (Q-Seph), pico correspondiente a la proteína mayoritaria de la 
purificación por superdex 200 (SS200).  

El rendimiento de proteína purificada obtenida al final del proceso varía según 

la quimera. Algunas quimeras se obtienen de cuerpos de inclusión y otras de 

citoplasma. La obtención de proteínas de CI mediante la utilización de agentes 

desnaturalizantes siempre requiere varios pasos para recuperar la proteína plegada y 

esto implica una pérdida considerable de masa (aunque es muy difícil cuantificar la 

proteína que había previamente en los cuerpos de inclusión). Además hay que tener 

en cuenta que una de las razones por las que una proteína va a cuerpos de inclusión 

es porque se expresa en cantidades tan grandes que la maquinaria celular no llega a 

plegarla correctamente, con lo cual se podría suponer que se parte de una gran 

cantidad de proteína. En la tabla 1 se muestra un resumen de las condiciones de 

expresión y de los rendimientos aproximados de las proteínas utilizadas durante la 

tesis.  

Tabla 1. Condiciones de expresión y rendimientos de BLS, la mutante W22F y 3 quimeras 
de BLS transportando los péptidos OMP31, KETc1 y AMY.   

         Proteí na    Condición de     Fracción    Rendimiento final     
     expresión        (mg/L de cultivo)   

BLS   ON  37°C / 28°C    CI / CITO  60 
           W22F        ON  37°C         CI   20 
      BLS-OMP31       ON  37°C       CITO   80 
        BLS-AMY                    ON  37°C         CI   60 
      BLS-KETc1        ON  37°C         CI   10   

La proteína W22F es una mutante en la cual se reemplazó el único triptofano 

del monómero de BLS por fenilalanina. Esta mutante se diseño y utilizó en el 

NInd    Ind      CI      Cit  Q-Seph  SS200   

97

   
66   

 
45    

 
30    

 
20    

 

14 
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laboratorio en los estudios realizados para caracterizar la estabilidad de BLS y en 

estudios de actividad enzimática, ya que este triptofano se encuentra en el sitio activo 

de la enzima y su actividad se ve afectada por el reemplazo de este residuo 

(Zylberman, V. 2006). En esta tesis vamos a utilizar esta mutante, que sabemos no 

tiene modificada su estructura secundaria y se expresa y purifica sin dificultades, pero 

le daremos un uso diferente que explicaremos más adelante.  

Durante el proceso de purificación de BLS y de W22F, se agregó DTT a todos 

los buffers utilizados, ya que estas proteínas tienen un residuo de cisteína en su 

extremo amino terminal. Estas cisteínas están expuestas al solvente, forman puentes 

disulfuro y la proteína tiende a formar agregados y precipitar. Con el agregado de DTT 

esta agregación se revierte y es posible trabajar con las proteínas en forma soluble. 

Luego de los pasos de purificación la muestra se trata con iodoacetamida para 

bloquear estas cisteínas. De esta manera, se puede continuar trabajando con más 

facilidad sin el agregado continuo de agente reductor. Esto no ocurre en el caso de las 

quimeras ya que en el proceso de reemplazo de los 10 primeros aminoácidos por los 

distintos péptidos, esta cisteína se deleciona.  

En todos los casos se utilizan inhibidores de proteasas (usualmente PMSF, 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo) durante todo el proceso de purificación y hasta que la 

proteína es congelada. De otro modo y particularmente en el caso de las quimeras, se 

produce primero una degradación parcial y luego una degradación total del péptido 

(Figura 4).   

  

Figura  4. Gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%. Se corrieron dos 
muestran de BLS-OMP31 puras, guardadas a 4 °C durante 1 semana (calle 1) y a -20 °C 
durante 1 mes (calle 2), ninguna de las muestras fue tratada con inhibidor de proteasas.       
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3. Quimeras de BLS.   

Con el objetivo de encontrar un buen modelo para el estudio de BLS como 

transportadora de péptidos se eligieron tres quimeras con distintos péptidos. Se 

clonaron, expresaron y purificaron las quimeras BLS-KETc1, BLS-AMY y BLS-OMP31. 

Estos péptidos tienen distintos orígenes y características (tabla 2). Algunas de estas 

quimeras ya se habían comenzado a estudiar durante la tesis de Licenciatura de Diego 

Laplagne.  

Tabla 2. Características de las quimeras. Longitud del péptido fusionado, peso molecular y 
punto isoeléctrico de cada quimera.      

Quimera   Longitud del   PM   pI      
    Péptido           quimera           quimera    

         BLS-OMP31       27 aa          197 kDa             6,52  
         BLS-KETc1        14 aa          178 kDa             6,69  
           BLS-AMY       16 aa          189 kDa             6,44    

Para las quimeras de BLS se escogieron péptidos que ya estaban siendo 

estudiados. El interés por estudiar estos péptidos en el contexto de BLS se debía a 

distintos motivos. En algunos casos se quería obtener anticuerpos contra los mismos 

para hacer ensayos de protección de enfermedades y en otros casos simplemente 

para utilizar los sueros en ensayos como microscopía, western blot, etc.  

Estos péptidos tienen distintas características. KETc1 es un péptido de 14 

aminoácidos que es utilizado, en combinación con otros dos péptidos (GK1 y KETc12), 

en la vacuna contra cisticercosis porcina (parasitosis causada por Taenia solium). Esta 

es una de las parasitosis más comunes en el hombre y se considera que como el 

cerdo es el único huésped intermediario una vacuna interrumpiría la transmición y 

prevendría la infección en el hombre. 

AMY es un péptido de 18 aa que corresponde a una porción del péptido  

amiloide. El péptido completo (de 40 a 42 aa) forma las placas amiloides presentes en 

el cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer y que se supone que juegan 

un rol central en la cascada de eventos que eventualmente inducen daño y pérdida 

neuronal en las regiones del cerebro afectadas por esta enfermedad. Desde hace 

unos años se están tratando de desarrollar terapias para atacar estas placas y mejorar 

la calidad de vida de los pacientes (Town, T. 2009; Woodhouse, A. et al. 2007). Estas 

terapias son diversas y van desde la utilización de anticuerpos contra el péptido (Pul, 

R. et al. 2011) hasta intentos de vacunas a ADN (Cribbs, D. H. 2010; Qu, B. X. et al. 



Resultados  Capítulo I   

55

2010), peptídicas (Schenk, D. et al. 1999) e inclusive se está probando el péptido  

amiloide asociado a VLPs (Chackerian, B. 2010) o a nanopartículas de chitosan, que 

son microesferas formadas por un biopolímero sintético muy utilizado en 

inmunizaciones intranasales (Songjiang, Z. and Lixiang, W. 2009). 

OMP31 es un péptido de 27 aminoácidos que corresponde a una porción 

externa de la proteína de membrana externa OMP31 de Brucella spp. La quimera 

BLS-OMP31 fue de las más estudiadas, como explicamos en introducción.   

En el laboratorio medimos la señal de dicroísmo circular de las proteínas en el 

UV lejano y analizamos los espectros como una forma de corroborar el plegamiento 

correcto de las mismas. Es un criterio de calidad que utilizamos para verificar que los 

péptidos fusionados a BLS no tienen ningún impacto en el plegamiento general de la 

proteína. Pudimos ver que los espectros de DC eran prácticamente idénticos (figura 5), 

por lo tanto podemos decir que la estructura secundaria de BLS no fue afectada luego 

del agregado de los distintos péptidos estudiados.  
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Figura 5. Espectros de dicroísmo circular (DC) en el UV lejano de BLS wild type, y las 
quimeras BLS-AMY, BLS-OMP31 y BLS-KETc1. Se graficó elipticidad molar de cada 
proteína (calculada según explicamos en materiales y métodos) en función de la longitud de 
onda. Todas las proteínas se utilizaron en una concentración 10 µM de monómero en PBS. 
BLS WT se utilizó iodoacetilada y a todas las proteínas se les agregó inhibidor de 
proteasas.   

Habiendo comprobado la alta pureza de las proteínas mediante geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) (calle SS200, figura 3) y que tenían 

una estructura secundaria conservada, decidimos estudiar la inmunogenicidad de los 

distintos péptidos transportados por BLS en ratones a fin de evaluar las diferencias en 

la respuesta humoral. 
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Los ensayos de inmunización con las quimeras de BLS había sido puestos a 

punto en el laboratorio y las condiciones elegidas para medir respuesta humoral fueron 

inmunizando vía intraperitoneal con 50 µgr de proteína por dosis en adyuvante, 

repitiendo las inmunizaciones 4 veces, cada 20 días.  

Para testear la respuesta humoral contra los péptidos transportados, los sueros 

obtenidos luego de la cuarta inmunización se utilizaron para poner a punto el ensayo 

de ELISA. A modo de ejemplo mostramos la puesta a punto de los ELISAS realizados 

con sueros de ratones inmunizados con BLS-KETc1.  

Se utilizaron sueros de 2 ratones obtenidos luego de la cuarta inmunización 

con 50 ugr BLS-KETc1 en adyuvante incompleto de Freund. Para medir respuesta 

humoral contra KETc1 necesitabamos eliminar de alguna manera la respuesta contra 

BLS de los sueros policlonales. Con este fin, incubamos los sueros con distintas 

cantidades de BLS antes de medir respuesta humoral. Para evaluar si los anticuerpos 

anti BLS habían sido preabsorbidos con la incubación, se sensibilizó la placa de ELISA 

con 0,2 µgr de BLS por pocillo y luego de 1 hora a temperatura ambiente, se bloqueó 

con leche descremada (Molico) al 3 % en buffer PBS. Los sueros se preincubaron con 

1 y 10 µgr de BLS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron a 

14000 rpm por 3 minutos y se hicieron diluciones de estos sueros preincubados para 

utilizar en la placa de ELISA. Como control se utilizan las mismas diluciones de los 

sueros sin incubar.  
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Figura 6. Ensayo de ELISA. Se sensibiliza la placa de ELISA con 0,2 µgr de BLS. Se 
utilizan los sueros sin incubar y previamente incubados con 1 y 10 µgr de BLS, en distintas 
diluciones. La línea puntaeda (DO = 0,2) representa la línea de corte para las respuestas 
positivas.   

Como vemos en la figura 6 al incubar los sueros con BLS la señal de DO a 490 

nm disminuye y llega a valores negativos en los sueros preincubados con 10 µgr de 

BLS. De esta forma comprobamos que esta técnica sirve para capturar los anticuerpos 
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contra BLS presentes en los sueros y así eliminar del ensayo la señal que corresponde 

a la respuesta humoral contra BLS.  

Una vez comprobado que la preincubación con 10 µgr de BLS es la más 

adecuada para eliminar la señal correspondiente a la respuesta humoral contra BLS, 

quisimos probar si podíamos medir la respuesta contra KETc1 de manera confiable. 

Para ello la placa de ELISA se sensibilizó con 0,2 µgr de BLS (figura 7 B) o de BLS

KETc1 (figura 7 C), utilizamos cuatro sueros (correspondientes al sangrado de la 

cuarta dosis de inmunizaciones con BLS o con BLS-KETc1) en una dilución 1/100, y 

medimos la señal de DO a 490 nm de los sueros sin preincubar y preincubados con 10 

µgr de BLS (esquematizado en la figura 7 A).  

Analizamos la respuesta humoral contra BLS en sueros de ratones 

inmunizados con BLS o con BLS-KETc1. Sensibilizamos la placa con 0,2 µgr de BLS y 

utilizamos una dilución 1/100 de los sueros preincubados o sin preincubar con BLS y 

medimos la señal de DO a 490 nm. En la figura 7 B podemos ver que la señal de los 

sueros de ratones inmunizados tanto con BLS como con BLS-KETc1 disminuye hasta 

valores negativos cuando los sueros con preincubados con BLS. Es decir que como ya 

habíamos visto con las diluciones seriadas de los sueros, logramos preabsorber los 

anticuerpos anti BLS de los sueros.  

Una vez probado que la señal que corresponde a la respuesta humoral contra 

BLS es eliminada de los sueros con la preincubación con BLS, queremos ver que 

ocurre con la respuesta humoral contra KETc1 que es el parámetro que estamos 

interesados en medir. Para esto sensibilizamos la placa con BLS-KETc1 y fueron 

testeadas las diluciones 1/100 de los mismos sueros preincubados con BLS. Como 

vemos en la figura 7 C, la señal de los sueros de ratones inmunizados con BLS, baja 

hasta valores negativos cuando se los preincuba con BLS. Sin embargo, en los sueros 

de ratones inmunizados con BLS-KETc1, la señal de DO disminuye pero mantiene 

valores positivos, lo que nos indica que está señal corresponde exclusivamente a la 

respuesta humoral contra KETc1. Por lo tanto, esta era una forma confiable de medir 

respuesta humoral contra el péptido sin que interfiera la señal que corresponde a la 

respuesta humoral contra BLS. 
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A. 

Placa inmovilizada con BLS   Placa inmovilizada con BLS-KETc1  

Sueros anti-BLS  Sueros anti-BLS-KETc1   Sueros anti-BLS  Sueros anti-BLS-KETc1  

s/incubar  incubada s/incubar   incubada s/incubar   incubada s/incubar   incubada  

B. 
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Figura 7. A. Esquema de los ELISAS realizados con sueros provenientes de la cuarta 
inmunización con BLS o con BLS-KETc1. B. Resultados del ELISA de la placa inmobilizada 
con BLS . C. Resultados del ELISA de la placa inmobilizada con BLS-KETc1.   

Luego tratando de encontrar un protocolo más sencillo probamos medir la 

respuesta humoral de los sueros contra KETc1 sensibilizando la placa con el péptido 

KETc1 y comparando con los resultados obtenidos con el protocolo anterior. Esta 

comparación es importante para estar seguros de que los ensayos de ELISA utilizando 

los péptidos para sensibilizar la placa son confiables, ya que es muy común que los 

péptidos tiendan a deformarse cuando se pegan a la placa y no sean reconocidos por 
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los anticuerpos presentes en los sueros. De esta manera la señal que se obtiene es 

más baja que la real y se puede interpretar el resultado como una respuesta humoral 

menor. Entonces, sensibilizamos la placa con 100 ngr de péptido KETc1 por pocillo 

diluído en buffer carbonato de sodio 63,5mM pH 9,6, durante toda la noche a 

temperatura ambiente. Luego de bloquear la placa utilizamos los sueros de ratones 

inmunizados con BLS-KETc1 diluídos 1/100, sin preincubar con BLS y comparamos la 

señal de DO a 490 nm de estos sueros con la señal obtenida en los pocillos en los que 

se había inmobilizado BLS-KETc1 y para los cuales los sueros en una dilución 1/100 

habían sido preincubados con BLS como hicimos anteriormente. Como control se 

utilizaron los sueros sin incubar en una dilución 1/100.  

En este ensayo de Elisa vemos nuevamente como disminuye la señal de DO 

cuando los sueros anti-BLS-KETc1 son preincubados con BLS. Podemos observar 

que no existe una diferencia significativa entre las señales de DO obtenidas cuando 

sensibilizamos la placa con BLS-KETc1 (y preincubamos los sueros con BLS) y 

cuando inmobilizamos con péptido KETc1 (y utilizamos los sueros sin preincubar). Por 

lo tanto en los siguientes ELISAS se va a utilizar péptido para sensibilizar las placas de 

ELISA, ya que este protocolo es más directo y confiable.  
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Figura 8. Ensayo de ELISA realizado en distintas condiciones. Sensibilizando la placa con 
BLS-KETc1 y utilizando los sueros sin incubar con BLS (en el primer caso), e incubando 
con 10 µg de BLS (en el segundo caso). En el tercer caso se sensibilizó la placa con 
péptido KETc1. En todos los casos los sueros se utilizaron en una dilución 1/100.  

A continuación quisimos comparar las respuestas humorales generadas contra 

los péptidos OMP31, KETc1 y AMY, de los sueros de ratones obtenidos al inmunizar 

con estos péptidos fusionados a BLS. 

Inmunizamos 5 ratones BALB/c con 50 µgr de las quimeras BLS-OMP31, BLS-

KETc1 y BLS-AMY utilizando adyuvante (según se explica en Materiales y Métodos) y 

por vía intraperitoneal. Mediante ensayos de ELISA de los sueros obtenidos luego de 
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la cuarta inmunización, estudiamos la respuesta humoral contra los péptidos (figura 9). 

Utilizamos los péptidos para sensibilizar la placa y los sueros se utilizaron en una 

dilución 1/100. 
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Figura 9. ELISAs de los sueros obtenidos luego de la cuarta inmunización. Se utilizaron los 
sueros 1/100, y los péptidos KETc1, OMP31 y AMY en buffer carbonato de sodio pH 9, 6 
para inmobilizar en la placa de Elisa. En la figura se muestra la densidad óptica medida a 
490 nm de los sueros contra KETc1, OMP31 y AMY y los respectivos sueros preinmunes.   

Como podemos ver en la figura 11 la respuesta humoral contra los péptidos es 

diferente en cada caso, para el péptido OMP31 fue notoriamente mayor que para AMY 

y KETc1 y de acuerdo a la bibliografía consultada se pudo obtener respuesta humoral 

contra los péptidos presentados por BLS cuando en general la respuesta contra los 

péptidos solos es pobre o nula.  

En el caso de KETc1, el grupo de Edda Sciutto de la UNAM (Universidad 

Nacional Autónoma de México) demostró que el péptido KETc1 sólo, genera muy baja 

respuesta humoral, mientras que cuando es transportado por BLS esta se incrementa 

(Sciutto, E. et al. 2005).  

OMP31 se estudió extensamente como proteína recombinante y como péptido 

fusionado a BLS. Se estudió la respuesta humoral anti OMP31 de sueros de ratones 

inmunizados con BLS-OMP31 que dieron un título menor que los sueros de ratones 

inmunizados con OMP31 entera recombinante. (Cassataro, J. 2003; Cassataro, J. et 

al. 2007a).  

Petrushina y colaboradores demostraron que se necesitan varias dosis de una 

concentración alta del péptido  amiloide para generar respuesta humoral y obtener un 

buen efecto terapéutico (Petrushina, I. et al. 2007), sin embargo otros autores 

advierten que un porcentaje de los pacientes inmunizados con el péptido en 

adyuvante, presentaron inflamación cerebral consistente con una meningoencefalítis 

aséptica (Check, E. 2002; Town, T. 2009). 
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La utilidad de BLS como transportadora de péptidos es clara pero cada péptido 

fusionado a BLS se comporta de manera diferente y es necesario el estudio detallado 

de la respuesta inmune para dilucidar si puede ser útil para ser utilizado en vacunación 

o en alguna otra aplicación en cada caso en particular.    
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4. Proteínas  mixtas : BLS como proteína transportadora de más de un 
péptido .   

BLS ya fue estudiada como transportadora de más de un péptido (Laplagne, D. 

A. et al. 2004) y se comprobó que transportando 5 péptidos KETc1 en un pentámero (o 

cara) de la molécula y 5 péptidos OMP31 en el otro pentámero, todavía conserva la 

capacidad de aumentar la inmunogenicidad de los péptidos transportados cuando la 

proteína mixta es utilizada para inmunizar ratones. 

En este trabajo de  tesis queremos utilizar a BLS como modelo de estudio de 

proteína transportadora y para este fin es necesario encontrar la mejor quimera que 

sirva como modelo para los experimentos subsiguientes.  

Estudiamos varias quimeras para obtener proteínas mixtas en las que una 

molécula de BLS transportara 2 péptidos diferentes o para modificarla con el fin de que 

transportara una cantidad controlada de péptidos. Para poder formar proteínas mixtas 

a partir de dos quimeras, la característica más importante que deben tener es un punto 

isoeléctrico lo suficientemente diferente para que se puedan separar por cromatografía 

y visualizar dos bandas cuando se quiere constatar la formación de las proteínas 

mixtas mediante un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE). En este 

sentido BLS-OMP31 es una buena candidata porque tiene un desplazamiento 

anómalo y corre como una proteína de mayor peso molecular en este tipo de geles. 

Para obtener una buena separación por monoQ, en cada caso, cada par de quimeras 

debe ser estudiado.  

Ya sabíamos que se habían obtenido con éxito proteínas mixtas a partir de las 

quimeras BLS-OMP31 y BLS-KETc1, pero segimos buscando opciones e intentando 

encontrar la mejor combinación de quimeras para utilizar como modelo en este trabajo 

de tesis, tuvimos algunos intentos frustados en la obtención de proteínas mixtas.  

Para obtener estas proteínas mixtas y poder evaluar cada una seguimos un 

esquema (figura 10) que fue el mismo que se utilizó para la obtención de las proteínas 

mixtas BLS-OMP31-KETc1. 

Nuestro grupo estudió en detalle los equilibrios de disociación y 

desnaturalización de BLS. Cuando se incuba la proteína en un buffer fosfato con una 

concentración 2 M GdnHCl, se produce disociación de los pentámeros. En este 

equilibrio de disociación se obtienen pentámeros plegados sin que su estructura 

secundaria se vea modificada. Si la proteína es luego incubada en buffer PBS sin 

GdnHCl los pentámeros se reasociaban recuperando la estructura de dímero de 

pentámero original (Zylberman, V. et al. 2004). 
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Entonces la estrategia que utilizamos para obtener las proteínas mixtas fue 

mezclar cantidades iguales de ambas quimeras en un buffer PBS, 2 M GdnHCl y luego 

de incubarlas por 2 horas a temperatura ambiente se dializan contra buffer PBS. De 

esta manera se obtiene una mezcla de dímeros de pentámeros pertenecientes a las 

quimeras originales (cuyos pentámeros se vuelven a reasociar) y de la proteína mixta 

(figura 10).    

Figura 10.  Esquema de formación de proteínas mixtas. Las quimeras se incuban en un 
buffer PBS / GdnHCl 2M  durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego la mezcla se dializa 
contra PBS para formar la proteína mixta y las quimeras originales que se reconstituyen.   

Utilizando este esquema intentamos construir distintas proteínas mixtas a partir 

de quimeras. Para obtener BLS-OMP31-AMY, mezclamos las quimeras BLS-OMP31 y 

BLS-AMY en cantidades equimolares para obtener una proteína mixta que transporte 

5 péptidos de AMY en una cara de la molécula y 5 péptidos de OMP31 en la otra cara.  

Mezclamos las quimeras en las condiciones descriptas anteriormente y luego 

de inducir la reasociación de los pentámeros dializamos la muestra en buffer de 

siembra y separamos las tres especies en una columna de intercambio aniónico, 

monoQ. Obtuvimos un sólo pico que fue analizado por gel desnaturalizante de 

poliacrilamida, donde pudimos ver dos bandas pertenecientes a las dos especies. En 

el caso de esta proteína mixta la resolución de la columna monoQ no fue suficiente 

para separar las tres especies, ya que eluyeron como un sólo pico (resultados no 

mostrados). 

2M GdnHCl PBS 
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Para cada par de quimeras elegidas las condiciones de disociación son 

ensayadas en detalle, debido a que hay diferencias entre las proteínas y a veces este 

equilibrio está un poco desplazado. De esta manera, no siempre se logra la 

disociación completa de las quimeras en las condiciones descriptas anteriormente y 

hay que poner a punto la disociación para que esto no afecte el rendimiento de las 

proteínas mixtas.  

Decidimos estudiar la formación de una proteína mixta construida a partir de la 

quimera BLS-OMP31 y la mutante de BLS, W22F. No pudimos obtener proteínas 

mixtas disociando en 2M GdnHCl y tuvimos dos picos correspondientes a las dos 

quimeras y ningún pico intermedio cuando corrimos la muestra en monoQ luego de la 

reasociación. Cuando analizamos estos picos en un gel desnaturalizante de proteína 

comprobamos que no había formación de proteínas mixtas (figura 11). Probamos 

distintas condiciones de desnaturalización (2, 15; 2,17; y 2,2 M de GdnHCl en el buffer 

de disociación) hasta encontrar la concentración de GdnHCl en la cual ambas 

proteínas se disociaban (2,2 M GdnHCl) y se producía la formación de proteínas 

mixtas en el paso de reasociación.    

   

Figura 11.  Gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15 %. La calle 1 y la calle 2 
corresponden al primer pico (W22A) y al segundo pico (BLS-OMP31) obtenidos en la 
purificación por monoQ de la mezcla de quimeras tratadas en buffer PBS 2 M GdnHCl y 
luego dializadas contra buffer PBS, para obtener proteínas mixtas. 
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4.2. Relación r epetitividad / inmunogenidad del epitope transportado por BLS.   

4.2.1. Estrategia para la formación y la obtención de proteínas mixtas:    

La pregunta más importante que queremos responder en esta parte de la tesis 

es que impacto tiene en la inmunogenicidad, la densidad y el ordenamiento de un 

péptido transportado por BLS.  

Para contestar esta pregunta decidimos trabajar con la proteína mixta 

W22F:BLS-OMP31, construida a partir de la quimera BLS-OMP31 y de la mutante de 

W22F. 

BLS-OMP31 es la mejor candidata para utilizar como modelo por varios 

motivos. Su respuesta humoral fue extensamente estudiada (como explicamos en 

introducción) y sabemos que OMP31 genera una respuesta humoral alta en ratones 

cuando es transportada por BLS (figura 9). Los procesos de expresión y purificación 

dan como resultado una proteína pura de calidad y en cantidad (80 mgr/litro de 

cultivo). Algunos de los procesos de formación de proteínas mixtas llevan a la pérdida 

de gran cantidad de proteína o a la formación de especies diferentes a la que 

queremos obtener, como explicaremos más adelante, por lo tanto es importante partir 

de una cantidad de masa elevada para obtener resultados que puedan ser evaluados. 

Por otro lado W22F, que tiene mutagenizado el único Trp del monómero de 

BLS no emite fluorescencia en el rango de emisión de este aminoácido. 

Por otro lado utilizando sólo una quimera, la proteína mixta transporta sólo un 

péptido y esta proteína mixta es más adecuada para el fin que perseguimos ya que en 

este caso sólo nos interesa la inmunogenicidad contra un péptido, presentado con 

densidades diferentes en cada proteína mixta.  

Nos propusimos obtener dos tipos de proteínas mixtas distintas. Una que 

presentara 5 copias del péptido OMP31 en un pentámero (o cara) de la molécula y 

ninguna copia en el otro pentámero; y otro tipo de proteína mixta en la que se 

presentara sólo un péptido OMP31 por molécula transportadora. La ventaja de utilizar 

a la mutante W22F como parte de estas proteínas mixtas, es que los monómeros que 

tengan esta mutación (y por lo tanto no tengan péptido) no van a emitir fluorescencia, 

lo cual nos va a ser de extrema utilidad en el momento de identificar y caracterizar las 

proteínas mixtas obtenidas.   

La estrategia que seguimos para obtener estas proteínas mixtas fue utilizar los 

equilibrios de disociación (igual que para las proteínas mixtas BLS-OMP31-AMY y 
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BLS-OMP31-KETc1 explicadas anteriormente) y de desnaturalización de BLS en 

presencia de cloruro de guanidinio, explicados en detalle en la introducción. El 

comportamiento de BLS-OMP31 en cloruro de guanidinio fue estudiado también en 

detalle y es el mismo que se observa para BLS (Laplagne, D. A. 2003).  

Así, utilizando estos equilibrios podemos obtener proteínas mixtas por 

disociación (equilibrio 1) o por desnaturalización (equilibrio 2) dependiendo de que 

concentración de cloruro de guanidinio utilicemos (figura 12).  

Estas proteínas mixtas por disociación tendrían una cara de la molécula 

decorada con 5 péptidos y la otra cara sin péptidos, a diferencia de las proteínas 

mixtas obtenidas anteriormente en las que cada pentámero de BLS transportaba un 

péptido diferente.    

Figura 12. Estrategias para la obtención de proteínas mixtas por disociación (en 2,3 M 
GdnHCl) y por desnaturalización (en 6M GdnHCl).   

Para la obtención de proteínas mixtas por disociación mezclamos cantidades 

iguales de BLS-OMP31 y W22F y las dializamos en buffer PBS, 2,3 M GdnHCl. En 

estas condiciones las dos proteínas se disocian en pentámeros y obtenemos una 

mezcla de pentámeros de las dos especies. Luego por diálisis en PBS, se produce una 

reasociación de los pentámeros. En este paso, como ya explicamos anteriormente, 

vamos a obtener una mezcla de tres poblaciones de proteínas. La proteína mixta que 

Quimera BLS-OMP31

Mutante W22F 

2,3 M 
GdnHCl

PBS

6M 
GdnHCl

PBS
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queremos obtener, formada por un pentámero de BLS-OMP31 y un pentámero de 

W22F, y además se van a reconstituir las proteínas originales, ya que sus pentámeros 

también se van a reasociar.  

En el caso de las proteínas mixtas por desnaturalización, la obtención de la 

especie con sólo un péptido de OMP31 por molécula transportadora es mucho más 

compleja. En este caso, las proteínas originales se mezclan en 6 M GdnHCl, 

produciéndose disociación y desnaturalización concertada de ambas especies a 

monómeros desplegados. Vamos a obtener una mezcla de monómeros 

desnaturalizados de las dos proteínas. Luego por diálisis en PBS se produce un 

replegamiento y una reasociación aleatoria de los monómeros. De esta manera, la 

población que obtenemos en este caso es mucho más heterogénea. Para tener más 

probabilidades de obtener la especie que necesitamos, con un sólo péptido de OMP31 

por molécula de BLS, mezclamos las proteínas originales en una proporción 

W22F:BLS-OMP31 9:1. El rendimiento de este tipo de proteínas mixtas es bastante 

bajo, ya que la población que queremos obtener es sólo una fracción pequeña dentro 

de todas las poblaciones que se forman. Además el rendimiento del replegamiento 

siempre es bastante más bajo que para el caso del proceso de disociación y 

reasociación.  

Luego de obtener estas dos mezclas de poblaciones por medio de estos 

tratamientos, nos concentramos en separar y caracterizar las poblaciones obtenidas a 

fin de identificar las proteínas mixtas que queríamos obtener. Como mostraremos más 

adelante se separaron las poblaciones utilizando una columna mono Q y a las 

fracciones obtenidas se les midió fluorescencia con el fin de caracterizarlas e 

identificarlas.  

4.2.2. Obtención y selección de proteínas mixtas.    

Como explicamos las proteínas BLS-OMP31 y W22F eran las mejores 

candidatas para formar las proteínas mixtas. Además de las características de cada 

una mencionadas con anterioridad, ambas proteínas tenían puntos isoeléctricos 

suficientemente distintos para ser separadas por una columna de intercambio 

aniónico. Además ambas proteínas corren en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 

con una diferencia de desplazamiento que hace posible la posterior visualización de la 

formación de las proteínas mixtas por medio de este método sencillo, como 

mostramos en la figura 11.  
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4.2.2.1. Proteínas mixtas por disociación.    

En la figura 13 mostramos el perfil de elución de las proteínas originales y de 

las mezcla de proteínas mixtas obtenidas luego del tratamiento. Las proteínas 

originales tienen perfiles de elución distintos entre sí y con respecto a la proteína 

mixta, lo cual permite una buena separación de las especies obtenidas luego de la 

reasociación de pentámeros. Las tres fracciones colectadas son corridas en un gel 

desnaturalizante de poliacrilamida, donde podemos ver que especies conforman cada 

pico (figura 14). 
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Figura  13. Perfil de elución de las purificaciones de W22F (azul), BLS-OMP31 (celeste) y la 
mezcla de proteínas mixtas obtenidas (negro). En la corrida de las proteínas mixtas, se 
colectaron las tres fracciones indicadas como F1, F2 y F3, para ser analizadas e 
identificadas.     

  

Figura 14.  Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15 % (SDS-PAGE). Fracciones F1 
(calle 1), F2 (calle 2) y F3 (calle 3) correspondientes a las obtenidas en la purificación por 
mono Q y marcador de peso molecular (calle 4).  

Al final del proceso, luego del paso de purificación recuperamos entre un 70 y un 

75 % de proteína total. En la tabla 3 mostramos los porcentajes obtenidos de cada 

proteína reasociada. Los rendimientos de la recuperación de las proteínas siempre son 

mayores que el que obtenemos para la proteína mixta.  

F1

F2

F3

  F1       F2       F3       M  

30

 

 

20
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Tabla 3. Rendimiento de cada proteína luego de la purificación. El 100 % equivale al total 
de proteína recuperada luego de la purificación.  

Proteína  Porcentaje  
W22F 38 

Proteína mixta 16 

BLS-OMP31 46 

 

4.2.2.2. Proteínas mi xtas por desnaturalización.    

La obtención de este tipo de proteína mixta es un proceso mucho más 

complejo. Durante los procesos de desnaturalización y renaturalización se pierde un 

porcentaje muy alto de proteína total y luego del proceso de separación la población 

que nos interesa representa un porcentaje muy bajo con respecto a la cantidad de 

proteína original utilizada. Debido a esto, nos llevó bastante tiempo encontrar las 

mejores condiciones en las que se viera favorecido el rendimiento para la formación de 

estas proteínas mixtas.  

En el primer protocolo utilizado para la formación de proteínas mixtas por 

desnaturalización, las proteínas se dializaban juntas en 6 M GdnHCl y luego de un 

período de incubación de 2 a 3 horas a temperatura ambiente se dializaban contra 

PBS para renaturalizarlas. Luego de ese proceso la muestra era centrifugada y la 

fracción soluble recuperada dializada contra el buffer de siembra (buffer A) y purificada 

en una columna de intercambio aniónico, monoQ. El rendimiento de proteína mixta 

obtenida en este proceso, luego de la separación e identificación es de 

aproximadamente 8 %.  

Decidimos probar distintos protocolos de replegamiento para encontrar una 

condición que mejorara el rendimiento. Probamos primero con las proteínas por 

separado para simplificar la medición de los rendimientos. Buscábamos lograr un 

replegamiento mas lento que minimizara la formación de microagregados y favoreciera 

la obtención de proteína correctamente plegada. Evaluamos distintos protocolos, 

partiendo de dos condiciones distintas, en un caso partimos de una diálisis en PBS, 4 

M GdnHCl y en otro caso en PBS, 6 M de GdnHCl. Hicimos una segunda diálisis en 

PBS, 8M urea y luego recuperamos la muestra e hicimos una dilución lenta con PBS 

(por goteo) hasta 3M urea antes de dializar la muestra en PBS. En este caso los 

rendimientos de proteína total luego del replegamiento fueron de 72 % y de 66 % 

utilizando los protocolos de 4 y 6 M de GdnHCl respectivamente, con lo cual la 

proteína parecía replegarse con mayor eficiencia partiendo de 4 M GdnHCl. Pero 
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luego del paso de purificación para ambos protocolos se recuperó entre un 33 y un 34 

% de proteína.  

Por otra parte, hicimos otros ensayos utilizando algunos aditivos en los buffers 

como riboflavina o hemina, y evaluamos como influía este cambio en el replegamiento 

de las proteínas.  

BLS-OMP31: Riboflavina.    

Como ya explicamos en la introducción, BLS está implicada en el penúltimo 

paso de la biosíntesis de riboflavina. Además BLS tiene un sitio de unión a riboflavina 

y ha sido comprobado para otras lumazinas que la riboflavina se une y actúa 

regulando esta vía por regulación positiva (Zylberman, V. et al. 2006).  

En el laboratorio se observó que cuando BLS era incubada en una buffer con 

riboflavina, su estabilidad se veía incrementada (datos no publicados). 

Se sabe que la riboflavina actúa como un inhibidor enzimático para algunas 

lumazinas sintatas por un mecanismmo de inhibición competitiva por unión al sitio 

donde se une el sustrato. La riboflavina estaría actuando por feedback negativo ya que 

el producto final estaría regulando su propia biosíntesis actuando como inhibidor de 

una de las enzimas involucradas en su propia síntesis. 

Decidimos probar si la eficiencia del replegamiento de las proteínas por 

separado mejoraba en presencia de riboflavina. En el caso de BLS-OMP31, el 

rendimiento luego del replegamiento utilizando el mismo protocolo pero en presencia 

de riboflavina era de un 80 %, la más alta obtenida hasta el momento. En el caso de 

W22A, el rendimiento bajo hasta un 43 %. El W mutagenizado se encuentra en el sitio 

activo de la proteína y está involucrado en la unión a riboflavina. Esta mutante no une 

riboflavina. El agregado de riboflavina no era útil en el proceso de formación de 

proteínas mixtas, ya que perjudicaba el replegamiento de la mutante de BLS y esto se 

vería reflejado en la formación de las proteínas mixtas que queríamos obtener. Quizás, 

la ausencia de este aminoácido podría estar desestabilizando la proteína en estas 

condiciones.      
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BLS-OMP31:Hemina.    

Por otro lado, en el laboratorio se había observado que el agregado de hemina 

en el buffer de incubación de BLS aumentaba su estabilidad (Zylberman, V. 2006). 

Decidimos estudiar si el proceso de replegamiento de BLS-OMP31 se veía favorecido 

con el agregado de hemina.  

Se denomina hemina a la forma oxidada, férrica o Fe (III) de la molécula de 

hierro.  

Los espectros de absorción de las proteínas que unen hemina son muy 

característicos. En el caso de la proteína SeShp (Shp de Streptococcus equi), el 

espectro de absorción de la proteína que no tiene unida hemina tiene un sólo pico a 

280 nm mientras que el espectro de la proteína tratada con hemina presenta un pico a 

280 nm y otro a 418 nm que corresponde al pico de absorción o banda de Soret de la 

hemina unida (figura 15) (Nygaard, T. K. et al. 2006).  

Figura 15.  Espectro de absorción de la proteína SeShp sin estar unida a hemina (línea 
punteada) y de SeShp unida a hemina (línea continua) (figura extraída de(Nygaard, T. K. et 
al. 2006)).   

BLS une hemina con una Kd de 0,3 nM y esto se evidencia por la presencia de la 

Banda de Soret a 412nm en el espectro de absorción (datos no publicados).  

Para seguir la formación del complejo, se mide absorbancia en un rango de 

250 a 700 nm y se ve el corrimiento de la banda de Soret de la hemina libre, de 400 

nm a 412nm cuando BLS se encuentra unida a hemina. 

nm 

Abs.  
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Para evaluar si la renaturalización de BLS-OMP31 se veía favorecida por la 

unión a hemina, planeamos utilizar un protocolo de desnaturalización-renaturalización 

sencillo con BLS-OMP31 unida a hemina.   

Cuando la solución de hemina se mezcló con BLS-OMP31 se formó un 

precipitado. La muestra fue centrifugada y se le midió absorbancia al sobrenadante. 

En el espectro de absorción pudimos ver que no se produjo el corrimiento esperado en 

el pico de hemina, el pico de BLS-OMP31 desapareció y el pico de hemina libre a 400 

nm disminuyó (figura 16). Por lo tanto, la unión de BLS-OMP31 a hemina produjo un 

precipitado insoluble que llevó a la pérdida total de la proteína y a una disminución 

notoria de hemina libre en solución que estaba en exceso.  
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Figura 16. Espectros de absorción de la hemina en solución (azul), de BLS-OMP31 
(negro) y del sobrenadante obtenido por centrifugación de la mezcla hemina-BLS-OMP31 
(celeste).   

Paralelamente a estos experimentos, el grupo del Dr. Pablo Baldi, encontró que 

la proteína de membrana de Brucella spp. OMP31 tiene homología con proteínas de 

unión a hemina de Bartonella spp. y que efectivamente se une a hemina (Delpino, M. 

V. et al. 2006). Para demostrar esto hicieron ensayos de inhibición en los cuales 

utilizaban un suero contra BLS-OMP31. En las muestras incubadas con este suero, la 

unión de la proteína OMP31 (en realidad de la bacteria lisada que expresa OMP31 en 

su superficie) se vio disminuida. Con estos resultados es claro que los 27 aa que 

forman el péptido OMP31 participan en la interacción con la hemina. Por lo tanto, 

podemos suponer que la interacción de BLS con hemina sumada a esta interacción 

del péptido OMP31 con hemina y además la tendencia propia de la hemina a formar 

dímeros, estaría formando una red compleja que hace que este complejo favorezca la 

precipitación y no se mantenga en un estado soluble. 
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De esta manera la utilización de hemina como aditivo para mejorar el 

rendimiento en la obtención de proteínas mixtas también fue descartada.  

Obtención de proteínas mixtas por d esnaturalización   

El protocolo para la obtención de proteínas mixtas que utilizamos finalmente 

por ser el de mejor rendimiento es mostrado en la figura 17.    

Figura 17. Esquema del protocolo de obtención de proteínas mixtas.   

De esta manera, mezclando las dos proteínas en una proporción W22F: BLS-

OMP31 9:1 y siguiendo el protocolo descrito en la figura 17, se obtiene una mezcla 

heterogénea de proteínas mixtas.       

Diálisis contra PBS

Recuperamos la muestra y hacemos dilución  
por goteo lento hasta 3 M urea. 

Diálisis contra 8 M urea.

Diálisis contra 4 M GdnHCl de  
W22F y de BLS-OMP31 juntas 

( relación 9:1) 
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Figur a 18. A. Perfiles de elución de las corridas de W22F (azul), BLS-OMP31 (celeste) y 
mezcla de proteína mixtas (negro). En el perfil de proteínas mixtas se colectaron las 
fracciones F1 (hombro izquierdo), F2 (pico) y F3 (ladera derecha) para ser analizadas 
posteriormente. B. gel desnaturalizante de poliacrilamida de las fracciones obtenidas en la 
purificación.   

Como se ve claramente en la figura 18, en este tipo de proteína mixta la 

separación de las especies es menos eficiente, las proteínas eluyen como un solo pico 

con hombros y es necesario un análisis detallado de las fracciones para poder 

identificar las poblaciones con certeza. 

Los rendimientos que finalmente obtuvimos en este proceso se muestran en la 

tabla 4.  

Tabla 4. Rendimientos del proceso de obtención de proteínas mixtas por desnaturalización.  

  

Rendimientos  

  

Refolding  
(Prot. Total)  

Proteína purificada 
(total)  

Proteína mixta 
purificada  

87% 39% 12% 

 

F1

F2 

F3 

A. 

B. 

 

F1             F2             F3  

30    

20   
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El rendimiento final de proteína mixta 9:1 obtenida fue del 12 %, que fue el 

mejor rendimiento que pudimos obtener después de estudiar en detalle distintos 

protocolos de replegamiento.  

Las fracciones colectadas durante la purificación fueron analizadas por 

fluorescencia para terminar de identificar y caracterizar las distintas poblaciones.  
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4.2.3. Análisis de las distintas poblaciones.    

Una vez colectadas las fracciones de las purificaciones de las proteínas mixtas 

por disociación y por desnaturalización, estas fueron analizadas por fluorescencia 

intrínseca del triptofano (figura 19).  

A.  

B. 

Figura 19. Porcentaje de fluorescencia de las proteínas originales, W22F y BLS-OMP31 y 
de las fracciones colectadas durante la separación de las proteínas mixtas obtenidas por 
disociación (A) o por desnaturalización (B).  
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Para el análisis de las fracciones colectadas durante la separación de las 

especies obtenidas en el protocolo de proteína mixtas por disociación nos basamos en 

la ausencia de fluorescencia de los monómeros que provienen de la mutante W22F.  

Como mostramos en las figuras 13 y 14, en el perfil de elución hay un sólo pico 

que corresponde a proteína mixta, el análisis por fluorescencia muestra claramente 

que este pico tiene una intensidad de fluorescencia del 55 % con respecto a la 

intensidad de fluorescencia emitida por BLS-OMP31 que tomamos como el 100 %. La 

fracción 1 tiene una intensidad de fluorescencia muy baja y correspondería a la 

proteína mayoritariamente W22F reasociada y la fracción 3 tiene un 79 % de 

fluorescencia y correspondería mayoritariamente a la proteína BLS-OMP31 

reasociada. Como los picos 2 y 3 eluyen en concentraciones de NaCl muy parecidas, 

el pico 3 seguramente no está del todo puro y por eso no emite el 100 % de 

fluorescencia como esperábamos para esta fracción.  

En el caso de las fracciones obtenidas para las proteínas mixtas por 

desnaturalización el análisis es más complejo porque las proteínas obtenidas eluyen 

como un sólo pico con hombros. La fracción 1 corresponde al hombro izquierdo del 

pico, tiene una intensidad de fluorescencia casi nula igual que W22F. La fracción 2 fue 

colectada en el máximo del pico, tiene un 11 % de fluorescencia y correspondería 

mayoritariamente a la proteína mixta W22F:BLS-OMP31 9:1 que queremos obtener. Y 

por último la fracción 3 fue colectada en la ladera derecha del pico, tiene una 

fluorescencia del 34 % y correspondería a la proteína mixta W22F:BLS-OMP31 7:3. 

Este es un análisis cualitativo para poder identificar las fracciones, pero dado que la 

separación en este caso no es tan buena podría haber una mezcla de poblaciones en 

la fracciones. El análisis de la fracción 2 corresponde a la proteína mixta 9:1 pero 

podría estar levemente contaminada con proteína mixta 8:2. De la misma manera la 

fracción 3, corresponde a la proteína mixta 7:3 pero podría estar contaminada por las 

proteínas mixtas de proporción 8:2 y en menor medida 6:4. A pesar de tener cierta 

heterogeneidad decidimos seguir adelante con la fracción 2 (proteína mixta 9:1), ya 

que consideramos que la contaminación es despreciable en esta fracción por haber 

sido colectada en el máximo del pico y no influiría en los resultados.  

Luego de este análisis y de tener purificadas e identificadas las proteínas 

mixtas 5:5 y 9:1 hicimos ensayos de inmunización      
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4.2.4. Inmunizaciones.   

Primer plan de inmunización.    

En este experimento queremos estudiar varios aspectos. Por un lado, que 

efecto tiene en la respuesta inmune presentar el péptido en distintos números de 

copias por molécula transportadora, que es uno de los objetivos principales de esta 

parte de la tesis. Además queremos comparar que efecto produce la utilización o no 

de adyuvante en las respuestas humorales. Para alcanzar estos objetivos nos 

planteamos el siguiente esquema de inmunización. 

El plan de inmunización fue de 4 inmunizaciones, que se administraron por vía 

intraperitoneal cada 20 días y sangramos los ratones 1 semana después de la tercera 

y cuarta inmunización. Se inmunizaron 6 ratones BALB/c hembras por grupo:  

Grupo I: BLS-OMP31. 

Grupo II: BLS + Péptido OMP31. 

Con adyuvante Grupo III: W22F. 

Grupo IV: W22F:BLS-OMP31 9:1. 

Grupo V: W22F:BLS-OMP31 5:5.   

Grupo VI: BLS-OMP31. 

Grupo VII: BLS + Péptido OMP31. 

Sin adyuvante  Grupo VIII: W22F. 

Grupo IX: W22F:BLS-OMP31 9:1. 

Grupo X: W22F:BLS-OMP31 5:5.   

Utilizamos un total de 10 grupos, ya que para cada proteína teníamos un grupo 

de 6 ratones inmunizados con proteína en PBS y otro grupo inmunizado con proteína 

en adyuvante incompleto de Freund.  

Para poder comparar los resultados obtenidos entre los grupos, igualamos en 

todos la cantidad de péptido con la que inmunizamos (tabla 5).     
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Tabla 5. Cantidad de péptido y de quimera (en gr) presentes en las preparaciones 
utilizadas en los grupos inmunizados.  

Grupo  Péptido por 
molécula BLS gr quimera

 
gr p éptido  

I 
(BLS-OMP31) 

10 10 1.5 

II 
(BLS + OMP31) 

- 10 1.5 

III 
(W22F) 

- 10 - 

IV 
(W22F-BLS-OMP31 9:1) 

1 88 1.5 

V 
(W22F-BLS-OMP31 5:5) 

5 19 1.5 

  

Los resultados obtenidos en los ELISAS de los sueros correspondientes al 

tercer y cuarto sangrado se muestran en la figura 20.  
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Figura 20. Respuesta humoral obtenida en ratones inmunizados con distintas 
preparaciones de proteínas según el grupo. Se muestra la densidad óptica a 490nm 
obtenida para cada grupo en los ensayos de ELISA, sensibilizando la placa con proteína 
OMP31 recombinante. Se muestran los grupos inmunizados con preparaciones en 
adyuvante incompleto de Freund (barras rosa) y en PBS (barras violetas). Los sueros 
correspondientes al tercer sangrado (A) y los correspondientes al cuarto sangrado (B) se 
utilizaron en una dilución 1/100. Tanto en la tercera como en la cuarta inmunización, sólo 
los grupos inmunizados con proteína mixta 5:5 y con BLS-OMP31 en adyuvante dieron 
diferencia significativa comparados con el control (p<0,0001 y p<0,0001 para BLS-OMP31 
cuarta inmunización).    

Si observamos las respuestas de los distintos grupos en las inmunizaciones en 

adyuvante incompleto de Freund (figura 20, barras color rosa) y en PBS (figura 20, 

barras color violeta), podemos ver que se obtiene una mejor respuesta en el caso de 

las inmunizaciones en adyuvante (como esperabamos). Pero lo más importante y lo 

que más nos interesa en este ensayo es que las diferencias entre grupos se hacen 
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más notorias en estas condiciones. Tanto en la tercera (figura 20 A) como en la cuarta 

inmunización (figura 20 B) la respuesta contra OMP31 cuando se inmuniza en PBS no 

es significativamente superior aun en el grupo BLS-OMP31 en el cual se están 

presentando 10 péptidos por molécula de BLS y no es posible ver diferencias 

significativas entre los grupos. Para poder evaluar si existen diferencias en las 

respuestas humorales de los grupos necesitamos un sistema lo suficientemente 

sensible.  

En la inmunización con adyuvante se observan más claramente las diferencias 

obtenidas en la respuesta humoral en los grupos inmunizados con proteínas mixtas 

(9:1 y 5:5) y con BLS-OMP31. En el grupo inmunizado con proteína mixta 9:1 la 

respuesta humoral contra OMP31 no es significativamente diferente a la obtenida para 

los grupos control. En cambio en el grupo inmunizado con proteína mixta 5:5 se puede 

ver que hay una mayor respuesta humoral contra el péptido y que a su vez es menor 

que la obtenida en el grupo inmunizado con BLS-OMP31 que presenta 10 péptidos por 

molécula de BLS. 

Debido a que todos los grupos de ratones fueron inmunizados con la misma 

cantidad de péptido OMP31, los resultados obtenidos demuestran que el sistema 

inmune responde en forma diferencial de acuerdo a la densidad de epitopes presentes 

en la molécula de BLS.   

Cuando diseñamos este experimento decidimos igualar la cantidad de péptido 

en todas las preparaciones utilizadas para inmunizar los ratones para independizarnos 

de esta variable y poder comparar los resultados obtenidos en los ELISAS. Pero de 

esta manera, los grupos IV (proteína mixta 9:1) y V (proteína mixta 5:5), tenían nueve 

veces más y el doble, respectivamente, de µgr de BLS, y podíamos pensar que el 

efecto que estábamos viendo era una respuesta del sistema inmune del ratón a una 

inmunización con mayor cantidad de proteína total. Está muy discutido el efecto que 

los anticuerpos neutralizantes generados contra el carrier tienen sobre la respuesta 

específica contra los epitopes transportados. En particular el de los anticuerpos 

neutralizantes maternos que se sabe que interfieren con la vacunación en infantes. 

Este fenómeno es llamado supresión del carrier

 

y sugiere que los anticuerpos 

generados contra el carrier inhiben el establecimiento de la respuesta inmune. Muchas 

de estas observaciones pueden ser atribuidas a la reducción de la replicación en 

vacunas de cepas atenuadas en presencia de anticuerpos neutralizantes maternos, 

que podría explicar la reducción de la eficacia en la vacunación (Albrecht, P. et al. 

1977; Bangham, C. R. 1986; Perkins, F. T. et al. 1959). Bajo estas condiciones, la 

supresión del carrier puede simplemente reflejar la neutralización de la replicación de 



Resultados  Capítulo I   

81

virus competentes. Si bien, en este caso parece bastante claro el efecto de los 

anticuerpos neutralizantes, el concepto de supresión del carrier se ha extendido a 

otras áreas. De hecho, hay grupos que se dedicaron a estudiar si la respuesta inmune 

específica contra el carrier puede interferir con la inducción de respuesta específica de 

células T contra los epitopes conjugados al carrier (Da Silva, D. M. et al. 2001; Ruedl, 

C. et al. 2005b).  

Por esta razón decidimos hacer un nuevo plan de inmunización en el cual 

además de igualar la cantidad de péptido, igualamos la cantidad de proteína 

transportadora en las preparaciones que se utilizaron para inmunizar cada grupo.  

Segundo plan de inmunización.    

En este plan de inmunización, utilizamos 5 ratones hembras BALB/c por grupo. 

Se hicieron cuatro inmunizaciones por vía intraperitoneal cada 20 días. Las muestras 

fueron preparadas en adyuvante incompleto de Freund. Como se detalla en la tabla 6, 

en todos los grupos utilizamos cantidades equimolares de péptido y de BLS.  

Tabla 6. Cantidad de péptido, de quimera y de BLS agregada (en gr)

 

y en las 
preparaciones de los grupos inmunizados.  

Grupo  Péptido por 
molécula BLS gr  quimera  gr p éptido  gr BLS wt

 

agregada  

I 
(BLS-OMP31) 

10 10 1,5 78 

II 
(BLS + OMP31) 

- 10 1,5 78 

III 
(W22F) - 10  78 

IV 
(W22F-BLS-OMP31 9:1) 

1 88 1,5  

V 
(W22F-BLS-OMP31 5:5) 

5 19 1,5 69 

   

Una semana después de la tercera y cuarta inmunización, se sangraron los 

ratones y los sueros se analizaron por ELISA. La proteína OMP31 recombinante se 

utilizó para sensibilizar la placa de ELISA. Los sueros se utilizaron en una dilución 

1/100.  
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Figura 21. Densidad óptica a 490 nm obtenida en los ensayos de ELISA de los sueros 
correspondientes a la tercera (amarillo) y cuarta (verde) inmunización. La proteína 
recombinante OMP31 fue utilizada para sensibilizar la placa y los sueros se usaron en una 
dilución 1/100. En ambas inmunizaciones, los grupos inmunizados con proteína mixta 5:5 y 
con BLS-OMP31 muestran una diferencia significativa comparados con los grupos control 
(p<0,001). El grupo inmunizado con proteína mixta 9:1, no muestra diferencia significativa 
con los controles.   

Como podemos ver en la figura 21 la tendencia que veíamos en la 

inmunización anterior se repite. El grupo inmunizado con proteína mixta 9:1 desarrolló 

una respuesta humoral contra OMP31 baja, comparable a los controles. Por otro lado, 

el grupo V inmunizado con la proteína mixta 5:5 muestra un nivel intermedio de 

reactividad contra OMP31 si lo comparamos con los controles y BLS-OMP31. La 

densidad óptica obtenida en los grupos I y V muestra diferencias significativas con los 

controles. 

Esta relación en la respuesta humoral entre BLS-OMP31 y las proteínas mixtas 

5:5 y 9:1, se mantiene tanto en la tercera como en la cuarta inmunización y se ve más 

claramente cuando graficamos la densidad óptica obtenida en los ELISAS en función 

del número de péptidos transportado por molécula de BLS (figura 22).  

*
*

*

*
*

*
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Figura 22. Relación entre respuesta humoral (densidad óptica a 490 nm) y número de 
epitopes transportados por molécula de BLS correspondiente a la tercera (A) y cuarta (B) 
inmunización.   

Como observamos en las figuras 22 A y B, las respuestas humorales 

obtenidas en los tres grupos guardan una relación lineal con el número de 

epitopes transportados por BLS. 
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5. Conclusiones del  capí tulo I .   

Los resultados obtenidos en este primer capítulo nos demuestran la enorme 

versatilidad de BLS en su uso como proteína transportadora de péptidos.  

Hemos demostrado que BLS es capaz de transportar distintos péptidos sin que 

se altere su estructura secundaria y que es posible obtener respuesta humoral contra 

los péptidos transportados mediante esta tecnología. La intensidad de esta respuesta 

humoral va a estar dada principalmente por la naturaleza del péptido y por las 

condiciones de inmunización. Así, OMP31 fue, de los péptidos estudiados, con el que 

se obtuvo mejor respuesta humoral. Pero en todos los casos se obtuvo una mejor 

respuesta humoral que la obtenida en inmunizaciones con los péptidos solos según la 

bibliografía consultada.  

Se pudo utilizar exitosamente a BLS para presentar dos péptidos en una misma 

molécula de proteína transportadora y en los ensayos de inmunización con ratones se 

obtuvo respuesta humoral contra ambos péptidos. Estos resultados abren una 

posibilidad muy interesante en el campo de las vacunas polivalentes o en terapias que 

requieran el uso simultáneo de varios péptidos.  

Por otro lado y poniendo nuestro objetivo en un estudio de inmunogenicidad 

más detallado del modelo de BLS, estudiamos como la distribución y repetitividad de 

OMP31 en la estructura de BLS influye en la inmunogenicidad contra el péptido. 

Pudimos ver como, en semejanza con resultados obtenidos en otros modelos como 

las VLPs, el nivel de respuesta humoral obtenida contra el epitope es directamente 

proporcional al grado de repetitividad del mismo en la molécula de BLS.  

Estos resultados también nos muestran las limitaciones de este modelo. 

Cuando la proteína transportadora presenta sólo 5 péptidos (en una de sus caras), es 

necesario hacer varias inmunizaciones con adyuvante para obtener una buena 

respuesta.  

Además, en principio y por lo observado en los ensayos con este péptido, este 

carrier es muy buen candidato para ser utilizado en vacunación de péptidos mixta pero 

no sería posible utilizar más de dos péptidos por molécula de BLS, ya que sería 

necesaria una densidad de epitopes de 5 péptidos para obtener una respuesta 

considerable. De todas maneras, esta afirmación es posible hacerla en el contexto de 

esta tesis, en la cual se estudio a BLS como transportadora de un péptido, pero es 

muy probable que si estudiamos lo mismo cuando BLS transporta a una proteína o 

dominio proteico los resultados podrían ser diferentes.  

Es claro que BLS no produce un efecto adyuvante sobre los péptidos, dado que 

los grupos inmunizados con BLS más péptido OMP31 no fusionado no presentaron 
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una respuesta humoral significativamente mayor que los controles negativos. Pero si 

podemos afirmar de acuerdo a estos resultados que BLS produce un efecto carrier 

sobre los péptidos permitiendo aumentar en forma considerable la respuesta inmune 

que se obtiene cuando los péptidos se encuentran fusionados a BLS.  
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Capítulo II 
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En nuestro grupo se estudiaron en detalle los equilibrios de disociación y 

desnaturalización de BLS, y también se estudiaron extensamente diversos aspectos 

estructurales. Para realizar distintos experimentos y con el objetivo de estudiar la 

estructura y la estabilidad de BLS, se diseñaron un grupo de más de 20 mutantes 

puntuales. Con estas mutantes se pretendía estudiar como impactaba la sustitución de 

cada residuo en la estabilidad general de la proteína y en la interfaz entre pentámeros 

(Zylberman, V. 2006). 

Entre estas mutantes puntuales se identificaron dos en las cuales la estabilidad 

general de la proteína se vio modificada por la sustitución de estos residuos. 

Estas mutantes fueron: 

 

BLS-W22A-F127W 

 

BLS-L105A 

La doble mutante mostró tener una estabilidad mayor a la que mostraba BLS, y 

BLS-L105A una estabilidad mucho menor. Este modelo nos pareció muy interesante 

para estudiar como impactaba la diferencia de estabilidad de BLS en su capacidad de 

presentar péptidos y aumentar la inmunogenicidad contra los mismos. 

De este modo, decidimos obtener estas mismas mutaciones utilizando como 

molde a BLS-OMP31. Así podríamos estudiar como afectaban estas mutaciones a la 

estabilidad general y evaluar si en las mutantes que presentaban diferente estabilidad 

se podía observar alguna diferencia en la inmunogenicidad contra el péptido cuando 

se inmunizaban ratones con las mismas. 

Por otro lado, en el laboratorio se estaban estudiando lumazinas sintasas de 

otros organismos desde el punto de vista estructural (Klinke, S. 2007). Resultó muy 

interesante el análisis de la estructura de la lumazina sintasa (o RibH2) de 

Mesorhizobium loti, ya que ésta proteína a pesar de tener una estructura similar a 

BLS, tiene diferencias notables en los contactos de la interfaz entre pentámeros, lo 

que hacía pensar que esta lumazina tendría una estabilidad reducida con respecto a 

BLS. Decidimos estudiar estas posibles diferencias de estabilidad y de encontrarlas, 

evaluar si influyen en la inmunogenicidad contra las proteínas. 

De esta manera, los objetivos puntuales de esta parte de la tesis fueron: 

 

Obtener las mutantes de BLS-OMP31, expresarlas y purificarlas. 

 

Caracterizar y estudiar la estabilidad de las mutantes. 

 

Inmunizar ratones y evaluar la inmunogenicidad contra OMP31. 

 

Estudiar la estabilidad de la lumazina sintasa de Mesorhizobium loti y 

compararla con la de BLS. 
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Inmunizar ratones con ambas proteínas y comparar la respuesta 

humoral contra las proteínas. 
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6. Mutantes de BLS OMP31.   

6.1. Obtención de mutantes de BLS -OMP31.  

Para obtener las mutantes de BLS-OMP31 utilizamos una estrategia de 3 

reacciones de PCR consecutivas. En la PCR 1, se utilizó como molde BLS-OMP31 y 

los primers utilizados fueron el primer universal T7t y un primer conteniendo la 

mutación que queremos obtener. El producto de esta PCR es un megaprimer. 

En la PCR 2 se utiliza como molde BLS-OMP31, y como primers, el 

megaprimer obtenido en la primera reacción y el primer universal T7. De esta manera, 

el producto obtenido es la mutante de BLS-OMP31 que deseamos. 

La PCR 3 tiene como fin aumentar la masa de mutante obtenida en el paso 

anterior. El molde es el producto de la reacción anterior y los primers son T7 y T7t, 

figura 23.   

Figura 23.  Esquema simplificado de las tres reacciones de PCR utilizadas para obtener la 
mutante.  

Este producto final es purificado y secuenciado para verificar que la mutación 

este en el lugar correcto y no haya otro tipo de problemas de secuencia. 

De esta manera obtenemos las mutantes: 

BLS-OMP31-W22A-F127W 

BLS-OMP31-L105A 

PCR1

PCR2

PCR3

Producto: Megaprimer conteniendo la mutación. 

BLS-OMP31 

T7t

Primer 1

BLS-OMP31 

T7

Megaprimer

BLS-OMP31 mutante 

T7

T7t

Producto: BLS-OMP31 mutante. 

Producto: BLS-OMP31 mutante. 
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En el caso de la doble mutante los tres pasos de PCR se repiten por cada 

mutación con los primers adecuados para obtener el megaprimer con la mutación 

deseada. La secuencia de estos primers y los detalles de las reacciones se explican 

en materiales y métodos. 

Luego de verificar las secuencias de las mutantes, estas construcciones se 

utilizan para transformar bacterias y para expresar las proteínas.  

6.2. Expresión y purificación.   

Los pasos de expresión y purificación son iguales a los explicados para las 

quimeras de BLS en el capítulo I de resultados. 

Luego de la lisis bacteriana, las mutantes fueron obtenidas del citoplasma de 

las bacterias y se obtuvo un buen rendimiento en las purificaciones (90 mgr/litro de 

cultivo) muy similar al obtenido para BLS-OMP31.  

6.3. Mutantes de BLS y BLS -OMP31: análisis estructural.    

Los residuos a mutagenizar elegidos para BLS se encuentran en posiciones 

claves que podrían afectar la estabilidad global de la proteína. En el caso de la 

mutante BLS-W22A-F127W la fenilalanina 127 esta comprometida en un alto número 

de contactos. Esta fenilalanina realiza contactos intramonoméricos con 3 residuos 

diferentes, contactos con el monómero contiguo y con un monómero del pentámero 

enfrentado (estos contactos se repiten para cada subunidad de BLS) (figura 24).   
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Figura 24. Ubicación de las fenilalaninas 127 en la estructura tridimensional de BLS-
OMP31-W22A-F127W. Los monómeros se esquematizan en diferente color y los 
residuos de fenilalanina 127 en color gris.  

Por la posición en la que se encuentra dentro de la proteína, la fenilalanina 127 

podría quedar expuesta al solvente durante el desplegamiento de la proteína. Esta 

doble mutante se hizo con el fin de tener una mutante adecuada para poder sensar 

mediante fluorescencia la disociación de los pentámeros, que hasta ese momento sólo 

se había podido estudiar mediante la técnica de static ight scattering (Zylberman, V. et 

al. 2004). El triptofano natural de la proteína se mutagenizó con el fin de que no 

hubiera señales de interferencia cuando se monitoreara la disociación. De esta 

manera se obtuvo esta doble mutante y se monitoreo la señal de fluorescencia y de 

dicroísmo circular en el UV cercano en concentraciones crecientes de cloruro de 

guanidinio. Ambas curvas son prácticamente superponibles y permiten visualizar dos 

transiciones, la primera entre 1,5 y 2,2 M, que corresponde a la disociación del 

decámero en dos pentámeros plegados, y la segunda entre 2,2 y 2,5 M de GdnHCl, 

correspondiente a la disociación y desnaturalización concertadas del pentámero a 

monómeros desplegados. Por lo tanto, por primera vez se pudo sensar por primera 

vez la disociación de los pentámeros mediante estas técnicas figura 25 (Ainciart, N. et 

al. 2011) 
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Figura 25.  Disociación de BLS-W22A-F127W en GdnHCl monitoreada por fluorescencia y 
por dicroísmo circular en el UV cercano, en el gráfico se muestra el centro de masa, CM ( ) 
y el dicroísmo circular, DC ( ) en función del aumento de la concentración de cloruro de 
guanidinio. (Figura extraída de (Ainciart, N. et al. 2011))  

Además de su utilidad en estudios estructurales, durante su caracterización 

esta mutante resultó tener una estabilidad mayor que BLS. Los valores de G de 

desnaturalización y de Tm para BLS son de 320 ± 22 kJ/mol y 89 °C respectivamente, 

mientras que los valores calculados para esta mutante son, G de desnaturalización 

de 343 ± 25 kJ/mol y Tm de 95 °C. Por este motivo decidimos gener ar estas mismas 

mutaciones en BLS-OMP31 y estudiar su estabilidad y como afecta esto la 

inmunogenicidad contra OMP31.   

Por otro lado, el residuo L105 está implicado sólo en interacciones entre 

monómeros de un mismo pentámero y se diseño con la idea de reducir el área de 

contacto entre monómeros, como mostramos en la figura 26.    
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Figura 26.  Ubicación de las leucinas 105 en la estructura tridimensional de BLS-OMP31-
L105A. A. Vista lateral. B. Vista superior. Los monómeros están representados en distinto 
color y los residuos de leucina están representados como esferas.   

La mutante BLS-L105A mostró una estabilidad muy reducida con respecto a 

BLS WT, con una Tm 13 °C menor

 

y un valor de G de desnaturalización de 200 ± 19 

kJ/mol. Esta mutante mostró inclusive ser más sensible a degradación por tripsina que 

BLS (Zylberman, V. 2006). Decidimos, entonces, estudiar esta mutación también en 

BLS-OMP31 y estudiar su estabilidad y la inmunogenicidad contra el péptido.  

6.4. Análisis de las mutantes de BLS -OMP31 en estado nativo.   

Una vez obtenidas las mutantes de BLS-OMP31, decidimos estudiar su 

estructura secundaria a fin de analizar si las mutaciones introducidas alteran la 

estructura de las proteínas. 

Mediante el análisis de los espectros de dicroísmo circular en el UV lejano de 

las proteínas evaluamos la estructura secundaria. Podemos ver en la figura 27 que los 

espectros de BLS-OMP31 y las mutantes prácticamente se superponen totalmente. 

Muestran un espectro característico de un plegamiento predominantemente de hélices 

alfa idéntico al que muestran los espectros de BLS, por lo tanto la estructura 

secundaria de las mutantes se encuentra intacta. 

A. B. 
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Figura 27. Espectros de dicroísmo circular en el UV lejano de BLS-OMP31 (negro), BLS-
OMP31-W22A-F127W (rosa) y BLS-OMP31-L105A (violeta). Las proteínas se utilizaron en 
una concentración 10 µM de monómero en buffer PBS, pH 7.  

6.5. Estabilidad t ermodinámica de las mutantes.   

En trabajos anteriores del laboratorio (Zylberman, V. et al. 2004) se mostró que 

se puede monitorear, por medio de la señal de dicroísmo circular a 222 nm, la 

disociación y desnaturalización del dímero de pentámero de BLS a monómeros 

desplegados en un rango de 2,3 3 M de cloruro de guanidinio (GdnHCl). En el estudio 

detallado de BLS-OMP31 comprobamos que tiene un comportamiento similar (datos 

no publicados). Queremos evaluar si estas mutantes tienen diferente estabilidad con 

respecto a BLS-OMP31, como ocurre con las mutantes de estabilidad de BLS 

(Zylberman, V. 2006). 

Para este fin medimos la señal de dicroísmo circular en el UV lejano de BLS-

OMP31 y las mutantes incubadas en concentraciones crecientes de GdnHCl a fin de 

evaluar si existe diferencia en los equilibrios de desnaturalización de las proteínas. 

En este análisis decidimos agregar la mutante BLS-OMP31-F127W que 

obtuvimos como primer producto en el proceso de mutagénesis de la doble mutante. 

Para esta mutante en BLS se obtuvieron resultados preliminares que indicaban que 

también tenía diferencias de estabilidad con respecto a BLS pero no fue caracterizada 

en detalle. 

Las proteínas en una concentración de 10 µM (de monómero) fueron 

incubadas en un buffer PBS en concentraciones crecientes de GdnHCl durante 2-3 h. 

a temperatura ambiente. A todas las soluciones utilizadas fue necesario agregarles 

inhibidores de proteasas ya que OMP31 es susceptible a degradación. Luego de la 

incubación, para todas las muestras medimos un espectro de dicroísmo circular en el 
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UV lejano (200-260 nm) y graficamos el porcentaje de la señal a 222 nm en función del 

incremento de la concentración de GdnHCl para poder monitorear el cambio de señal 

que refleja cambios que se producen en la estructura secundaria (figura 28).  

0 1 2 3 4 5
0

20

40

60

80

100

120

[Cloruro de guanidinio]

%
 C

D
 2

22
nm

 

Figura 28. Porcentaje de señal de dicroísmo circular a 222 nm en función del incremento de 
la concentración molar de cloruro de guanidinio (GdnHCl) de BLS-OMP31 (triángulo negro), 
BLS-OMP31-W22A-F127W (cuadrado rosa) y BLS-OMP31-L105A (circulo violeta), BLS-
OMP31-F127W (estrella celeste).  

Podemos ver que para BLS-OMP31 la transición se produce en un rango de 

2,20-3,00 M GdnHCl. En el caso de BLS-OMP31-W22A-F127W la transición ocurre en 

el mismo rango, para BLS-OMP31-F127W ocurre en un rango de 2,12-2,87 M GdnHCl 

y para BLS-OMP31-L105A el rango es 1,00-2,20 M GdnHCl. Esta última es la única 

mutante en la que se observa una diferencia de estabilidad notable con respecto a 

BLS-OMP31. 

En todos los casos se observa una única transición en la que hay una pérdida 

total de la estructura secundaria que se evidencia por la pérdida de señal de dicroísmo 

circular. Esto se correlaciona con una transición cooperativa en la cual las proteínas se 

desnaturalizan completamente en los rangos mencionados.  

Con el fin de evaluar otro parámetro de estabilidad, medimos la 

desnaturalización térmica de las proteínas. Para esto medimos la señal de dicroísmo 

circular de las proteínas a 222 nm incrementando la temperatura de la muestra en 4°C 

/ min. Las muestras se utilizaron a una concentración de 10 µM de monómero en 

buffer PBS con agregado de inhibidor de proteasas. De esta manera, pudimos obtener 

las temperaturas de melting aparente (Tma) de las proteínas y analizarlas. Como 

vemos en la figura 29 se repite la misma tendencia que en las curvas de 

desnaturalización por cloruro de guanidinio (figura 28). Se observa un corrimiento 

hacía menores temperaturas en la curva de BLS-OMP31-L105A y se observa muy 
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poca diferencia o una diferencia despreciable en la curva correspondiente a BLS-

OMP31-W22A-F127W y a BLS-OMP31-F127W.  
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Figura 29. Desnaturalización térmica medida por dicroísmo circular a 222 nm de BLS-
OMP31 (negro), BLS-OMP31-W22A-F127W (rosa), BLS-OMP31-L105A (violeta) y BLS-
OMP31-F127W (celeste). Las muestras se utilizaron en una concentración 10 µM de 
monómero y en buffer PBS con agregado de inhibidores de proteasas. Se graficó la señal 
de DC a 222 nm en función del incremento de temperatura. Se tomaron datos de 25 a 90 °C 
a una velocidad de 4°C/minuto. Se tomaron datos cada 0,5 °C y l a Tm se calculo como el 
punto intermedio de la transición.  

6.6. Análisi s termodinámico de las mutantes.   

A partir de las curvas de dicroísmo circular de las proteínas medidas a 222 nm 

en función del aumento de GdnHCl y de temperatura determinamos algunos valores 

termodinámicos (tabla 7).  

Tabla 7. Parámetros termodinámicos asociados al desplegamiento de BLS-OMP31 y las 
mutantes, calculados a partir de las curvas de desnaturalización por GdnHCl según se 
detalla en materiales y métodos.  

Proteína  G (Kj/mol) D50 (M) Tm (°C)  
BLS-OMP31 352±10 2,80 87,50 

BLS-OMP31-W22A-F127W 341±06 2,70 86,50 

BLS-OMP31-L105A 179±22 1,66 73,00 

BLS-OMP31-F127W 250±29 2,45 84,10 

 

El valor de D50 es una medida de la concentración media de GdnHCl necesaria 

para desnaturalizar el 50 % de las moléculas de una muestra y se calculó según lo que 

se explica en materiales y métodos. 
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A modo de ejemplo, en la figura 30 mostramos las curvas de dicroísmo circular 

y los gráficos de ajustes de datos y determinación del G de BLS-OMP31.  
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Figura 30. A.  Espectros de dicroísmo circular de BLS-OMP31 a diferentes concentraciones 
de GdnHCl, cada color corresponde a una concentración de GdnHCl diferente en un rango 
de concentraciones de 0 a 5 M de GdnHCl. B. Curva de dicroísmo circular a 222 nm en 
función de la concentración de GdnHCl de BLS-OMP31. C. Curva de regresión para el 
cálculo de G de la curva mostrada en B.

  

Analizando los parámetros termodinámicos calculados podemos arribar a 

algunas conclusiones en cuanto a las diferencias de estabilidad entre BLS-OMP31 y 

las mutantes. Obtuvimos una mutante con una estabilidad considerablemente menor, 

BLS-OMP31-L105A, que se evidencia claramente en los parámetros de G, D50 y Tm 

A. 

B. 

C. 
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calculados. BLS-OMP31-F127W mostró tener una estabilidad levemente inferior que 

BLS-OMP31 aunque no hay una diferencia de estabilidad tan marcada como para la 

mutante BLS-OMP31-L105A. Por el contrario, BLS-OMP31-W22A-F127W no resultó 

ser más estable que BLS-OMP31 como esperábamos por el comportamiento 

observado para la doble mutante de BLS. 

El próximo paso fue estudiar si las características encontradas en la estabilidad 

modificaban de alguna manera la respuesta humoral contra OMP31 cuando 

inmunizamos ratones con las distintas mutantes.  

6.7. Inmunizaciones.   

Inmunizamos ratones BALB/c hembras (5 por grupo) con 50 µgr de las 

proteínas por ratón en adyuvante incompleto de Freund. Se efectuaron un total de 4 

inmunizaciones, cada 20 días y se sangraron los ratones 1 semana después de la 

cuarta inmunización.  

Los grupos inmunizados fueron: 

Grupo I: BLS-OMP31. 

Grupo II: BLS-OMP31-L105A. 

Grupo III: BLS-OMP31-W22A-F127W. 

Grupo IV: BLS-OMP31-F127W.  

Los sueros de los ratones se testearon por ELISA. En la placa de ELISA se 

inmovilizó la proteína recombinante OMP31 para ver reactividad de los sueros contra 

el péptido OMP31 (o BLS para ver reactividad contra la proteína transportadora como 

control). 

Los títulos obtenidos contra OMP31r fueron semejantes en todos los grupos 

(no hubo diferencias significativas), de 30000 a 40000, figura 31. No observamos 

ningún efecto en los grupos inmunizados con quimeras de estabilidad reducida. 



Resultados  Capítulo II   

99

BLS-O
MP31

L1
05

A

F12
7W

W
22

A-F
12

7W

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

T
ítu

lo
 Ig

G
 

Figura 31. Títulos de los sueros de ratones inmunizados con BLS-OMP31 y las mutantes. 
Los ensayos de ELISA de los sueros correspondientes a la cuarta inmunización y se utilizó 
la proteína recombinante OMP31 para sensibilizar la placa. Los títulos de los cuatro grupos 
no dieron diferencias significativas (p>0,05).  

La respuesta humoral contra BLS fue similar en todos los grupos y los títulos 

obtenidos fueron de aproximadamente 1/75000. En el grupo inmunizado con BLS-

OMP31 notamos una respuesta levemente inferior tanto para OMP31r como para BLS 

comparado con los otros grupos, pero estas diferencias no son significativas cuando 

comparamos los grupos con un ANOVA a una vía (GraphPad Prism).    

*
* *

*
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7. Estudio de estabilidad  inmunogenicidad de las proteínas RibH2 de 

Brucella  spp. y de Mesorhizobium loti .  

7.1. Características de RibH2 de Mesorhizobium loti .   

Mesorhizobium loti

 

es una 2-proteobacteria que está filogenéticamente 

relacionada con Brucella.  

El género Mesorhizobium pertenece a la familia Phyllobacteriaceae dentro del 

orden Rhizobiales. Los miembros que lo conforman se destacan por ser bacterias de 

suelo que pueden hallarse en forma libre o bien como simbiontes fijadores de 

nitrógeno atmosférico en la raíz de plantas leguminosas, donde se localizan en 

pequeños órganos llamados nódulos radiculares. Existe una gran cantidad de 

microorganismos que son capaces de llevar a cabo este proceso, los cuales se 

conocen con el nombre general de rizobios . Estos incluyen a diversos géneros, 

además del ya señalado, entre los que se destacan Rhizobium, Azorhizobium, 

Allorhizobium y Bradyrhizobium (Gage, D. J. 2004). 

La fijación de nitrógeno, que corresponde a la reducción del mismo de su forma 

diatómica gaseosa al ion amonio, se da en estas bacterias a través de un proceso 

simbiótico llevado a cabo con leguminosas, un conjunto de plantas con flores 

perteneciente a la familia Fabaceae. El trébol, la arveja y la alfalfa son ejemplos 

cotidianos de las mismas. Por otro lado, la simbiosis resulta en un beneficio mutuo ya 

que la planta asimila el amonio producido por el microorganismo para fabricar 

aminoácidos, mientras que la bacteria recibe a cambio compuestos orgánicos que le 

sirven como fuente de carbono y de energía. 

La comunicación entre ambas especies para el establecimiento de una 

relación simbiótica exitosa ocurre por medio de compuestos químicos en la raíz de la 

planta. Brevemente, esta última secreta en forma continua flavonoides al exterior, que 

corresponden a compuestos fenólicos capaces de ser sensados por el rizobio. Ante su 

presencia, la bacteria libera un conjunto de oligosacáridos conocidos como factores 

Nod que originan en la planta una alteración del pelo radicular y la formación de un 

tubo de infección. Eventualmente, la bacteria es internalizada en este último donde se 

diferencia a bacteroide fijador de nitrógeno molecular (Perret, X. et al. 2000; Schultze, 

M. and Kondorosi, A. 1998; Spaink, H. P. 2002). 

Por lo general se observa una cierta especificidad entre el rizobio y el tipo de 

planta asociados. En este sentido M. loti, una de las especies más importantes del 
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género Mesorhizobium, se relaciona simbióticamente con leguminosas del género 

Lotus entre las que se destacan L. japonicus y L. corniculatus (Perret, X. et al. 2000). 

El genoma de la cepa MAFF303099 de M. loti que se encuentra secuenciado 

(Kaneko, 2000) codifica para una lumazina tipo 2 que es una proteína homóloga a la 

lumazina de Brucella spp. estudiada en nuestro grupo. Por lo tanto se estudiaron y 

compararon ciertas características de ambas proteínas, más aún teniendo en cuenta 

las grandes diferencias funcionales que existen entre estos dos géneros. 

El alineamiento de secuencia de las RibH2 de M. loti y Brucella muestra un 61 

% de identidad (figura 32, (Klinke, S. et al. 2007))  

 

Figura 32.  Alineamiento de secuencia de las RibH2 tipo II de Brucella spp. y M. loti. La 
estructura cristalográfica resuelta de RibH2 esta disponible en Protein Data Bank accesión 
codes 1DI0, 1T13 and 1XN1. (Figura extraída de (Klinke, S. 2007)).  

En el laboratorio se pudieron obtener cristales de RibH2 de M. loti unida al 

análogo del inhibidor de sustrato NRP. Estos cristales difractaron a una resolución de 

2,5 Å y se pudo resolver la estructura. Los estudios previos realizados por static light 

scattering anticiparon que esta proteína tiene una estructura decamérica, luego con la 

resolución de los cristales se confirmó que tiene una estructura de dímero de 

pentámero (Klinke, S. et al. 2007). Por lo tanto RibH2 de Brucella es la primer 

lumazina sintasa que tiene esta inusual estructura  y RibH2 de M. loti es la segunda.  

RibH2 de Brucella (o BLS) tiene una serie de contactos tipo stacking 

aromáticos entre los residuos pertenecientes a diferentes pentámeros en la interfaz de 

la proteína y creemos que esta es una de las razones por las que BLS es tan estable. 

En el análisis de la estructura se ven un total de 15 contactos: His 119-His 120 (5), His 

120-His 119 (5) e His 121a-His121a (5) (analizado en (Klinke, S. et al. 2005)). Por el 

contrario, RibH2 de M. loti presenta un residuo de asparagina en la posición 119 
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(posición 120 en Brucella), entonces se pierden 10 de las 15 interacciones. Sin 

embargo, esta proteína ha evolucionado para desarrollar una nueva solución 

estructural para aumentar su estabilidad: dos nuevos puentes salinos 

intrapentaméricos entre Arg 128 

 
Glu 132 y Glu 132 

 
Arg 128 , en cuatro de las 5 

cadenas, dando lugar a 8 contactos nuevos que conectan ambos pentámeros (figura 

33).   

  

Figura 33.  Contactos en las intefaces pentámero-pentámero de RibH2 de Brucella spp. (o 
BLS) (A) y de RibH2 de M. loti (B). Se representan los residuos de cada pentámero con 
colores diferentes. (Figura extraída de (Klinke, S. 2007)).  

Estas diferencias estructurales encontradas en ambas proteínas nos hacen 

suponer que existe una diferencia de estabilidad en los dímeros de pentámero (Klinke, 

S. 2007), por lo tanto RibH2 de M. loti es una buena candidata para estudiar su 

estabilidad, inmunogenicidad y compararla con RibH2 de Brucella spp.  

7.2. Clonado y expresión de RibH2 de Mesorhizobium loti .   

El gen de RibH2 de M. loti fue clonado en el laboratorio en el vector de 

expresión que utilizamos en todos los clonados, pET11a. El vector se transformó en la 

cepa de bacterias BL21 de Escherichia coli y la proteína fue expresada en las mismas 

condiciones que el resto de las proteínas expresadas en esta tesis. El peso molecular 

del monómero es de 17,2 kDa.   
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7.3. Purificación.   

Se utilizó el mismo protocolo de purificación que para el resto de las proteínas. 

Luego de la expresión la proteína se encontró tanto en la fracción citoplasmática como 

en cuerpos de inclusión. Se continuó con lo dos pasos de purificación (Q-Sepharosa y 

superdex 200) a partir de la fracción citoplasmática y se obtuvieron aproximadamente 

70 mgr de proteína pura por litro de cultivo.  

7.4 Análisis de estructura secundaria.   

Mediante dicroísmo circular en el UV lejano, estudiamos la estructura 

secundaria de ambas proteínas. Como mostramos en la figura 34 los espectros son 

prácticamente superponibles. Esto nos indica nuevamente que la estructura 

secundaría de ambas proteínas es la misma y que además están bien plegadas luego 

de la purificación. 
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Figura 34.  Espectro de DC en el UV lejano de RibH2 de M. loti (línea rosa) y de Brucella 
spp. (línea azul). Se grafican unidades arbitrarias de DC en función de la longitud de onda. 
Las proteínas se utilizaron iodoacetiladas y en buffer PBS en una concentración 10 µM de 
monómero.  

7.5. Análisis de estabilidad.    

Queríamos comprobar si existía una diferencia de estabilidad real entre ambas 

RibH2, de acuerdo a las características observadas en el análisis estructural. Para 

estudiar esta característica decidimos medir la estabilidad térmica de las proteínas y 

compararlas, ya que éste es un parámetro que podemos medir en forma sencilla y 

rápida y nos da una prueba directa de la estabilidad de ambas proteínas. De acuerdo a 
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lo que mostramos en la figura 35, RibH2 de M. loti tiene una temperatura de melting 

aparente bastante más baja que RibH2 de Brucella spp., en la curva de 

desplegamiento se puede ver el proceso de desnaturalización aunque también se ve 

agregación debido probablemente a los dos residuos de cisteína por monómero 

presentes en la secuencia. Entonces, como se pudo deducir a partir del análisis 

estructural hecho en el laboratorio (Klinke, S. et al. 2007), pudimos probar que RibH2 

de M. loti tiene una estabilidad marcadamente inferior comparada con la proteína de 

Brucella, ya que la transición comienza aproximadamente 20 °C antes. 
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Figura 35.  Curvas de desnaturalización térmica por DC a 222 nm de RibH2 de Brucella spp. 
(línea azul) y de RibH2 de M. loti (línea rosa). Se graficó el porcentaje de cambio de 
elipticidad molar a 222 nm en función del aumento de temperatura. Las muestras se 
utilizaron iodoacetiladas y en buffer PBS.  

7.6. Inmunización.    

Decidimos inmunizar ratones con ambas proteínas y evaluar si estas 

diferencias de estabilidad se ven reflejadas en la inmunogenicidad contra las 

proteínas, para evaluar si RibH2 de M .loti también es una buena candidata a ser 

utilizada como modelo de estudio de proteína transportadora o como plataforma para 

vacunas.  

Dos grupos de 10 ratones Balb/c fueron inmunizados con 10 µgrs de proteína 

en buffer PBS por única vez y fueron sangrados cada 15 días para evaluar la 

reactividad de los sueros. Se utilizaron estas condiciones de inmunización porque 

sabíamos que eran las adecuadas para poder medir respuesta contra RibH2 de 

Brucella spp.   

Grupo I: RibH2 de Brucella spp. sin adyuvante. 

Grupo II: RibH2 de M. loti sin adyuvante. 
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Figura 36. Cinética de la respuesta de IgG de los sueros obtenidos de los sangrados de 15, 
30, 45, 60 y 75 días post inmunización con RibH2 de M. loti (círculos azules) y de Brucella 
(cuadrado rosa) Diez ratones de cada grupo fueron inmunizados con 10 µgr en buffer PBS 
en una sola dosis y los sueros fueron obtenidos por sangrado retroorbital. El tiempo cero 
corresponde al día de la inmunización. Cada símbolo corresponde a la media ± en error 
medio estándar (SEM, en inglés)   

Como vemos en la figura 36, a los 30 días luego de la inmunización es cuando 

se observa la mayor diferencia entre los títulos de ambas proteínas, 1/360 para RibH2 

de M. loti y 1/ 1600 para RibH2 de Brucella. Pero luego de los 60 días la respuesta 

contra RibH2 de M. loti alcanza los mismos títulos que los obtenidos para RibH2 de 

Brucella, alcanzando valores levemente mayores a 1/1500. Ambas proteínas muestran 

una respuesta persistente en el tiempo, ya que luego de 75 días luego de la 

inmunización conservan títulos de 1/ 440 para RibH2 de M. loti y de 1/ 1100 para 

RibH2 de Brucella.  
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8. Conclusiones del capítulo II.   

Las mutantes de BLS-OMP31 nos permitieron estudiar su estabilidad por 

desnaturalización con GdnHCl y temperatura midiendo la señal de dicroísmo circular 

de las mismas, y evaluar la inmunogenicidad de OMP31 transportado por BLS cuando 

la proteína transportadora tiene la estabilidad disminuida. 

BLS-OMP31-L105A es la mutante de estabilidad más baja encontrada, pero 

aún tiene una estabilidad suficiente para que BLS siga siendo una proteína 

transportadora eficiente. Se podrían diseñar mutantes múltiples con el fin de encontrar 

una proteína de estabilidad aún menor pero en ese caso habría que verificar que estas 

mutaciones no modifiquen la estructura general y la identidad de la proteína.  

Mediante las inmunizaciones realizadas en ratones llegamos a la conclusión de 

que en el rango de estabilidades estudiadas no se ven diferencias en la 

inmunogenicidad contra el péptido OMP31.  

Por otro lado, evaluamos la estabilidad e inmunogenicidad de una lumazina 

sintasa de otro organismo con características estructurales muy similares a BLS. 

Pudimos comprobar que tal como habíamos sugerido luego del estudio estructural de 

la proteína, esta tiene una estabilidad térmica menor que BLS. Esta diferencia en las 

estabilidades de las proteínas no se refleja claramente en la inmunogenicidad contra 

las mismas a largo plazo. Sin embargo, treinta días postinmunización se observa una 

diferencia notable en los títulos contra las RibH2.   

Nuevamente nos encontramos con la evidencia de que una estabilidad térmica 

de 20 °C menor que la de BLS sigue dando a la proteína una notabl e estabilidad que 

nos hace pensar que RibH2 de M. loti sería una buena candidata para ser utilizada 

como proteína transportadora. 
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La inducción eficiente de células B y la generación de células B de memoria 

requieren dos señales, una primera señal mediada por los receptores B unidos al 

antígeno y una segunda señal que normalmente proveen las células T. Se ha 

postulado que el crosslinking de receptores de células B en ausencia de otras señales 

de células T, es suficiente para inducir la producción de anticuerpos. Los antígenos 

repetitivos pueden inducir este tipo de crosslinking, y así amplificar la señal y producir 

una fuerte respuesta inmune. Se sabe (como se explicó en Introducción) que muchas 

cápsides virales tienen un ordenamiento de epitopes repetitivo típico que produce este 

efecto y genera una rápida respuesta inmune. El sistema inmune de los mamíferos 

reacciona generando respuestas humorales elevadas contra epitopes que se 

encuentren altamente organizados. Se podría decir que el sistema inmune ha 

desarrollado la capacidad de reconocer este tipo de patrones y reaccionar contra los 

mismos a fin de defenderse contra una posible infección (Bachmann, M. F. et al. 1995; 

Bachmann, M. F. and Zinkernagel, R. M. 1996; Thyagarajan, R. et al. 2003). 

Existen trabajos en los que se ha evaluado la influencia de la densidad de epitopes 

en la respuesta de las células B, tanto en un sistema sintético de haptenos acoplados 

a polímeros (Dintzis, H. M. et al. 1976; Feldmann, M. and Easten, A. 1971; Feldmann, 

M. et al. 1975) como en un sistema natural que utiliza proteínas de superficie viral 

como las VLPs (Bachmann, M. F. et al. 1994a; Bachmann, M. F. et al. 1993; 

Bachmann, M. F. et al. 1994b; Jegerlehner, A. et al. 2002; Zinkernagel, R. M. et al. 

1997). Estos estudios determinaron que la densidad de un epitope en la molécula 

transportadora estaría jugando un rol esencial en la activación de células B. 

BLS tiene una estructura de homodecámero y es extremadamente estable. 

Utilizamos a BLS como proteína transportadora, generando fusiones en las que 

obtenemos una presentación repetitiva, de 10 péptidos por molécula de BLS. Esto 

genera un ordenamiento y una densidad local alta del epitope y permite una 

presentación ordenada similar a la observada en estos sistemas ya estudiados. 

La definición tradicional de proteína carrier o transportadora, es la de una proteína 

encargada de transportar iones, péptidos o moléculas más grandes a algún 

compartimiento celular, ya sea atravesando membranas facilitando la difusión 

(transporte pasivo) o por medio de un transporte activo. En el caso del uso de 

proteínas transportadoras como BLS, se adapta mejor una definición del tipo de carrier 

o transportador inmunológico, ya que la función principal de este tipo de proteínas no 

es transportar a una localización determinada sino aprovechar sus características de 

buen inmunógeno para generar respuesta inmune contra la molécula que transporta. 

BLS es un potente inductor de la respuesta humoral generada no sólo contra si 

misma sino también contra los péptidos o dominios proteicos foráneos que transporta. 
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En esta tesis estudiamos a BLS como proteína transportadora modelo y evaluamos 

como impactan en la inmunogenicidad del péptido transportado la densidad de 

epitopes en la molécula y la estabilidad de la proteína transportadora. 

La obtención de proteínas mixtas a partir de distintos tipos de quimeras nos 

permitió hacer ensayos de inmunogenicidad. La respuesta humoral obtenida para los 

grupos de ratones inmunizados con los distintos tipos de proteínas mixtas nos permitió 

explorar el efecto que tiene la exposición de diferentes densidades de epitopes en la 

inmunogenicidad contra el péptido OMP31. Estos experimentos dieron como resultado 

que en los grupos inmunizados con BLS transportando 5 péptidos OMP31 se observó 

una disminución del 50 % del valor densidad óptica (obtenida al medir anticuerpos IgG 

anti-OMP31) con respecto a los grupos inmunizados con BLS transportando 10 

péptidos. Comparando los tres grupos de proteínas mixtas vemos que existe una 

relación lineal en la respuesta obtenida en ratones inmunizados con 1, 5 o 10 péptidos 

OMP31 por molécula de BLS (Figura 22 capítulo I de resultados, página 83). 

Esta es una conclusión similar a la que arribó hace algunos años el grupo de 

Martin Bachmman mediante sus estudios con VLPs (Nieba, L. and Bachmann, M. F. 

2000), en los cuales pudo establecer que la respuesta de células B aumenta en 

relación lineal con la organización molecular de los epitopes (figura I-12, introducción 

página 38). 

En los diferentes experimentos de inmunización con proteínas mixtas, 

demostramos que las diferencias en la respuesta humoral contra el péptido OMP31 se 

deben exclusivamente a la densidad de epitopes expuestos en la estructura 

tridimensional de BLS. Es claro que BLS no genera un efecto adyuvante contra el 

péptido ya que los grupos inmunizados con BLS mezclado con OMP31 (sin estar 

fusionado) desarrollan una respuesta humoral muy baja, que no fue significativamente 

mayor que los controles. 

Por otro lado (como comentamos en resultados) un concepto bastante frecuente 

en el área de desarrollo de vacunas es el de supresión del carrier . Este concepto se 

define como la inhibición en el establecimiento de la respuesta inmune contra el 

epitope acoplado a un carrier, debido a la presencia de anticuerpos contra el mismo 

carrier. Este concepto, si bien parece explicar el caso de inhibición en la vacunación 

con cepas de virus atenuados en infantes, que cuentan con los anticuerpos 

neutralizantes maternos, no es tan claro en el uso de proteínas transportadoras como 

las VLPs. Si bien el concepto de supresión del carrier no alcanza a todas las proteínas 

utilizadas como carrier o transportadoras, a muchas de las cuales no han sido 

expuestos los individuos vacunados, es un concepto que se ha extendido en el campo 

de la investigación de vacunas. Siguiendo esta línea de trabajo, Ruedl y colaboradores 
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estudiaron cómo afectan los anticuerpos producidos por un carrier basado en el core 

antigénico del virus de la hepatitis B (HBcAg) fusionado a distinto número de epitopes 

de LCMV (lymphocytic chorio-meningitis virus, en inglés). Como este carrier no está 

involucrado en las interacciones virus 

 
receptor y no es un target de los anticuerpos 

neutralizantes, era una buena estrategia para estudiar la influencia de los anticuerpos 

específicos anti VLPs sin la interferencia de las interacciones virus 

 
hospedador. Este 

grupo estudió a estas VLPs fusionadas a péptidos asociados a presentación en MHC 

de clase I o de clase II. Para ambos tipos de péptidos la respuesta humoral contra los 

mismos no se vio afectada por la presencia de anticuerpos específicos contra el 

carrier, y la presentación antigénica en células dendríticas no se modificó por la 

presencia de anticuerpos anti VLPs (Ruedl, C. et al. 2005a). 

En el caso de nuestro modelo de proteína transportadora demostramos que no 

existe un efecto de supresión del carrier , ya que en el segundo diseño de 

experimentos de inmunización igualamos la cantidad de BLS utilizada en todos los 

grupos y la tendencia de las respuestas humorales no se modificó y sigue 

manteniéndose una relación lineal entre densidad de epitopes y respuesta humoral. 

Por lo tanto, esta es una de las características que hace de BLS una buena opción 

para ser utilizada como proteína transportadora en una plataforma para el desarrollo 

de vacunas. BLS es una excelente proteína transportadora que permite un 

ordenamiento y concentración local de los péptidos que favorece la respuesta humoral 

contra los mismos, es decir que induce un efecto carrier que aumenta la 

inmunogenicidad contra los péptidos transportados. Este trabajo extiende entonces, 

las conclusiones aportadas por el grupo de Martin Bachmann (que utilizó estructuras 

proteicas naturales de virus) a un sistema de diseño e ingeniería de vacunas con 

antígenos foráneos como es la plataforma de BLS. Este concepto es de gran 

importancia para el desarrollo de vacunas.  

Sin duda, como hemos expuesto hasta aquí, una de las claves de la eficiencia de 

BLS como proteína transportadora y como inductora de la respuesta humoral contra 

los péptidos que transporta es su alta inmunogenicidad intrínseca y su estructura 

repetitiva que posibilita la presentación ordenada de epitopes. 

En este trabajo de tesis también hemos explorado e intentado establecer cuál es la 

importancia de que BLS tenga una alta estabilidad estructural para su función como 

carrier de péptidos foráneos. Desde hace tiempo se discute si la persistencia de la 

respuesta inmune contra antígenos se debe exclusivamente a la presencia de células 

de memoria o si existen reservorios de antígeno en algún compartimento sub-celular o 

en la superficie celular (Bachmann, M. F. et al. 1997; Storni, T. et al. 2003; 
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Zinkernagel, R. M. et al. 1997). Nos preguntamos si la elevada y persistente respuesta 

humoral intrínseca de BLS está relacionada con su inusual alta estabilidad, y si, por 

otro lado, esta característica permite que haya un reservorio de proteína y que persista 

por más tiempo en circulación y esto favorezca una respuesta humoral alta y 

prolongada en el tiempo. Aún hoy, a pesar de los numerosos estudios sobre el tema, 

no está claro cuáles son las características que hacen a una proteína un buen 

inmunógeno y que cumpla con los requisitos para generar una respuesta inmune 

robusta y protectiva. 

Se sabe que mientras los anticuerpos reconocen antígenos intactos, los linfocitos T 

reconocen péptidos cortos presentados por moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad para inducir respuestas antígeno específicas a proteínas extrañas 

y tolerancia a proteínas propias. Los péptidos generados por proteólisis lisosomal se 

unen a moléculas del MHC de clase II, que están disponibles en la superficie de 

células presentadoras de antígenos como los macrófagos, las células dendríticas y las 

células B. Delamarre y colaboradores estudiaron el contenido de proteasas 

lisosomales en distintos preparados de macrófagos y células dendríticas. En todos los 

casos pudieron observar que el contenido de estas proteasas en macrófagos siempre 

es mayor que en células dendríticas. Además, mediante diferentes vías de 

inmunización y utilizando distintas proteínas observaron que la vida media de las 

proteínas siempre es mayor en células dendríticas que en macrófagos. En células 

dendríticas aún a las 28 horas post inmunización se encontraba proteína, mientras que 

en macrófagos la misma había sido totalmente degradada. Este grupo concluye que 

independientemente de la vía de inmunización, o de la habilidad de otras células 

presentadoras para internalizar el antígeno, hay una supervivencia selectiva a largo 

plazo de los antígenos en las células dendríticas que podría ser responsable de la 

permanencia de los antígenos en órganos linfoides secundarios. El limitado potencial 

proteolítico de las células dendríticas podría mejorar su habilidad para diseminar 

antígenos a través del sistema inmune minimizando la destrucción de los antígenos 

internalizados (Delamarre, L. et al. 2005). 

La capacidad de las células presentadoras de antígeno de generar complejos 

péptido-MHC es esencial para iniciar la respuesta inmune (Banchereau, J. and 

Steinman, R. M. 1998; Germain, R. N. 1994). Aunque la interacción entre péptidos y 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y la capacidad del 

repertorio de células T de generar receptores antigénicos específicos han sido 

extensamente estudiados, continúa siendo difícil predecir los determinantes 

antigénicos de una proteína (Garcia, K. C. and Adams, E. J. 2005; Lovitch, S. B. and 

Unanue, E. R. 2005). Como consecuencia, se sabe muy poco sobre las diferencias en 
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la inmunogenicidad de distintos antígenos proteicos y por lo tanto, los enfoques que se 

abordan para inducir inmunidad antígeno específica son sólo empíricos (Benjamin, D. 

C. et al. 1984; Sela, M. and Pecht, I. 1996). 

En nuestro grupo hemos demostrado que BLS activa células dendríticas a través 

de TLR4 (toll-like receptor 4, en inglés) (Berguer, P. M. et al. 2006). Las células 

dendríticas son células presentadoras de antígenos especializadas, cuya función es 

esencial para el inicio y la regulación de la respuesta inmune. Seguramente la 

capacidad de BLS de activar células dendríticas es una de las razones de que esta 

proteína genere una alta y persistente respuesta inmune. En este contexto, creemos 

que la elevada estabilidad y resistencia a proteasas de BLS (figura 37) contribuye a 

que la proteína permanezca por más tiempo en ganglios linfoides y en circulación. La 

mutante de BLS, L105A, mostró tener una estabilidad térmica reducida (una Tm 13 °C 

menor que BLS) y también mostró ser más sensible a proteasas.  

  

Figura 37. Proteólisis limitada de WT (BLS) y L105A (mutante de BLS). Una muestra de 
BLS, BLS-L105A ó BSA fue incubada con tripsina a 37 ºC durante el tiempo indicado. 
Pasado dicho lapso, se tomó una fracción, incubó con buffer de corrida, calentó y se 
sembró en un gel de poliacrilamida al 15 % (SDSPAGE). Una muestra de cada una de las 
proteínas utilizadas, fue incubada a 37 ºC durante 24 h sin el agregado de tripsina a modo 
de descartar un evento de degradación no enzimática (ó bien por enzimas presentes en la 
muestra proteica). En todos los casos, la relación sustrato enzima utilizada fue de 50:1 
(Zylberman, V. 2006)   

En el laboratorio se realizaron recientemente ensayos de cultivo de macrófagos 

incubados con BSA o BLS marcadas. Se estudió permanencia de las proteínas por 

microscopía confocal. Estos experimentos mostraron que luego de 4 horas la proteína 

BSA (utilizada como control) se encuentra totalmente degradada, mientras que BLS 

está intacta. Por otro lado, se comenzó a estudiar la permanencia de BLS en estado 

nativo in vivo en ratones inmunizados con la proteína recombinante. Para este fin, se 

marcó a BLS con fluoresceína (BLS-5IAF), se inmunizaron ratones por vía subcutánea 
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en la almohadilla plantar y luego de 18 hs se extrajeron los ganglios drenantes del 

bazo y se procesaron para citometría de flujo marcándose con anticuerpos anti-CD11c 

y anti-CD19 acoplados a fluorocromos. Los resultados obtenidos muestran que BLS se 

encuentra asociada a CDs y a linfocitos B a las 18 hs post-inmunización en dichos 

órganos. Se planifica verificar la resistencia de BLS y mutantes de baja estabilidad 

como BLS-L105A a proteasas lisosomales en cultivo y por otro lado realizar ensayos in 

vivo para ver localización y permanencia de las proteínas en distintos órganos linfoides 

secundarios. 

Creemos que la elevada estabilidad de BLS estaría jugando un rol esencial en la 

permanencia de la proteína por largos períodos de tiempo en animales inmunizados, y 

como consecuencia en la persistencia de altos títiulos de anticuerpos anti-BLS. 

Los resultados obtenidos en los estudios comparativos de inmunogenicidad de 

BLS y la proteína RibH2 de M. loti nos dan una pista de que la alta estabilidad de BLS 

estaría jugando un rol importante en la inmunogenicidad. En los primeros 30 días post 

inmunización se observa una diferencia de respuesta notable entre ambas proteínas, 

mostrando títulos promedio de 1/360 para RibH2 de M. loti y 1/1600 para RibH2 de 

Brucella (BLS). Estas diferencias observadas en los títulos de anticuerpos de los 

ratones inmunizados podrían deberse a las diferencias de estabilidad encontradas. Sin 

embargo también es posible atribuir estas diferencias a que son proteínas distintas y 

tienen epitopes diferentes, ya que comparten un 61 % de homología de secuencia. 

Por otro lado, con el objetivo de ver si la inmunogenicidad contra L105A (mutante 

de baja estabilidad de BLS) se veía modificada por la diferencia de estabilidad con 

BLS, en el laboratorio se hicieron experimentos de inmunización en ratones con esta 

mutante. No se observaron diferencias en las respuestas humorales de BLS y L105A 

(datos no publicados). BLS y L105A generan respuestas humorales altas aun en bajas 

dosis y sin adyuvante. BLS-OMP31, sin embargo, es un sistema de estudio mucho 

más sensible que BLS, ya que la respuesta humoral contra el péptido es menor. Por 

esta razón creímos que era un buen modelo para estudiar el efecto de la estabilidad 

en la inmunogenicidad. Pero en este caso tampoco se obtuvieron diferencias 

significativas en las respuestas humorales de los grupos, a pesar de que la mutante 

BLS-OMP31-L105A tiene una Tm casi 15 °C menor que BLS-OMP31. Una Tm de 73 

°C como es el caso de esta mutante, es un valor de Tm alto que ind ica que es una 

proteína que tiene una estabilidad muy alta si la comparamos con la estabilidad de las 

proteínas en general. Creemos entonces que es probable que en nuestro sistema 

experimental la estabilidad de la mutante BLS-OMP31-L105A sea aun lo 

suficientemente alta como para no ver diferencias en la respuesta inmune inducida. 
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Hay pocos grupos que hayan estudiado este aspecto y hayan podido establecer 

una relación entre estabilidad de una proteína e inmunogenicidad. Pina y 

colaboradores demostraron que las diferencias de estabilidad encontradas en 

mutantes puntuales de la subunidad B de la toxina Shiga no se traducían en 

diferencias en la eficiencia de presentación de una proteína antigénica modelo. La 

subunidad B no tóxica de la toxina Shiga es un homopentámero muy estable con una 

Tm de 79 °C y está involucrada en el binding y tráfico intracelular de las holotoxinas. 

En este trabajo lograron obtener un grupo de mutantes puntuales en las cuales los 

sitios mutagenizados estaban situados en regiones de interacción entre monómeros. 

Dos de las mutantes obtenidas fueron menos estables que la WT, con una Tm 11 °C 

menor. Posteriormente fusionaron un péptido de ovoalbumina (OVA257-264) al extremo 

C-terminal de estas proteínas y observaron que la internalización de las proteínas con 

péptido fusionado en células HeLa y en células dendríticas no estaba modificada con 

respecto a la WT. Además midieron la eficiencia de estas proteínas de introducir al 

péptido OVA en la ruta de MHC de clase I de células dendríticas y observaron que no 

había diferencias significativas entre la WT y las mutantes de estabilidad. Por lo tanto 

concluyeron que el procesamiento del antígeno no se vio modificado por la diferencia 

de estabilidad de la molécula transportadora (Pina, D. G. et al. 2008). 

Por los resultados obtenidos, podemos concluir que en el rango de estabilidad en 

el que estamos trabajando la estabilidad no estaría jugando un rol esencial en la 

inmunogenicidad contra el péptido transportado. La proteína RibH2 de M. loti resulta 

una opción interesante para estudiar qué pasaría con la inmunogenicidad contra un 

péptido fusionado a la misma. También se podría generar mutaciones múltiples en 

BLS a fin de encontrar una mutante en la que la estabilidad se vea aún más 

disminuida y utilizarla para seguir estudiando el efecto sobre la inmunogenicidad. En 

este sentido, se tendría que corroborar que la proteína no pierda identidad y que su 

estructura no se vea afectada. 
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Las conclusiones más importantes de este trabajo son: 

Capítulo I:  

 
BLS se utilizó exitosamente en el transporte de distintos péptidos y se obtuvo 

respuesta humoral contra los mismos. 

 
Se utilizó a BLS como modelo para estudiar como influye la repetitividad de 

epitopes en la inmunogenicidad contra los mismos. Se demostró que inmunizando 

ratones con la construcción que presenta 5 péptidos por molécula de BLS se 

obtiene una disminución del 50 % de densidad óptica que la obtenida a partir de 

las inmunizaciones realizadas con la construcción con 10 péptidos. Esto significa 

que la cantidad de epitopes presentada por BLS afecta la respuesta humoral, y 

que existe una relación lineal entre ambas. 

 

La proteína mixta que transporta un sólo péptido no genera respuesta humoral 

apreciable en los ratones inmunizados. Esto pone de manifiesto la importancia de 

la repetitividad en la respuesta generada por los epitopes presentados por BLS. 

 

Esta última conclusión podría no ser aplicable para el caso del transporte de 

dominios proteicos o proteínas enteras, ya que en ese caso particular habría que 

estudiar la inmunogenicidad contra estos y ver si esta relación lineal se mantiene o 

se ve modificada por tener estructura secundaria y un peso molecular mayor que el 

de un péptido. 

 

Este trabajo refuerza y extiende las conclusiones a las que arribo el grupo de 

Bachmann (con el modelo de estructuras proteicas naturales de virus) a un 

sistema de ingeniería de vacunas con antígenos foráneos como es el modelo de 

BLS. Este es un concepto muy importante para el desarrollo de vacunas y en 

particular para la plataforma de BLS. 

Capítulo II:  

 

Se generaron mutaciones puntuales sobre BLS-OMP31 que afectaron su 

estabilidad sin generar disturbios en su estructura secundaria. 

 

Se estudió la inmunogenicidad de las mutantes y se pudo concluir que las 

diferencias de estabilidad encontradas no se veían reflejadas en la 

inmunogenicidad contra OMP31. 

 

Se hizo un estudio comparativo de BLS con otra lumazina, RibH2 de M. loti y se 

vió que la estabilidad de esta proteína fue menor que la de BLS, presentando una 

Tm 20°C menor.  

 

Hicimos un estudio comparativo de la respuesta humoral generada en ratones 

inmunizados con estas proteínas y pudimos ver que luego de 30 días de la 
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inmunización hay una diferencia notable en los títulos. Esta diferencia se hace 

menos importante luego de los 60 días.  

Conclusión general:  

BLS es una proteína con características estructurales, de estabilidad y de 

inmunogenicidad intrínseca que la hacen muy interesante para su utilización como 

transportadora de péptidos y otras moléculas. 

Su capacidad de aumentar la inmunogenicidad de la molécula que transporta, 

la posibilidad de obtener en forma sencilla, una proteína de fusión con una densidad 

local de epitopes alta y una estabilidad elevada que permite que la proteína 

permanezca más tiempo en circulación o en reservorios cuando es administrada en 

animales, hace de BLS una plataforma muy útil para el desarrollo de vacunas.  

En este trabajo de tesis pudimos establecer la importancia de la densidad local 

de epitopes. Mostramos que se observa un incremento lineal en la respuesta humoral 

cuando exponemos 1, 5 o 10 péptidos OMP31 en la molécula de BLS. Comprobamos 

que se necesita exponer al menos 5 péptidos en una cara de la molécula para obtener 

una respuesta humoral apreciable. En el caso de su utilización biotecnológica no sería 

conveniente entonces construir proteínas mixtas de más de dos péptidos desde el 

punto de vista inmunológico y también porque los costos de obtener proteínas mixtas 

con más de dos péptidos harían inviable su escalado industrial. 

Por los resultados obtenidos, podemos concluir que en el rango de estabilidad 

en el que trabajamos esta no estaría jugando un rol esencial en la inmunogenicidad 

contra el péptido transportado. Futuros estudios en este y otros sistemas permitiran 

dilucidar el rol de la estabilidad en la inmunogenicidad de las proteínas.  



  

118

          

Materiales y Métodos  



Materiales & Métodos   

119

1. Construcción de quimeras de BLS   

La secuencia del gen que codifica para BLS, obtenida previamente por el Dr. F. 

Goldbaum (Goldbaum, F. A. et al. 1999) a partir del genoma de Brucella abortus, 

estaba clonada en el plásmido de expresión pET11a (Novagen) (figura I). La 

secuencia de BLS fue subclonada en el plásmido pALTER-Ex1 (Promega) (figura II) 

para generar por mutagénesis los sitios de digestión Nsi I y Afl II. Luego esta 

construcción es subclonada nuevamente al plásmido pET11a. Esta mutante de BLS en 

el plásmido pET11a es la plataforma que utilizamos para la construcción de quimeras 

que contienen distintos péptidos (Laplagne, D. A. 2003).  

  

Figura I.Mapa del plásmido pET 11a  
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Figura II. Mapa del plásmido pALTER. 

1.1. Protocolos de construcción de las proteína s quiméricas   

Para la construcción de un gen quimérico, un inserto sintético doble cadena, 

conteniendo la secuencia del péptido de interés se liga a un vector previamente 

digerido con las enzimas de restricción Nsi I (New England Biolabs) y Afl II (NEB). El 

vector utilizado fue pET11a-"quimera", donde "quimera" representa alguna de las 

construcciones realizadas (ej: BLS-OMP31, BLS-KETc1, etc).  

1.1.1. Inserto sintético   

Se diseñan dos oligonucleótidos de manera que al aparearse formen un ADN 

doble cadena conteniendo la secuencia que codifica para el péptido que se desea 

insertar, flanqueada por los extremos cohesivos propios de las enzimas de restricción 

Nsi I y Afl II. 

La secuencia "linker" (los aminoácidos glicina y serina) se agregó a la 

secuencia de los péptidos más cortos. Los oligonucleótidos se obtienen por síntesis 

química (IDTDNA, fosforilación 5', purificación por electroforesis en gel de 

poliacrilamida, escala 250 nanomolar). Los mismos se resuspenden en agua milliQ a 

una concentración 100 pmol/ l. Se prepara luego la "mezcla de apareado" como sigue, 

10 l oligo. "for" 

10 l oligo. "back" 

10 l buffer STE 10X 

70 l agua milliQ
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La muestra se calienta a 100°C y se deja enfriar en baño térmic o lentamente 

(usualmente toda la noche), de manera de maximizar la eficiencia del apareado. 

En la tabla I se muestran las secuencias de los péptidos utilizados en esta 

tesis.  

Tabla I.  Secuencias de los péptidos utilizamos en las quimeras con BLS.  

OMP31 5       TAACGCCGGTTACGCAGGCGGCAAGTTCAAGCATC 

CATTTTCTAGCTTTGACAAGGAAGACAACGAACAGGTTT 

CCGGTTCGC       3

 

KETc1 5       TGCCCCGATGAGCACGCCGAGCGCCACGAGCGTCC 

GCGGTAGCC       3

 

AMY 5       TGATGCCGAATTCCGTCACGATTCTGGTTACGAAGT 

CCACCACCAGAAAGGTAGCC       3

  

1.1.2. Digestión del vector   

Se obtiene masa suficiente del vector a digerir por miniprep. Se prepara la 

"mezcla de digestión" como sigue, 

30 l vector 

2,5 l Nsi I 

2,5 l Afl II 

5 l buffer Nsi I 10X (NEB) 

0,5 l BSA (NEB)

 

9,5 l agua milli   

Se prepara en paralelo una mezcla sin inserto como control negativo de la 

reacción de ligación. Las mezclas se ubican en baño a temperatura ambiente en 

recipiente aislante, el cual se deja enfriar lentamente a 4°C.   

1.1.3. Screening de la ligación por colony -PCR  

Las mezclas de ligación se utilizan para transformar bacterias E. coli DH5 o 

JM109 por el método de shock térmico o de electroporación, alternativamente. Las 

transformaciones se aplican en cajas de petri de medio LB-agar/Ampicilina y se 

incuban a 37°C por 16 horas. Un número de colonias se somete a c olony-PCR. Para 

esto, la colonia se suspende en 50 l de agua y se incuba a 100°C por 10'.
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Se prepara la "mezcla de PCR" como sigue, 

5 l suspensión colonia 

1 l oligo. "for". (5 pmol/ l) 

2,5 l oligo. T7-terminator (2 pmol/ l) 

5 l buffer Termopol 10X (NEB) 

5 l dNTPs (2,5 mM) (Promega) 

0,5 l Taq-polimerasa (Fundación Instituto Leloir) 

31 l agua milliQ

  

El oligonucleótido "for" a utilizar es el correspondiente al gen quimérico que se 

está obteniendo, el mismo que sirvió para la obtención del inserto sintético. 

La mezcla de PCR se somete al ciclo térmico que se muestra en la tabla II.  

Tabla II.  Programa de PCR en los screening por PCR de las colonias.  

Temperatura (°C)  Tiempo (minutos)  

94 5 

94 0,5 

60 1 

72 1 

72 10 

  

Las reacciones de PCR se siembran en gel de agarosa 1,3%. Se identifican 

como clones positivos aquellos para los que se observa un producto de PCR del 

tamaño esperado, el cual varía según el largo del oligonucleótido "for" utilizado. Al 

menos un clon positivo de cada screening se confirma por secuenciación del marco de 

lectura completo del gen utilizando los primers T7-promoter y T7-terminator.   

2. Expresión recombinante de BLS y quimeras de BLS.   

El plásmido pET11a conteniendo el gen quimérico se introduce a bacterias E. 

coli Bl21(DE3) por transformación por shock térmico, tras lo cual se siembran las 

bacterias en placa de LB-agar/Ampicilina. Para las pruebas de expresión en escala 

pequeña, 2 ml de medio LB/Ampicilina se inoculan con una colonia de la placa y se 

incuba a 37°C con agitación. El cultivo en fase estacionaria se induce con 2 l de IPTG 

(1M, IBN). Tres horas más tarde se toman 100 l de cultivo, se centrifugan y se 

25 ciclos 
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resuspende el pellet en 25 l de buffer muestra 1X para su análisis por SDS-PAGE 

15% (Laemmli, U. K. 1970). Para la expresión con fines preparativos se crece un 

precultivo de 5 ml hasta fase estacionaria, el cual se utiliza para inocular 500 ml de 

LB/Ampicilina. El cultivo se incuba con agitación a 37°C y se induce con 0,5 m l de 

IPTG (1M) al alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,6-0,8. El cultivo se retira a 

las tres horas o al día siguiente, alternativamente, y se centrifuga a 4000 g por 20'. El 

pellet se suspende en 15 ml de solución de suspensión: 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 1% 

Tritón X-100, pH 8. 

La suspensión se somete a 5' de sonicado neto con intervalos de 1' por cada 1' 

de sonicado y se centrifuga 30' a 20.000 g. El pellet se resuspende en 15 ml de 

solución de suspensión sin Tritón X-100 y se repite el sonicado. El proceso se repite 

luego una tercera vez. Los tres sobrenadantes de sonicado contienen la fracción de la 

quimera expresada en citoplasma, mientras que el pellet final contiene la fracción de 

cuerpos de inclusión. Los experimentos incluidos en el presente seminario se 

realizaron con la proteína obtenida a partir de la fracción de cuerpos de inclusión.   

3. Purificación de las proteínas.   

Los cuerpos de inclusión se resuspenden en buffer PBS con 8 M urea. La 

resuspensión se dializa contra PBS dos días con un cambio de buffer. La muestra se 

centrifuga y el sobrenadante se dializa contra buffer A (50mM Tris/HCl, pH 8,5). El 

primer paso de purificación se realiza por cromatografía en columna de inetrcambio 

aniónico MonoQ o Q-Sepharose (Pharmacía) en equipo de FPLC (Pharmacia). La 

muestra se inyecta en la columna equilibrada en buffer A y se eluye por gradiente 

lineal hasta 50% de buffer B (buffer A + 1 M NaCl). 

El segundo paso de purificación se realiza por cromatografía en columna de 

exclusión molecular Superdex 200 (Pharmacía). Para esto el pico de la quimera se 

concentra en tubo Centriprep (Millipore) e inyecta en la columna de la cual se eluye 

con PBS. La presencia de la proteína quimérica en los picos se evalúa por SDS-

PAGE.      
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4. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS -PAGE).  

Los geles de poliacrilamida y las corridas electroforéticas se realizaron según el 

método de Laemmli (Laemmli, U. K. 1970). Los marcadores de peso molecular 

utilizados fueron provistos por Sigma.   

5. Obtención de proteínas mixtas.   

Las proteínas mixtas se obtuvieron a partir de dos quimeras de BLS 

transportando distintos péptidos o a partir de la quimera BLS-OMP31 y de la mutante 

de triptofano de BLS, W22F. 

Utilizando las condiciones ya conocidas de los equilibrios de disociación (en 2 

M GdnHCl) y desnaturalización (a partir de 4 M GdnHCl) de BLS, obtuvimos dos tipo 

de proteínas mixtas. Se llevaron a cabo distintos tratamientos explicados a 

continuación para obtener proteínas mixtas de calidad y con el mejor rendimiento 

posible.  

5.1. Tratamientos para la obtención de las proteínas mixtas.   

Proteínas mixtas por disociación: mezclamos las proteínas puras en PBS en 

una concentración final 1 mg/ml de cada proteína. La mezcla de proteínas se dializa 

durante 2-3 horas a temperatura ambiente contra un buffer 2 M GdnHCl / PBS (para la 

proteína mixta BLS-OMP31-KETc1) o 2,3 M GdnHCl / PBS (para W22F:BLS-OMP31 

5:5), para lograr la disociación de los pentámeros. Luego la mezcla se dializa contra 

PBS durante 2-3 hs. Todos los buffers tienen agregado de PMSF 1mM final como 

inhibidor de proteasas. 

Proteínas mixtas por desnaturalización: para este tipo de proteínas mixtas se 

utilizaron varios protocolos para buscar el que nos daba el mejor rendimiento. Las 

proteínas siempre se mezclan en una concentración de 1 mg / ml final de cada 

proteína. Los tratamientos utilizados son los siguientes. 

Protocolo 1: las proteínas se mezclan y se dializan contra un buffer 6M GdnHCl 

/ PBS por 2-3 hs a temperatura ambiente. Luego las muestras se dializan contra PBS. 

Protocolo 2: mezclamos las proteínas y las dializamos contra 6 M GdnHCl / 

PBS durante 2 3 hs a temperatura ambiente, luego la mezcla se dializa contra 8 M 
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urea / PBS. Se recupera la muestra y hacemos una dilución lenta (gota a gota) con 

PBS en agitación hasta 3 M urea. Luego se dializa la muestra contra PBS. 

Protocolo 3: este tratamiento el idéntico al anterior pero se parte de una diálisis 

en 4 M GdnHCl en lugar de 6 M GdnHCl. El resto de los pasos de diálisis y dilución es 

igual.  

5.2. Tratamientos de renaturalización de BLS -OMP31.   

Para mejorar los rendimientos de desnaturalización 

 

renaturalización de BLS-

OMP31 se probaron dos tratamientos, uno con el agregado de riboflavina y otro con el 

agregado de hemina.  

5.2.1 Tratamiento con riboflavina.   

Preparación de la solución de riboflavina: 

1. Disolver una punta de espátula de riboflavina en 30 ml de PBS. 

2. Se agita la solución y se ve saturación. 

3. Se centrifuga durante 10 minutos a 20000 rpm. 

4. Se mide DO a 445 nm.  

Esta solución de Riboflavina en una concentración final de 10 µM se utiliza en las 

soluciones utilizadas para dializar las muestras de proteínas.  

5.2.2. Tratamiento con hemina.   

Preparación de la solución de hemina: 

1. Se lleva 15 

 

20 ml de buffer PBS a pH 10-12 con el agregado de NaOH 1M 

gota a gota. 

2. Agregar 1 a 4 µl de CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) para evitar la 

formación de dímeros de hemina (solución preparada agregando una punta de 

espátula en 20  500 µl de agua milliQ). 

3. Agregar una punta de espátula de hemina. 

4. Agitar en oscuridad durante 10 minutos hasta que la hemina se disuelva 

completamente. 

5. Llevar a pH 7-9 con HCl. 
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El color de la solución debe ser marrón oscuro y al verlo a través de la luz es 

colorado. Un exceso de CTAB da un color verde oscuro. 

La solución de stock debe ser aproximadamente de 300 µM. 

Para calcular la concentración se mide DO a 385 de una dilución 1/40 de la 

solución de hemina y se calcula como sigue,    

[µM] = (Abs 385 * 1000 / 58,4) * factor de dilución   
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Figura III. Espectro de absorción de la solución de hemina.  

Esta solución se mezcla en una proporción 2-5 x hemina:proteína y se incuba 1 

h a temperatura ambiente. 

Luego se pasa la mezcla de hemina proteína por una columna G25 y se eluye 

con PBS. De esta manera se elimina el exceso de hemina.   

6. Purificación y caracterización de proteínas mixtas por fluorescencia.   

6.1. Purificación de las proteínas mixtas.    

Luego de elegir el mejor tratamiento y obtener las mezclas de proteínas mixtas 

estas son dializadas contra un buffer A (Tris 50 mM, pH 8,5) y las distintas especies 

presentes en la mezcla son separadas en una columna de intercambio aniónico, 

MonoQ (Amersham Pharmacia) en el mismo buffer A y utilizando un gradiente de NaCl 

hasta 1M. Luego las fracciones colectadas durante la corrida son visualizadas en un 

gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE)    
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6.2. Análisis de las poblaciones purificadas.    

Se midió fluorescencia intrínseca del triptofano de las fracciones purificadas. Se 

tomaron espectros de emisión en un espectrofluorímetro Jasco FP-770 a 25 °C. Se fijó 

la luz de excitación de las muestras en 295 nm y se tomaron los espectros de emisión 

en un rango de 300 a 500 nm.  

Se utiliza el máximo de emisión a 360 nm para comparar las distintas 

fracciones y relacionar con el número de triptofanos de la molécula mayoritaria de la 

muestra. Los valores de las fracciones se expresan en porcentajes, tomando como el 

100 % la fluorescencia emitida por BLS-OMP31 que tiene un triptofano por monómero, 

es decir, el máximo de 10 triptofanos por moléculas.   

7. Mutagénesis sitio dirigida de BLS -OMP31.  

El método de mutagénesis sitio dirigida de BLS-OMP31 implementado, fue 

descrito por Kammann et. al. (Kammann, M. et al. 1989). Se utilizaron tres reacciones 

de amplificación en cadena (PCR). En todas las PCR se utilizó la enzima pFu 

(purificada en la Fundación Instituto Leloir), los buffers apropiados (Promega) y el 

termociclador (TECHNE). En la primera PCR (PCR1) se utilizó como templado al 

plásmido pET11a-BLS-OMP31 y como cebadores al oligonucleótido universal T7 

terminator, cuya secuencia se encuentra río abajo del sitio de clonado (figura I) y a 

alguno de los oligonucleótidos que aparecen en la Tabla 12, según la variante de BLS-

OMP31 que se quería obtener (sintetizados por IDT Integrated DNA Technologies). 

Este último contiene una secuencia de 25-35 nucleótidos los cuales son 

complementarios a una región del gen de BLS salvo en un determinado codón 

(ubicado en el centro de dicha secuencia) que codifica para el aminoácido que se 

desea que reemplace al aminoácido salvaje. El producto de ésta PCR fue purificado y 

utilizado como mega-primer o mega-cebador para la segunda reacción de 

amplificación (PCR2). En esta PCR2 se utilizó al plásmido pET11a-BLS-OMP31 como 

templado y como segundo cebador al oligonucleótido universal T7 promoter. El 

producto purificado de esta reacción fue utilizado como templado de la última PCR 

(PCR3), realizada solamente con la finalidad de aumentar la masa del producto de 

PCR2. En la misma se utilizaron los dos cebadores universales T7t y T7. Se realizaron 

30 ciclos de amplificación: 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, y 72 °C durante 1 

min, concluido el último ciclo se mantuvo la reacción durante 10 min a 72 °C. Como 

paso final, se purificó al producto de la PCR3, se lo digirió con las enzimas de 
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restricción XbaI y BamHI (Promega) y ligó al vector pET11a, al cual se trató 

previamente con las mismas enzimas de restricción. 

La mezcla de ligación se utilizó para transformar bacteria E. coli DH5 . Se 

seleccionaron las bacterias transformadas por placa LB-Ampicilina y se tomó una 

colonia para inocular 5 ml de medio LB-Ampicilina. Se procesó el cultivo ON a fin de 

obtener una preparación de DNA plasmídico. Ésta preparación se utilizó para una 

secuenciación (realizada en la Fundación Instituto Leloir). Una vez confirmada la 

mutación introducida, se transformaron bacterias E. coli DE3 con el mismo plásmido 

secuenciado y se procedió con la expresión y purificación de la proteína como lo indica 

en los puntos 2 y 3. En el caso de la obtención de las mutantes dobles BLS-OMP31-

W22A-F130W, se realizó el mismo procedimiento que el reportado arriba, con la 

diferencia que en las PCR, se utilizó el templado pET11a-BLS-OMP31-W22A, el cual 

ya presentaba la mutación W22A. La masa de proteína para cada una de las mutantes 

se estimó mediante la técnica de Bradford.  

Tabla III. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados en la reacción de PCR1.  

Nombre del oligonucleótido  Secuencia  

P18-W22A 5´ ATTCAGGCCCGCGCCCACGCCGACATC 

P18-F127W 5´-AAGGAGCATCACGACTGGTTCCATGCTCAT 

P18-L105A 5´-ATGCAGGTGCAGGCTGAAACGGAAGTG 

  

8. Análisis estructural de las mutantes: representación gráfica.    

Las representaciones gráficas de las mutantes de BLS se hicieron utilizando el 

programa PyMol.   

9. Estudios de las proteínas en estado nativo  Dicroísmo circular y 

fluorescencia.   

Las proteínas se estudiaron en estado nativo mediante las técnicas de 

dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca del triptofano.  
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9.1 Mediciones de dicroísmo circular.   

Las mediciones de DC se realizaron en un espectropolarímetro (JASCO J-810) 

y utilizamos cubetas de quarzo de 0,1-0,5 cm de ancho. Las muestras se utilizaron en 

una concentración de 10 µM de monómero en buffer PBS y se midieron en el UV-

lejano en un rango de 200 a 260 nm. Los datos se colectaron a una velocidad de 

lectura 100 nm/min.    

El valor de elipticidad molar se calcula según,  

MRW = s/10* M * r * p (Ecuación 1)   

Donde s representa el valor de elipticidad en mdg, M es la concentración molar 

de proteína utilizada, r el paso de luz expresada en cm y p es el número de enlaces 

peptídicos de la proteína (número de aminoácidos menos uno).  

9.2 Fluorescencia intrínseca del  triptofano.   

Los espectros de emisión fueron tomados en un espectrofluorímetro Jasco FP-

770 a 25 °C. Se fijó la luz de excitación de las muestras a 295 nm y se tomaron los 

espectros de emisión en un rango de 300 a 500 nm. Las proteínas se utilizaron en una 

concentración 10 µM de monómero en buffer PBS. El centro de masa (CM) de cada 

espectro se calculó según la ecuación 2,  

CM = i*Ii/ Ii (Ecuación 2)   

Donde i representa la longitud de onda i (en nm), y Ii la intensidad de 

fluorescencia intrínseca en la longitud de onda i. En todos los casos se realizaron 

mediciones blanco con el buffer correspondiente y sin el agregado de proteína. Los 

resultados informados corresponden a tres mediciones independientes.     



Materiales & Métodos   

130

10. Curvas de desnaturalización.  

Las proteínas en una concentración 10 µM final de monómero en buffer PBS 

pH 7 se incubaron durante 2 hs en concentraciones finales crecientes de cloruro de 

guanidinio partiendo de una solución stock de 6M cloruro de guanidinio. Medimos 

estas muestras en las condiciones explicadas en el punto anterior y se toma la señal a 

222 nm para graficarla en función de la concentración de GdnHCl. 

Los ensayos de desnaturalización térmica de las proteínas se llevaron a cabo 

incubando las muestras en PBS, pH 7,0 y midiendo la variación de la señal de 

elipticidad molar a 222 nm en función del incremento de temperatura (de 25 a 100 ºC a 

una velocidad de 3 ºC/min). Se tomaron medidas de DC cada intervalo de 0,5 ºC. Se 

utilizó un Peltier (Jasco) acoplado al equipo de DC. La Tma se calculó como el punto 

medio de la transición. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se 

graficó una curva representativa.   

11. Obtención de los parámetros termodinámicos calculados a partir de la 

curva de desnaturalización con GdnHCl .  

En trabajos anteriores del laboratorio la evaluación termodinámica del 

desplegamiento de BLS inducido por GdnHCl fue ajustado a un modelo de dos 

equilibrios: N10  (2)N5  5U. El primer paso (N10  (2)N5 ) representa la 

disociación del decámero (N10) en dos pentámeros plegados (N5) y el segundo paso 

(N5  5U), representa la concomitante disociación y desplegamiento de la estructura 

pentamérica en 5 monómeros desplegados (U). 

Para los cálculos efectuados en esta tesis y a fines prácticos se consideró un 

equilibrio de dos estados, nativo  desnaturalizado. Esto es debido a que en trabajos 

anteriores los parámetros correspondientes a los equilibrios de disociación y 

desnaturalización fueron calculados empleando distintas técnicas, para los equilibrios 

de disociación se utilizó la técnica de static light scattering (SLS) y para los de 

desnaturalización, dicroísmo circular y fluorescencia (Zylberman, V. et al. 2004) pero 

en esta tesis sólo se mide desnaturalización por dicroísmo circular.  

A partir de las curvas de desnaturalización por GdnHCl calculadas para BLS y 

las mutantes calculamos los parámetros de desnaturalización mediante el método de 

extrapolación lineal (Ecuación 3) asumiendo que se trata de una transición de dos 

estados. 
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GU = GH2O- m * [D] (Ecuación 3)   

En donde GU es el cambio de energía libre de desplegamiento de la proteína 

a una determinada concentración de desnaturalizante, GH2O es el cambio de energía 

libre de desplegamiento en ausencia de desnaturalizante, m representa la 

dependencia del parámetro de energía libre con la concentración de desnaturalizante 

([D]). 

La constante al equilibrio ku y el cambio de energía libre asociado a ésta 

transición Gu se definieron según las ecuaciones 10 y 11.  

ku = [U]5/[N5] (Ecuación 10)   

Gu = -RT ln ku (Ecuación 11)   

Las fracciones de moléculas en el estado nativo pentamérico (Fn5) o 

desplegado monomérico (Fu) fueron calculadas según las ecuaciones 12 y 13.  

[T] = 5 * [N5] + [U] (Ecuación 12)   

Fn = 5[N5]/ [T] (Ecuación 13)   

Fu = 1- Fn = (Fn  Y)/ (Fn  Fu) = (mf * [D]+ F) - Y/ (mf * [D]+ F)  (mu * [D]+ U) 

(Ecuación 14)   

Donde Y es el valor espectroscópico experimental, [D] la concentración de 

desnaturalizante, F y U son las ordenadas al origen de las líneas de bases pre y post 

desplegamiento respectivamente, y mf y mu las pendientes de dichas rectas. La 

constante al equilibrio para cada concentración de GdnHCl ensayada se calculó 

según: ku = ([T] * Fu)5/ ([T] * (1-Fu)/10) (surge de combinar las ecuaciones 10, 12, 13 

y 14); el Gu se calculó reemplazando ku en la ecuación 9 y el GH2O mediante una 

extrapolación lineal (ecuación 3). 

El valor de D50 se obtuvo según la ecuación 15, la cual surge de la condición 

en que Fn = Fu.  

D50 = - R * T * ln ([T] 4 * 5/6) - GH2O] * (- m) (Ecuación 15)   
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12. Ensayos de inmunización.    

Las proteínas utilizadas para inmunizar ratones machos Balb/c de 6 semanas 

se usaron en una concentración 10 o 50 µM en PBS o adyuvante incompleto de 

Freund según corresponda en cada ensayo. Para el ensayo comparativo de 

inmunización de RibH2 de Brucella y M. loti se hizo una única inmunización con 10 µgr 

de proteína en PBS. Para las inmunizaciones con quimeras de BLS se hicieron 4 

inmunizaciones cada 20 días con 50 µgr de proteína con o sin adyuvante dependiendo 

del ensayo.  

Para las inmunizaciones de proteínas mixtas las proteínas se utilizaron en las 

concentraciones que se detallan en las tablas 5 y 6 de resultados.  

Se realizaron ensayos de ELISA para medir reactividad de los sueros obtenidos 

en los sangrados.    

13. Ensayos de ELISA.   

Se utilizaron placas de alto pegado de poliestireno (Maxisorp, NUNC, 

Dinamarca).  

Los volúmenes utilizados fueron de 50 l, excepto el bloqueo que se realizó 

con 200 l. Como bloqueante y diluyente de sueros y conjugados se empleó leche 

descremada en polvo al 3% y 1% respectivamente en PBS. Entre cada incubación se 

realizaron 3 lavados con PBS. 

La placa se sensibilizó con 0,2 g de proteína recombinante en PBS purificada 

por well o 100 ng del péptido correspondiente por well en buffer carbonato de Na 63,5 

mM pH 9,6 ON a temperatura ambiente. 

El resto de las incubaciones se realizaron durante 1 h a temperatura ambiente. 

Lo sueros se utilizaron en una dilución 1/100 salvo en los casos en que se 

calcularon los títulos. Los mismos se calcularon partiendo de diluciones 1/100 y 

haciendo diluciones seriadas al medio hasta 1/12800. Se tomó como valor de título la 

última dilución que resultó ser mayor que el doble del valor del suero negativo. 

Se utilizaron anticuerpos anti inmunoglobulinas G de ratón o conejo (según 

corresponda) conjugados con HRP y se revelaron con con 2 g/ l de ortho-

phenilendiamina y 0.03% H2O2 en 0.1 M de buffer fosfato citrato. La reacción se 

detuvo con 50 l de H2SO4 4N. El color desarrollado se leyó a 492 nm en un lector de 

microplacas.  
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14. Análisis estadístico.    

Las diferencias en las respuestas humorales entre grupos se analizaron 

mediante test t de Student y ANOVA de 1 vía del programa estadístico GraphPad 

Prism (versión 2.0, GraphPad, San Diego, CA) 
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