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1. Resumen



La Sifilis es una enfermedad de transmision sexual producida por la bacteria
Treponema pallidum subs. pallidum que también puede ser transmitida de madre a
hijo a través de la placenta, lo que se conoce como sifilis congénita. En Uruguay se ha
detectado un incremento en el nimero de casos de sifilis congénita, lo que significa
una gran preocupacion no solo por los efectos de la enfermedad sobre el desarrollo
fetal, como dafios neuroldgicos, hepatitis, periostitis y muerte fetal, sino también por
el incremento del ndmero de personas portadoras que desconocen que estan
infectados y que son transmisores de la enfermedad.

Es comun que ciertas manifestaciones clinicas como chancros y sarpullidos pasen
desapercibidas, ya sea por descuido del infectado o por confundir las manifestaciones
caracteristicas de la sifilis con otras correspondientes a otro tipo de lesién cutanea o
mucosa, menos severa y menos relevante. Por tanto, es necesario perfeccionar los
métodos de deteccion seroldgicos de esta enfermedad ya que es la Unica herramienta
que al ser utilizada de forma periodica permite la deteccién de esta infeccion y su
inmediato tratamiento mediante la administracion de antibiéticos.

El objetivo general de este trabajo es contribuir con el disefio y la produccion de un
método de deteccion seroldgicos de la sifilis simple, rapido y de bajo costo, basado en
la deteccion de anticuerpos anti treponema. Especificamente este trabajo tiene por
objetivo especifico la optimizacion de la expresion y purificacion de las proteinas
Tppl5, Tppl7 y Tpp47 en E. coli, que permitan obtener niveles adecuados de estas
proteinas para el desarrollo de tests de diagndstico. En una segunda etapa, se platea
la realizacién de ensayos preliminares para la evaluacién de la capacidad de los
antigenos recombinantes producidos de detectar los anticuerpos especificos anti-Tpp
en sueros de pacientes con Sifilis.



2. Introduccion



2.1 “Por una hora con Venus, veinte afios con Mercurio” !

La sifilis es una enfermedad de transmision sexual causada por la espiroqueta
Treponema pallidum subsp. pallidum. Su nombre proviene de una poesia escrita por el
médico italiano Gerolamo Fracastoro en 1530, en la cual un pastor llamado Syphilus
fue castigado con la enfermedad por llevar una vida inmoral y plena de vicios.
Popularmente se conocia también como la “enfermedad de los franceses” (en latin
morbus gallicus) porque los soldados del rey francés Carlos VIl fueron arrasados por
una epidemia de sifilis durante el sitio de N&poles a fines del siglo XV (Vignale, R.,
Amor, F., Paciel, 1986).

El lugar de origen de esta enfermedad no ha sido elucidado. Existen dos teorias: la de
los colombinos, que le atribuyen a Cristobal Coldn su introduccién en Europa luego de
la conquista de América y la que ubica su origen en Europa, Cercano Oriente y Africa.
Esta Gltima teoria se basa en excavaciones realizadas en el norte de Inglaterra en 1994
y en un estudio de 240 esqueletos que presentaban signos de haber contraido la
enfermedad, lo cual estableceria que la sifilis ya estaba presente en Europa antes de
que Colon volviera de su primer viaje de América (Turnes, 2007).

El 3 de marzo de 1905, el médico berlinés Erich Hoffmann y el zo6logo Fritz Schaudinn
identifican el agente causal de la sifilis. Un afio més tarde, el bacteri6logo alemén
August von Wassermann desarrollé6 un método de anélisis que permitia detectar el
agente en estadios tempranos de la enfermedad; este método de anélisis lleva su
nombre y fue utilizado durante cincuenta anos.

El primer tratamiento de la sifilis consistia en emplear un ungiiento con mercurio, lo
cual tenia efectos toxicos y llegaba a matar més enfermos que la propia sifilis. De alli
proviene la conocida frase “es peor el remedio que la enfermedad”. A esto se suma el
hecho de que en algunos hospitales si el paciente sobrevivia al tratamiento, recibia una
tunda de palos como castigo por su “carne pecadora” (Turnes, 2007).

En 1909, el médico y serdlogo, Paul Ehrlich desarroll6 la sustancia Salvarsan (6 606, por
haberse investigado 605 compuestos sintéticos antes) y en 1912 Neosalvarsan (6 914,
siguiendo el mismo criterio), compuestos quimicos con arsénico (derivados de atoxil)
que dieron lugar a la primer quimioterapia para el tratamiento de la sifilis. Si bien
presentaba toxicidad hepatica, el tratamiento era eficaz y permitio controlar la sifilis
bajo tratamientos repetidos y prolongados. Estos compuestos fueron utilizados para el
tratamiento de la sifilis hasta el descubrimiento de la Penicilina por el bacteridlogo
britanico Alexander Fleming, en 1928.

Y as enfermedades de transmisién sexual se denominan “enfermedades venéreas”, por su derivacion de
la diosa griega del amor Venus (Afrodita).
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Figura 1: a) Estructura del compuesto quimico con arsénico (Atoxil) a partir del cual se
sintetizaron las sustancias utilizadas para el tratamiento de la sffilis a principios del siglo XX,
b) Salvarsan y c) Neosalvarsan. d) Estructura de la Penicilina utilizado actualmente para el

tratamiento de la sffilis. e) Médico y serélogo Paul Ehrlich. f) Bacteriélogo Alexander
Fleming.



2.2 Sifilis: la gran impostora

En el transcurso de la enfermedad se distinguen diferentes etapas denominadas sifilis
primaria, secundaria, latente y terciaria (Figura 2) (Penn, 1987). A su vez, la sifilis
puede ser transmitida de madre a hijo a través de la placenta, lo cual es conocida
como sifilis congénita. La sifilis primaria se caracteriza por la clasica formacion de la
lesiobn denominada “chancro”, la cual se visualiza como una pequefia erosion que suele
aparecer de 10 a 90 dias luego de la exposicion a la espiroqueta en el sitio en el cual se
establecid el contacto. Inicialmente, Treponema pallidum comienza a multiplicarse en
el sitio de inoculacién para luego diseminarse en cuestion de horas por intermedio del
sistema sanguineo y linfatico hacia distintos tejidos (Fitzgerald, 1989). Algunas
investigaciones incluso reportan la presencia de la espiroqueta en sangre y nodulos
linfaticos luego de 5 a 30 minutos (Fitzgerald, 1987). La sifilis secundaria aparece
algunas semanas después de la aparicion del chancro (hasta seis meses después) como
consecuencia de superar el umbral en el nimero de treponemas para desencadenar
los sintomas correspondientes a esta etapa. Las manifestaciones mas comunes en esta
etapa ocurren en la piel y en las mucosas. Sin embargo, también pueden aparecer
lesiones a nivel de los nddulos linfaticos, higado, tejidos genitales, bazo, rifiones,
corazén, huesos, articulaciones, laringe, ojos, meninges y cerebro (Fitzgerald, 1989). La
etapa latente de la sifilis no presenta manifestaciones clinicas y su deteccion solo
puede ser realizada mediante pruebas seroldgicas. A partir de esta etapa latente, la
persona infectada puede experimentar tres desenlaces posibles de la enfermedad:
resolucion esponténea de la infeccion, persistencia de la infeccidn latente o desarrollo
de sifilis terciaria en un lapso de unos pocos afios a décadas. La sifilis terciaria puede
presentarse en cualquier momento luego de latencia e incluso inmediatamente
después de la etapa secundaria. La misma puede evidenciarse a través de tres
variantes: neurosifilis, sifilis cardiovascular y sifilis gomosa (caracterizada por gomas
similares a las presentes en la tuberculosis). La primera variante, a su vez, puede
presentarse en etapas méas tempranas de la sifilis debido a la alta predileccion de esta
espiroqueta por el sistema nervioso (Lafond, Lukehart, Lafond, & Lukehart, 2006).
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Figura 2: Etapas de la sifilis en ausencia de tratamiento. Modificado de (Unemo et al., 2013).

En la sifilis congénita, la transmision de treponema de madre a hijo se puede efectuar
en cualquiera de las etapas de la enfermedad que esté cursando la madre. Sin
embargo, la transmision transplacentaria es més favorable durante la etapa secundaria
de la sifilis. A su vez, en la sifilis congénita se pueden diferenciar dos etapas: temprana
y tardia. En la sifilis congénita temprana, debido a la multiplicacion extensiva de
treponema, los efectos congénitos son facilmente reconocibles tanto en el nacimiento
como durante los primeros dos afios del nifio. Las manifestaciones se vuelven
aparentes usualmente 2 a 10 semanas luego del parto. El primer sintoma observado
hasta en un 50% de los recién nacidos es la inflamacion de la mucosa de las fosas
nasales. Posteriormente, el treponema puede invadir huesos, paladar y cartilagos de la
nariz. La invasion de los huesos puede desencadenar una osteocondritis, que causa
dolor y pseudopardlisis. Otra lesion caracteristica de nifios con sifilis congénita
temprana incluye lesiones epidérmicas, las cuales son a veces acompafiadas por
descamacion de la piel de las palmas de las manos (Lafond et al., 2006).
Contrariamente, en la sifilis congénita tardia no se observan manifestaciones clinicas
aparentes debido a la presencia de un menor nimero de treponemas presentes en el
feto. Las manifestaciones ocurren entre los 5 y los 25 afios de edad. Aun asi, la
serologia sanguinea puede llegar a ser reactiva, siendo éste el inico método mediante
el cual se puede diagnosticar la presencia de esta enfermedad.



Es comdn que en ciertos casos las manifestaciones clinicas pasen desapercibidas, ya
sea por descuido de la persona infectada o por confundirse las manifestaciones
caracteristicas de la sifilis con otras correspondientes a otro tipo de lesion cutanea o
mucosa menos severa y pasajera, razon por la cual esta enfermedad es conocida como
la “gran impostora”. A esto se suma el hecho de la baja o ausencia de fiebre en las
primeras etapas de la sifilis (Penn, 1987). A su vez, se ha demostrado que durante las
etapas primaria y secundaria de la infeccion se potencia la transmision del VIH (Virus
de Inmunodeficiencia Humana) de 2 a 5 veces, promoviendo de esta forma el
esparcimiento de este virus (Stamm, 2010).

La estrategia més utilizada para la disminucion de las infecciones de transmision
sexual, es la “prevencion”, a través de campafias de concientizacion sobre las formas
de contagio. Igualmente se informa sobre la importancia de asistir a un centro de salud
en caso de haber estado expuesto a una situacion de riesgo que pueda implicar el
contagio. Sin embargo, se han reportado limitaciones en este sistema de prevencion y
control de la sifilis principalmente en los paises en desarrollo. En algunos paises una de
las principales causas es la falta de acceso a servicios de diagnostico (Petti, Polage,
Quinn, Ronald, & Sande, 2006), asi como también la dificultad para costear los estudios
ofrecidos por los laboratorios (The World Bank, 2004). Los factores socioecondémicos
influyen en el control de esta enfermedad, siendo més afectados los sectores sociales
de contexto critico. Esto puede explicarse por los costos de los exdmenes de
diagnostico, y las distancias entre el lugar de residencia del paciente y los centros de
atencion de salud (ver Figura 3). Por ello, en muchos casos se observa que pacientes
que realizaron controles médicos no regresan por los resultados, por lo cual no se
realiza el tratamiento adecuado a los positivos. Esto representa un riesgo importante
principalmente en el control médico de las embarazadas, ya que las consecuencias de
la sifilis no tratada tendrd un efecto de por vida en el nifio.
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Figura 3: Distancias medias a las clinicas médicas mas cercanas a zonas rurales. Modificado de (R W

Peeling et al., 2006)

2.3 La sifilis en Uruguay v el mundo

El hecho de contar con métodos de diagnostico y tratamiento sencillo podria indicar
que se estaba cerca de la erradicacion mundial. Sin embargo, en los ultimos afios se
viene detectando un aumento en el nimero de infectados a nivel mundial. El hecho de
saber que es una enfermedad para la cual existen tratamientos exitosos y creer que ha
sido erradicada, hacen que la poblacién no tome las precauciones necesarias a la hora
de las préacticas sexuales. Es por ello, que al analizar el incremento que esta teniendo
esta enfermedad en la poblacion, se debe tener en cuenta los comportamientos
poblacionales no sélo en aquellas poblaciones de riesgo altamente asociadas al VIH
(hombres homosexuales) (Babolin et al., 2011; Lafond et al., 2006) sino principalmente
en las mujeres en periodo de gestacion.

Desde el afio 2000 se ha reportado un resurgimiento de la sifilis en varios paises,
incluyendo Estados Unidos, Canada y algunas areas de Europa del Este y Central. En
China, la sifilis se encuentra dentro de las cinco enfermedades infecciosas mas
frecuentes (Yin, 2012): en 2008 nacieron 9.480 bebés con sifilis congénita (Tucker JD,
Chen XS, 2010). De acuerdo con el Centro Chino para el Control y Prevencion de
Enfermedades, en el afio 2010 se reportaron 375.309 casos de sifilis, representando un
incremento del 24.5% respecto al afio anterior. En el afio 2007, se estim6 que
anualmente ocurren 12 millones de casos nuevos de sifilis congénita a nivel mundial,



principalmente en los paises en desarrollo (World Health Organization, 2007),
contribuyendo a 305.000 muertes de recién nacidos cada afio (Newman et al., 2013).

En América Latina y Asia, se estima que de 10 mujeres embarazadas s6lo 7 u 8 se
realizan el diagndstico de sifilis. Esta representa una tasa considerablemente menor a
la de los paises Europeos en los cuales la misma es cercana al 100%, a pesar de
presentar una baja incidencia de esta enfermedad (generalmente menor al 0.2%)
(Kuznik, Muhumuza, Komakech, Marques, & Lamorde, 2015). La tasa de sifilis
congénita por 100.000 nacidos vivos en Europa va de 0.0 en Dinamarca, Grecia,
Hungria, Irlanda, Italia y Noruega, 0.6 en Alemania, 8.3 Polonia y 24.5 en Portugal,
comparado a 57.3 en Perdq, 109.6 en Argentina, 151.6 en Uruguay y 311.6 en Brasil
(“Report on global sexually transmitted infection surveillance 2013,” 2013).

Frente al gradual incremento de sifilis congénita en los paises en desarrollo y Asia, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) crea una iniciativa global en 2007 (EMTCT, por
sus siglas en inglés Eliminacién de Transmision Madre-Hijo) con el fin de eliminar la
sifilis congénita como problema de salud publica (“Report on global sexually
transmitted infection surveillance 2013,” 2013). De acuerdo con el criterio establecido,
la validacion de EMTCT de sifilis se basa en que el pais logre:

e Cobertura de cuidado prenatal (las mujeres embarazadas deben tener al menos
una visita médica de cuidado prenatal) >95%.

e Cobertura de test de sifilis de cuidado prenatal >95%.

e Tratamiento de sifilis seropositivos de cuidado prenatal >95%.

¢ Incidencia de sifilis congénita <50 casos por 100.000 nacidos vivos.

Dentro del periodo comprendido entre 2008 (afio en que se comienza a implementar
esta iniciativa) y 2012, menos del 40% de los paises evaluados (40 de 106) lograron
cumplir con el porcentaje de cobertura >95% para aquellas embarazadas que
concurrieron a realizarse estudios prenatales y a las que se les realizaron diagndstico
de sifilis (Figura 4). Por otro lado, de los paises que reportaron datos respecto al
numero de casos positivos de sifilis congénita que recibieron tratamiento (54 paises),
el 59% (32 paises) supero el limite requerido por la iniciativa de la OMS (tratamiento
de casos de sifilis congénita que supere el 95% de las embarazadas con sifilis) (Figura
5).
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Figura 4: Porcentaje de embarazadas que concurrieron a consulta médica prenatal y se les realizaron
controles de deteccion de sifilis. Fuente: WHO Global Health Observatory Data Repository

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx).
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Figura 5: Porcentaje de embarazadas seropositivas a las que se les realizo el tratamiento apropiado
para sifilis. Fuente: WHO Global Health Observatory Data Repository

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx).
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En Uruguay, desde el afio 1986 rige una norma que obliga a la investigacion seroldgica
de infeccion por sifilis a través de la realizacion del examen VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory) a la embarazada en el primer trimestre y antes de la semana 32
de gestacion, asi como también a todos los recién nacidos (Ppits, 2010). A partir del
afio 2005, se incluye a la sifilis dentro de las enfermedades de notificacion obligatoria
(Ppits, 2010), lo cual comprende la notificacién tanto de casos confirmados como
sospechosos. Desde ese arfio, se viene detectando un incremento en el porcentaje de
mujeres embarazadas con sifilis a nivel nacional, llegando a un méximo en el afio 2010.
A partir de ese afio, comienzan a disminuir el porcentaje de casos hasta permanecer
estable entre el periodo de 2012 y 2013 (Figura 6).

Serologia reactiva de sifilis en mujeres embarazadas (%) a nivel nacional

1,9
1,8
1,7
16 -

15

1.4

13
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11

1
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Figura 6: Porcentaje de mujeres embarazadas con serologia reactiva de sifilis a nivel nacional en el
periodo comprendido por los afios 2005 a 2013. Fuente: Sector ITS/SIDA.

En 2007 se constituye una comision interdisciplinaria integrada por representantes de
los programas Salud de la Nifiez, Programa ITS/SIDA, Programa mujer y género,
técnicos del Centro Hospitalario Pereira Rossell, catedras de Ginecologia, Obstetricia y
Neonatologia de la Facultad de Medicina, ginec6logos, dermat6logos, neonatélogos,
pediatras, anatomopatélogos, directores de ASSE (Administracion de Servicios de Salud
del Estado) de la Red de Atencion Primaria (Plan Aduana) e integrantes de la Unidad de
Vigilancia en Salud Publica de la Division de Epidemiologia del Ministerio de Salud
Publica. En esta comision se proponen cuatro objetivos para la eliminacion de la sifilis
congeénita:
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Contar con el compromiso politico y asesoria pertinente.

Promover la atencion prioritaria materno-infantil.

Realizar el diagndstico de sifilis a toda embarazada y a sus parejas sexuales.
Fortalecer la vigilancia epidemioldgica de casos de sifilis materna, de probables
sifilis congénita, abortos y muertes.

P wbdeE

2.4 Métodos de diagnéstico de Sifilis

Actualmente existen dos tipos de métodos de diagnostico de sifilis: los métodos
directos y los indirectos. Dentro de los métodos directos se encuentra la visualizacion
de la espiroqueta a partir de lesiones cutdneas por microscopia de campo oscuro y
microscopia de fluorescencia, asi como también la deteccion por PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) del &cido nucleico de la bacteria a partir de muestras
provenientes de lesiones cutaneas y también de fluidos corporales. Si bien todas ellas
presentan ventajas, la principal desventaja de estos métodos es el requerimiento de
equipos costosos y de personal altamente entrenado para la interpretacion de los
resultados, y que sobre todo en la visualizacion de la espiroqueta por microscopia, la
eficacia del diagndstico recae mucho en la interpretacion realizada sobre los
resultados.

Los tests seroldgicos forman parte de los métodos indirectos més utilizados. Entre
éstos se encuentra los denominados test no-treponémicos y los tests treponémicos. La
diferencia radica en que los primeros detectan la presencia de anticuerpos
desarrollados contra lipidos liberados por las células del huésped dafiadas por la
presencia de la bacteria, asi como también contra material lipoproteico de la propia
bacteria. Por otro lado, en los tests treponémicos se detectan anticuerpos que
reconocen antigenos propios de la espiroqueta. Los tests no-treponémicos
comprenden al test VDRL (Venereal Disease Research Laboratory), RPR (Rapid Plasma
Reaginin) y TRUST (Toluidine Red Unheated Serum Test). Son tests sensibles pero de
baja especificidad. Por esto se han desarrollado los tests treponémicos, entre los
cuales se encuentran FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody Absorbed), TP-PA
(Treponema pallidum Particle Agglutination) y TPHA (Treponema pallidum
Hemagglutination Assay). Estos tests especificos de treponema utilizan lisados o una
mezcla de antigenos recombinantes de T. pallidum.

Los tests seroldgicos de sifilis pueden dar falsos negativos cuando en el paciente
coexiste otro tipo de problemas de salud, como derivados de otras espiroquetas,
desérdenes autoinmunes o VIH. Es por ello que el uso de un solo método de
diagnostico de sifilis es considerado insuficiente para lograr el mejor desempefio
diagnostico y la busqueda de métodos diagndsticos simples, confiables y econdmicos
aun contintia (Sambri et al., 2001).
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Los tests seroldgicos no-treponémicos mas utilizados actualmente, como el VDRL y
RPR, son utilizados para el diagnostico de la sifilis prenatal. Sin embargo, estos a
menudo no estan disponibles en los establecimientos médicos en paises en desarrollo
debido al requerimiento de una fuente de electricidad para refrigerar los reactivos,
operar una centrifuga para separar el suero de la sangre total y de energia para operar
un rotor para realizar la mezcla de la reaccion. El requerimiento de almacenamiento en
frio, a su vez, limita el volumen de reactivos y tests que pueden ser almacenados en el
centro de diagnostico, llevando frecuentemente al desabastecimiento de stocks en
distintos centros de cuidado de la salud (R W Peeling, Holmes, & Mabey, 2006) y por lo
tanto a que muchas embarazadas que concurran a realizarse los controles prenatales
no puedan realizarse el diagndéstico de sifilis.

La sensibilidad y especificidad de los tests seroldgicos varian dependiendo del tipo de
test y etapa de la enfermedad (Tabla 1). A su vez, de acuerdo a la etapa de la sifilis que
se esté cursando, el tipo de test recomendado varia como consecuencia del titulo de
espiroqueta presente en la sangre o tejido analizado asi como también del perfil y
titulo de anticuerpos presentes en el torrente sanguineo (Tabla 2). Es por ello que
muchas veces se requiere de la realizacion de méas de un tipo de test.

Tabla 1: Sensibilidad y especificidad de distintos tests serolégicos no treponémicos en las distintas
etapas de sifilis.(Ratnam & Fccm, 2005)

Desempefio de tests serolégicos para sifilis

Procentaje de sensibilidad por etapa en sifilis

sin tratamiento
Test Primaria Secundaria Latente Tardia Especificidad
VDRL 78 (74-87)* 100 96 (88-100) 71 (34-94) 98 (96-99)
RPR 86 (77-99) 100 98 (95-100) 73 98 (93-99)
USR 80 (72-88) 100 95 (88-100) 99
TRUST 85 (77-86) 100 98 (95-100) 99 (98-99)
FTA-ABS 84 (70-100) 100 100 96 97 (84-100)
FTA-ABS DS 80 (70-100) 100 100 98 (97-100)
TP-PA 88 (86-100) 100 100 96 (95-100)

*Rango en estudios de Centros para el Control de Enfermedad y Prevencion.

DS Double staining; FTA-ABS Fluorescence treponema antibody absorption; RPR Rapid plasma reagin; TP-PA Treponema pallidum
particle agglutination; TRUST Toluidine red unheated serum test; USR Unheated serumn reagin; VDRL Venereal Disease Research
Laboratory.
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Tabla 2: Tests de diagnostico de sifilis recomendados para cada etapa de la sifilis(Ratnam & Fcem,
2005).

Aplicacion y limitaciones de tests diagnésticos en distintas etapas de la sifilis

Etapa Tests Recomendados Comentarios

Sifilis primaria Examinacion directa, La deteccion de Treponema pallidum en lesiones es evidencia definitiva de sifilis pero
Tests no-treponémicos, un resultado negativo no descarta sifilis. Los tests basados en PCR tienen una alta
Tests treponémicos confiabilidad. En las primeras dos a tres semanas, la serologia puede no ser positiva

en la mayoria de los casos, y en la sifilis primaria temprana, se recomiendan los tests
treponémicos. La presencia de una Ulcera genital y un tests no-treponémico positivo
puede no ser indicativo de sifilis primaria. Repetir serologia luego de un periodo de
dos a 12 semanas para descartar sifilis.

Sifilis secundaria Examinacién directa, T pallidum puede ser detectada en lesiones mucosas y de la piel, y los tests basados
Tests no-l.r'ep'on.émicos, en PCR pueden ser utiles en lesiones atipicas. Los tests seroldgicos tienen cerca del
Tests treponémicos 100% de sensibilidad. En personas con historial de sifilis, un aumento de cuatro veces

en los titulos confiere un diagnéstico presuntivo de sifilis secundaria.

Sifilis latente Tests no-treponémicos, Los tests no treponémicos son reactivos en sifilis latente temprana pero la
Tests treponémicos sensibilidad disminuye a lo largo del tiempo. En las poblaciones con baja prevalencia,
los resultados falsos positivos son comunes en ambos tipos de tests. Tests
treponémicos reactivos en ausencia de un tests no treponémico reactivo requieren
de confirmacién.

Sifilis terciaria Tests no-treponémicos, Hasta un 30% puede no ser reactivo en tests no treponémicos, mientras que los tests
Tests treponémicos treponémicos son casi siempre reactivos. Por lo tanto, los tests treponémicos
siempre deberian ser consideradas. Las lesiones no son adecuadas para examinacion

por microscopia directa.

Neurosifilis Tests no-treponémicos, El diagndstico requiere una combinacion de tests. VDRL-CSF, el tests seroldgico
Tests treponémicos estandar para CSF, es altamente especifico pero insensible. Por lo tanto, un resultado

negativo de VDRL-CSF no descarta neurosifilis. Ademas de un VDRL-CDF reactivo, el

diagnostico depende de tests serologicos reactivos y anomalias en el CSF. FTA-ABS es

mas sensible que VDRL-CSF pero menos especifico. Por lo tanto, el test FTA-ABS de

CSF puede ser util para excluir neuraosifilis. Los tests basados en PCR tienen una alta

confiabilidad.
Sifilis congénita Examinacion directa, El diagndstico requiere una combinacién de tests. Se deben evaluar muestras de
Tests no-treponémicos sangre tanto de la madre como del hijo. El tests seroldgico en el suero del nifio puede

no ser reactivo si la madre tiene un bajo titulo o fue infectada en las Ultimas etapas
del embarazo. Tests especificos de IgM son dtiles para el suero del neonato, pero
resultados negativos pueden no descartar sifilis congénita. T pallidum puede ser
detectada por examinacién directa de una variedad de especimenes del neonato, y
los tests basados en PCR tienen una alta confiabilidad.

CSF Cerebroespinal fluid; FTA-ABS Fluorescent treponemal antibody absorption; PCR Polymerase chain reaction; VDRL Venereal
Disease Research Laboratory

2.4.1 Tests seroldgicos ho-treponémicos

Entre los tests seroldgicos no-treponémicos més ampliamente utilizados se encuentra
VDRL y RPR, siendo el primero el test de deteccion de sifilis utilizado en Uruguay.
Luego del afio o dos de la infeccidn se alcanza un méximo en los titulos de anticuerpos
no-treponémicos, que luego disminuye lentamente durante las etapas de infeccion
latente tardia y terciaria, llegando a valores negativos en la etapa muy tardia. Este
comportamiento se diferencia de los tests especificos de treponema que a menudo
permanecen reactivos por muchos afios (Alderete & Baseman, 1981; Sato & Paulo,
1995). Esto hace que los tests no-treponémicos sean utilizados para evaluar la eficacia
del tratamiento de sifilis, esperando una disminucion significativa en el titulo de
anticuerpos no-treponémicos luego del tratamiento exitoso de sifilis. Sin embargo, si el
tratamiento se inicia durante las etapas tardias, puede resultar en seropositivo a pesar
del bajo titulo de anticuerpos presentes en el paciente (Unemo et al., 2013).
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Las limitaciones de los tests serolégicos no-treponémicos incluyen la falta de
sensibilidad en sifilis primaria temprana y sifilis latente tardia, la posibilidad de
reaccion cruzada o resultados de falsos positivos, como consecuencia de la
inespecificidad de estos tests respecto a T. pallidum (Larsen, Steiner, & Rudolph,
1995). Por otro lado, existe en este tipo de tests la posibilidad de reacciones cruzadas,
las cuales ocurren cuando el anticuerpo estd en exceso. Este tipo de reacciones
ocurren en 1 a 2% de los pacientes con sifilis secundaria (Sato & Paulo, 1995). A su vez,
se han detectado falsos positivos asociados a la condicion de salud del paciente, las
cuales incluyen edad avanzada, embarazo, adiccion a drogas, enfermedades
autoinmunes e infecciones virales (hepatitis, mononucleosis infecciosa, neumonia
viral, sarampion, entre otras), infecciones por protozoarios (malaria) 0 micoplasma
(Larsen et al., 1995). Por lo tanto, la interpretacion de los tests treponémicos no solo
tiene que tener en cuenta la etapa de la enfermedad que se esté cursando sino
también el estado de salud del paciente con el fin de realizar la interpretacion
adecuada de los resultados obtenidos.

% Test VDRL (Venereal Disease Research Laboratory)

Este test detecta anticuerpos anti-cardiolipina (IgG, 1gM o IgA) a través de la
interaccion de éstos con el antigeno VDRL (complejo de lecitina, colesterol y
cardiolipina), lo cual es visualizado mediante la formacién de floculacion.
Algunos investigadores sugieren que los anticuerpos detectados a traves de
este test se desarrollan en respuesta a la destruccion de tejido del huésped, la
cual se produce durante la fase aguda de la infeccion por T. pallidum (Lukehart,
1986). A medida que la inflamacion disminuye como consecuencia de la
resolucion esponténea de la infeccion o en respuesta a la terapia, se observa
una diminucion en el titulo de este tipo de anticuerpos. Otros investigadores
sostienen que T. pallidum contiene antigenos tipo cardiolipina (S. Baker-Zander
& Sell, 1980) y que es este antigeno solo o en conjunto con cardiolipina de
tejido del huésped lo que induce la respuesta en VDRL (Baker-zander, Shaffer,
& Lukehart, 1993). Para realizar este test, se necesita calentar el suero (56°C) y
la lectura de los resultados se realizada utilizando un microscopio de
magnificacion de 100X (Unemo et al., 2013).

% Test RPR (Rapid Plasma Reaginin)
Al igual que el test VDRL, detecta anticuerpos IgM e IgG contra cardiolipina
presente en el suero de pacientes con sifilis. Este test es una modificacion de
VDRL. La diferencia radica en que el antigeno de RPR contiente cloruro de
clorina (para eliminar la inactivacion del suero evaluado), EDTA (para potenciar
la estabilidad de la suspension) y particulas de carbon (para la visualizacion de
la suspension) (Sato & Paulo, 1995). Otra ventaja respecto al test VDRL es que
este test puede ser realizado en sueros o plasma sin calentar. Por estas razones
es que RPR es el test no-treponémico macroscopico de mayor disponibilidad y
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uso alrededor del mundo. Una modificacion de RPR, denominada TRUST
(Toluidine Red Unheated-Serum Test) utiliza rojo de toluidina en lugar de
carbon para visualizar la reaccion de floculacion. A diferencia de los utilizados
en RPR, los reactivos utilizados en TRUST no requieren almacenamiento
refrigerado (Unemo et al., 2013).

2.4.2 Tests seroldgicos treponémicos

Los tests seroldgicos treponémicos son mas especificos que los no-treponémicos ya
que detectan anticuerpos producidos contra antigenos especificos de Treponema
pallidum. Aun asi, se han detectado falsos positivos cuyas causas son ain desconocidas
(Larsen et al., 1995). Algunos tests treponémicos pueden presentar reactividad en
etapas mas tempranas de infeccion respecto a los no-treponémicos, sirviendo para el
diagnostico de la enfermedad incluso 3 semanas luego de ocurrida la infeccion (Unemo
et al., 2013). Sin embargo, una desventaja que presentan estos tests es que arrojan
resultados positivos durante toda la vida del paciente, incluso luego de haber recibido
un tratamiento exitoso, razon por la cual no pueden ser utilizados para monitorear el
progreso de un tratamiento.

Los tests treponémicos utilizados actualmente utilizan lisados totales de células de T.
pallidum, antigenos recombinantes individuales o una mezcla de los mismos para
detectar anticuerpos contra componentes celulares especificos de treponema. Al
menos 9 polipéptidos de T. pallidum con masas moleculares aparentes de 15 (Tpp15),
17 (Tppl7), 33, 37 (Tpp37), 39, 43, 45 (TmpA), 47 (Tpp47) y 97kDa, han sido
identificados como principales inmundgenos (Blanco et al., 1994; George, 1998; Norris,
1993; Radolf et al., 1995; Rodgers et al., 1986; Wicher, Jakubowski, Wicher, &
Centerfor, 1987; Wicher, 1986). Dentro de estos polipéptidos, al menos 5 (Tppl5,
Tppl7, Tpp37, TmpA 'y Tpp47) demostraron ser de importancia diagnéstica (Byrne et
al., 1992; Larsen et al., 1995; Marangoni, 1999; Norris, 1993). La utilizacion de
antigenos recombinantes presenta muchas ventajas respecto a la utilizacion de
antigenos purificados de T. pallidum o de lisados celulares. Una de ellas es evitar las
dificultades de la purificacion de antigenos a partir de T. pallidum debido a la
estructura compleja de los antigenos de la espiroqueta, lo cual aumentaria la
especificidad de los tests serolégicos treponémicos. Ademaés, la produccion de
antigenos recombinantes podria permitir la produccion y caracterizacion de
polipéptidos antigénicos de T. pallidum individuales especificos en cantidades
ilimitadas, creando de esta forma una fuente consistente e ilimitada de antigenos
(Sambri et al., 2001).

Los tests seroldgicos treponémicos incluyen Inmunofluoresencia indirecta, test de
aglutinacion (utilizando eritrocitos sensibilizados o particulas de gelatina), ELISAs
(variantes con tecnologia quimioluminiscente o inmunocromatografica) o tests POC
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(Point of Care). Todos estos son altamente especificos y fueron inicialmente disefiados
para ser utilizados como tests confirmatorios. Sin embargo, aquellos que pueden ser
automatizados, como ELISA, son actualmente utilizados en algunos paises como tests
de relevamiento (Unemo et al., 2013).

R/
°n

Test FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody Absorption)

Este test ha sido considerado por muchos afios como el test treponémico
estandar. Utiliza una técnica de anticuerpo fluorescente indirecta. El antigeno
utilizado es la propia espiroqueta T. pallidum subsp. pallidum (cepa Nichols). El
suero del paciente es diluido en un extracto de cultivos de Treponema reiter
no-patogénico con el fin de remover anticuerpos treponémicos que puedan
haber sido producidos contra treponemas no-patogénicos. El suero absorbido
es colocado en un porta objetos al cual ha sido fijado T. pallidum. Si el suero del
paciente contiene anticuerpos, los mismos se unirdn a la espiroqueta fijada.
Para visualizar esta interaccion, se adiciona inmunoglobulina anti-humana
marcada con fluoresceina para la posterior examinacién por microscopio de
fluorescencia. El requerimiento de un microscopio de fluorescencia de buena
calidad, experiencia en la interpretacion, reactivos de calidad y la realizacion de
una dilucién apropiada del conjugado, hacen de este método de deteccion
imposible de realizar en todos los centros de salud. Ademas, existe una mayor
probabilidad de obtener falsos positivos como negativos debido a lecturas
subjetivas del test.

Tests TPHA (Treponema pallidum Haemagglutination) y TPPA
(Treponema palldium Particle Agglutination)

Estos tests son mas faciles de realizar que FTA-ABS y son similares en cuanto a
la sensibilidad. Ademas, tienen la ventaja de ser automatizables, razon por la
cual han sustituido a FTA-ABS como estandar de referencia (Unemo et al.,
2013). El test TPHA detecta anticuerpos reactivos que aglutinan glébulos rojos
sensibilizados con antigeno de T. pallidum. Eritrocitos de oveja o pavo son
sensibilizados con antigeno ultrasonicado de T. pallidum (cepa Nichols). El
suero del paciente es primero mezclado con diluyentes hechos de treponema
no patogénico y otros estabilizadores. La reaccién es llevada a cabo en
microplaca. Los sueros que contienen anticuerpos reaccionan con estas células
para formar una capa de células aglutinadas. Por otro lado, el test TPPA utiliza
particulas de gel biolégicamente inertes coloreados en lugar de glbulos rojosy
presenta menos reacciones inespecificas que TPHA.
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EIA (Inmunoensayo Enzimatico Treponémico)

La sensibilidad de EIA es comparable con aquellos de FTA-ABS y ensayos de
aglutinacion. La mayoria de los ElAs utilizan ya sea antigeno de T. pallidum
sonicado [Captia Syphilis G (Trinity Biotech), Enzygnost Syphilis (Dade Behring),
Bioelisa Syphilis (Biokit)], un Unico antigeno recombinante de treponema, o0 una
mezcla de antigenos recombinantes que recubren los pocillos de microplacas
[ICE Syphilis (Murex), Trep-Chek (Phoenix), Trep-Sure (Phoenix)]. Una dilucion
de suero es adicionada a cada pocillo. Si los anticuerpos especificos para T.
pallidum estan presentes en el suero del paciente, se uniran a los antigenos de
treponema. Posteriormente, un conjugado que comprende IgG anti-humano
biotinilado de cabra marcado con estreptavidina-peroxidasa es adicionado para
detectar anticuerpos unidos de forma especifica. Luego se adiciona un sustrato
enzimatico para detectar el conjugado antigeno-anticuerpo, llevindose a cabo
una reaccion coloreada si el paciente tiene anticuerpos contra antigenos de T.
pallidum. La intensidad de desarrollo de color es directamente proporcional a la
concentracion de anticuerpos presentes, leyéndose el cambio de color
utilizando un lector de placa. En algunos ElAs se utiliza un enfoque diferente.
Antigenos recombinantes especificos de treponema de 15, 17, 44.5 y 47kDa
conjugados a HRP (Horseradish peroxidase) son inmovilizados en pocillos de
microplaca. El suero del paciente es adicionado a los pocillos y si estan
presentes los anticuerpos anti-treponema se unirdn especificamente a los
antigenos inmovilizados. Los mismos antigenos recombinantes conjugados a
HRP son luego adicionados a los pocillos de la placa. Al adicionar un sustrato de
peroxidasa  cromogenico, se mide el cambio de  color
espectrofotométricamente. La intensidad del color es proporcional a la
cantidad de anticuerpo presente en el suero del paciente. Como resultado de
esta configuracion, la especificidad y sensibilidad de este test son superiores a
los de aquellos ELISAs de primera generacion.

Ensayo por Western blotde Treponema

En el ensayo por Western blot de Treponema, proteinas de T. pallidum
solubilizadas (obtenidas de lisados celulares) son separadas por electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) de acuerdo a su peso molecular. Las proteinas
separadas son luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa que es
secada y cortada en tiras. Luego de incubar las mismas con el suero del
paciente, los complejos antigeno-anticuerpo son visualizados adicionando 1gG o
IgM anti-humano conjugados a fosfatasa alcalina y la posterior adicion del
sustrato para esta enzima que generara una reaccion de color. La deteccion de
anticuerpos frente a los antigenos de treponema correspondiente a masas
moleculares de 15, 17, 44.5 y 47kDa se consideran positivos. Los criterios que
comprenden la reactividad de estos antigenos ha resultado ser contradictorio.
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Un estudio realizado por (George, 1998) encontré que la reactividad con el
antigeno de 17kDa es la més sensible y especifica para detectar la sifilis
mediante este ensayo, mientras que segun (Backhouse & Nesteroff, 2001) el
criterio mas sensible y especifico seria la reactividad con el antigeno de 15kDa y
otros dos de los tres principales antigenos de 17, 44.5 y 47kDa. El criterio se
baso en el analisis de que Tppl5 tenia una especificidad y sensibilidad del
100%, mientras que las sensibilidades para Tppl7, Tpp44.5 y Tpp47 fueron de
96%, 100% y 100%, respectivamente, mientras que las especificidades fueron
del 100%, 96% y 20%, respectivamente. Actualmente existen ensayos de
Western blot para T. pallidum utilizando antigenos recombinantes en lugar de
proteinas obtenidas a partir de lisados celulares, los cuales incluyen a
Treponema Virablot 1gG (Viramed Biotech) e INNO-LIA Syphilis test
(Innogenetics). El ensayo Treponema Virablot IgG utiliza a los antigenos
recombinantes Tppl5, Tppl7, Tpp44.5 y Tpp47. En comparacion con los
resultados obtenidos a partir de RPR, FTA-ABS y TPPA, la sensibilidad del mismo
es de 95.5% y la especificidad de 97.8% (Welch & Litwin, 2010). El otro ensayo,
INNO-LIA Syphilis test es un inmunoensayo que utiliza los antigenos
recombinantes Tppl5, Tppl7 y Tpp47 junto con un péptido sintético derivado
de Tpp44.5 (TmpA). La sensibilidad de este ensayo resultd ser del 99.6% y la
especificidad del 99.5% (Ebel et al., 2000).

Test POC (Point of Care)

Los tests del tipo “Point of Care” tienen muchas ventajas respecto a los
comunmente utilizados RPR y VDRL. Una de ellas es que no requieren de
ningln equipamiento para su realizacion ni de reactivos que deban ser
refrigerados, asi como tampoco de laboratorios con personal entrenado. A su
vez, pueden realizarse utilizando sangre obtenida de un pinchazo en el dedo
(Herring, 2006), aunque se ha demostrado que la utilizacioén de suero presenta
una mayor sensibilidad (Herring, 2006; Li et al., 2009). La lectura de los
resultados se realiza en aproximadamente 15-20 minutos, lo cual representa
una enorme ventaja ya que en la misma consulta médica frente a resultados
positivos ya se puede comenzar el tratamiento. Aun asi, la implementacion de
estos tests requiere de una supervision por un laboratorio de referencia (Sato
& Paulo, 1995; Unemo et al., 2013).

El uso de estos tests para el relevamiento de la sifilis durante el embarazo
demostrd ser extremadamente costo efectivo y por ello han emergido como
componente clave de la estrategia de la OMS para la eliminacion global de la
sifilis congénita (Schmid, Ms, Stoner, Hawkes, & Broutet, 2007).

Actualmente existen muchos fabricantes de este tipo de tests en el mundo.
Estos tests son generalmente disefiados como tiras reactivas de flujo lateral o
como dispositivos de flow-through. En uno de los formatos de flujo lateral se
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distinguen 4 etapas (ver Figura 7). La etapa 1 consiste en la adicion de la
muestra (sangre, plasma o suero) en la almohadilla de muestra. En la etapa 2,
los anticuerpos anti-treponema presentes en la muestra fluyen hacia la
almohadilla en la cual se encuentran los antigenos recombinantes de
treponema conjugados a oro coloidal formando complejos antigeno-
anticuerpo. En la etapa 3, éste complejo interacciona con los antigenos de
treponema fijados en la denominada linea de test a través de aquellos sitios de
los anticuerpos anti-treponema que quedaron sin conjugarse, y cuando se
acumula suficiente antigeno marcado esta regién se vuelve visible. Finalmente,
en la etapa 4 el conjugado antigeno-oro coloidal libre se combina con
anticuerpos anti-treponema fijados en la denominada linea de control (Diaz et
al., 2004; Rosanna W Peeling & Ye, 2004; Zarakolu, Buchanan, Tam, Smith, &
Hook, 2002). En el formato de flow-through, spots de antigeno reemplazan las
lineas y la unién de anticuerpos especificos a los antigenos ocurre durante el
pasaje a través de la membrana en lugar de pasar lateralmente a lo largo de la
tira de membrana.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
O Antigeno recombinante  Antigeno recombinante  Ac-anti-Antigeno recombinante
unido a aro coloidal fijado ala membrana  fijados a la membrana

Almohadilla de muestra Liberacion del conjugado Membrana de nitrocelulosa Almohadilla de absorcion

Figura 7: Representacion de un disefio de tira reactiva para la deteccion de sifilis y sus distintos
componentes. Modificado de (Healthcare & Sciences, 2013).

La relevancia que esta cobrando este tipo de tests va en aumento con los afios
por las ventajas que presenta, tal cual se mencion6 anteriormente. Es por ello
que resulta crucial la evaluacién de la especificidad y sensibilidad de los
distintos tests comerciales actualmente disponibles. En el afio 2015, (Bocoum
et al.,, 2015) se evaluaron cuatro tests POC disponibles en el mercado
comparando sus caracteristicas asi como especificidad y sensibilidad. En la
Tabla 3 se recogen estos resultados. La especificidad y sensibilidad de los
mismos fueron comparadas con las del ensayo TPHA.
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Tabla 3: Resultados del analisis de la especificidad y sensibilidad de cuatro tests POC llevados a cabo
por (Bocoum et al., 2015).

Antigeno recombinante | Volumen de muestra Especificidad Sensibilidad

Determine Syphilis TP Tppa7 50uL 92 .4-100% (suero/plasma) 93.7-99.2% (suero/plasma)

(Abbott) >97.7% (sangre) 85.9-95% (sangre)

SD BioLine Syphilis 3.0 ICS Tppls 10pL (suero/plasma) 94,9-97.8% (suero/plasma)  94.2-95% (suero/plasma)

(Standard Diagnostics) Tppl7 204 (sangre) 95.5-99.4% (sangre) 90.2-95.5% (sangre)
Tppd7

Visitec Syphilis Tppl7 25pL (suero/plasma) 98-99.1% (suero/plasma) 84.2-98.2% (suero/plasma)

(Omega Diagnostics) Tppd7 50pL (sangre) 99% (sangre) 77.9-98.2% (sangre)

Qualpro Syphicheck-WB Tppl7 25l (suero/plasma) 93.7-98.9% (suero/plasma)  84.5-95.3% (suero/plasma)

rapid syphilis test Tppd7 50uL (sangre) 999% (sangre) 70.8-97.6% (sangre)

(Qualpro Diagnostic)

2.4.3 Uso apropiado de los tests seroldgicos para Sifilis

Actualmente existen dos enfoques utilizados para el diagnéstico seroldgico de sifilis: el
algoritmo tradicional y un segundo algoritmo comunmente referido como algoritmo de
secuencia reversa (Figura 8).

Algoritmo tradicional
Tradicionalmente, la evaluacion seroldgica de sifilis se realiza utilizando un ensayo de

sifilis no-treponémico como RPR y VDRL. En caso de obtener resultados positivos, los
mismos son confirmados utilizando un tests seroldgico de sifilis especifico como TPPA
0 FTA-ABS. Este tipo de algoritmo es costo-efectivo para pequefios laboratorios que
manejan bajos voliumenes de muestras. Algunos laboratorios prefieren utilizar el
ensayo VDRL como el test de relevamiento, sin embargo, la sensibilidad puede llegar a
ser menor, especialmente en casos de sifilis primaria (Morshed & Singh, 2015).

Algoritmo de secuencia reversa
Debido a la necesidad del relevamiento de altos volimenes de muestras, muchos

laboratorios han cambiado su enfoque de diagndéstico utilizando ensayos del tipo EIA
que utilizan proteinas recombinantes de treponema de 15, 17, 45.5 y 47kDa en forma
individual o en combinacion (Morshed & Singh, 2015). Las muestras positivas son
luego confirmadas utilizando un test seroldgico no-treponémico cuantitativo como
RPR o VDRL. Si los resultados no concuerdan, la muestra es luego evaluada utilizando
un segundo test seroldgico treponémico. Este algoritmo es actualmente aprobado por
la Asociacion de Laboratorios de Salud Publica, la Agencia de Proteccién de Salud del
Reino Unido, y la Union Internacional contra las Infecciones de Transmision Sexual
(Egglestone, 2000; Loeffelholz MJ, 2012).
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Figura 8: Algoritmos de diagndstico de sifilis. a) Algoritmo tradicional. b) Algoritmo de secuencia
reversa. Fuente; (Morshed & Singh, 2015).

2.4.4 Diagn6stico de sifilis congénita en el laboratorio

Un test seroldgico positivo en un recién nacido puede no ser diagndstico de sifilis, ya
que puede ser consecuencia de la transferencia pasiva de anticuerpo maternal a traves
de la placenta durante el embarazo. Es por ello que se establece que para establecer
un diagnostico de sifilis congénita, se requiere encontrar de un titulo RPR/VDRL
significativamente alto (ej mayor o cuatro veces superior) en el suero del recién nacido
en comparacion con el titulo materno o la deteccién de un aumento de este titulo
durante un periodo de 3 meses.

Si bien las pruebas seroldgicas pueden ser negativas al momento del nacimiento tanto
en madre como hijo, es siempre recomendable realizar un seguimiento luego del
parto, ya que de haber contraido la enfermedad en un periodo cercano al nacimiento
se requiere esperar el desarrollo de la respuesta inmune para poder detectar los
anticuerpos correspondientes (Fitzgerald, 1989).
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2.5 Treponema pallidum subsp pallidum

Treponema pallidum pertenece al género Treponema de la familia Spirochaetaceae.
Dentro de la misma, se encuentra la subespecie T. pallidum pallidum que es la
causante de la sifilis. Esta espiroqueta contiene un Unico genoma circular de unos
1.140 kb de longitud (McGill et al., 2010; Petrosové, 2013), con un conteneido G+C del
52.8% y un total de 1.122 genes de los cuales 1.068 codifican para proteinas,
habiéndose identificado la funcion del 61.6% de las mismas. Al menos 45 genes
codifican para lipoproteinas, que en su mayoria no presentan homologia estructural o
funcional a otras lipoproteinas bacterianas conocidas (Deka et al., 2007). Las proteinas
de funcién conocida tienen un tamafio promedio de 37.7kDa y un pl promedio de 8.1
(McGill et al., 2010). A su vez, se ha detectado la presencia de un gran nimero de
metaloproteinas de unién a zinc, caracteristica importante teniendo en cuenta que es
el segundo metal traza mas abundante (luego del hierro) en el cuerpo humano y que
puede ser absorbido mas facilmente que el hierro de los tejidos humanos y fluidos
corporales (Deka et al., 2007).

El primer genoma completo secuenciado corresponde a la cepa Nichols, aislada en
1912 en Washington, D. C. de fluido cerebroespinal de un paciente con neurosifilis
(NICHOLS, 1913), la cual fue revisada en 2013 (Petrosova, 2013). Hasta el momento se
secuenciaron un total de cinco cepas (ver Tabla 4), en las cuales los cambios
encontrados no afectan la capacidad de infeccion de esta bacteria. A su vez, también
se encontraron cepas que presentan resistencia a antibioticos, lo cual veremos mas
adelante.

Tabla 4: Cepas aisladas de Treponema pallidum subsp pallidum cuyo genoma ha sido secuenciado.
Fuente: (Centurion-Lara et al., 2006).

o -

Nichols Washington, D. C. 1912
Chicago Chicago, Ili 1951
Mexico A Mexico 1953
Sea 81-4 Seattle, Wash. 1980
Sea 81-3 Seattle, Wash. 1981

Treponema pallidum tiene una forma helicoidal, con un largo de 6um a 15um y un
didmetro aproximado a 0.2um. Es una bacteria &ltamente mdvil que posee una
membrana externa fragil que rodea un espacio periplasmico (dentro del cual se
encuentran los organelos de motilidad, denominados endoflagelos), un complejo de
peptidoglicano (que le confiere estabilidad estructural y al mismo tiempo flexibilidad
(J. Liu et al., 2010) y membrana citoplasmatica. Debido a su estructura de doble
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membrana, T pallidum es a menudo considerada como una bacteria gram negativa. Sin
embargo, esta analogia se escapa de la realidad, ya que su membrana externa no
posee lipopolisacaridos y su membrana interna es considerablemente mas fragil que la
de las bacterias gram negativas (Radolf et al., 1995). Los flagelos son originados en los
denominados motores flagelares ubicados en los dos extremos del organismo, de tal
forma que se enrollan alrededor del protoplasma para superponerse en el medio (J. Liu
et al., 2010) (ver Figura 9). Otra caracterisitca que diferencia a Treponema de las
bacterias gram negativas, es que en su membrana externa tiene una menor densidad
de proteinas, lo cual podria ser la explicacion de la capacidad que tiene esta
espiroqueta de evadir el sistema inmune del huésped (Cox et al., 2010). Es més, las
principales proteinas inmunogénicas se encuentran debajo de la membrana externa,
inaccesibles a los anticuerpos, ancladas en su mayoria mediante lipidos N-terminales a
la cara periplasmica de la membrana citoplasmatica.

Treponema pallidum no puede ser cultivada in vitro, y por ello para obtener suficiente
cantidad de material para su estudio debe ser propagada en testiculos de conejos
(Lafond et al., 2006) donde tiene un tiempo de duplicacion de 30 a 33hs.

Filamentos cltoplasmdticos

Cuerpos basales

Membrana citoplasmatica

Filamentos flagelares

Figura 9: Modelo de la superficie de Treponema pallidum obtenida mediante estudios
de tomografia crio-electrénica obtenida por (Izard et al., 2009). Vista desde arriba (A) y
de lado (B).
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2.6 Patogenicidad y respuesta inmune a Treponema

La gran motilidad de Treponema pallidum y su capacidad para atravesar distintos
tejidos le permiten diseminarse de forma répida a través de los mismos. Esta
espiroqueta presenta la capacidad de penetrar células humanas y de viajar entre
compartimentos vasculares y extravasculares, pudiendo moverse a través de tejidos
complejos por migracion y penetracion intracelular, asi como también mediante una
combinacion de estos dos mecanismos (Riviere, Thomas, & Cobb, 1989). Luego de la
penetracion de la espiroqueta en el sitio de infeccion, macrofagos y células
presentadoras de antigeno (como las células dendriticas) procesan y presentan
antigenos de treponema a las células T colaboradoras (CD4+ y CD8+), las cuales
posteriormente se encargaran de la secrecion de interleuquinas (ej IL-2) para activar la
respuesta de células T (Arroll, Centurion-Lara, Lukehart, & Van Voorhis, 1999). A su
vez, estas mismas células T colaboradoras se encargaran de inducir el cambio de
isotipo de los anticuerpos producidos por las células B que eventualmente permitiran
la opsonizacion de T. pallidum, lo cual llevara a la rapida eliminacion de la mayoria de
las bacterias en el sitio de infeccién. Sin embargo, mientras ocurren estos procesos, un
bajo nimero de bacterias logra diseminarse a sitios periféricos, lo cual le permitira
persistir con la infeccion (S. A. Baker-Zander & Lukehart, 1992). Si bien la alta motilidad
de T. pallidum podria ser una de las causas de evasion del sistema inmune, existen
otras teorias para explicar la capacidad de esta espiroqueta de permanecer por largos
periodos de tiempo sin ser detectada por el sistema inmune. Una de ellas son el
secuestro intracelular de la espiroqueta, la generacion de variacion antigénica de T.
pallidum, asi como también la capacidad de afectar las defensas del huésped y/o
suprimir el inicio de respuestas inmunes efectivas. Otras teorias se basan mas en las
caracteristicas estructurales de la membrana externa que contribuirian a la evasion del
sistema inmune del huésped (Figura 10) (Radolf & Desrosiers, 2009; Radolf, 1994;
Salazar, 2002; Salazar et al., 2005).
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Figura 10: Respuesta inmune generada en el huésped como consecuencia de la infeccion por
Treponema pallidum. PMN: Polimorfonucleares, CD: Células Dendriticas. Fuente: (Kelesidis, 2014).

variacitn antigénica

La estimulacién temprana de la respuesta inmune celular y humoral es uno de los
puntos més importantes de la sifilis. En las etapas primarias de la enfermedad se
observa la presencia de anticuerpos anti-fosfolipidicos/anti-cardiolipina, anticuerpos
anti-treponemas, asi como también anticuerpos contra células sanguineas,
componentes del suero y constituyentes de los tejidos del huésped como fibronectina
y colageno (Wicher, 1990). Las distintas etapas de la sifilis presentan un perfil de
inmunoglobulinas caracteristico. La sifilis primaria, se asocia con respuestas IgM e
lgG1, mientras que la sifilis secundaria se caracteriza por un incremento en los
anticuerpos especificos anti-treponema 19gG3. A su vez, incluso luego de realizado un
tratamiento exitoso, se observa la persistencia de los anticuerpos anti-treponema IgG1

e 1gG3, lo cual podria ser indicativo de la expansién clonal de células de memoria
(Baughn, Jorizzo, Adams, & Musher, 1988).
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2.6.1 Lipoproteinas y sistema inmune

Treponema pallidum expresa abundantes lipoproteinas de membrana que inducen
respuestas inmunes fuertes (Chamberlain, Brandt, Erwin, Radolf, & Norgardl, 1989),
pudiendo ocurrir interacciones lipido-lipido entre la espiroqueta y los rafts lipidicos de
células de huésped eucaridtico a través de glicolipidos (Schroder, 2008) o lipoproteinas
(Haake, 2009). Estudios in vitro e in vivo sugieren que las lipoproteinas de membrana
de T. pallidum son patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) que se unen
a receptores de reconocimiento de patrones como los receptores de tipo Toll (TLR) y
serian los principales responsables de la evasion del sistema inmune por parte de la
espiroqueta asi como también de la adhesion de la misma a las células del huésped
(Kelesidis, 2014).

Entre las lipoproteinas que demostraron tener actividad antigénica se encuentran las
de peso molecular de 15, 17 y 47 kDa (Tpp15, Tppl7 y Tpp47), las cuales se encuentran
fijadas a la cara externa de la membrana citoplasmética de treponema mediante
palmitoiletanolamina y diacilglicerol unidos covalentemente a un residuo de cisteina
N-terminal.

2.7 Lipoproteinas Tppl5, Tppl7y Tpp47

La lipoproteina més abundante presente en la membrana citoplasméatica de T.
pallidum es Tpp47. Esta presenta una alta inmunogenicidad (Chamberlain et al., 1989;
Immunogen et al., 1988; Norgard, Chamberlain, Swancutt, & Goldberg, 1986; Weigel,
Brandt, & Norgard, 1992). Tpp15 y Tppl7 estan presentes en menores cantidades,
pero son también fuertemente inmunogénicas (Akins, Purcell, Mitra, Norgard, &
Radolf, 1993; Purcell et al., 1989). A partir de estas observaciones estas proteinas han
sido seleccionadas como candidatas para su utilizacion en el desarrollo de tests
diagnosticos de sifilis.

2.7.1 Tppl5
La lipoproteina de Treponema pallidum de 15 kDa, Tpp15, estd compuesta por 141

aminodcidos, de los cuales los primeros 17 residuos corresponden al péptido sefial que
lo dirigir4 a la cara externa de la membrana citoplasmatica (ver Figura 11). En el
residuo Cys18 es donde ocurre la unién covalente con la region lipidica (formando N-
palmitoilcisteina o S-diacilglicerol cisteina) mediante la cual se ancla a la membrana de
treponema. Aunque aun no existen datos experimentales que lo avalen, segun el
analisis de secuencia aminoacidica, Tppl5 presenta un dominio de unién a FMN
(Mononucleotido de Flavina).
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Péptido senal Tppi5
(aa1-17) (aa 18-141)

f
MM T: 13.98 kDa
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MM T: 45.71 kDa
pl: 5.25

Figura 11: Representacion esquematica de las lipoproteinas de Treponema pallidum Tppl5, Tppl7 y
Tpp47. Los datos tedricos correspondientes a las MMT (masa molecular teérica) y pl fueron obtenidos
utilizando la herramienta Protparam del servidor expasy (Www.expasy.com).

2.7.2 Tppl7
De forma analoga a Tpp15, la lipoproteina de 17 kDa Tpp17, contiene un péptido sefial

que abarca los primeros 21 aminoacidos de su secuencia (ver Figura 11), ocurriendo el
mismo tipo de modificaciones lipidicas que en Tpp15 en el residuo Cys22. En cuanto a
su actividad inmunogénica, se ha demostrado que la activacion por parte de la region
proteica de Tppl7 del sistema inmune del hospedero se asocia a una mayor expresion
de moléculas de adhesién, induccion de actividad quimiotactica de células THP-1 y
migracion de estas células a través de las monocapas celulares endoteliales
estimuladas (Zhang, Wang, Zhang, & Yang, 2015). A su vez, se ha demostrado que
tiene la capacidad de estimular la produccién de TNF-a por parte de los macréfagos
(Akins et al., 1993). Recientemente, Brautigam et al. (2015) reportaron la estructura
cristalografica de Tppl7 recombinante (ver Figura 12). En este estudio, también se
propone que esta lipoproteina podria estar formando un homodimero mediante el
residuo Cys22 para cumplir su funcion (la cual sigue sin ser elucidada).
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Figura 12: Representacion del mecanismo propuesto de formacion de homodimeros por parte de

Tppl7 en la membrana de Treponema pallidum. Fuente:(Brautigam, Deka, Liu, & Norgard, 2015).

2.7.3 Tpp47

La lipoproteina de 47kDa de Treponema pallidum, Tpp47 (Figura 11), ha sido de las
méas estudiadas. Esto se debe a diversos reportes que afirman que es uno de los
mayores componentes antigénicos debido a que es un marcador confiable de las
infecciones de sifilis; es capaz de iniciar una respuesta humoral temprana luego de los
3 a 6 dias de la infeccidn; los anticuerpos anti-Tpp47 se encuentran en todas las etapas
de la sifilis y la disminucién de anticuerpos anti-Tpp47 en respuesta al tratamiento
hace de este un buen candidato como marcador terapéutico (Miranda & Sato, 2008).
La notable antigenicidad puede ser explicada entre otras cosas por su capacidad de
inducir la produccién de TNF-a, IL-1B e IL-6, y de la activacion de la via de sefalizacion
del receptor de tipo Toll 2 (TLR2) y de CD14 (S. Q. Liu et al., 2010).

Lo que mas ha llamado la atencién de esta lipoproteina es que posee actividad &-
lactamasa (Cha, Ishiwata, & Mobashery, 2004), a pesar de tener una estructura
diferente a las distintas familias de p-lactamasas conocidas. Por ello, si bien se cuenta
con la estructura cristalogréfica y se ha estudiado por mutagénesis dirigida con el fin
de localizar su sitio activo (Deka et al., 2002), aun se desconoce si la actividad catalitica
es similar a la de las B-lactamasas conocidas o es parte de un nuevo tipo de B-
lactamasa. Mas desafiante aun, es explicar como una bacteria que contiene en su
membrana una lipoproteina con actividad B-lactamasa, sigue siendo susceptible al
tratamiento con antibi6ticos B-lactamicos como lo es la Penicilina.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo general

La sifilis, enfermedad de transmision sexual que fue perdiendo relevancia porque se
entendia resuelta, por disponer de tratamientos simples y efectivos con penicilina, en
los ultimos afios ha recobrado la atencion debido al significativo aumento que se
registra en el mundo. De principal interés en Uruguay, es el aumento de casos de sifilis
congénita, principalmente en poblaciones vulnerables desde el punto de vista
socioecondémico. En este contexto, el objetivo de este trabajo es contribuir al
desarrollo de tests de sifilis que permitan un diagndstico sensible, confiable y de bajo
costo que pueda ser empleado directamente en las consultas médicas, sin necesidad
de un laboratorio, con especial énfasis en contribuir a la disminucion de la sifilis
congénita en Uruguay.

Mas especificamente, en este proyecto nos proponemos producir las proteinas Tpp15,
Tppl7y Tpp47 de Treponema pallidum (agente causante de la sifilis) en E. coli para el
desarrollo de test de diagnostico de sifilis.

3.2 Objetivos especificos
Para alcanzar los objetivos mencionados, proponemos:

1-Optimizar la expresion de los antigenos Tpp15 y Tpp47 de Treponema pallidum en
E. coli mediante la evaluacién de distintas condiciones de cultivo, asi como también de
construcciones plasmidicas, con el fin de obtener cantidades de antigeno suficientes.

2-Optimizar la purificacion de las proteinas recombinantes mediante IMAC Ni-NTA.
3-Expresar y purificar el antigeno Tpp17 de Treponema pallidum.

4-Evaluar diferentes condiciones de almacenamiento (composicion de buffer y
temperatura) de Tppl5 y Tpp47, que permitan el establecimiento de las condiciones
Optimas.

5-Evaluar la reactividad de Tppl5, Tppl7 y Tpp47 frente a sueros de pacientes que
hayan presentado reactividad frente a tests establecidos.
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4. Materiales
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4.1 Plasmidos

Las secuencias utilizadas para las tres lipoproteinas expresadas, Tppl5 (Gene ID:
2611353), Tppl7 (Gene ID: 2610960) y Tpp47 (Gene ID: 2611716), corresponden a las
secuencias proteicas sin el péptido sefial N-terminal. Las mismas corresponden a la
cepa Nichols de Treponema pallidum subsp pallidum. En todos los casos, se
adicionaron las bases necesarias para la codificacion de 6 histidinas C-terminales.

4.1.1 pUC57

Utilizado para clonar la secuencia de Tpp15 (Anexo A1.1y A1.3) y Tpp47 (Anexo Al.2y
Al.3) que fueron optimizadas y sintetizadas por Gen Script. En ambos casos, se
adicionaron secuencias homdlogas a pET22b(+) tanto en el extremo 5’ como 3’ para
realizar el clonado utilizando enzimas de restriccion en el caso de Tppl5 (Ndel y
BamHI) y mediante recombinacion homdloga en el caso de Tpp47opt.

Tppl5opt-puUCs57

3007 bp

—(Mi3 rev!

(CAP binding site]

Figura 13: Esquema de la secuencia codificante de Tppl5opt
sintetizada por GenScript, clonada en el vector pUC57. Software:
SnapGene.

4.1.2 pET22b(+)

Utilizado para clonar la secuencia de Tppl5 (wt y la secuencia optimizadam, opt),
Tppl7wty Tpp47opt, para la expresion de las proteinas. La expresion de proteinas en
este plasmido se encuentra bajo la regulacion del promotor T7 y el marcador de
seleccidn que posee es resistencia a Ampicilina.
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Figura 14: Esquema de las construcciones de Tppl5wt/opt, Tpl7wty Tpp47opt en pET22b(+).
Software; SnapGene.

4.2 CepasdeE. coli

4.2.1 DH5a (Invitrogen)

Utilizada para la amplificacion de DNA plasmidico de pET22b(+)-Tppl50pt y pET22b(+)-
Tpp47opt. Esta cepa permite alcanzar una alta eficiencia de transformacion gracias a
las mutaciones endAly reAl, asociadas a una menor degradacion por endonucleasas y
a una menor recombinacion homoéloga, respectivamente.

4.2.2 BL21(DE3)Star (Invitrogen)

Utilizada para la expresion de Tppl5opt, Tppl5wt, Tppl7wt y Tpp47opt en pET22b(+).
Esta cepa fue modificada para la expresion de proteinas recombinantes bajo el control
del promotor T7. A su vez, incluye una mutacion en el gen de RNAsa E que reduce el
nivel de expresion de RNasas enddgenas, incrementando la estabilidad de los mRNA.
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4.3 Medios de cultivo

4.3.1 Medio Luria Broth (LB)
4.3.2 Medio Autoinductor ZYM-5052 (Studier, 2005)

4.4 Anticuerpos

El anticuerpo primario (anti-his tag) utilizado fue Mouse anti-His Antibody (General
Electric) en una dilucién 1/3.000, mientras que el anticuerpo secundario fue el
anticuerpo conjugado a HRP Anti-Mouse IgG-Peroxidase antibody (Sigma Aldrich) en
una dilucién 1/2.500.
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5. Métodos
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5.1 Construccioén de plasmidos

5.1.1 Clonado de secuencias en pET22b(+)

Las secuencias codificantes fueron clonadas en pET22b(+) en los sitios de restriccion
Ndel y BamHI. Luego de la digestion del plaésmido que contiene la secuencia codificante
de la proteina y del plasmido pET22b(+), realizada a 37 °C toda la noche, se purificaron
los fragmentos correspondientes a partir de geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 0,5X
utilizando el kit comercial GeneJET Gel Extraction kit, Thermo Scientific (Cat #: K0691).
La ligacion de los fragmentos purificados se realiza con la T4 DNA Ligasa (New England
Biolabs) incubando a 4 °C toda la noche. Se realiza la transformacion con el producto
de la ligacion, en células E. coli DH5a. quimicompetentes, en placas LB, ampicilina.
Luego los plasmidos se purifican y se secuencian.

5.1.2 Reaccion de amplificacion de Tppl5opt

La amplificacion de Tpp150pt para confirmar la presencia de ese inserto en pET22b(+)
se realizo utilizando la enzima U-Tag DNA polymerase (Sbs Genetech). En un volumen
de reaccion de 25 ul, en el Buffer de reaccién U-taq 10X, se incluyen dNTPs 10 mM,
primer forward (5-CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG-3’) y reverse (5'-
CTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTG-3’) 10 mM, ADN (0,6 ng) y H,OmQ c.s.p. 25 puL. La
reaccion incluye una incubacion inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, annealing a 55 °C por 15 segundos,
extension a 72 °C por 1 minuto y una extensidn final a 72 °C por 5 minutos.

5.1.3 Electroforesis en gel de Agarosa
Se realizan geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 0,5X y adicionando el agente
intercalante GelRed (BIOTIUM, Cat #: 41003).

5.1.4 Transformacion de células quimiocompetentes (DH5a y BL21)

La incorporacion de los plasmidos en las cepas de E. coli utilizadas se realiza mediante
la transformacion de 100 ulL de células quimiocompetentes, por los métodos
habituales (Ausubel et al., 2003).

5.1.5 Amplificacion y extraccion de ADN plasmidico

La amplificacién de ADN plasmidico se realiza a partir de un cultivo bacteriano de 3 mL
en medio LB+Ampicilina 100 pg/mL a 37 °C toda la noche. La posterior extraccion de
los plasmidos es realizada mediante el método de lisis alcalina (Ausubel et al., 2003).
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5.2 Expresiony purificacion de proteinas

5.2.1 Expresion de proteinas

La expresion de proteinas se realiz6 en el medio autoinductor ZYM-5052 evaluando
distintas temperaturas y tiempos (37 °C toda la noche, 30 °C toda la noche, 20 °C 20
horas) a 200 rpm. En el caso de la expresion a 20 °C por 20 horas, previamente se
realiza el cultivo a 37 °C hasta alcanzar una DOgoonm de 1, tiempo en el cual se estima
que el consumo de glicerol en el medio es completo.

5.2.2 Fraccionamiento de proteinas Soluble / Insoluble

El cultivo celular es centrifugado a 5.520 x g a 4 °C por 15 minutos. Se recupera el
sedimento y se determina el peso himedo de células obtenido. Se resuspende el
sedimento en buffer de lisis segln la relacion 5 mL de buffer por cada gramo de
células. La ruptura celular es realizada mediante ultrasonido, utilizando un sonicador
(Sonic Ruptor 250, OMNI International) con los siguientes pardmetros: 50 % de
amplitud, 40 pulsos por minuto, realizando tres rondas de 10 minutos cada una con
pausas de 5 minutos entre rondas. Posteriormente, se centrifuga a 20.400 x g a 4 °C
por 30 minutos. El sobrenadante obtenido contiene la fraccién de proteinas solubles
del extracto. El precipitado, correspondiente a la fraccion de proteinas insolubles, es
lavado tres veces con buffer de lisis y luego se resuspende en el mismo volumen
utilizado para resuspender el sedimento inicial con buffer de lisis y la concentracion
elegida del agente caotrdpico (Urea o Hidrocloruro de guanidinio, GndCl).

5.2.3 Estrategias de renaturalizacion

Método A: Renaturalizacion en columna

La fraccion insoluble de proteinas resuspendida en urea 2 M en Tris-HCI 20 mM pH 8 es
diluida hasta una concentracién de 1 mg/mL e incubada toda la noche a 18 °C con
agitacion. Luego se incuba la muestra con 1 mL de resina de Ni-NTA, se realiza el
refolding en columna realizando lavados disminuyendo la concentracion de urea (2 M,
1M,05My0 M).

Método B: Renaturalizacion por dilucion répida

La fraccion insoluble de proteinas se disuelve en Cloruro de Guanidinio (GndCl) 5 M,
Tris-HCI 20 mM pH 8 y luego se adiciona por goteo a un volumen 9 veces superior de
buffer Tris-HCI 20 mM pH 8 (Dilucién 1/10), con agitacion y refrigerado en hielo (ver
Figura 15). Luego se centrifuga a 20.400 x g a 4 °C por 15 minutos. A partir del
sobrenadante (fraccién soluble recuperada) se purifica a la proteina por IMAC
(cromatografia de afinidad a iones metélicos) utilizando la resina Ni-NTA.
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Figura 15: Dispositivo disefiado para el método de renaturalizacion por dilucién rapida.

5.2.4 Purificaciéon por IMAC (Ni-NTA)

Para la purificacion de las proteinas se utiliza 1 mL de resina de Ni(ll) inmovilizado
sobre agarosa derivatizada con &cido nitrilotriacético (Ni-NTA) (Qiagen) mediante la
union del tag de histidinas a la misma. La columna se lava con 5 volimenes de H,OmQ
y se equilibra con 5 volumenes de buffer de equilibracién, cuya composicion depende
la proteina purificada (especificado en Resultados y Discusion). La adsorcion de la
proteina es realizada mezclando la resina equilibrada en buffer con la fraccion que
contiene la proteina de interés y se incuba con agitacién a 4 °C por 1 hora. El percolado
es desechado y posteriormente se realiza un lavado con 10 mL de buffer. La elucion de
la proteina se hace con 500 mM de imidazol en el mismo buffer. Se colecta el eluido en
fracciones de 1 mL. Tanto la presencia de proteinas luego del lavado como en la
elucion es monitoreada utilizando reactivo de Bradford.

5.2.5 Desalado

El desalado de las muestras se realiza por cromatografia de exclusion molecular
utilizando columnas pre-empaquetadas PD10 de Sephadex G-25 (General Electric
Healthcare). Previo al sembrado de la muestra, las columnas son lavadas y equilibradas
con 10 mL de H,OmQ y buffer, respectivamente. Se siembran 2,5 mL de muestra a
desalar y se descarta el volumen desplazado. Posteriormente, la muestra es eluida en
3,5 mL de buffer.

5.2.6 Cuantificaciéon de proteinas

La cuantificacion de proteinas es realizada mediante el ensayo de acido bicinconinico
utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay (Cat #: 23225) (Thermo Scientific). Las curvas
de calibracion se realizan con seroalbimina bovina (BSA) a las concentraciones de 200,
100, 50, 25y 0 ug/mL. La absorbancia es medida a 570 nm.

5.2.7 Cromatografia de exclusion molecular

Se utilizd una columna HiLoad 16/60 Superdex 200 (General Electric) en un equipo
AKTA (General Electric). Se sembraron 2 mL de muestra y se utilizé un flujo de 1
mL/min. Se colectaron fracciones de 1 mL.
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5.3 Western blot

Las proteinas son resueltas mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Para la transferencia de proteinas se utiliza una membrana
de nitrocelulosa (Thermo Scientific) y se transfieren por 1 hora a 400 mA en un
dispositivo Mini Trans-Blot Cell (BioRad). El bloqueo se realiza con solucion de bloqueo
(5 % leche en polvo descremada en TBST (Buffer Tris salino + Tween 20) a 4 °C toda la
noche. Se incuba la membrana con el anticuerpo primario por 1 hora a temperatura
ambiente. Se realizan 6 lavados de 5 minutos cada uno en TBST y luego se incuba la
membrana con el anticuerpo secundario (conjugado a HRP) por 1 hora a temperatura
ambiente. Finalmente, se realizan 10 lavados de 5 minutos cada uno con TBST. Para
detectar la actividad de HRP se utiliza el sustrato comercial Pierce ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Scientific (Cat #: 32106) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los revelados se registraron con un equipo GBOX (Syngene) con un tiempo
de exposicion de 30 segundos.

5.4 Evaluacion de las condiciones de almacenamiento

Las proteinas se almacenan en el buffer Tris-HClI 20 mM pH 8 con DTT 1 mM, EDTA 0,1
mM, Triton X-100 0,15 % y Glicerol 50 %. Las muestras son almacenadas a 4 °C, a
diferencia de las que contienen Glicerol que se almacenan a -20 °C. Se evalta la
estabilidad a lo largo del tiempo por un periodo de un afio tomando alicuotas de 100
pL. Las mismas son centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos. El precipitado se
disuelve en 100 pL de Urea 8 M. El sobrenadante y el precipitado disuelto en Urea 8 M
son analizados por SDS-PAGE, cargando en cada caso 20 plL.

5.5 Electroforesis bidimensional

La separacion de las proteinas segn el punto isoeléctrico se realizé utilizando una tira
Immobiline Dry Strip de 7cm con un gradiente de pH 4-7 (General Electric). Se
mezclaron 145 ul de proteina en buffer de rehidratacion con 1,25 ulL de TCEP 0,5 M y
0,625 pL de anfolitos. Las condiciones de isoelectroenfoque utilizadas fueron: 12 horas
de rehidratacion a 20 °C, 300 V por 30 minutos, 500 V por 30 minutos seguidos de un
gradiente de 1000 V por 1 horas hasta 8000 Vh. La tira de isoelectroenfoque fue
utilizada para la separacion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular en una
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 15 %.

5.6 Ensayo de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para la
deteccion semicuantitativa de anticuerpos anti-Tpp en sueros humanos

Para realizar la deteccion semicuantitativa de anticuerpos anti-Tpp15, -Tppl7 y -Tpp47
en sueros humanos se utilizaron tres sueros seronegativos (denominados -2288, -2286
y -1964) y tres sueros seropositivos (denominados +32, +16 y +8). Se realizaron
diluciones seriadas de cada suero y se evalud su capacidad de deteccion de las
proteinas recombinantes Tppl5, Tppl7 y Tpp47 producidas en este trabajo. El
protocolo consistié en sensibilizar una placa de ELISA con 50 ulL por pocillo de las
soluciones de proteinas a una concentracion de 1 pg/mL preparadas en buffer
carbonato 0,1 M pH 9,6, incubando toda la noche a 4 °C. Luego de descartadas las
soluciones, se bloguea la placa con 100 BEL por pocillo de PBS 1X — Tween 20 1 % y se
incuba una hora a 37 °C. Se lavan los pocillos tres veces con PBS 1X — Tween 20 0,05 %.
Se preparan las diluciones de los sueros a evaluar en 1X — Tween 20 0,05 % y se
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siembran por duplicado 50 uL por pocillo, incubando una hora a 37 °C. Posteriormente,
se realizan tres lavados con PBS 1X — Tween 20 0,05 %. Se agregan 50 uL por pocillo de
una dilucion 1/50.000 de anticuerpo anti-humano IgG producido en cabra y conjugado
a peroxidasa (Sigma) en PBS 1X — Tween 20 0,05 % y se incuba una hora por 37 °C.
Luego de finalizada la incubacion, se realizan tres lavados con PBS 1X — Tween 20 0,05
%. Se agregan 50 pL por pocillo de sustrato TMB, se incuba 15 minutos a temperatura
ambiente y se detiene la reaccion con 25 pl por pocillo de H,SO,4 2 N. El producto de la
reaccion es leido a 450 nm con filtro de 600 nm.
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6. Resultados y Discusion
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6.1. Tppl5

6.1.1 Clonado de la secuencia optimizada de Tppl5opt-6His en el vector
de expresion pET22b(+)

La secuencia codificante de Tppl5 de T. pallidum fue sintetizada y clonada en el
plaésmido pUC57 por la compafiia Genscript (Piscataway, NJ, USA). Resultados
anteriores de nuestro laboratorio habian mostrado que la CDS nativa de Tppl5 se
expresaba en muy bajos niveles en E. coli. Por tal razdn, se solicit6 la sintesis de una
secuencia sinonima del gen de Tppl5, modificada mediante el algoritmo
OptimumGene™ de dicha compafiia, el cual aplica una serie de criterios que buscan
adaptar la secuencia nucleotidica al organismo en el cual se va a expresar la proteina.
Dicho algoritmo introduce de forma aleatoria el primer y segundo codén mas utilizado
de acuerdo a la utilizacion de codones del huésped a utilizar para la expresion de la
proteina. A su vez, optimizan el contenido GC, eliminan elementos de accién en cis,
sitios de corte de enzimas de restriccion que puedan interferir con el posterior clonado
en el pldsmido de expresion y secuencias tipo Shine Delgarno internas que puedan
estar presentes en la CDS. En el Anexo Al.l, se muestra una comparacion de las
secuencias nucleotidicas nativa de Tpp15 junto con la secuencia optimizada Tpp150pt.

En primera instancia, fue necesario transferir la secuencia Tppl50pt que estaba inserta
en el plasmido pUC57, hacia el vector de expresion pET22b(+). El primer paso consistio
en la amplificacién tanto de pUC57-Tpp150pt-6His como del vector de destino. Se hizo
una transformacion de 100 uL de células DH5a quimiocompetentes con ambos
plasmidos, y luego se procedi6 a la purificacion de los mismos mediante
minipreparacion alcalina (Figura 16). Las masas moleculares esperadas corresponden a
~2.700 pb para pUC57-Tppl50pt-6His y 5.493 pb para pET22b(+).
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Figura 16. Analisis de los plasmidos pUC57-Tppl5opt-6His y pET22b(+) purificados mediante
minipreparacion alcalina. Electroforesis en gel de de agarosa 1 %. En ambos casos, en cada carril se
sembraron cantidades correspondientes a 180 ng de ADN (de acuerdo a los valores de Ayg) por
cuadruplicado (cada muestra denotada como M1 a M4). Marcador de peso molecular (MPM):
GeneRuler DNA Ladder Mix (Cat #: SM0331). Thermo Scientific.
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Se habia previsto hacer el subclonado entre los sitios Ndel y BamHI, por lo cual los
plasmidos fueron digeridos con estas enzimas de restriccion. En ambos casos, se
analizaron los patrones de digestion obtenidos a partir de la digestion de cada enzima
por separado asi como también de la doble digestion. En el caso del vector
pUC57-Tppl50pt-6His, se espera obtener para Ndel, dos fragmentos (2.901 y 297 pb),
con BamHI, un fragmento y para Ndel + BamH], tres fragmentos (2.458, 443 y 297 pb),
siendo el de 443 pb la secuencia de interés (Figura 17). Los tamafios esperados se
deben a la presencia de dos sitios de corte de Ndel en pUC57-Tpp150pt-6His (posicion
183, que es propia del plasmido pUC57, y posicion 480 que fue incorporada por la
secuencia que se sintetiz0).
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Figura 17: Andlisis por electroforesis en gel de agarosa 1% de ADN del plasmido
pUC57-Tppl5opt-6His. En el carril SD, ADN sin digerir. En los otros carriles, los
productos de digestion con Ndel, BamHI y Ndel + BamHI. Marcador de peso molecular
(MPM): GeneRuler DNA Ladder Mix (Cat #: SM0331), Thermo Fisher Scientific.

En el caso de la digestion de pET22b(+) con las distintas enzimas, se esperaria tener un
solo fragmento en la digestion de Ndel y en la de BamHI, y en la digestién doble se
esperaria tener un fragmento de 5.403 pb y 90 pb (Figura 18). (El de 90 pb
corresponde a la region de policlonado, en tanto que el fragmento de 5.403 pb es el
que se usard como vector para clonar la CDS de Tpp150pt.) Sin embargo, como puede
observarse en la Figura 18, se obtuvieron tres fragmentos de ADN. Esto podria ser
explicado por la actividad Star de BamHlI. Segun la intensidad de las bandas, se puede
ver que la actividad Star no fue predominante, lo cual se evidencia por la baja
intensidad relativa de las bandas suplementarias, y por lo tanto se pudo continuar
trabajando con la banda de mayor peso molecular que corresponde al vector
PET22b(+) linealizado mediante doble digestion Ndel + BamHI.
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Figura 18: a) Preparacion del vector de expresion pET22b(+). Andlisis por electroforesis en gel de
agarosa 1% de los productos de digestion de pET22b(+) con Ndel, BamHI y Ndel+BamHI, asi como
también del plasmido sin digerir (S/D). Marcador de peso molecular (MPM): GeneRuler DNA Ladder Mix
(Cat #: SM0331), Thermo Scientific. b) Representacion de los sitios de corte de Ndel, BamHI, y los sitios
Star de BamHI asi como también el tamafio de los productos esperados en cada digestion.
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Los productos de la doble digestion de pUC57-Tppl5opt-6His (443 pb) y pET22b(+)
(5.403 pb) fueron purificados a partir del gel de agarosa de 1 %. Los productos
obtenidos fueron ligados utilizando la enzima T4 DNA Ligasa (Biolabs), esperando
lograr de esta forma la insercion del fragmento codificante para Tppl5opt-6His en el
vector de expresion pET22b(+) tal cual se muestra en el Anexo A2.1. El producto de
ligacion fue transformado en células quimiocompetentes DH5a y el pldsmido fue
purificado mediante minipreparacion alcalina (Figura 19). En 9 de las 10 colonias
analizadas se obtuvieron bandas que podrian ser del peso molecular esperado (5.846
pb). Sin embargo, tanto la resolucion de esta electroforesis como el hecho de que se
trata de plasmidos superenrollados, no permiten determinar con certeza si contienen
el inserto deseado. Por tal razén, para poder demostrar la presencia de inserto, se
procedio a un andlisis por PCR, con cebadores que se encuentran a uno y otro lado del
sitio de policlonado de pET22b(+).
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Figura 19: Anélisis del clonado de la CDS Tppl50pt-6His en pET22b(+). Electroforesis en gel de agarosa
1 % de minipreparaciones alcalinas de ADN de plasmidos de diferentes clones independientes.
Marcador de peso molecular (MPM): 1kb DNA Ladder (Cat #: N3232L), New England Biolabs.

Para confirmar la presencia del inserto en los plasmidos obtenidos se realiz6 una PCR
utilizando las muestras: M4, M8 y M10 (ver Figura 19) utilizando al pldsmido
pUC57-Tppl5-6His como control de la presencia de inserto, y como control negativo,
el plasmido pET22b(+) (Figura 20). De las tres muestras analizadas, M10 presenta una
banda de peso molecular correspondiente al inserto de Tppl5opt-6His. Para
confirmarlo, se mandd a secuenciar este plasmido al servicio de secuenciacion del
Institut Pasteur de Montevideo (IPMONT), confirmando la secuencia correcta del
inserto (Anexo A2.2). De esta forma, se logrd construir el plasmido de expresion
(PET22b(+)) conteniendo la secuencia de Tpp15-6His optimizada lista para utilizarla en
la transformacion de la cepa de E. coli de expresion (BL21(DE3)Star).
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Figura 20: Analisis por PCR de clones obtenidos por ligacion con T4
DNA ligasa de la CDS Tppl50pt-6His y pET22b(+). Electroforesis en
gel de agarosa 1 % de los productos obtenidos a partir de la
amplificacion por PCR con los primers mencionados en el punto 1.2
de Métodos. Marcador de peso molecular (MPM): 1kb DNA Ladder
(Cat #: N3232L), New England Biolabs .

6.1.2 Expresion de Tppl5

El primer paso en la expresion de una proteina recombinante, consiste en evaluar
distintas condiciones y el éxito de cada condicion ensayada a través de la medida del
nivel de expresion de proteina expresada. En el caso de Tppl5, se evaluaron dos
condiciones de expresion, las cuales se detallan a continuacion.

El plasmido pET-Tppl50pt-M10, fue utilizado para la transformacion de células E. coli
BL21(DE3)Star quimiocompentes. Este mismo procedimiento a su vez, fue realizado
utilizando el pldsmido pET-Tppl5wt-6His, el cual contiene la CDS salvaje de Tpp15
fusionada a un tag de 6 histidinas, con el fin de comparar los niveles de expresion de
proteina. Posteriormente, se procedio a la expresion de Tpp15 a partir de la secuencia
codificante optimizada y salvaje. Para ello, en ambos casos, se realizd la expresion en
200 mL de medio autoinductor ZYM5052 utilizando dos condiciones: agitacion a
200 rpm a 37 °C por 16 horas y a 20 °C por 20 horas (partiendo de un cultivo con una
DOgoonm =1). El buffer de lisis utilizado en los fraccionamientos de los cultivos
realizados a 37°C fue Tris-HCI 20 mM pH 8, mientras que para los cultivos realizados a
20 °C fue Tris-HCI 20 mM pH 8 + NaCl 0,1 M. En ambos casos se utilizé urea 4 M en
Tris-HCl 20 mM pH8 para la solubilizacion del precipitado correspondiente a la
fraccion insoluble. Luego del fraccionamiento, se analizd la expresion de Tppls
mediante electroforesis denaturalizante en gel de poliacrilamida al 15 % (Figura 21).

Como se puede observar, en ninguna de las dos condiciones de expresion utilizadas se
logra detectar la expresion de Tppl5 a partir de la secuencia salvaje, siendo
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indetectable tanto en la fraccion soluble como en la insoluble. Contrariamente, a partir
del plasmido de expresion que contiene la secuencia optimizada de Tpp15 se obtiene
una banda de intensidad significativa cercana a los 15 kDa. La misma es expresada en
forma soluble a 20 °C, mientras que a 37 °C se encuentra en la fraccion insoluble
formando parte de los cuerpos de inclusion.

FS Tppl5 Fl Tppl5
MWM 37°C 20°C 37°C 20°C
ig§ (kDa)  wt opt wt wt opt wt opt
70 -

55
40

35
25

15

" o
¢ =}
-

)

w

Figura 21: Andlisis de la expresion de Tppl5. Los productos
obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 %, 1 mm. Fracciones solubles (FS) e
insolubles (FI) obtenidas a partir de los cultivos realizados a
37° y 20°C utilizando la secuencia optimizada (opt) y
salvaje (wt) de Tppl5. Marcador de peso molecular
(MPM): PageRuler Prestained Protein Ladder (Cat #:
26616), Thermo Fisher Scientific.

Si bien en la expresion de Tppl50pt-6His a 20°C y 37°C se observa una banda clara que
ronda los 15 kDa, la identidad de la misma debe ser confirmada utilizando
metodologias que permitan elucidar su secuencia aminoacidica. Es por ello, que La
identidad de la proteina fue determinada mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF en la UByPA del IPMONT (Figura 22). Como primera aproximacion, se analizé la
proteina integra. El espectro se obtuvo en un equipo 4800 MALDI TOF/TOF (Abi Sciex)
en el modo de adquisicion lineal. Se observa la sefial correspondiente a Tppl5 de
14.736,4063 Da, mientras que la sefial de 7.338,1138 Da corresponderia al ion
dicargado. Seguidamente, se analizaron los péptidos que fueron obtenidos mediante
digestion con Tripsina de dicha muestra. Los pesos moleculares de los péptidos
obtenidos corresponden a la proteina Tpp15-6His, con una cobertura de secuencia del
73 %.
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Masa [m/z)
Start - End Observed Mr(expt) Mr (calc) Delta Sequence
2 -12 1229.5869 12285796 1228.5724 0.0072 M. SFSSIPNGTYR. A (lons score 55) Deamidated (NO)
13 - 24 1473.6307 1472.6234 1472.6208 0.0026 R.ATYQDFDENGWK.D (lons score 56)
25 - 35 1227.5861 1226.5788 1226.5819 -0.0031 K.DFLEVTFDGGK.M (lons score 56)
36 - 46 1409.6995 1408.6922 1408.6809 0.0113 K. MVQVVYDYQHK.E (lons score 24)
36 - 46 1425.6844 1424.6771 1424.6758 0.0013 K. MVQVVYDYQHK.E (lons score 53) Oxidation (M)
84 - 103  2096.9980 20959907 2095.9845 0.0063 K. GNPEMVDVVTGATVSSQSFR. R (lons score 91) Oxidation (M)
105 - 114 999.5904  998.5831 998.5873 -0.0041 R.LGAALLQSAR.R (lons score 44)
c)

1 MSFSSIPNGT YRATYQDFDE NGWKDFLEVT FDGGKMVQVV YDYQHKEGRF
51 KSQDADYHRV MYASSGIGPE KAFRELADAL LEKGNPEMVD VVTGATVSSQ
101 SFRRLGRALL QSARRGEKEA IISRHHHHHH

Figura 22: Analisis del producto de expresion de la proteina Tppl5 recombinante. a) Espectro de masas
obtenido por MALDI TOF de la banda cercana a los 15 kDa obtenida a partir de la expresion de Tppl5-
6His. b) Secuencias de los péptidos obtenidos a partir de la digestién con tripsina de Tppl5-6His. c)
Cobertura de la secuencia de Tppl5-6His (en rojo) identificada por MALDI-TOF-TOF, correspondiente al

A partir de los resultados obtenidos, pudimos confirmar que la utilizacion de la
secuencia optimizada de Tpp15-6His resultd ser crucial para la expresion de la misma
en ambas condiciones ensayadas ya que la expresion de Tppl5-6His a partir de la CDS
salvaje no llegd a alcanzar niveles de expresion detectables por SDS-PAGE bajo estas
mismas condiciones. Estos resultados concuerdan con muchos estudios que se han
realizado utilizando la secuencia optimizada de la proteina para lograr un mayor nivel
de expresion, siendo aplicada a una gran variedad de proteinas expresadas en E. coli,
desde PDI (Proteina isomerasa de disulfuro) (Niemitalo et al., 2005), carboxylesterasa
hidrolizante de poli-etilen tereptalato (Oeser et al., 2010), oxidasa de sarcosina (Tong
et al., 2016) hasta particulas de origen viral (Wu, Chen, Chi, Chien, & Huang, 2016). De
esta forma, se remarca la importancia de adecuar la utilizacion de codones al sistema
de expresion seleccionado. A su vez, el cambio en la temperatura de expresion de
Tppl5opt-6His resultd ser decisivo en cuanto a la forma (soluble 6 insoluble) en la cual
se expresa la proteina. Estos resultados eran de esperar, ya que una de las estrategias
usualmente utilizadas para lograr la expresion de una proteina en su forma soluble es a
través de la expresion a temperaturas menores a los 37 °C (Jana & Deb, 2005).
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El siguiente paso consistio en optimizar las condiciones de purificacion de Tpp15-6His a
partir de las fracciones soluble e insoluble obtenidas a partir de los cultivos realizados
a 20 °Cy 37 °C, respectivamente.

6.1.3 Purificacion de Tppl5 a partir de la fraccion insoluble (FI):
Tratamiento FI cultivo 37 °C

Cuando una proteina recombinante se expresa formando cuerpos de inclusion, se
deben determinar las condiciones de solubilizacion adecuadas utilizando cominmente
agentes caotropicos como Urea y Cloruro de Guanidinio. En muchas ocasiones, son
suficientes bajas concentraciones del agente caotrdpico debido a la naturaleza de los
cuerpos de inclusion formados (Vallejo & Rinas, 2004), que pueden estar constituidos
por la proteina de interés cuya estructura secundaria puede llegar a estar poco
alterada. Contrariamente, la existencia de cuerpos de inclusién que alberguen a la
proteina de interés en su forma casi completamente desplegada, hacen que sean
necesario utilizar condiciones de solubilizacion mas fuertes (ej. agente caotropico
como Cloruro de Guanidinio o altas concentraciones de Urea, complementacion con
detergentes, etc). Teniendo en cuenta las caracteristicas Unicas en las cuales se puede
encontrar la proteina de interés en los cuerpos de inclusion es que comenzamos
evaluando la capacidad solubilizadora del agente caotrépico Urea en el caso de Tppl5.

Para evaluar la minima concentracion de urea necesaria para solubilizar los cuerpos de
inclusion, la fraccion insoluble fue resuspendida en urea 4 My 2 M. Se dejé transcurrir
la solubilizacién de los cuerpos de inclusion con agitacion toda la noche. Se tomaron
alicuotas de 200 pL, que se centrifugaron a 20.400 x g por 15 minutos. El sobrenadante
obtenido en ambos casos corresponde a las proteinas de los cuerpos de inclusién que
lograron ser solubilizados. Los sedimentos, correspondientes a las proteinas de los
cuerpos de inclusion que no lograron ser solubilizados, fueron resuspendidos en
200 uL de urea 8 M. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida 15 %. Como se puede observar en el gel de la Figura 23, tanto las
concentraciones de urea 2 M como 4 M son suficientes para lograr la solubilizacion
casi completa de Tpp15.
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Fl solubilizada Flinsolubilizada Figura 23: Andlisis de la
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40 | Proteinas de los cuerpos de
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. buffers (FI insolubilizada, 5 pL).
." W= s Fraccion soluble obtenida luego

15 del fraccionamiento del cultivo
realizado a 37°C (FS). Marcador

de peso molecular; Unstained

Portein Ladder (Cat #: P7703S),
New England Biolabs.

Posteriormente, se realizd la cuantificacion de proteinas utilizando el kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Scientific) de los 6 mL de la fraccién insoluble resuspendida en
urea 2M, con el fin de obtener una aproximacion de la concentracién de Tppl5. La
misma resulto ser de 2,1 mg/mL (Anexo A3.1). A partir de estos resultados, con el fin
de incrementar la cantidad de Tpp15 solubilizada a partir de los cuerpos de inclusion,
se procedio a la resuspension de los mismos con un mayor volumen de urea que el
utilizado en el ensayo anterior, con el proposito de lograr una concentracion de
proteina cercana a 1 mg/mL, la cual es recomendada para la solubilizacion de cuerpos
de inlcusion (Yamaguchi & Miyazaki, 2014). Esto se debe al hecho de que, a
concentraciones mas altas de proteina se favorece la formacién de agregados. De esta
forma, el trabajar a concentraciones cercanas a 1 mg/mL se intenta disminuir la
probabilidad de formacion de agregados proteicos durante el proceso de
renaturalizacion.
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6.1.4 Purificacion de Tpp15 por IMAC en columna de Ni-NTA

Luego de haber establecido las condiciones 6ptimas de solubilizacion de Tppl15 a partir
de los cuerpos de inclusién, procedimos a la purificacion de la misma por IMAC, dado
que la Tpp15 fue disefiada para que contenga una cola de 6 histidinas en el extremo
carboxilo terminal. En este paso de purificacion, tuvimos en cuenta el hecho de que
Tppl5 estaba presente en un buffer con urea 2M y es por ello que a la hora de disefiar
el protocolo de purificacion por IMAC, evaluamos la disminucion gradual de esa
concentracion de urea con el fin de lograr la renaturalizacion total de la proteina en la
columna Ni-NTA. En este caso, se partio de de un cultivo de 200 mL en medio ZYM5052
de Tpp15 a 37 °C por 16 horas y a 20 °C por 20 horas (partiendo de un cultivo con una
DOgoonm=1). La masa celular obtenida fue de 2,02 g y 5,41 g de peso humedo,
respectivamente.

El sedimento correspondiente a los cuerpos de inclusion obtenidos del cultivo a 37 °C,
fue resuspendido en 20 mL de urea 2 M y se dej6 transcurrir la solubilizacion durante
toda la noche con agitacion. Luego de la centrifugacion a 20.400 x g por 15 minutos, el
sobrenadante fue filtrado con filtro de 0,45 um y se realiz renaturalizacion de Tpp15
de acuerdo al Método A descrito en la seccion Métodos. Especificamente, la adsorcion
de Tpp15 a la resina de Ni-NTA se realiz6 en 30 minutos con agitacion. Luego de
recoger el percolado, se realizaron lavados de 10 mL cada uno con soluciones de urea
de concentraciones decrecientes, y se realizo la elucion en Tris-HCl 20 mM pH 8 +
imidazol 500 mM (Figura 24). En el gel de poliacrilamida, se observa que en las
eluciones se obtiene Tppl5 con un alto grado de pureza con este Unico paso de
purificacion, observdndose en menor concentracion una banda correspondiente a los
20 kDa y otra a los 30 kDa, pudiendo corresponder esta Ultima a dimeros de Tpp15 (lo
cual pudimos confirmar posteriormente por espectrometria de masas (datos no
mostrados)).

De acuerdo a los datos obtenidos de la renaturalizacion de Tppl5, la estrategia de
renaturalizacion en columna resultd exitosa. Al igual que en muchos resultados
encontrados en la literatura (Jiang et al., 2013; H. Kim, Lee, Park, & Jeon, 2015;
Odunuga, Adekoya, & Sylte, 2015; Promnares, Junkree, Day, & Imwong, 2015; Xi et al.,
2016; Yuan, Zhou, Yang, Li, & Wan, 2014; Zhai et al., 2016) que utilizaron esta misma
estrategia para purificar proteinas a partir de los cuerpos de inclusion, en este caso se
logro solubilizar a Tppl5 y que la misma permaneciera estable a lo largo del tiempo
(ver Almacenamiento de Tpp15 més adelante).
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En el caso del cultivo a 20 °C, donde se habia observado que la Tpp15 se obtenia en
forma soluble, la fraccién soluble en Tris-HCI 20 mM pH 8 + NaCl 0,1 M de las células
lisadas, fue filtrada con filtro de 0,45 um antes de cargarla en la columna de Ni-NTA.
Luego de la adsorcién de la proteina a la resina por 30 minutos, se recogio el percolado
y se realizaron dos lavados: uno con 10 mL de Tris-HCI 20 mM pH 8 + NaCl 0,1 M y el
otro con 50 mL de Tris-HCI 20 mM pH 8 + imidazol 10 mM. Posteriormente, se realizd
la elucion de Tppl5 con Tris-HCI 20 mM pH 8 + imidazol 500 mM (Figura 25). De forma
analoga a la purificacion de Tppl5 a partir de los cuerpos de inclusion, en estas
eluciones también se obtiene Tpp150pt con un alto grado de pureza, estando presente
también en este caso la banda de menor intensidad de peso molecular cercano a 20
kDa.

IMAC-Tpp15 (20 °C)

MPM
(Kp) P L1 L2 E1 E2 E3 E4 E5 E6

175 o
80 w
58
46

30
23 -

17

--—_m-_ —

Figura 25: Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 %, 1 mm. Perfil de elucion
obtenido a partir de la purificacién de Tpp15-
6His por IMAC. Percolado (P), Lavado 1y 2 (L1
y L2), Elusiones 1 a 6 (E1 a E6). Marcador de
peso molecular: Unstained Protein Ladder (Cat
#: P7703S), New England Biolabs.
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Las eluciones fueron posteriormente desaladas en Tris-HCI 20 mM pH 8 y la
concentracion de Tppl5 fue medida utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) (Anexo A3.2 'y 3.3). A partir de estos resultados se calcul6 un rendimiento de
Tppl5 de 437 mg/L para la que fue purificada a partir de los cuerpos de inclusion
solubilizados en urea (cultivo a 37 °C), y de 600 mg/L para la proteina purificada a
partir del extracto celular soluble (cultivo a 20 °C).

En vistas de estos resultados, vemos que en la expresion a 20 °C obtenemos un mayor
rendimiento que a 37 °C. A esto hay que sumarle el hecho de que no necesitamos
renaturalizar a la proteina y por lo tanto disminuimos el nimero de pasos de
purificacién, lo cual representa una ventaja importante a la hora de producir la
proteina a nivel industrial. A su vez, los trabajos que reportan la purificacion de Tpp15
se realizaron a partir de lisados de Treponema pallidum (Purcell, Swancutt, & Radolf,
1990) 6 a partir del clonado y expresion de la secuencia de Tppl5 incluyendo el
péptido sefial (Purcell et al., 1989), logrando la expresion de la misma en la membrana
citoplasmatica de E. coli. En ambos casos, las cantidades obtenidas son
significativamente inferiores teniendo en cuenta la limitante que representa depender
de la purificacion a partir de la propia espiroqueta, asi como también la complejidad a
la hora de obtener cantidades suficientes de la misma, la cual al no poder ser cultivada
in vitro debe ser purificada de testiculos de conejo infectados. A su vez, la expresion de
la proteina a nivel de la membrana citoplasmética representa una limitante en cuanto
a la cantidad de proteina que puede ser expresada como consecuencia de la superficie
disponible de la membrana citoplasmética de E. coli.

El hecho de haber visto en ambas purificaciones por IMAC Ni-NTA una banda cercana a
los 20 kDa, nos plantea la pregunta de si esa banda puede llegar a ser productos de
union inespecifica a la columna que requieren de condiciones de lavado més fuertes
para ser eliminadas. Es por ello, que el siguiente paso consistié en identificar esa
banda, como se muestra a continuacion.

6.1.5 Andlisis de los productos que co-purifican con Tpp15 en la IMAC
mediante western blot y espectrometria de masa

Si bien los datos de espectrometria de masa referidos anteriormente confirman que la
proteina mayoritaria que se detecta en SDS-PAGE a la altura de 15 kDa es
efectivamente Tpp15, no se habia podido definir la identidad de los productos que co-
purifican en la IMAC (bandas de 20 kDa). Como primera aproximacion, se realizd un
analisis por western blot de acuerdo al protocolo descripto en Métodos a partir de un
gel de poliacrilamida al 15 %. Se utiliz6 un anticuerpo dirigido contra el tag de
histidinas. Se sembraron 2,3 pg de la muestra obtenida en la purificacién por IMAC, y
como control negativo se sembrd la misma cantidad de BSA. En la Figura 26 se
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presenta el gel de poliacrilamida al 15 % con las muestras analizadas, asi como
también la membrana de nitrocelulosa luego del revelado. En el western blot se
observa una banda del tamafio correspondiente a Tppl5 y una banda mas tenue
correspondiente a un peso molecular aparente que ronda los 20 kDa que
corresponderia a la banda observada en las purificaciones por Ni-NTA. Esto indicaria la
presencia de una proteina de mayor tamafio molecular que la Tpp15, que contendria
un tag de histidinas o que seria intrinsecamente rica en histidinas.

MPM MPM Figura 26: Andlisis por western blot
(KD) Top1s  Bsa (Kb) 1op1s__ssa___ de las especies que co-purifican
208 EU con Tppl5-6His en la IMAC. A la
55 48 izquierda, imagen del gel de
40 gg electroforesis tefiido con azul de
30 Coomassie. A la  derecha,
35 15 - membrana de nitrocelulosa a la
- que se transfirio un gel corrido en

paralelo, incubada con anticuerpo
anti tag de histidinas y revelado
con un anticuerpo secundario
10 : acoplado a peroxidasa. Marcador
de peso molecular (MPM):
PageRuler  Prestained  Protein
Ladder (Cat #: 26616), Thermo
Scientific.
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Con el fin de identificar la banda de tamafio molecular cercano a los 20 kDa, se analizd
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF la banda correspondiente a este
tamafio (Figura 25). Los resultados reportaron que se trata de una proteina de
18.870 Da. Lo que resultd llamativo es que casi todos los péptidos generados por
tripsina a partir de esta proteina coinciden con los esperados para Tppl5, excepto uno
de ellos, cuyo peso molecular es 4.151,4 Da. La fragmentacion en el espectrémetro de
este  péptido mostr6 que podia corresponder a la  secuencia
WDPAANKARKEAEIGSSDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH.  Un andlisis de la secuencia
nucleotidica del pladsmido pET22-Tppl50pt-6His permitié deducir que un péptido con
esas caracteristicas puede ser generado durante la traduccion si el codén STOP UGA es
leido como un codon Trp, de manera tal que la sintesis continuaria hasta el siguiente
codon STOP en esa fase de lectura. (Figura 27). Este fendmeno ha sido reportado por
MacBeath & Kast (MacBeath & Kast, 1998), en el cual encontraron una alta influencia
de la presencia de la purina G en sentido 3’ al codon STOP UGA con la incorporacion de
un residuo de W en lugar del codén STOP, lo cual corresponde a lo observado en
PET22-Tpp150pt-6His (Figura 28). De hecho, se ha establecido que el tRNA™™ tiene la
capacidad de codificar el codon STOP UGA con una eficiencia del 3 % (Eggertsson &
Soll, 1988), lo cual se vuelve significativo en los casos en los cuales se logran altos
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niveles de expresion de proteinas heter6logas. En base a estos resultados, es comun la
eleccion de un coddén STOP diferente a UGA, asi como también la inclusién de mas de
un codon STOP con el fin de reducir estos efectos.

s

Tppl5-6His-38aa

1 MEFESTPHGET YRATYODFDE HEEDFLEVT FRGEEHVINY YDYIHEEGRF
51 ESODADYHRY MYASSGCIGFE KAFRELADAL LEFGHPERVD VWIGATVESD
101 SFRELGRALL (SAFRGERER ITSHHMMMEM WDPARHEARE ERETGSSDPH
171 SSSVDELAAA LEHHHHHH —
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Figura 27: Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo correspondiente a la proteina
co-purificada con Tppl5. Subrayada se encuentra la secuencia de aminoacidos adicionadas a

Tppl5-6His como consecuencia del la traduccion del codén STOP como Triptofano.

TGAG
Tpp16

GGOC&CGGAATACAGCGTGGAAGTCCGTTTCAAAGAATTTGGC TCCGTCCGTGCM\AAG TOGTCGCCC&OCaccaccaccaccaccac g%gatccggc tge taacaaag
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gggctttoocttcgactcaaccgacgacggtggocgactegttattgatcgtattggggaaccccggagatttgoeccagaactccocaaaaaacgactttcotocttgatat

[ T7 terminator

Figura 28: Representacién del extremo 3'de Tppl50pt clonado en pET22b(+). Se marca la posicion del
codon STOP y la secuencia TGAG 3.
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6.1.6 Almacenamiento de Tppl5

Se evaluo la estabilidad de Tppl15 a lo largo del tiempo bajo distintas condiciones de
almacenamiento. Los buffers utilizados fueron Tris-HCI 20 mM pH 8 + DTT 1 mM +
EDTA 0,1 mM y este mismo buffer con la adicién de Triton X-100 0,15 % y de Glicerol
50 %. Estos aditivos son comUnmente utilizados en el almacenamiento de las proteinas
(Franks, 1993; Simpson, 2015). La adicion del agente reductor DTT en concentraciones
de 1-5 mM previene la oxidacion de los residuos de Cisteina, Metionina y Triptofano.
Al igual que el agente reductor, la adicion del agente quelante también colabora con la
preservacion de la proteina en su estado reducido previniendo la oxidacion mediada
por metales. La adicion de un detergente no i6nico como Triton X-100 se vuelve
esencial en los casos en los que la concentracion de proteina es inferior a los 50 pg/mL,
ya que previene las pérdidas de proteinas debido a la adsorcion de éstas a las paredes
del recipiente de almacenamiento. Finalmente, la adicion de Glicerol como
crioprotector resulta de gran importancia cuando el almacenamiento se hace a
temperaturas inferiores a 0 °C ya que evita la congelacion de la solucion, lo cual suele
tener efectos adversos en la estructura de las proteinas.

La concentracion de Tppl5 almacenada en cada caso fue de 9 mg/mL. Se tomaron
alicuotas a los 2, 3, 5 y 12 meses de almacenamiento. Luego de ese tiempo, se
centrifugaron las muestras para separar la fraccién que pudiera haberse insolubilizado
durante ese lapso. Como se observa en la Figura 29, desde el punto de vista de la
integridad de la cadena peptidica, en la fraccion que se mantuvo soluble no se
aprecian cambios sustanciales (no se detectan productos de degradacion), excepto en
las muestras que no contienen glicerol. En las muestras almacenadas sin glicerol se
puede notar la aparicion (solo al término de 12 meses) de una banda muy tenue, de
menor peso molecular que Tppl5o0pt, que podria corresponder a un producto de
degradacion. En cuanto a la formacion de agregados, en todos los casos se detecta una
pequefia cantidad de proteina en la fraccién insoluble luego de 12 meses de
almacenamiento. Siendo comparativamente tan pequefias esas cantidades, no se
puede descartar que en las condiciones experimentales que se utilizaron, éstas se
expliquen por una contaminacion entre los carriles de la electroforesis.
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Figura 29: Analisis de la estabilidad durante el almacenamiento de Tppl5. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 % de muestras almacenadas durante hasta 12 meses en diferentes buffers. En cada
caso se detalla el buffer de almacenamiento utilizado, los meses en los cuales se tomaron las
alicuotas (0 M, 2 M, 3 M, 5 My 12 M), asi como también las fracciones solubilizadas (S) e
insolubilizadas (I). Marcador de peso molecular (MPM): PageRuler Prestained Protein Ladder (Cat #:
26616), Thermo Scientific.

25

Si bien luego del periodo de 12 meses de almacenamiento no se detecté degradacién
de Tppl5, también es cierto que los efectos del almacenamiento sobre las proteinas
no solo consisten en la degradacion de las mismas. El estudio de los efectos del
almacenamiento sobre las proteinas no solo consiste en el analisis de la degradacién o
precipitacion, sino también en modificaciones quimicas espontaneas que pueden
afectar la funcionalidad de la proteina (Gang Xing, Junmei Zhang, Yue Chen, 2010).
Dentro de este tipo de modificaciones se encuentran la esterificacion y etilacion de
aspartato y glutamato; metilacion, acetilacion, biotinilacion, ubiquitinacion vy
sumoilacion de residuos de lisina; adicion de moléculas de iodoacetamida, DTT y (-
mercaptoetanol a residuo de cisteina, entre otras. Todas estas modificaciones pueden
visualizarse mediante espectrometria de masas a través del cambio en la masa
molecular. Otra modificacion incluye la desaminacion de residuos de asparaginas, la
cual se traduce en un cambio en la masa molecular de 1 Da y en modificaciones del
punto isoeléctrico de la proteina (Sarioglu, Lottspeich, Walk, & Eckerskorn, 2000).

Es por ello que con la finalidad de observar la existencia de modificaciones quimicas
espontdneas como consecuencia del almacenamiento de Tppl5, se realiz6 una
electroforesis bidimensional (Figura 30). Se analizaron muestras de Tpp15 almacenada
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en Glicerol 50 % comparando los perfiles obtenidos luego de 18 meses de
almacenamiento. En la electroforesis bidimensional correspondiente a la muestra
previa al almacenamiento, se puede observar un punto mayoritario correspondiente a
Tppl5 cuyo pl es cercano a 6,3, el cual resulta ser cercano al pl calculado de Tppl5 de
6.4 (http://web.expasy.org/protparam/). A su vez, se puede observar una sefial
correspondiente al producto obtenido de 18,8 kDa identificado por espectrometria de
masas que se obtiene como consecuencia del salto del codén STOP de Tpp15. De esta
forma, podemos corroborar el alto grado de pureza de Tpp15 estando presente en una
Unica forma mayoritaria. Por otro lado, en la electroforesis bidimensional de la
muestra de Tpp15 almacenada por un periodo de 18 meses, vemos que no aparecen
sefiales correspondientes a otras masas moleculares, lo cual esta en concordancia con
los resultados de los geles unidimensionales en los cuales se analizé la estabilidad de
Tpp15 (ver Figura 29). Sin embargo, si se observa la presencia de sefiales de igual masa
molecular que Tppl5 pero con distinto punto isoeléctrico, presentando un patron de
“train spots”. Este fendmeno, previamente estudiado por Sarioglu et al 2010, podria
corresponder a la desaminacion de asparaginas como consecuencia del
almacenamiento. De esta manera, se habrian formado distintas poblaciones de Tpp15
que se diferencian en el numero y en la disposicion de asparaginas desaminadas, que
al transformares en aspartatos, tiene como consecuencia una disminucion de los
puntos isoeléctricos.
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Figura 30: Analisis de la estabilidad de Tpp15 luego de 18 meses de almacenamiento. Electroforesis
en gel de poliacrilamida 15 % correspondientes al isoelectroenfoque realizado con una muestra de
Tppl5 recién purificada (superior) y luego de 18 meses de almacenamiento (inferior). Marcador de

peso molecular (MPM): Unstained Protein Molecular Weight Marker (Cat #: SM0431), Fermentas.

61



6.2. Tppl7
6.2.1 Expresion de Tppl7

Con el fin de contar con tres antigenos recombinantes para los tests de diagnéstico y la
evaluacién de la antigenicidad de los mismos se procedio a la expresion de Tppl7.

Para la expresion de Tppl7 se partio de la cepa de E. coli BL21(DE3)Star previamente
transformada con el vector pET22-Tppl7-6His por la Lic. Valeria Echenique. Las
condiciones de expresion en medio autoinductor ZYM5052 a 37 °C por 16 horas asf
como el fraccionamiento fueron puestas a punto por la Lic. Silvia Basso.

Se realiz6 la expresion de Tppl7 en 200 mL de medio autoinductor ZYM5052 en las
condiciones previamente mencionadas. El buffer de lisis utilizado para el
fraccionamiento fue Tris-HCI 20 mM pH 7,5 + DTT 5 mM. Se obtuvo un peso himedo
de células de 1,91 g y volimenes de fracciones soluble e insoluble de 10 mL cada una.
Como se observa en la Figura 31, la expresion de Tpp17 ocurre en la fraccion soluble.

MPM Tppl7
(Kb) ET  FS

FI

Figura 31: Anélisis de la
expresion de Tppl7.
Electroforesis en gel de
poliacrilamida 15  %.
Muestras obtenidas luego
del fraccionamiento del
cultivo de Tppl?.
Extracto  total  (ET),
Fraccion soluble (FS) y
Fraccion insoluble (FI).
Marcador  de peso
molecular (MPM):
Prestained Protein Ladder
(Cat # P7703S), New
England Biolabs.
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La fraccién soluble fue filtrada con filtro de jeringa de 0,45 umy se le adicion6 imidazol
hasta una concentracion de 10 mM. La proteina fue purificada por IMAC, con una
incubacién de 30 minutos, un lavado de 10 mL de Tris-HClI 20 mM pH 7,5 + DTT 2 mM +
imidazol 10 mM, realizando finalmente la elucién con Tris-HClI 20 mM pH 7,5 + DTT 2
mM + imidazol 500 mM (Figura 32). El pool de eluciones fue desalado en Tris-HCI 20
mM pH 7,5 + DTT 2 mM vy cuantificado utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay
(Thermo Scientific) (Anexo A4.1). A partir de estos resultados se calculd un
rendimiento de Tppl7 de 29 mg/L. Este rendimiento fue superior al obtenido en el
trabajo realizado por Bautigam et al 2013, el cual fue de 10 mg/L y la expresion de
Tppl7 se realizd6 utilizando como tag de purificacion His-SUMO, el cual fue
posteriormente removido.

IMAC-Tpp17

E2 E3 E4 E5 E6 E7
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Figura 32: Anélisis por electroforesis en gel de poliacrilamida 15 %. Perfil
de elusién obtenido a partir de la purificacion de Tppl7 por IMAC.
Percolado (P), Lavado (L), Eluciones 1 a 7 (E1 a E7). Marcador de peso
molecular (MPM): Prestained Protein Ladder (Cat # P7703S), New

En el gel en el cual se muestran las eluciones de Tppl17 de la IMAC (Figura 32), ademas
de la banda principal de 17 kDa se observan otras bandas, mayoritariamente de mayor
peso molecular al esperado, aunque de mucho menor intensidad que el producto
principal. Las mismas pueden corresponder a proteinas de E. coli que se unieron de
forma inespecifica a la columna Ni-NTA o a formas multiméricas de Tpp17.
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6.2.2 ldentificacién de Tppl7 mediante western blot

Si bien la electroforesis estan hechas en condiciones deshaturalizantes, algunos datos
previos obtenidos por la Lic. Silvia Basso, hacian sospechar que multimeros de Tpp17
resistieran a estas condiciones de desnaturalizacion. Con el fin de detectar la posible
formacién de multimeros de Tppl7 presentes luego de la purificacion por IMAC, se
realiz6 un ensayo por western blot utilizando un anticuerpo anti His-tag. El mismo se
llevd a cabo de acuerdo al protocolo descripto en Métodos a partir de un gel de
poliacrilamida al 15 %. Se sembraron 2,3 pug de Tppl7. En la Figura 33 se observa el gel
de poliacrilamida al 15 % con la muestra de Tpp17, asi como también la membrana de
nitrocelulosa luego del revelado.

MPM MPM
(Kb) Tpp17 (Kb) Tpp17  Figura 33: Analisis de
la  presencia de

— N
gg 57§ formas multiméricas
20 20 de Tppl7.
30 30 Electrofore§|s en gel
de poliacrilamida 15
» » %, (izquierda) y
¢ membrana de

15 15 nitrocelulosa

(derecha) de Tppl7.
Marcador de peso

10 10 molecular  (MPM):
PageRuler Prestained
Protein Ladder (Cat #:
26616), Thermo
Scientific.

Como se puede observar en el western blot, se ve una banda correspondiente a Tpp17
y otra de menor intensidad de mayor tamafio molecular, la cual podria corresponder a
la formacion de dimeros de Tppl7. Esta formacién de dimero ha sido previamente
reportada por Brautigam et al, 2013, la cual se establece entre el residuo de Cisteina
N-terminal de dos moléculas cuando no es total la reduccion de las cisteinas.
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6.3. Tpp47
6.3.1 Expresion de Tpp47

Para la expresion de Tpp47-6His se partio de la secuencia optimizada de Tpp47 clonada
en el vector de expresion pET22b(+) y transformada en la cepa de E. coli BL21(DE3)
Star por la Lic. Camila De Alava. Se evaluaron distintas condiciones de expresion en 200
mL de medio autoinductor ZYM5052, las cuales consisten de la expresion a las
siguientes temperaturas: 37 °C, 33 °C, 30 °C y 28 °C por 16 horas, asi como también a
20 °C por 20 horas (previo cultivo a 37 °C hasta llegar a una DOggonm=1). En cada caso
se realiz6 el fraccionamiento utilizando el buffer de lisis Tris-HCI 20 mM pH 8 + NaCl
0,1 M + DTT 2 mM y una solucién de GndCl 5 M + DTT 10 mM para resuspender la
fraccion insoluble. En la Tabla 5 se detallan el peso himedo de células y el volumen de
ambas fracciones obtenido en cada caso.

Tabla 5: Peso humedo de células (g) y
volimenes (mL) de fracciones soluble e
insoluble obtenidos a partir de los cultivos

T(C) Pesohimedo  Volumen

de células (g) (mL)
37 1,84 9,2
33 2,64 12
30 2,86 15
28 2,55 12,5
20 4,81 24,5

En la Figura 34 se muestran los geles correspondientes a la visualizacion de las
proteinas presentes en las fracciones solubles e insolubles para cada condicion
ensayada. Como se puede observar, la Unica condicion de expresion a partir de la cual
se obtiene a Tpp47 en forma soluble es la realizada a 20 °C, mientras que para las
restantes condiciones se expresan en la fraccion insoluble en forma de cuerpos de
inclusion. Estos resultados son consistentes con el favorecimiento de la expresion en la
forma soluble de las proteinas al utilizar menores temperaturas a 37 °C(Jana & Deb,
2005). En este caso puntual, vemos como recién a los 20 °C se logra la expresion en
forma soluble, coincidiendo con la temperatura de expresion en forma soluble de
Tppls.
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Figura 34: Expresion de Tpp47. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida 10 %.
Muestras obtenidas luego del fraccionamiento del cultivo de Tpp47 a 37 °C (a), 33 °C
(b), 30 °C (c), 28 °C (d) y 20 °C (e). Extracto total (ET), Fraccion soluble (FS), Fraccion
insoluble (FI) y Lavado (L). Marcador de peso molecular (MPM): (a), (b), (e) Prestained
Protein Ladder (Cat #: P7703S), New England Biolabs; (c) PageRuler Prestained Protein
Ladder (Cat # 26616), Thermo Scientific; (d) Unstained Protein Molecular Weight
Marker, (Cat #:5M0431), Fermentas.
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6.3.2 Purificacion de Tpp47 por IMAC (Ni-NTA) y cromatografia de
exclusién molecular

Previo a la purificacibn de Tpp47 obtenida en forma insoluble, se realizd la
solubilizacion y renaturalizacion utilizando el Método B mencionado en Métodos.
Posteriormente se realizo la purificacién por IMAC para todos los casos utilizando un
tiempo de adsorcion de 1 hora. Luego de la elucién del percolado, se realizaron
lavados de 10 mL de Tris-HCl 20 mM pH 8 + GndCl 0,5 M, 10 mL de Tris-HCI 20 mM pH
8 sequidos de dos lavados de Tris-HCI 20 mM pH 8 + imidazol 20 mM y Tris-HCI 20 mM
pH 8 + imidazol 40 mM en los casos de Tpp47 renaturalizada. Por otro lado, en el caso
de Tpp47 obtenida en forma soluble, se realiza un lavado de 10 mL con Tris-HCI 20 mM
pH 8 + NaCl 0,1 M + DTT 2 mM seguido de un lavado de 50 mL con Tris-HCI 20 mM pH
8 + imidazol 10 mM. La elucién de Tpp47 fue realizada con Tris-HCI 20 mM pH 8 +
imidazol 500 mM colectando fracciones de 1mL (Figura 35).
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Figura 35: Purificacion de Tpp47 por IMAC. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida
10 %. Muestras obtenidas luego de la purificacion por IMAC de Tpp47 de los cultivos realizados
a (a) 37 °C, (b) 33 °C, (c) 30 °C, (d) 28 °C y (e) 20 °C. Percolado (P), Lavado (P), Eluciones (E).
Marcador de peso molecular (MPM): (b) y (c) Prestained Protein Ladder (Cat #: P7703S), New
England Biolabs; (a) y (e) PageRuler Prestained Protein Ladder (Cat #: 26616), Thermo Scientific;
(d) Unstained Protein Molecular Weight Marker, (Cat #:SM0431), Fermentas.

En cada caso, el conjunto de las eluciones fue desalado en Tris-HCI 20 mM pH 8. En
todos los casos se cuantificd Tpp47 utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) (Anexo A5.1-A5.5). En la Tabla 6 se presentan los rendimientos obtenidos.

Tabla 6: Rendimientos obtenidos
a partir de la purificacion de
Tpp47 bajo distintas condiciones
de expresion.

T(°C) Rendimiento (mg/L)

37 36
33 13
30 21
28 27
20 27

A partir de estos resultados, se puede ver que a partir de la expresion de Tpp47 a 37 °C
se obtuvo un mayor rendimiento, seguido de la expresién a 28 °C y 20 °C. El
rendimiento obtenido a partir de la expresion en forma soluble de Tpp47 resulto ser
muy similar al reportado por Tomchik et al 2002, que es de 25 mg/L y que expresaron a
Tpp47 sin el péptido sefial al igual que en este trabajo pero con la utilizacion del tag
Streptavidina. Sin embargo, la expresion a 37 °C logré superar el rendimiento
reportado en la literatura. A su vez, la estrategia de renaturalizacion mediante dilucion
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empleada en Tpp47 ha sido utilizada en muchos trabajos que incluyen proteinas de
diversas naturalezas como anticuerpos de cadena Unica (Cho, Sohn, & Kwak, 2000),
tripsindgeno (Hohenblum, Vorauer-uhl, Katinger, & Mattanovich, 2004), lipasas (M. Y.
Kim, Kwon, Kim, & Lee, 2007), natokinasa (Ni et al., 2016), entre otros. Lo que resulta
importante destacar es el hecho de que en muchas de las estrategias de dilucion
empleadas en los casos mencionados se requiere de la adicion de otro tipo de aditivos
como KCI (Cho et al., 2000), CaCl, y glutation (Hohenblum et al., 2004). Sin embargo, la
renaturalizacion de Tpp47 solo requiri6 de la dilucién de la misma en buffer Tris — HCI
sin la adicion de algun tipo de aditivo.

Mediante este Unico paso de purificacion por IMAC, se ve que para la purificacion de
Tpp47 a partir de la fraccion soluble se requiere de un paso posterior de purificacion.
Esto ultimo era de esperar, debido al alto contenido de proteinas de la fraccion soluble
respecto a la insoluble. Es por ello que la proteina obtenida a partir de la fraccion
soluble fue posteriormente purificada por gel filtracion utilizando una columna Hi Load
16/60 Superdex 200 a un flujo de 1 mL/min. El cromatograma y el resultado de una
electroforesis en gel de poliacrilamida con las muestras correspondientes a las
fracciones de la cromatografia se muestran en la Figura 36. El pico de elucion de Tpp47
se obtiene a los 55 mL. Las fracciones correspondientes a este pico fueron analizadas
por SDS-PAGE, donde puede notarse que se logro separarla de las otras proteinas que
habian eluido en la IMAC.
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Figura 36: Perfil de elucién de Tpp47 por cromatografia de exclusion molecular (arriba). Analisis por

electroforesis en gel de poliacrilamida 10 % de las muestras correspondientes a cada fraccion
(abajo).
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6.3.3 Identificacion de Tpp47 mediante western blot

Con el fin de confirmar la identidad del producto purificado, asi como para detectar ya
sea la presencia de multimeros o de productos de degradacion se realiz6 un western
blot de acuerdo al protocolo descripto en Métodos a partir de un gel de poliacrilamida
al 10 % con un anticuerpo anti His-Tag. Se sembraron 2,3 ug del producto purificado
por IMAC y cromatografia de filtracion en gel, y como control negativo se sembro6 la
misma cantidad de BSA. En la Figura 37 se observa el gel de poliacrilamida al 10 % con
las muestras de Tpp47 y BSA analizadas, asi como también la membrana de
nitrocelulosa luego del revelado con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa.

MPM MPM
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Figura 37: Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida 10 %, (izquierda) y membrana de
nitrocelulosa (derecha) de Tpp47 y BSA.
Marcador de peso molecular (MPM): PageRuler
Prestained Protein Ladder (Cat #: 26616),
Thermo Scientific.

Como se observa en el western blot, aparece una banda que de acuerdo a su peso
molecular aparente corresponderia a Tpp47. A su vez, se ve en el carril bandas de
menor tamafio molecular, que podrian corresponder a productos de degradacion de
Tpp47 y una de mayor tamafio molecular cercana a los 100 kDa que podria
corresponder a un dimero de Tpp47. Las bandas del marcador de peso molecular
también se revelan en estas condiciones, lo cual podria deberse a interacciones
inespecificas con los anticuerpos, pero en el carril de la BSA no se detecta sefial.
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6.3.4 Almacenamiento de Tpp47

Se evalud la estabilidad de Tpp47 a lo largo del tiempo utilizando las mismas
condiciones de almacenamiento que las utilizadas con Tppl5. La concentracion de
Tpp47 almacenada en cada caso fue de 190 pg/mL. Se tomaron alicuotas alos 5, 7'y 10
meses de almacenamiento. Como se observa en la Figura 38, las condiciones de
almacenamiento con el buffer Tris-HCI 20 mM pH 8 + DTT 1 mM + EDTA 0,1 mM en
presencia y ausencia de Triton X-100, fueron adecuadas para lograr la estabilizacion de
Tpp47 en su almacenamiento. Sin embargo, el almacenamiento en presencia de
Glicerol 50 % no resulto ser el adecuado, ya que a los 10 meses se puede observar la
presencia de Tpp47 en la fraccion precipitada.
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Figura 38: Estabilidad durante el almacenamiento de Tpp47. Andlisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida 10 %. En cada caso se detalla el buffer de almacenamiento utilizado, los meses en los
cuales se tomaron las alicuotas (0 M, 5 M, 7 M y 10 M), asi como también las fracciones
solubilizadas (S) e insolubilizadas (I). Marcador de peso molecular (MPM): PageRuler Prestained
Protein Ladder (Cat #: 26616), Thermo Scientific.
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6.4. Titulacion de anticuerpos anti-Tppl15/17/47 en sueros humanos

Con el fin de realizar la deteccion de anticuerpos especificos anti-Tpp15/Tppl7/Tpp47
en sueros de pacientes infectados con sifilis se realizé una titulaciéon semicuantitativa
mediante la técnica ELISA. De esta forma, evaluamos las propiedades antigénicas de
los antigenos recombinantes producidos y su adecuacion para la utilizacion en tests de
diagnaostico de sifilis en sueros de pacientes.

El titulo corresponde a la méaxima dilucién del suero problema que arroja un resultado
positivo. Para ello, se debe determinar el cut-off o valor minimo positivo, que se define
como el promedio de los controles negativos méas dos desvios estdndar. En este caso,
utilizamos como control negativo BSA, con una absorbancia a 420 nm de 0,082 + 0,02
UA, siendo por lo tanto el valor de cut-off de 0,1 UA.

Se analizaron tres sueros de pacientes seronegativos (-2288, -2286 y -1964) y tres
sueros de pacientes seropositivos (+32, +16 y +8). En la Figura 39 se muestra la
titulacion realizada en los sueros de individuos seronegativos utilizando las tres
proteinas recombinantes producidas en este trabajo. Se esperaria observar un valor de
absorbancia menor o igual al cut-off etablecido (0,1 UA) en todos los casos y en todas
las diluciones de sueros realizadas. Sin embargo, en el caso del suero seronegativo -
2288 se observan valores de absorbancia superiores al cut-off establecido para las tres
proteinas, los cuales corresponden a las diluciones de los sueros 1/50 para Tpp15, 1/50
y 1/100 para Tppl7 y 1/50 a 1/400 para Tpp47. Este comportamiento puede
corresponder a la presencia de interacciones inespecificas con anticuerpos generados
en el paciente como consecuencia a la exposicion a otra especie de Treponema o a
reaccion cruzada con otro tipo de anticuerpos.

UA Sueros -

0,3
0,25
0,2

0,15

0.1
0 I._ I | I I. ARS II N =_ II - II | [T

Tpl5 (-2288)Tpl7 (-2288)Tpd7 (-2288) Tpl5 (-2284)Tpl7 (-2284) Tpa7 (-2284)Tpl5 (-1964)Tp17 (-1964) Tp4a7 (-1964)

mDil1/50 mDil1/100 Dil1/200 mDil 1/400 ™ Dil 1/800 Dil 1/1600

Figura 39: Reactividad de los antigenos Tppl5, Tppl7 y Tpp47 con sueros humanos. Valores de
absorbancia obtenidos a partir de la titulacion de distintas diluciones de los sueros seronegativos
analizados (-2288, -2284 y -1964) utilizando 0,05 pg de Tppl5, Tppl7y Tpp47.
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Al realizar la titulacién de los anticuerpos anti-Tpp15/17/47 en sueros de pacientes con
sifilis, se observa una mayor reactividad con la Tpp17 recombinante (Figura 40).

Sueros +
UA

1,2
1,1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
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0,2
0,1

2 .. I 1. niiuLJi.

Tpl5 (+32) Tpl7(+32) Tp47 (+32) Tpls(+16) Tpl7 (+16) Tpd7 (+16) TplS(+B) Tpl7(+8) Tp47 (+B)

W Dil 1/25 B Dil 1/50 HDil1/100 ®WDil1/200 = D0il1/400
= Dil 1/800 Dil1/1600 = Dil1/3200 = Dil1/6400 = Dil 1/12800

Figura 40: Valores de absorbancia obtenidos a partir de la titulacion de distintas diluciones de los
sueros seropositivos analizados (+32, +16 y +8) utilizando 0,05 ng de Tppl5, Tppl7y Tpp4T.

En la Tabla 7 se muestran los titulos de cada proteina en los sueros seropositivos
analizados. En los tres sueros se ve un titulo comparativamente mas alto de
anticuerpos anti-Tpp17. Por otro lado, se observa que los titulos de anticuerpos anti-
Tppl5 y anti-Tpp47 son superiores respecto a los que presentaron los sueros de
pacientes negativos. Sin embargo, el titulo de anticuerpos anti-Tpp15 es superior al de
Tpp47 en el suero +16, ocurriendo lo contrario en el suero +8. Esta diferencia en los
titulos de anticuerpos anti-Tpp es de esperar ya que previamente se ha estudiado que
los titulos anti-Tpp varian segun el estadio de la enfermedad en la que se encuentra el
paciente. Es por ello que en base a estos resultados podemos suponer que los
pacientes a los cuales corresponden los sueros +32 y +8 se encontrarian en etapas
similares de la enfermedad.

Tabla 7: Titulos de anticuerpos anti-Tppl5, -Tppl7 y —
Tpp47 presentes en los tres sueros de pacientes
seropositivos analizados. Los mismos son expresados
como la maxima dilucién de suero a la cual se detecta un
valor de absorbancia superior al cut-off establecido.

100 50 25
12800 12800 6400
400 25 200
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En suma, los antigenos recombinantes producidos fueron capaces de detectar
semicuantitativamente el nivel diferencial de presencia de anticuerpos anti-Tpp
especificos. Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por (Gerber, Krell,
& Morenz, 1996) en el cual se analizaron titulaciones mediante ELISA con Tppl7 y
Tpp47 recombinantes, en los cuales se observa un mayor titulo de anticuerpos anti-
Tppl7 que de anti-Tpp47 en pacientes con sifilis secundaria. A su vez, estos resultados
concuerdan con el trabajo realizado por (A. H. Sun, Mao, Hu, Sun, & Yan, 2009) en el
cual utilizan Tpp15, Tppl7 y Tpp47 recombinantes para realizar el mismo tipo de
ensayo. En este ultimo estudio, se detectaron titulos de anticuerpos anti-Tpp15, anti-
Tppl7 y anti-Tpp47 en pacientes con sifilis primaria, latente temprana y secundaria,
obteniéndose en los tres casos el mismo comportamiento: mayores titulos de anti-
Tppl7, sequido de anti-Tppl5 y anti-Tpp47. Este comportamiento no se cumple en el
caso de los sueros +32 y +8, sin embargo, no podemos concluir si se debe a un error
experimental ya que carecemos de la informacion de la etapa de la enfermedad en la
cual se encuentran los pacientes de los cuales provienen los sueros. Por lo tanto, para
ahondar en la capacidad de deteccion de anticuerpos anti-Tpp de pacientes con sifilis
se tendria que hacer el mismo procedimiento con un mayor nimero de muestras
(tanto de sueros de pacientes con sifilis y sanos) y conocer en qué estadio de la
enfermedad se encuentra cada paciente.
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7. Conclusiones

76



El objetivo de este trabajo consistié en la produccién de las proteinas recombinantes
de Treponema pallidum subsp pallidum Tppl5, Tppl7 y Tpp47 en E. coli para su
utilizacion en test de diagnaostico de sifilis.

Para ello, se disefiaron y construyeron plasmidos de expresion utilizando las
secuencias nucleotidicas codificantes de Tppl7 salvaje (idéntica a la de T. pallidum) y
las de Tppl5 y Tpp47 , las cuales fueron modificadas segun el uso de codones de la
especie receptora (E. coli) junto con otros criterios que buscan condiciones 6ptimas
para la expresion. Con estos plasmidos se generaron cepas de E. coli BL21 (DE3) Star
que fueron usadas para la produccion de estas proteinas recombinantes.

A partir de estudios previos realizados en este laboratorio en los que se habia utilizado
la secuencia nucelotidica salvaje de Tppl7 (Tppl7wt) en el pldsmido de expresion
pET22b(+), se habian logrado buenos niveles de expresion en la cepa de E. coli
BL21(DE3)Star. Sin embargo, al utilizar la secuencia nucleotidica salvaje de Tpp15 no se
habia logrado obtener niveles detectables en este mismo sistema de expresion en las
condiciones evaluadas (cultivos en medio ZYM-5052 a 37°C y 20°C). Es por ello que,
teniendo en cuenta que el uso de codones varia entre distintas especies, se trabajé con
una CDS sindnima de Tppl5 en la cual se optimizaron los codones (Tppl5opt) de
acuerdo al perfil de utilizacion de codones de E. coli. Al evaluar en paralelo dos
condiciones de cultivo diferentes para Tppl5wt y Tppl5opt se observd un cambio
dréstico en la expresion de la proteina. En efecto, la optimizacion de la CDS permitio
pasar de una situacion en la que la produccién de proteina era indetectable (Tpp15wt)
a una expresion de altos niveles de proteina recombinante (Tpp150pt) Estos resultados
apoyan la importancia de adaptar las CDS de las proteinas recombinantes cuando se va
a expresar en sistemas ajenos a su naturaleza. Aun asi, hay que tener en cuenta que
con la optimizacion de codones no solamente se considera la presencia de codones
lentos y rapidos, sino también contenido GC, estabilidad del mRNA, entre otras cosas.
Ademas, el éxito de la optimizacion de codones depende de la proteina expresada.
Teniendo en cuenta estas consideraciones es que decidimos trabajar con la secuencia
optimizada de Tpp47 (Tpp47opt) utilizando el mismo plasmido y cepa de E. coli de
expresion.

Al expresar Tppl5opt a 37°C, la misma formaba cuerpos de inclusion. Por ello,
utilizamos una estrategia de solubilizacion y posterior renaturalizacion en columna.
Teniendo en cuenta que era facilmente solubilizada a una concentracion baja de
agente caotropico (Urea 2 M), nos hacia suponer que la misma se encontraba
conservando su estructura secundaria en los cuerpos de inclusion formados (Peternel
& Komel, 2011). Esto podria explicar el éxito de la estrategia de renaturalizacion en
columna utilizando gradientes abruptos de Urea hasta lograr la eliminacion total del
agente caotropico y la elucion de la columna de Ni-NTA. Una de las ventajas de
purificar a una proteina a partir de cuerpos de inclusion, es el grado de pureza con el

77



cual se puede recuperar, algo que vimos en las eluciones de la columna de afinidad. En
las mismas, vimos la presencia de la proteina en forma de monémero, dimero y de una
proteina que resulta del salto del coddén STOP durante la traduccion. Este dltimo
fendbmeno, reportado por (Eggertsson & Soll, 1988), no es raro que haya sucedido,
teniendo en cuenta que el plasmido de expresion utilizado era pET22b(+) y que los
niveles de expresion de Tppl5opt fueron considerablemente abundantes (rendimiento
de 437 mg/L).

Al igual que la expresion de Tppl5opt a 37°C, la expresién a 20°C resultd ser
igualmente exitosa. En este caso, se logré la expresion en de la proteina recombinante
en la fraccion soluble, presentando la ventaja de no necesitar de otros pasos
intermediarios en la purificacion como lo son la solubilizacién y la renaturalizacion. Sin
embargo, la expresién en forma soluble presenta mayores desafios a la hora de
purificar a la proteina, ya que se pierde la ventaja de la relativa pureza de la proteina
depositada en los cuerpos de inclusion. Las proteinas solubles de E. coli son més
diversas y més abundantes que las presentes en la fraccion insoluble, lo cual implica
que puedan interferir mas con la purificacién por columna de Ni-NTA. Sin embargo, el
hecho de haber obtenido también en este caso altos niveles de expresion de Tppl5opt
(rendimiento de 600 mg/mL), facilitd el paso de purificacion por IMAC, ya que la alta
concentracion de Tppl5opt impedia que otras proteinas que contienen histidinas
puedan competir por los sitios de union a la columna.

En conclusion, la expresion de Tppl5opt resultd ser exitosa, logrando niveles de
expresion elevados y logrando una purificacion completa luego de un Unico paso de
purificacion. Pero si bien la produccion es exitosa, se necesitan determinar las
condiciones adecuadas de almacenamiento para lograr que el stock de proteinas
producido permanezca estable para su utilizacion en los ensayos de disefio de test de
diagnastico. Es por esto, que evaluamos la estabilidad a lo largo del tiempo (un afio) de
Tppl5opt utilizando distintos buffers de almacenamiento cominmente empleados.
Las tres condiciones ensayadas resultaron ser exitosas, observdndose una degradacion
insignificante en el dltimo mes de evaluacion. Esta versatilidad permite por lo tanto,
seleccionar de esas condiciones de almacenamiento la més adecuada para los ensayos
de disefio de test de diagndstico, permitiendo producir un stock y asegurar su
estabilidad por el periodo de tiempo evaluado. Sin embargo, como se vio en la
electroforesis bidimensional, en las condiciones de almacenamiento en glicerol, se
observaron spots de diferente punto isoeléctrico, lo cual puede indicar que luego de
un periodo de 18 meses (tiempo de almacenamiento que presentaba la muestra
analizada), la proteina sufre modificaciones post-traduccionales como consecuencia de
la alta concentracion de glicerol presente en el buffer de almacenamiento. Este efecto
de modificaciénones quimicas por parte de altas concentraciones de glicerol ha sido
previamente reportado (Gang Xing, Junmei Zhang, Yue Chen, 2010). Seria
recomendable por lo tanto, estudiar en paralelo la estabilidad mediante gel de
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electroforesis desnaturalizante, el perfil obtenido por electroforesis bidimensional
para tener en cuenta este tipo de modificaciones quimicas, ya que pueden llegar a
influenciar el reconocimiento antigeno recombinante-anticuerpo anti-Tpp en los tests
de diagndstico.

Posteriormente se evaluaron diferentes condiciones de expresion y de purificacion de
las proteinas recombinantes. En aquellos casos en que la expresion fue en forma de
cuerpos de inclusion (Tppl5opt y Tpp47opt a 37°C), se evaluaron diferentes
condiciones de renaturalizacion. Para la produccion de Tpp47opt se evaluaron diversas
temperaturas de expresion utilizando el mismo medio de cultivo, vector y cepa de
expresion de E. coli que para Tppl5opt y Tppl7wt en la busqueda por las condiciones
que puedan generar el mayor nivel de expresion de Tpp47opt, que no resulto ser tan
significativo como con Tppl50pt. Aqui se ve lo mencionado previamente en cuanto a la
optimizacion de codones, la misma no asegura un alto nivel de expresion y depende de
forma especifica de la proteina. En aquellos casos en que la expresion se dio a nivel de
cuerpos de inclusién (37°C, 33°C, 30°C y 28°C) se utilizd un agente caotr6pico mas
fuerte que Urea para lograr solubilizar a Tpp47opt, como lo es el Cloruro de
Guanidinio. Esto se determind por ensayos preliminares de solubilizacion con Urea
(datos no mostrados). En este caso vemos una caracteristica de los cuerpos de
inclusion: la composicion de los mismos varia de acuerdo a la proteina, pudiendo estar
la misma en su forma préacticamente nativa como ocurre en el caso de Tppl50pt o
practicamente desplegada, como puede ser el caso de Tpp47opt debido a la dificultad
en cuanto a la solubilizacion de la misma. A diferencia de la estrategia de
renaturalizacion utilizada para Tppl5opt, la estrategia seleccionada para Tpp47opt fue
por dilucion rapida, la cual resultd exitosa, ya que a partir de una estructura
completamente desplegada de Tpp47opt pudimos lograr obtener su plegamiento
correcto, el cual evaluamos por la solubilidad de la misma. Los perfiles de elusion de
Tpp47opt por IMAC no fueron tan puros como los de Tppl5opt. Esto puede estar
relacionado con la relacion entre la cantidad de proteina recombinante expresada y la
union a la resina, como se discutié previamente en el caso de Tppl5opt. En el caso
puntual de Tpp47opt, los niveles de expresion fueron menores, no llegando a saturar
la capacidad de la resina y por lo tanto puede ser una opcion utilizar menor volumen
de resina. A su vez, hay que tener en cuenta la afinidad de union del tag de histidinas a
la resina que puede verse influenciada por la relacion entre la estructura de la proteina
y en consecuencia la orientacion que adquiere el tag de histidinas, pudiendo dejarlo
menos expuesto para la interaccién con la resina de Ni-NTA. El mayor rendimiento
obtenido de Tpp47opt en su forma insoluble fue obtenido a 37°C (36 mg/mL). Por otro
lado, un rendimiento cercano a éste se obtuvo a partir de la expresion de 20°C, siendo
de 27 mg/mL. Esta expresion en forma soluble tiene la ventaja de evitar el manejo de
grandes volimenes de proteina diluida (para la renaturalizacion por dilucién se hace
una dilucién 1/10 de la fraccion insoluble resuspendida en Cloruro de Guanidinio 5 M),
lo cual resulta ser muy trabajoso si queremos adaptar la produccion de estas proteinas
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para su utilizacion a nivel industrial. Sin embargo, para la obtencion de Tpp47opt pura
se requiere de un posterior paso de purificacién como cromatografia de gel filtracion.

El andlisis de estabilidad de Tpp47opt en las mismas condiciones que Tppl5opt
arrojaron distintos resultados. Antes que nada, hay que tener en cuenta que las
concentraciones utilizadas para evaluar la estabilidad de Tppl5opt y Tpp47opt fueron
notoriamente diferentes (9 mg/mL y 190 ng/mL, respectivamente). De las tres
condiciones evaluadas, dos resultaron adecuadas para el almacenamiento de
Tpp47opt, ya que en el tiempo evaluado (10 meses) solo el almacenamiento en buffer
con glicerol comenz6 a presentar una precipitacion de la proteina a partir del mes 5.
Este resultado puede ser consecuencia de la baja concentracion de proteina
almacenada, debiendo evaluar en posteriores trabajos mayores concentraciones de
Tpp47opt, que ronden 1 mg/mL por ejemplo.

Luego de haber logrado la optimizacion de la expresion y purificacion de Tppl5opt,
Tppl7wty Tpp47opt, el siguiente paso consistio en evaluar la capacidad antigénica de
estas proteinas recombinantes para su uso en test de diagnostico de sifilis. Para ello
realizamos titulaciones semicuantitativas de anticuerpos anti-Tpp en sueros humanos.
De esta forma pudimos evaluar la capacidad de cada antigeno producido para detectar
los niveles diferenciales de anticuerpos anti-Tpp especificos producidos en los
pacientes con sifilis. Hay que tener en cuenta que ha sido reportado que segln la
etapa de sifilis en la cual se encuentre el paciente predomina un anticuerpo anti-Tpp
mas que otros (R. Sun, Lai, Ren, Lian, & Zhang, 2013). En nuestros resultados vimos que
en los tres sueros seropositivos analizados el mayor titulo corresponde a Tppl7wt,
mientras que los titulos de Tppl5opt y Tpp47opt varian de acuerdo al suero
considerado. Esto nos hace suponer que los pacientes se encuentran en etapas
diferentes de la enfermedad. A su vez, es importante destacar la capacidad de los
antigenos producidos para detectar anticuerpos especificos para cada uno de ellos.
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