- .. o
= St iibce

INSTITUTO DE
UNIVERSIDAD FACULTAD DE ENXE%E%//\\%IONES
DE LA REPUBLICA CIENCIAS CLEMENTE
URUGUAY . ESTABLE

UDELAR | fcien.edu.uy

Tesina de grado
Licenciatura en Bioquimica

Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

Optimizacion de la expresidon de la proteina
TolC recombinante de Moraxella bovis,
principal agente etiologico de la

Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina

Bach. Maria Fernanda Ramos Arangliena
Tutora: Dra. Ana Umpiérrez

Co-tutor: Dr. Pablo Zunino

Departamento de Microbiologia
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable

2022



Agradecimientos

A la ensefianza publica que me permitié formarme como persona y profesional.

A la Dra. Ana Umpiérrez y el Dr. Pablo Zunino por abrirme las puertas del laboratorio y

permitirme llevar adelante esta tesina.

A las personas que integran el Departamento de Microbiologia del IIBCE (la colonia),

las cuales fueron importantes en mi crecimiento personal y profesional.

A Anto Alba, mi hermana del alma que, sin su ayuda, sus comentarios y su apoyo desde

los 16 afos, este camino hubiera sido gris.

A mis amigos, El Oscuro, El Nene, Vale, Cari, Belén, a los que integrantes de los grupos
de WhatsApp: “trifulca de verdad”, “West coast” y “Valizas alla vamos” que sin su apoyo

este camino hubiera sido imposible.

A mi familia, a la que esta y aquellos que ya no, que su sostén, apoyo, preocupacion y
amor ayudd a que en todos los momentos de mi vida NUNCA me sintiera sola. En
especial a mis sobrinos: Alem, lleana, Isabella y Santino cuya risa y luz me dan fuerzas

dia a dia.

En especial quiero dedicar todo este trabajo a mis padres, Fernando y Maria del
Carmen, son un pilar fundamental en mi vida, son los que NUNCA dudaron de mis

capacidades y sin su amor incondicional NUNCA hubiera llegado tan lejos.



indice

Paginas

INDICE . ...ttt 3
RESUMEN. ... e 5
INTRODUGCCION. ...ttt sttt 6
Queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB)...........coooiiiiiiiii 6

SIGNOS ClINMICOS . ...ttt 7
Agentes etiolégicos y factores ambientales...............cccooviiiiiiiiinne. 8

3.1 Moraxella BOVIS. ......cueeeie e 9

4. Factores de virulencia de M. DOVIS..........cooiiiiiiii 10

I T 01 o4 T 10

4.2 Sistemas de adquisiciOn de hierro..........ccvviiiiiiii e 12

0 11 o] 0 {1 - VS 12

4.4 Proteinas de membrana eXterna. .........oevieeiieiiiie i 13

5. Tratamiento y prevencion de la enfermedad.....................ooiiien 15

5.1 Vacunas para prevenir QIB..........coiiiiiiiiiiiiic e, 15

5.2 Proteinas recombinantes para el desarrollo de vacunas...................... 16

HIPOTESIS. ..ottt 18
OB UIET IV O S . 18
ODbjJetivo GENEIAL. ... ..o 18
Objetivos ESPECIfiCOS. ..o 18
MATERIALES Y METODOS. ... ..o 19
Antecedentes de este trabajo — generacion de TolC recombinante............... 19

Cepa bacteriana y condiciones de Cultivo................ccoooiiiiiiiiiiiiiciee . 21
Extraccion del plasmido y digestion con enzimas de restriccion.................... 21
Electroforesis en gel de agarosa..........ccoovieiiiiiiiiiii i, 22
Secuenciacion del plasmido PET-TOICK.........oviiiiiii e, 22
Optimizacion de la expresion de TOICK....... ..o, 23



Evaluacion de la solubilidad de TOICT ..., 24

Purificacién de TolCr en condiciones desnaturalizantes............................. 24
Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE)...... 25
Cuantificacion de la concentracion de TOICr.........ooiiiiiiiiiiiiiieeeeeene 26
RESULTADOS . ... e e e e e 28
Identidad de la proteina TolCr recombinante...............cccoiiiiiiiiiiiiiiiieens 28
Optimizacion de la expresion de TOICK.........ooiiiiiiie e, 29
Evaluacion de la solubilidad, purificacién y cuantificacion de TolCr............... 31
DISCUSION. ...ttt 33
CONCLUSION. ...ttt e, 38
PER S P E CT IV A S . .. e 38
BIBLIOGRAFIA ...ttt 39



RESUMEN

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es la enfermedad infecciosa ocular mas
comun que afecta a todas las razas de ganado y es altamente contagiosa. Sus sintomas
pueden variar desde ulceracion y edema corneal, fotofobia y lagrimeo a perforacion
corneal y ceguera en casos graves. El principal agente etiol6gico causante de QIB es
Moraxella bovis, perteneciente a la familia Moraxellaceae. M. bovis presenta diferentes
factores de virulencia, entre los que se encuentran las fimbrias, los sistemas de
adquisicion de hierro, citotoxina f-hemolisina (MbxA) y proteinas de membrana externa.
Ademas de las repercusiones en la salud de los bovinos, esta enfermedad presenta un
importante impacto econémico, asociado a los gastos en tratamientos y al retraso en el

crecimiento de los animales.

El tratamiento de la QIB incluye la antibioticoterapia y para la prevencion existen
vacunas. En el caso de los antibiéticos su aplicacion debe ser constante, lo que dificulta
su empleo de forma rutinaria y es conveniente realizar pruebas de sensibilidad antes de
la aplicacién debido a la generacién de microorganismos resistentes. La vacunacion es
otra estrategia muy utilizada. Existen actualmente varias vacunas comerciales dirigidas
a prevenir el desarrollo de la enfermedad, muchas de las cuales son bacterinas (es decir,
elaboradas en base a bacterias enteras inactivadas) de diferentes cepas de Moraxella
spp. Si bien su uso es generalizado en rodeos donde ocurren brotes de QIB,
proporcionan una proteccidon parcial, justificado principalmente por la variabilidad
antigénica entre las cepas causantes de los brotes y las que se encuentran en los

preparados.

Una estrategia para mejorar las vacunas existentes consiste en la incorporacion de
antigenos recombinantes. Las proteinas de membrana externa (PMEs), ademas de ser
inmunogénicas son conservadas entre cepas, por lo que se las considera un potencial
blanco para generar nuevas vacunas. La PME TolC de M. bovis tiene un papel en la
exportacion de distintas moléculas a través de la membrana externa de bacterias Gram

negativas y es conservada entre cepas.

El objetivo de este trabajo consisti6 en optimizar las condiciones de expresion de la
proteina recombinante TolC (TolCr) de M. bovis a escala de cultivo de laboratorio. Se
evalué una construccion plasmidica que presentaba el gen que codifica para TolC
generada previamente en el laboratorio y se optimizd su expresion. Las condiciones
Optimas de expresion de TolCr se obtuvieron cultivando la cepa recombinante a 30°C
con una induccién de 3h. Se determin6 que la misma se expresa de forma insoluble,

obteniéndose una concentracion final de 23,9 mg/mL.



INTRODUCCION

1. Queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB)

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es la enfermedad infectocontagiosa
ocular mas comun que afecta al ganado (Brown et al., 1998). Sus sintomas pueden
variar desde ulceracion y edema de la cérnea (Fig. 1), dolor ocular, fotofobia y lagrimeo
(Angelos et al., 2007) hasta casos graves como perforacion corneal y ceguera (Brown
etal., 1972).

' ""‘-l s
Figura 1. La extensién de una Ulcera corneal se revela después
de la tincién con fluoresceina (Alexander et al., 2010)

La QIB es altamente contagiosa, todas las razas de ganado pueden verse afectadas y
se observa una mayor prevalencia en los machos y en animales mas viejos, los cuales
poseen mayor susceptibilidad a contraer la enfermedad. Esto se ve influenciado en gran

medida por la composicién genética y el estado inmune del animal (Arnold et al., 2012).

El principal agente etiolégico causante de la enfermedad es Moraxella bovis (Pugh et
al., 1969), aunque estudios posteriores han relacionado otra especie perteneciente a la
familia Moraxellaceae, Moraxella bovoculi (Angelos et al., 2010). Ambas especies
bacterianas se han detectado en diversos paises del mundo, Estados Unidos (Angelos
et al., 2007), Australia (Gould et al., 2013), Israel (Yeruham et al., 2001) y Reino Unido
(Bennett, 2003). En América latina se reporta frecuentemente en Brasil (Libardoni et al.,
2012) y también se ha reportado en nuestro pais por integrantes de nuestro laboratorio
(Sosa et al., 2012; 2013).



Aunque es una enfermedad raramente fatal, se la considera la enfermedad ocular méas
importante del ganado en todo el mundo (Postma et al., 2008). Las tasas de prevalencia
de QIB se estiman por clima y region geografica teniendo en cuenta la raza y la edad
del ganado. La prevalencia estimada de QIB en el ganado de carne en todo el mundo
es del 2,78% (Dennis et al., 2021). Debido a que pocos paises informan las estadisticas
nacionales sobre la QIB, es probable que sea una de las principales enfermedades del
ganado no notificadas o mal informadas en todo el mundo (Dennis et al., 2021).

La QIB presenta un gran impacto econémico en la ganaderia debido a que produce una
disminucion del peso en los animales infectados, aumento de los costos asociados al
tratamiento farmacolégico repetitivo y una reduccion en la produccion de leche en los
animales lecheros (Baptista et al.,1979; McConnel et al., 2007). En paises donde tiene
una incidencia elevada como Autralia, en 2006 se estimaron que las pérdidas
econOmicas asociadas a la disminucion de la produccién y al tratamiento del ganado
alcanzaron los 23 millones de ddlares (Sackett et al., 2006). Asimismo, en 1976 en
Estados Unidos se detectaron méas de 10 millones de terneros afectados por QIB, con
una pérdida econémica estimada anual de 226 millones de ddlares, estimando que los
costos oscilaron entre 25 y 82 dodlares por cabeza de ganado (Hansen, 2001). En el
Reino Unido, en un estudio realizado en 1996, se estim6 una pérdida de 3,9 a 10,4
millones de ddlares por afo, que incluia costos asociados a las pérdidas en la
produccion, a los asociados al tratamiento y a la prevencion de la enfermedad (Bennett,
2003).

En Uruguay la QIB es detectada con frecuencia (Sosa et al., 2012; 2013), pero no existe
una estimacion de las pérdidas que esta enfermedad produce. La ganaderia es una
actividad relevante para el pais, siendo el primer pais del mundo en consumo de carne
vacuna por persona. Ademas produce cerca de 550 mil toneladas de carne vacuna al
afio, 180 mil para el consumo interno y 370 mil para exportaciéon (Instituto Nacional de
Carnes, 2021).

2. Signos clinicos

La QIB es una enfermedad que afecta principalmente a la cérnea. Puede inicialmente
dafiar un s6lo ojo, pero generalmente una vez que se inicia la infeccion se genera el
contagio cruzado hacia el otro. Los signos clinicos pueden manifestarse desde un dia
hasta 2 semanas después de la infeccién (Arnold et al., 2012), se caracterizan por un
desbordamiento temprano de lagrimas en la cara, secrecion que se vuelve purulenta y

parpados hinchados y edematosos. Posteriormente la evoluciéon de la infeccidén
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generalmente llega al centro de la cérnea, pudiéndose extender a todo el ojo (Baptista
et al., 1979). Esto puede acompafiarse de fotofobia y generar dolor excesivo, lo que
desencadena una disminucion del apetito en el ganado enfermo (Arnold et al., 2012).
En general, los casos leves pueden resolverse espontaneamente sin tratamiento en una
o dos semanas después de la infeccion (Baptista et al., 1979). En los casos mas
complejos, que no se resuelven solos, los signos pueden progresar a edema corneal,
tornando al ojo opaco; mientras que en los casos mas graves puede generar ceguera
(Brown et al., 1998) y perforacion corneal con pérdidas irreversibles, teniendo como una
posible consecuencia la enucleacion (pérdida del contenido de los ojos) (Alexander et
al., 2010).

3. Agentes etiolégicos y factores ambientales

La QIB es una enfermedad infectocontagiosa multifactorial en la cual pueden participar
distintos microorganismos, asi como también existen factores ambientales y genéticos
gue predisponen a la enfermedad. Entre los agentes etiolégicos mas frecuentemente
asociados a la QIB encontramos a M. bovis, M. bovoculi, y en menor medida se detecta
a Moraxella ovis, Mycoplasma spp. y Chlamydophila spp. (Brown et al., 1972; Baptista
et al., 1979; Brown et al., 1998; Arnold et al., 2012). Otros agentes etiologicos
involucrados en la QIB son algunos virus, como por ejemplo el Herpes Virus Bovino Tipo
1 (BHV-1), responsable de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) (Brown et al., 1972;
Baptista et al., 1979; Brown et al., 1998; Arnold et al.,2012). Una infeccidén primaria por
dicho virus puede crear el entorno adecuado para una infeccién ocular o aumentar la
gravedad de la misma, por lo que se la considera un factor predisponente de la QIB
(Arnold et al., 2012). Ademas de los agentes etioldgicos, existen diversos factores
ambientales que contribuyen a la predisposicion y propagaciéon de la QIB, entre los que
se encuentra la mosca de la cara, Musca autumnalis (Fig. 2) que irrita la superficie ocular
de los bovinos cuando se alimenta de secreciones (Arnold et al., 2012) y actila como un
vector mecanico, ya que puede albergar microorganismos en sus alas y patas hasta tres
dias, permitiendo asi el contagio de animales infectados a no infectados (Brown et al.,
1972; Brown et al., 1998; Arnold et al., 2012).



Figura 2. Mosca de la cara presentes en un bovino
(Alexander et al., 2010)

Otro de los factores ambientales relevantes es la estacion del afio, ya que en primavera
y en verano existe un incremento en la radiacion UV (Brown et al., 1998), lo que genera
un dafio a las células epiteliales presentes en la cornea, y crea un ambiente propicio

para la multiplicacion bacteriana (Baptista et al., 1979; Arnold et al., 2012).

Ademas, debe tenerse en cuenta el manejo del ganado, el estrés cuando se desteta a
la cria, el transporte en un mismo establecimiento o hacia otro, la mala nutricion, los
parasitos y el clima, todos estos son considerados factores que pueden impactar en la
salud general del animal y pueden disminuir la respuesta inmunitaria del ganado ante
los patdgenos (Arnold et al., 2012).

Como se menciond, las especies mayoritarias causantes de QIB son M. bovis y M.
bovoculi. Ambas se encuentran muy cercanas filogenéticamente (Angelos et al., 2007),
pudiendo diferenciarse por unas pocas pruebas bioquimicas (actividad fenilalanina y
gelatinasa) y por diferencias en las secuencias nucleotidicas de genes housekeeping y
de los que codifican para el ARNr 16S (Angelos et al., 2007). En trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio, y gracias a analisis moleculares se pudo identificar
por primera vez a M. bovoculi en nuestro pais, determinandose que esta especie circula
desde 1983 en Uruguay (Sosa et al., 2012).

3.1 Moraxella bovis

M. bovis es un cocobacilo Gram negativo, pertenece a la familia Moraxellaceae, dentro
de la clase Proteobacteria (Rossau et al., 1991; Pettersson et al., 1998). Las principales
caracteristicas bioquimicas que posee son: oxidasa positiva, no reductor de nitratos a

nitritos y no fermentador de carbohidratos (Fraser et al., 1979).

La primera vez que un investigador asocié un cocobacilo Gram negativo con la QIB fue
en 1915 (Mitter et al., 1915). Posteriormente, en 1969, se relacion6 a M. bovis como el

principal agente etiologico causante de la enfermedad (Pugh et al., 1969).



El ganado es el Unico reservorio conocido de este microorganismo, encontrandose en
los ojos y las fosas nasales del ganado infectado. Inicialmente se propuso que existian
animales portadores, los cuales tenian M. bovis en sus 0jos sin presentar signos de
problemas oculares (Baptista et al., 1979). Estudios posteriores permitieron proponer a
M. bovis como un patégeno oportunista, debido a que se encuentra en la conjuntiva y
secreciones de animales sanos sin signos ni historial de infeccién (Postma et al., 2008;
Arnold et al., 2012).

4. Factores de virulencia de M. bovis

La virulencia de M. bovis varia entre cepas, asi como entre diferentes aislamientos de
la misma cepa (Postma et al., 2008). Entre sus factores de virulencia mas estudiados
se encuentran las fimbrias, los sistemas de adquisicion de hierro, la citotoxina: B-
hemolisina (MbxA), proteinas de membrana externa (PMEs) y diferentes enzimas
hidroliticas y proteoliticas (Frank et al., 1981; Fenwick et al., 1996; Postma et al., 2008).
En particular, se ha determinado que 2 factores son esenciales para causar la
enfermedad clinica: la fimbria tipo IV, que se expresa en la superficie celular de la
bacteria (Pedersen et al., 1972) y la citotoxina B-hemolisina, la cual se secreta y es

corneotoxica y leucotéxica (Beard et al., 1994; Angelos, 2015).

4.1 Fimbrias

Las fimbrias (pili) son apéndices delgados y largos que se encuentran presentes en la
superficie de varias especies de bacterias Gram negativas (Fig. 3a), algunas Gram
positivas y en algunas especies de hongos (Simpson et al., 1976). Las fimbrias
presentes en M. bovis se clasifican como fimbrias de tipo IV, poseen una regién N-
terminal con el primer residuo de la proteina madura inusual, N-metilfenilalanina,
seguido de una secuencia amino-terminal. La regién C-terminal estd compuesta por
residuos hidrofébicos y forma una estructura de laminas beta alrededor de la cual se
disponen secuencias hidrofilicas mas variables que determinan el perfil inmunolégico
(Dalrymple et al., 1987). Estas fimbrias poseen una ubicacién polar en las células lo que
les permite generar la movilidad bacteriana conocida como twitching (Dalrymple et al.,
1987).
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Figura 3. Fimbrias de M. bovis. (a) Micrografia electénica de transmisién. M. bovis mostrando numerosas
fimbrias en los extremos polares de la célula bacteriana, 23.300X (Annuar et al., 1985). (b) Micrografia
electrénica de barrido. Adherencia de M.bovis al epitelio corneal (Jackman et al., 1984).

En 1972 se realiz6 el primer estudio que relaciond la presencia de fimbrias con la
capacidad de M. bovis de colonizar la mucosa conjuntival, observandose que cumplen
un rol de adherencia a la mucosa del ojo bovino, y que son importantes para el desarrollo
de una infeccién ocular persistente (Fig. 3b) (Pedersen et al., 1972). Ademas se
comprobd que podrian ser responsables de producir los signos clinicos de la
enfermedad, ya que terneros inoculados con M. bovis conteniendo fimbrias
desarrollaron signos clinicos de QIB, mientras que terneros inoculados con M. bovis que

no expresaban fimbrias no desarrollaron la enfermedad (Jayappa et al., 1986).

Mas recientemente, y por medio de andlisis moleculares, se ha identificado que existen
2 tipos de fimbrias de M. bovis, las cuales se denomina Q (16 kDa, previamente llamada
B) e | (18 kDa, anteriormente nombrada a) (Marrs et al., 1988; Postma et al., 2008). La
variacion entre la expresion génica de una u otra esta asociada a cambio de fases, con
una inversion de aproximadamente 2 kilobases de ADN, que genera una recombinaciéon
de sitio especifica dentro de la region codificante del gen de la fimbria (Marrs et al., 1988;
Postma et al., 2008). En cuanto a la funcién que cumplen, y de acuerdo a ensayos in
vitro, se ha determinado diferencias, la fimbria tipo Q mejora la adhesién de las bacterias
a la cérnea bovina, mientras que la fimbria tipo | es importante en la persistencia local y

el mantenimiento de la infecciéon (Marrs et al., 1988; Postma et al., 2008).
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4.2 Sistemas de adquisicion de hierro

La expresion de los sistemas de adquisicion de hierro es un componente importante
para la adaptacién bacteriana al medio ambiente, principalmente en aquellos ambientes
donde su disponibilidad es limitada. Les confiere a las bacterias la capacidad de adquirir
hierro del huésped para favorecer la produccion de proteinas y la sintesis de ADN
(Fenwick et al., 1996). Un mecanismo comuln que aumenta la patogénesis de diferentes
especies bacterianas es la produccién y secrecion de sideréforos, regulada por la
concentracion de hierro ambiental (Kakuda et al., 2003).

Los sideroforos son pequefias moléculas quelantes de hierro. Extraen el mismo de las
proteinas del huésped y luego se unen a receptores de la superficie bacteriana que
importan este nuevo complejo (sideréforo-Fe) hacia el interior de la célula bacteriana
(Kakuda et al., 2003).

Entre los receptores de hierro de bacterias Gram negativas encontramos a algunas
PMEs dependientes de TonB como por ejemplo BtuB, FecA, FepA y FhuA (Piggot et al.,
2013). Estas proteinas se unen con alta afinidad al hierro y permiten por medio de un
transporte activo el pasaje de siderdforos-Fe, vitamina Bi» y una variedad de otros
sustratos hacia el periplasma (Piggot et al., 2013). Luego estos sustratos se unen a
proteinas periplasmicas, que permiten la unién a los transportadores de union a ATP
presentes en la membrana interna y transportan el sideréforo-Fe hacia el citoplasma
(Andrews et al., 2003). Una vez alli el complejo se disocia, el Fe queda libre para su
utilizacioén y los sideréforos se liberan al citoplasma donde pueden volverse a secretar

al medio extracelular o degradarse (Andrews et al., 2003).

Por otro lado, en bacterias Gram positivas el complejo sideréforo-Fe se une a proteinas
ancladas a la membrana que permite la unién a una permeasa, la cual es responsable
del transporte del complejo sideroforo-Fe a través de la membrana hacia el citoplasma
(Andrews et al., 2003).

4.3 Citotoxina

Las cepas de M. bovis son capaces de generar B-hemdlisis (Fig. 4) gracias a que
expresan una citotoxina denominada B-hemolisina. Es uno de los factores de virulencia
més estudiados de M. bovis. Aquellas cepas que la expresen generaran -hemolisis en
placas de agar sangre y se ha establecido que tendran la capacidad de producir QIB.
Por otro lado, las cepas no hemoliticas de M. bovis no son patégenas para el ganado
(Postma et al,. 2008).

12



Figura 4. B-hemolisis en placas de agar sangre producida por la B-
hemolisina de M. bovis (Angelos et al., 2003).

La B-hemolisina (MbxA) de M. bovis, pertenece a la familia de toxinas RTX de exo-
proteinas bacterianas, posee un peso estimado de 100 kDa y se encuentra muy
conservada entre los diferentes aislamientos (Angelos et al., 2001). Su modo de accién
involucra la formaciéon de un poro en la membrana de las células, lo que tiene como
resultado la lisis celular. Puede afectar a células de la cérnea y a los neutréfilos del
hospedero. Genera Ulceras corneales y expulsibn de enzimas presentes en los
neutréfilos que fragmentan y agregan las fibras de colageno, retrasando asi la

cicatrizaciéon de la cornea (Clinkenbeard et al,. 1991; Postma et al., 2008).

4.4 Proteinas de membrana externa

Las PME se encuentran en la membrana externa de bacterias Gram negativas, estan
expuestas al exterior de la célula bacteriana y son la primera linea de contacto entre la
bacteria y su entorno (Rollauer et al., 2015; Fairman et al., 2011). A la gran mayoria de
ellas se las puede considerar un factor de virulencia debido a su importancia en la
interaccion entre la bacteria y el huésped. Participan en la union e invasion de las
bacterias al epitelio del hospedero, asi como permiten evadir los mecanismos de
defensa del hospedador, escapando de la respuesta inmune (Achouak et al., 2001,
Galdiero et al., 2012). Pueden proporcionar al microorganismo resistencia a antibioticos,
ya que la gran mayoria forman un canal o poro que permiten el transporte de estas
moléculas al exterior celular (Achouak et al., 2001; Galdiero et al., 2012).
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Entre las PME podemos encontrar proteinas integrales de la membrana plasmatica que
adoptan una arquitectura de barril  anfipatico transmembrana, que le ofrece una alta
estabilidad a la membrana para resistir al entorno variable (Rollauer et al., 2015; Fairman
et al., 2011). En las bacterias Gram negativas, la parte hidrofilica de las PME permite la
interaccidn con el espacio extracelular y periplasma, mientras que la parte hidrofébica
es utilizada para interaccionar con la membrana, atravesandola y proporcionando

integridad y permeabilidad selectiva (Buchanan et al., 1999).

Las PME de la familia TolC son ubicuas entre las bacterias Gram negativas (Koronakis
et al., 2004). Estan compuestas por una a-hélice (100 A) que forma un tanel en el
periplasma de la célula, unido a un canal de barril B (40 A) que atraviesa la membrana
externa (Koronakis et al., 2004) (Fig. 5a), estableciendo una estructura de poro Unico
(Fig. 5b).

En particular, TolC participa en la expulsion celular de diversas moléculas, que incluyen
toxinas proteicas y farmacos antibacterianos (Koronakis et al., 2004). Ademas, su
composicion nucleotidica entre diferentes cepas de M. bovis es altamente conservada,
razon por la cual se la ha propuesto como un posible antigeno para incorporarse a
vacunas contra la QIB (Galdiero et al., 2012; Sosa et al., 2015).

Medio extracelular

Membrana externa ~40A

Figura 5. Estructura de TolC. (a) vista lateral de la membrana externa, (b) vista
superior de la membrana externa (Koronakis et al., 2004).
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5. Tratamientos y prevencion de la enfermedad

La antibioticoterapia es el principal tratamiento utilizado para tratar la QIB. La aplicacion
se realiza por medio de unglentos o solucibn acuosa, tanto para erradicar
microorganismos patdégenos en los animales enfermos como en el ganado portador
(Abeynayake et al., 1989). No es una estrategia que resulte totalmente efectiva debido
a gque se necesita mantener una concentracion constante en la pelicula lagrimal, y por
ello es un tratamiento costoso y poco practico (Abeynayake et al., 1989). Previo a su
administracién se necesitan estudios de susceptibilidad, ya que existe evidencia de
resistencia a diferentes tipos de antibiéticos. Ademas, su administracion de forma oral
tampoco es practica, a menos que los animales infectados estén separados del rodeo
(Brown et al., 1998).

En este escenario, la prevencién de la QIB, la deteccion inmediata mediante una
cuidadosa inspeccion visual y el aislamiento del ganado infectado resultan
fundamentales para evitar la propagacion de la enfermedad a los individuos sanos
(Brown et al., 1998). En los rodeos se recomienda el uso de insecticidas para disminuir
o eliminar el namero de individuos de la mosca de la cara (Fig. 2) (Brown et al., 1972;
Brown et al.,, 1998; Arnold et al.,, 2012) y también es relevante que el ganado
permanezca a la sombra o con proteccion ocular en las estaciones de primavera y
verano (Baptista et al., 1979).

5.1 Vacunacién para prevenir la QIB

Una de las estrategias que se utiliza para prevenir la QIB es la vacunacion. Existen
actualmente varias vacunas comerciales basadas en bacterina de M. bovis, o
enriquecidas con componentes bacterianos como fimbrias purificadas (Brown et al.,
1998). Si bien todas las vacuas generan una respuesta humoral en los animales
vacunados, hasta el momento no se ha logrado una proteccioén total. Una razén de ello
gue se ha discutido ampliamente es que existe una elevada diversidad entre los
diferentes aislamientos de M. bovis, y las variantes que estan contenidas en las vacunas
no coinciden necesariamente con las variantes circulantes en esa zona geogréafica
(Smith et al., 1990; Lepper et al., 1992). En particular, se especula que esta variabilidad
podria deberse a que M. bovis presenta diferentes serogrupos fimbriales que aumentan
el nimero de antigenos y permiten que la bacteria pueda evadir la respuesta inmune de
animales vacunados (Lepper et al., 1992). Por estas razones es esencial caracterizar
los patégenos causantes de QIB a nivel local, y de esa manera desarrollar vacunas mas

efectivas.

15



5.2 Proteinas recombinantes para el desarrollo de vacunas

La manipulacion del ADN por medio de ingenieria genética ha permitido un gran
desarrollo de la Biotecnologia de proteinas, ya que permite la obtencién de grandes
cantidades de proteinas de buena calidad, las cuales en la naturaleza se expresarian
en muy bajas concentraciones (Guerrero-Olazaran et al., 2004; Rocha Pizafia et al.,
2005). Pueden usarse como herramientas de diagnéstico, como componentes
vacunales, anticuerpos o enzimas funcionales, entre otras (Walsh, 2005; Jayaraj et al.,
2009). En el proceso de generacion de proteinas recombinantes se manipula un ADN
blanco que contiene la informacién genética de la proteina, el cual se incorpora a un
vector de expresion e induccién controlada (plasmido) (Guerrero-Olazaran et al., 2004;
Rocha Pizafa et al., 2005; Overton, 2014). Los plasmidos pueden ser de alto o bajo
namero de copias. La eleccion de una u otra variante dependera de un equilibrio entre
la cantidad de proteina recombinante que se desee generar, la toxicidad que ésta
pudiera tener sobre la cepa de produccion y el gasto energético que le causara a la
misma. Los vectores de expresion comerciales, entre otras cosas, presentan diferentes
promotores inducibles. Algunos de los promotores mas usados son el promotor lac y el
trp (Kimple et al., 2004; Jayaraj et al., 2009; Garcia et al., 2013). La mayoria de los
vectores de expresion ademas codifican para otro péptido, el cual se denomina etiqueta
de afinidad, la cual es necesaria para los pasos de purificacion de la proteina. Existe
una gran variedad de etiquetas, y su incorporacién es un paso fundamental que asegura
la purificacion proteica (Kimple et al., 2004; Jayaraj et al., 2009; Garcia et al., 2013).
Otra consideracién importante para la produccion de proteinas es la eleccién de la cepa
de expresién. Los sistemas de expresion mas utilizados son las bacterias Escherichia
coli y Lactococcus lactis, las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris y
ademas pueden considerarse algunas células de mamiferos. Nuevamente, la eleccion
del sistema dependera del tipo de proteina recombinante que se quiera obtener (Jayaraj
et al., 2009).

Si bien los sistemas de expresién heteréloga de proteinas estan sumamente regulados
y son controlados, en algunos casos no se alcanzan los niveles de expresion deseados
0 esperados. Esto puede deberse a factores genéticos, entre los que se encuentra la
estabilidad del ARN mensajero o el promotor elegido bajo el cual se encuentra la
expresion de la proteina (Garcia et al,. 2013). También, deben tenerse en cuenta los
factores fisiol6gicos y las condiciones de crecimiento de la cepa de expresion, como por
ejemplo el medio de cultivo, la temperatura y la duracion de la induccién, entre otros

(QIAGEN, 2003; Garcia et al,. 2013). Por estas razones, cuando se disefia una proteina
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recombinante, y previo a su utilizacion masiva, es relevante optimizar las condiciones

de expresion.

Como alternativa para mejorar las vacunas existentes contra la QIB algunos trabajos se
han centrado en la generacion de nuevas formulaciones vacunales, ya sea con nuevos
antigenos nativos purificados como con nuevos adyuvantes. Por ejemplo, en uno de
esos trabajos se utilizé fimbrias purificadas de M. bovis con diferentes adyuvantes,
evaluandose la respuesta de inmunoglobulinas (IgA) frente a la administracion en
bovinos (Zbrun et al., 2012). En otro ensayo utilizaron citotoxina nativa, observando
luego de la vacunacién ausencia/aparicion de signos clinicos de QIB. Si bien los
resultados parecen auspiciosos, en ninguno de estos trabajos se logré una proteccién
completa contra QIB (George et al.,, 2005). Posteriores trabajos se centraron en la
utilizacion de proteinas recombinantes, ya sea fimbrias recombinantes de M. bovis
(Lepper et al., 1993), como citotoxina de M. bovis, con administracién subcutanea e
intranasal (Angelos et al., 2004; 2014) como de M. bovoculi (Angelos et al., 2010b). Sea
cual sea la proteina que se propone evaluar, en todos los casos se debe tener en cuenta
gue debe ser un antigeno conservado y preferentemente que tenga un rol importante en

la supervivencia bacteriana.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han determinado que ademas de las fimbrias
y la citotoxina existen otros posibles antigenos conservados entre especies y cepas de
Moraxella spp. que podrian ser considerados como componentes vacunales (Sosa et
al., 2015; Acquistapace, 2018). Entre ellos, la PME-CD de M. bovis mostré ser muy
conservada a nivel genético e inmunogénica en ensayos in vivo con animales de
experimentacién, y por ello se la considera como una candidata potencial para
incorporarse a las vacunas contra la QIB (Acquistapace et al., 2014). Asimismo, el gen
gue codifica a la proteina TolC de M. bovis ha mostrado ser conservado entre cepas
locales causantes de QIB, y podria ser un blanco interesante de estudio para generar

nuevas formulaciones vacunales (Sosa et al., 2015).
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HIPOTESIS

La expresion de la proteina recombinante TolCr de M. bovis se puede optimizar
modificando las condiciones de cultivo de la cepa, ya sea la temperatura de

crecimiento/induccion bacteriana como la duracién del tiempo de induccion.

OBJETIVOS

Objetivo general

Optimizar las condiciones de expresion de la proteina recombinante TolC (TolCr) de
Moraxella bovis, generada previamente en el laboratorio y evaluar su solubilidad para

su posterior purificacion y cuantificacion.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia del gen tolC en el plasmido de expresion pET-TolCr
proveniente de la cepa de expresion E. coli BL21(ADE3)-TolCr generada en el
laboratorio.

2. Confirmar la identidad del inserto de ADN presente en pET-TolCr de la proteina
TolCr por medio de secuenciacion.

3. Optimizar las condiciones para la expresion de TolCr.

4. Evaluar la solubilidad de la proteina TolCr expresada.

5. Purificar TolCr por medio de una cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados.

6. Cuantificar la proteina obtenida por medio del método colorimétrico de Bradford.
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MATERIALES Y METODOS

Antecedentes de este trabajo — generacién de TolC recombinante

La construccién de la cepa E. coli BL21(ADE3)-TolC recombinante (E. coli-TolCr), fue
realizada previamente a este trabajo por investigadores del Departamento de
Microbiologia del Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable.

La cepa E. coli XL-1 Blue fue utilizada para la transformaciéon y estabilizacién del
plasmido de expresion (Bullock et al., 1987), mientras que para la expresion de TolC se
utilizé la cepa E. coli BL21 (ADE3) (Studier et al., 1986). Esta Ultima es lisogénica para
el fago DES, el cual presenta el gen que codifica para la ARN polimerasa T7 bajo el
promotor Lac UV5 (inducible por isopropil-B-D-tiogalactopiranosa (IPTG) en el cultivo
bacteriano). Por otro lado, para la expresion de la proteina se utilizo el plasmido pET-
21a(+) (Studier et al., 1986), el cual es resistente a ampicilina y presenta el promotor T7.
La adicién de este antibiético al medio permite seleccionar los clones que contengan el

plasmido.

Primeramente se amplific6 por PCR el gen que codifica para TolC de la cepa de
referencia M. bovis Epp63. Los primers se disefiaron a partir de la secuencia publicada
del gen TolC completo. En dichos primers se incorporaron los sitios de restriccion para
las enzimas Ndel y Sacl de forma que el primer forward (directo) contuviera la secuencia
nucleotidica complementaria a TolC (Fig. 6 sefialado en rojo) y la secuencia blanco de
la enzima de restriccion Ndel (Fig. 6 sefialado en verde), de forma que la enzima cortara
la secuencia dejando al principio los nucle6tidos correspondientes al codén inicio del
gen, y el primer reverse (reverso) contuviera la secuencia nucleotidica complementaria
a TolC (Fig. 6 sefialado en rojo), la secuencia blanco de la enzima de restriccion Sacl
(Fig.6 sefialado en amarillo), la secuencia STOP para terminar la duplicacién (Fig.6
sefalado en violeta) y la secuencia nucleotidica que codifica para una cola de 6 residuos
de histidina, necesaria para el proceso de purificacién proteica (Fig 6. sefalado en

turquesa).
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>TQOLC-F

>TOLC-E (REVERS0O COMFPLEMETARIO)

CATCACCATCACCAT CAC-GAGCTIG GG
)

(55PB 27GC 27AT
HIs-EE08-c2co

= - oofcscor JEMeTcaTceTcaTceTcRTc N -

Figura 6. Disefio de primers generados para la amplificacidn del gen to/C de M. bovis Epp 63.
Rojo:secuencias de primers Forward y Reverse; Verde: secuencia blanco de la enzima Ndel; Anarillo:
secuencia blanco de la enzima Sacl; Fucsia: codones STOP; Turquesa: cola de poli Histidina.

El plasmido pET 21 a (+) utilizado para generar la proteina recombinante se purificd con
el kit comercial AxyPrep Plasmid Miniprep Kit: Spin Protocol (Axygen).

El plasmido purificado y el producto de PCR del gen que codifica a TolC fueron digeridos
con las mismas enzimas de restriccion Ndel y Sacl (Fig. 7 sefialado con una flecha
negra). Por medio de una ligasa se generd la union entre el plasmido digerido y el
fragmento de TolC amplificado, posteriormente se transformé E. coli BL21(ADE3)

generando asi la cepa recombinante E. coli-TolCr.
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Figura 7. Esquema del plasmido pET 21 a(+), conteniendo los sitios de corte para
Ndel y Sacl, el promotor del bacteriéfago T7 y resistencia a ampicilina.
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Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se utilizo la cepa E. coli BL21(ADE3) TolC recombinante (E. coli-
TolCr), clon 5, que se encuentra almacenada a -80°C en caldo Luria Bertani (LB) y
glicerol 15%, suplementado con ampicilina [100pg/mL]final, en el cepario del
Departamento de Microbiologia.

El cultivo rutinario de dicho clon se realiz6 en placas de medio Luria Bertani Agar (LA) o
en caldo LB, suplementados con ampicilina a una concentracion final de [100ug/mL],

con una incubacién entre 18-24h a 37°C.

Extraccion del plasmido y digestién con enzimas de restriccion

La extraccion del plasmido pET-TolCr se realizé de acuerdo con las instrucciones del kit
comercial GenElute Plasmid Miniprep kit (SIGMA-ALDRICH). Brevemente, una colonia
aislada de E. coli-TolCr se sembr6 en 100mL de caldo LB/amp [100ug/mL] y se incub6
18h con agitacion a 37°C. Transcurrida la incubacion se tomé una alicuota de 3mL del
cultivo bacteriano para proceder a purificar el pldsmido como lo indica el protocolo.
Primero se resuspendieron las células en el buffer provisto por el kit y se usé vortex para
homogeneizar (este paso es fundamental para una purificacion eficiente). A
continuacion, se lisaron las células en una solucion alcalina con SDS, la cual ademas
permite la desnaturalizacion del ADN cromosémico y de las proteinas. Los plasmidos
se ven menos afectados por este proceso por su pequefio tamafio y su estructura
superenrollada. La lisis no excedié los 5 minutos ya que una exposicién prolongada
puede llegar a desnaturalizar el ADN plasmidico. Posteriormente se desnaturalizaron
las proteinas, los lipidos y partes celulares, quedando el ADN gendémico en la solucién
como un precipitado viscoso. Para limpiar ain mas el sobrenadante, donde se
encontraba el ADN plasmidico se centrifugd el mismo, y el sobrenadante se carg6 en la
columna de silice. Previamente la columna se colocé en un tubo de microcentrifuga y
se le afiadi6é un buffer que facilita la union del ADN plasmidico a la columna. En pasos
posteriores se realizaron 2 lavados consecutivos para descartar contaminantes y
finalImente se eluy6 el ADN plasmidico por medio de la adicion del buffer de elucién, que

genera una variacion del pH que permite que el ADN se libere de la columna.

La digestién enziméatica del plasmido purificado se realiz6 con las enzimas de restriccion
Ndel y Sacl (ANZA) de acuerdo al protocolo provisto por el fabricante. Brevemente, se
mezclaron 3uL del plasmido purificado, 1uL de cada enzima, 2L de buffer 10X (ANZA,

provisto por las enzimas), y 13uL de H»O. La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C por
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15 min. Transcurrido el tiempo de incubacién se inactivaron las enzimas a 80°C durante
20 min. La extraccion del plasmido y la digestion enzimética se corroboraron por
electroforesis en geles de agarosa.

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es un método de separacion de moléculas como ADN o proteinas en
funcién de su carga. Para modificar la velocidad de migracion y la separacion de
productos se pueden utilizar diferentes concentraciones de los componentes del gel,
como ser la agarosa o la acrilamida. Diferentes concentraciones de estos comenentes
generan diferentes diametros del poro, que tiene relacién directa con el tamafio o el

peso de la molécula que se desee separar (Roca et al., 2004).

En este trabajo el gen TolC amplificado y digerido tanto como el plasmido purificado y
digerido enzimaticamente se corrieron en geles de agarosa 2% y 0,8% en buffer TBE
0,5X respectivamente. Cada muestra se sembré en una relacion 5:1 (5uL de muestra +
1uL de buffer concentrador). Para estimar el tamafio del ADN se utilizé el marcador de

tamafo molecular 1Kb Plus (Invitrogen).

Luego de realizada la corrida electroforética, los geles se tifieron con el fluoréforo
GelRed (Biotum) que se intercala en el surco menor del ADN doble hebra y su emision
a 600nm aumenta cuando se genera la union y se observaron bajo luz UV. La
fluorescencia obtenida sera proporcional a la cantidad de &cido nucleico presente (Roca
et al., 2004).

Secuenciacion del plasmido pET-TolCr

La identidad del gen tolC recombinante, que codifica para la proteina TolCr, se confirmé
mediante secuenciacion. Para ello, una alicuota del plasmido recombinante pET-TolCr
purificado y los primers (T7 forward se aparea desde la base 69 hasta 87 presente en el
plasmido y T7 reverse se aparea desde la base 308 a 327 del plasmido) se envi6 a
secuenciar al servicio brindado por Macrogen Inc. (Corea del Sur). La edicién y los
analisis de identidad de la secuencia obtenida se realizaron con el programa
bioinformatico de acceso libre BioEdit (version 7.5.0.3) y el programa en linea BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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Optimizacion de la expresién de TolCr

Para optimizar la expresion de la proteina recombinante se ensayaron distintas
temperaturas de cultivo/induccion y diferentes tiempos de induccion (Tabla 1) (QIAGEN,
2003; Garcia et al., 2013; Jia et al., 2016). El protocolo de sobreexpresiéon de TolCr se

detalla a continuacion.

Se inocularon 300mL de caldo LB/ampicilina [100ug/mL] con una colonia aislada de E.
coli-TolCr y el medio se incubd a 30°C o 37°C (dependiendo del protocolo ensayado)
con agitacion vigorosa (Tabla 1). Cuando el cultivo alcanz6 una densidad Optica a 600
nm (DOeoo) en el rango de 0,4 a 0,8 que comprende la fase exponencial de crecimiento
bacteriano donde las células estan saludables, dividi€ndose todas por fision binaria 'y la
velocidad de crecimiento es maxima. Aqui se tomo6 una alicuota (Ti) para visualizar
posteriormente por electroforesis las condiciones iniciales de los cultivos y se indujo la
expresion de la proteina con IPTG estéril a una concentracion final de 1mM. EI IPTG es
un analogo de la lactosa, ambas moléculas son inductores del Operén lac, el encargado
de la expresion de TolCr. El cultivo se incubd durante 1,5h/3h a 30°C o 37°C con
agitacion vigorosa, dependiendo del protocolo ensayado (Tabla 1), luego se tomé una
alicuota (Tf) y se centrifugd el resto del cultivo a 10.000 rpm a 4°C durante 15 min.
Finalmente, el sedimento obtenido se almacend a -20°C para la posterior purificacion de
la proteina recombinante. Al igual que el cultivo final, las alicuotas Ti y Tf se
centrifugaron (10.000 rpm durante 5 min) y los sedimentos se resuspendieron en buffer
de muestra 2X. Finalmente, las muestras se analizaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%.

Tabla 1. Condiciones de cultivo ensayadas para optimizar la expresion de TolCr.

Temperatura de crecimiento | Duracién del tiempo de induccion
e induccion
37°C 3h
30°C 3h
30°C 1hy 30 min
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Evaluaciéon de la solubilidad de TolCr

Para determinar la solubilidad de la proteina expresada, una alicuota del pellet final (Tf)
se resuspendié en 5mL de buffer de resuspension (NaH.PO, 50 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 10mM, pH=8), se agreg6 lisozima a 1 mg/mL final y se incubé en hielo durante
30 min. Luego se sonico la muestra a 200-300 W (x6), con pausas de 10 segundos, con
el objetivo de incrementar el proceso de lisis (siempre se mantuvo el lisado en hielo).
Posteriormente se procedié a centrifugar el lisado a 10.000 xg durante 30 min a 4°C y
se colecto el sobrenadante (fraccién A), que corresponde a las proteinas solubles. Por
otro lado, se resuspendio el pellet en 5mL de buffer de resuspension (fraccion B), que
corresponde a las proteinas insolubles del preparado: células que no se lisaron,
componentes de membrana y cuerpos de inclusion. Una alicuota de cada fracciéon se
analiz6 por SDS-PAGE al 15%.

Purificacion de TolCr en condiciones desnaturalizantes

Debido a que la proteina TolCr generada se encontré en la fraccion B (fraccion
insoluble), se procedié a su purificacién en condiciones desnaturalizantes, de acuerdo
al protocolo establecido en el manual de QIAGEN (QIAGEN, 2003). Para esto se utilizd
una cromatografia de afinidad con metales inmovilizados. La misma posee una fase
estacionaria compuesta por el ion metalico Ni?*, el cual estad inmovilizado con un
guelante (&cido nitrotriacético, N-TA), y la fase mévil se compone de la proteina TolCr
generada que posee una cola de poli-histidina, la cual tiene afinidad por el ion,

generando un enlace de coordinacién (Rocha Pizafa et al., 2005; Hedman et al., 1989).

Las células previamente inducidas con IPTG se resuspendieron en buffer A (Urea 8M,
Tris 0,01, NaH2PO. 0,1M, pH= 8) y se agitaron moderada durante 1 h a temperatura
ambiente (TA). Transcurrido el tiempo, el lisado se centrifug6é a 10.000 xg durante 15
min a 4°C. Al sobrenadante obtenido se le agreg6 8mL de resina Ni-NTA al 50%
(Qiagen) equilibrada en 4 volimenes (1 volumen= 5mL) de buffer A, ambos
componentes formaran la columna cromatografica y la mezcla se incub6 con agitaciéon

moderada durante 45 minutos a TA.

Una vez que la columna se dejo en condiciones estaticas la resina decantd y se lavd
con 13 volumenes de buffer A (1 volumen=4mL), controlando que el flujo de salida fuera
10-15mL/h y que la absorbancia a 280nm (Azs0) fuera menor a 0,01. El control de Azso

se realiz6 porque en este valor absorben la luz los aminoacidos arométicos que pueden
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estar presentes en las cadenas laterales de la proteina (Roca et al., 2004). Luego, la
columna se lavo con 11 volumenes de buffer C (Urea 8M, Tris 0,01, NaH>PO4 0,1M, pH=
6,3) y nuevamente se controld que la Az fuera menor a 0,01nm. Posteriormente la
proteina TolCr unida al Ni se eluyé con 10 volumenes de Buffer C con el agregado de
Imidazol 500mM final. Esto es posible gracias a que el imidazol compite con la proteina
por unirse a la columna, desplazando a TolCr y permitiendo su elucion (Roca et al.,
2004).

Las fracciones se recogieron en varios tubos, de los cuales el primero contuvo 15 mL
de eluido y los siguientes 5 mL cada uno. Finalmente, la presencia de la proteina en
cada fraccién se controlé por SDS-PAGE al 15%. Aquellas fracciones en las cuales se
encontré la proteina se dializaron con suero fisiolégico, 0,9% NaCl (m/v) a 4°C por 72h
utilizando una membrana de didlisis que retiene proteinas cuyo peso molecular (PM) es
mayor a 12 kDa (SIGMA-ALDRICH), en cambio las moléculas mas pequefias como
iones 0 metabolitos pueden atravesar la membrana porosa, separandose de manera
diferencial segun su tamafo. La proteina dializada se almacené en alicuotas a - 20°C

hasta su uso (Roca et al., 2004).

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para visualizar la proteina TolCr expresada y purificada se realiz6 una electroforesis en
geles de poliacrilamida (Poly-Acrilamide Gel Electrophoresis, PAGE) en condiciones
desnaturalizantes, segun el protocolo de Sambrook y colaboradores (Sambrook et al.,
1989). Para la preparacion del gel se us6 una relacién de acrilamida/bisacrilamida de
29:1 respectivamente. El gel concentrador utilizado se prepard a una concentracion final
de acrilamida de 5%, mientras que el gel separador se prepar6 a una concentracion final
de acrilamida de 12%, estos porcentajes permiten definir el tamafio del poro en el gel,
ademas de incluir persulfato de amonio 10% y TEMED, los que permiten la
polimerizacion del gel (Roca et al.,, 2004). La solucion tampén utilizada para la
electroforesis fue Tris-glicina (Tris 0,3%, glicina 1,9%, SDS 1%). La corrida
electroforética se realiz6 en una cuba Mini Protean Tetra System (Bio-Rad) a 100V hasta
gue el frente de corrida llegé al gel separador, y se continuo luego a 120V. Previo a la
siembra en el gel, las proteinas se solubilizaron en buffer de muestra (Tris-HCI 125 mM,
pH= 6,5, glicerol 20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0,01%) y
se calentaron a 100°C durante 10 minutos. El glicerol aporta densidad a la muestra y
facilita su siembra en el pocillo, el SDS, es un detergente que desnaturaliza proteinas,

guedando todas con la misma forma, en caso de ser oligomérica permite la separacion
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de las subunidades (Roca et al., 2004). Ademas, se une a las proteinas en la misma
proporcion: 1.4 g de SDS cada 1 g de proteina, brindando la misma densidad de carga
lo que permite la separacion proteica exclusivamente por tamafio (Roca et al., 2004). El
agregado de B-mercaptoetanol se utilizé para reducir los enlaces disulfuro, separando
las subunidades proteicas. Por otro lado, el azul de bromofenol se puede unir débilmente
a las proteinas, y se utilizé para visualizar el avance de la electroforesis (Roca et al.,
2004). La muestra se calent6 para desnaturalizar completamente las proteinas y permitir
el acceso al SDS a toda la cadena polipeptidica (Roca et al., 2004).

Las bandas proteicas se visualizaron por tincién de los geles con azul brillante de
Coomassie (0,259 de azul brillante de Coomassie en 90 mL de etanol absoluto al 50%
en agua destilada y 10 mL de acido glacial) y posteriormente se decoloré los geles por
medio de una solucion decolorante (etanol 25%, acido acético 8%). El azul brillante de
Coomasie es una molécula apolar que se une a las proteinas de forma inespecifica
permitiendo visualizarlas de color azul por el pH utilizado, y el etanol y el acido glacial
permiten la solubilizacién y la inmovilizacion de las moléculas proteicas (Roca et al.,
2004).

Para poder estimar el peso molecular de las proteinas se empled el marcador de peso

molecular (PM) AccuRuler RGB Plus Prestained Protein Ladder (Maestrogen).

Cuantificacion de la concentracion de TolCr

Se cuantificd la proteina recombinante TolCr por medio del método colorimétrico de
Bradford (Bradford et al., 1976), utilizando el kit comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad) en placas de microtitulacion. Este método utiliza el colorante azul brillante de
Coomasie, el cual forma un fuerte complejo no covalente con grupos amino y carboxilos
presentes en las proteinas. La unién entre el colorante y la proteina provoca un cambio
en el maximo de absorcion de 465nm a 565nm, este Gltimo valor es el utilizado para el
ensayo. Este método tiene una sensibilidad que varia de 1 a 15 ug (Bradford et al.,
1976).

Se preparé una curva de calibracién con un estandar de albamina sérica bovina (BSA),
usando diferentes diluciones en agua ultrapura: 0,15mg/mL; 0,25mg/mL; 0,35mg/mL y
0,45mg/mL. En el caso de TolCr se utiliz6 la muestra sin diluir, 50:50 y 30:70
(proteina:agua bidestilada respectivamente). Cada dilucion se sembré por triplicado. El
volumen de siembra fue de 10 yL de muestra (BSA o TolCr) y se agregé 200 uL de

reactivo Dye Reagent Concentrate (provisto por el fabricante del kit) a cada pocillo.
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Transcurridos 5 min se midié la absorbancia a 595nm. Con los valores de absorbancia
de la proteina BSA se realiz6 una curva estandar, a partir de la cual se cuantifico la
proteina TolCr purificada.
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RESULTADOS

Identidad de la proteina TolCr recombinante

Para confirmar la presencia del gen y corroborar la identidad del inserto de ADN se
extrajo el plasmido de la cepa de expresion E. coli BL21(ADE3)(pET-TolCr), clon 5,
utilizando el kit comercial Gen Elute™ Plasmid Miniprep Kit (SIGMA-ALDRICH) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Primeramente, el plasmido purificado se
digiri6 con las enzimas de restriccion Ndel y Sacl y una alicuota del mismo (doble
digerido) se corrié en un gel de agarosa 0,8% tefiido con GelRed (Fig. 8, carril 3).
Ademaés, se corrié una alicuota del plasmido purificado sin digerir (Fig. 8, carril 2).
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Figura 8. Purificacion y digestion enzimatica del plasmido
TolCr. Gel de agarosa 0,8% tefiido con GelRed. Carril 1:
Marcador de tamafio molecular 1kbPlus. Carril 2: plasmido
purificado sin digerir. Carril 3: plasmido luego de la doble
digestion.  Flecha: inserto de tamafio esperado
(aproximadamente 1289 Pb). Pb: pares de bases.

Se observé que el plasmido pET-TolCr se encontraba en las diferentes conformaciones
plasmidicas: circular, lineal, enrollado y superenrollado (Fig. 8, carril 2), y que la doble
digestion enzimatica gener6 un fragmento de ADN del tamafio esperado, 1289pb banda
inferior a 1500pb, correspondiente al fragmento de ADN que codifica a la proteina

recombinante TolCr (Fig. 8, carril 3 sefialado con una flecha).
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Moraxella bovis

Luego de la digestién enzimatica, otra alicuota del ADN plasmidico purificado se envio
a Macrogen Inc. (Corea del Sur) para confirmar la identidad del fragmento que codifica
a la proteina TolCr. El alineamiento y los andlisis de las secuencias obtenidas se
realizaron con el programa bioinformético BioEdit (version 7.5.0.3) y el programa en
linea BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A partir de las comparaciones con

los genomas y secuencias parciales disponibles en las bases de datos publicas se
confirmd que la secuencia predicha de la proteina TolC recombinante presentaba un
99,74% de identidad con el gen que codifica a TolC de la cepa de referencia M. bovis
Epp63 y con el gen que codifica a TolC de la cepa M. bovis tifton | (Fig. 9).

Max  Total Query E Per.

Description Scientific Name
‘-p - Score Score Cover value Ident
v v v v v
strain Epp63 (300) chromosome, complete genome Moraxella bovis 1400 1400 92% 0.0 99.74%

Moraxella bovis

strain Tifton | transposase-like gene. complete sequence; and MbxC (mbxC),_ RTX toxin (mb... Moraxella bovis 1400 1400 92% 0.0 99.74%
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2839913 CP030241.1
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Moraxella bovis strain Epp63 (300) chromosome, complete genome
Sequence ID: CP030241.1 Length: 2839913 Number of Matches: 1

Range 1: 2262881 to 2263644 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1400 bits(758) 0.0 763/765(99%) 1/765(0%) Plus/Plus

Query 62 CAGATTGCCTTCCAATCCCAGTCCGCTTTCTCTTATTAAGGCTGCATAAGCTATCAAAAA 121
ooy i hi i it i T -
Query 122 ATTATATCTTGCCTCTGCAAGTTTTTGTTCTGCCTGGGCAACCGCTTGTCTTGCTTGTAT 181

CLLLLLLELERL R L LR LR E L]

Sbjct 2262941 ATTATATCTTGCCTCTGCAAGTTTTTGTTCTGCCTGGGCAACCGCTTGTCTTGCTTGTAT 2263000

Figura 9. Resultados obtenidos del alineamiento de la secuencia de TolCr con las secuencias disponibles en la base de datos publica,

utilizando la herramienta BLAST.

Optimizacion de la expresion de TolCr

La expresioén de TolCr se realiz6 a partir de un caldo LB/amp sembrado con una colonia
aislada de la cepa de expresién E. coli-TolCr (clon 5) al cual se le adicion6 IPTG 1mM
final. La induccion de la expresion de la mencionada proteina se corrobor6 corriendo las
fracciones de proteinas totales antes de la adicién de IPTG (Ti) y luego de la induccion
(Tf), en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Fig. 10). Tal y como
se observa en el gel (Fig. 10, banda tenue de 41 kDa aproximadamente, recuadro

negro), en estas condiciones, la induccion de la expresion de TolCr fue baja.
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Figura 10. Expresion de TolCr. SDS-PAGE 12%.
Carril 1: Marcador de peso de amplio rango
(MAESTROGEN). Carril 2: Tf: induccion a 37°C,
duracién 3h. Carril 3: Ti.

Teniendo en cuenta estos resultados se procedid a optimizar la expresiéon de TolCr
probando 2 temperaturas de cultivo/induccién y 2 tiempos de induccion diferentes (Tabla
1, materiales y métodos). Como se puede observar en la Fig. 11, la disminucion de la
temperatura de crecimiento/induccién de 37°C a 30°C aumenté la cantidad de proteina
TolCr generada (banda intensa de aproximadamente 41 kDa, recuadro negro, carriles 2
y 4 (Fig. 11). Asimismo, el tiempo de induccién que mejor resultado generé fue 3h (Fig.
11, carril 4).
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Figura 11. Induccién de la expresion de TolCr a diferentes temperaturas de crecimiento y con
distintos tiempos de induccién. SDS-PAGE 12%. Carril 1: Marcador de peso de amplio rango
(MAESTROGEN). Carril 2: Tf= induccién 30°C, 1h y 30min. Carril 3: Ti. Carril 4: Tf= induccion
30°C, 3h. Carril 5: Ti. Carril 6: Tf= induccién 37°C, 3h. Carril 7: Ti.

De esta manera se establecieron las condiciones Optimas de crecimiento y duracién de
induccién de la expresion de TolCr: temperatura de crecimiento e induccién de 30°C y

duracién de la expresiéon 3h.

Evaluacion de la solubilidad, purificacién y cuantificacion de TolCr

La solubilidad de TolCr se evalud de acuerdo al protocolo descrito en el manual de
QIAGEN (2003). Una alicuota de la fracciéon A (fraccién de proteina soluble, Fig. 12,
carril 4) y de la fraccion B (fraccion de proteina insoluble, Fig. 12, carril 5) se corrieron
en un gel de poliacrilamida, y se determindé que TolCr se encontraba en la fraccion

insoluble de las células (Fig. 12, carril 5, recuadro negro).
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Figura 12. Evaluacion de la solubilidad y pruificaciéon de TolCr. SDS-PAGE 12%. Carril 1:
Marcador de peso de amplio rango (MAESTROGEN). Carril 2: TO= inducciéon 30°C, 3h. Carril 3:
Tf= induccién 30°C, 3h. Carril 4: FRACCION A. Carril 5: FRACCION B. Carril 6: proteina TolCr
purificada.

Posteriormente, y a partir de que la proteina se detecté en la fraccion B, TolCr se purificd
en columnas de afinidad de Agarosa-Niquel en condiciones desnaturalizantes con urea
6M. Para la elucion de la proteina de la columna se utiliz6 Imidazol 500mM, el cual
compite con TolCr por los sitios de unién en la columna, permitiendo su elucion (Fig. 12,

carril 6, recuadro negro).

A continuacion, la proteina TolCr purificada se dializ6 en membranas de didlisis con
suero fisiolégico durante 72h a 4°C y se cuantificéd en placas de microtitulacién mediante
el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976), y utilizando la proteina
seroalbumina bovina (BSA) como estandar en la curva de calibracion. A partir de la
curva de calibracion se determiné que la concentracion de TolCr fue 23,9 mg/mL.
Finalmente, TolCr dializada y cuantificada se almacend en alicuotas a -20°C para

posteriores ensayos.
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DISCUSION

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es la enfermedad infectocontagiosa
ocular mas comun que afecta a todas las razas de ganado en el mundo (Brown et al.,
1998; Postma et al., 2008). A nivel mundial se estima una incidencia de 2,78% en el
ganado de carne (Dennis et al., 2021), aunque también se presenta en ganado de leche.
Genera grandes pérdidas econdmicas asociadas con la disminucién de peso en
animales infectados, disminucion de la produccién de leche en animales lecheros
ademas de costos asociados al tratamiento farmacoldgico repetitivo y a la prevencion
de la enfermedad (Baptista et al.,1979; McConnel et al., 2007). En nuestro pais la QIB
es una enfermedad que se encuentra con frecuencia (Sosa et al., 2012; 2013), aunque

no existe una estimacién econémica de las pérdidas ocasionadas por la enfermedad.

La QIB es una enfermedad multifactorial, en la cual pueden participar distintos
microorganismos, asi como también existen factores ambientales y genéticos que
predisponen a los bovinos (Baptista et al., 1979; Brown et al., 1998; Arnold et al., 2012).
Entre los agentes etiol6gicos mas frecuentemente asociados a la QIB encontramos a M.
bovis y M. bovoculli (Brown et al., 1972; Baptista et al., 1979; Brown et al., 1998; Arnold
et al., 2012).

Debido a que el tratamiento con antibidticos no es siempre efectivo para controlar y
eliminar la enfermedad (McConnel et al., 2007), y que ademas las vacunas existentes
proporcionan una proteccion variable, la cual depende de las variantes circulantes en
los rodeos (Smith et al., 1990; Lepper et al., 1992), son necesarios huevos estudios de

caracterizacion de patégenos causantes de QIB a nivel local.

Una estrategia para mejorar las formulaciones de las vacunas contra la QIB es utilizar
antigenos conservados, los cuales al ser incorporados a los preparados vacunales
deberian inducir respuestas inmunoldgicas protectoras frente a distintas cepas. Una
herramienta para la produccién a escala laboratorio e industrial de estos antigenos son
las proteinas recombinantes. Entre los beneficios de esta aproximacion se destaca que
la cepa de expresién es de facil manipulacion y esta caracterizada exhaustivamente, la
expresion heteréloga no posee de primera mano costos elevados, se obtienen productos
libres de patdgenos y se generan grandes cantidades de un producto especifico (Garcia
et al., 2013). Las proteinas producto de estos sistemas, a su vez pueden incorporarse a
los preparados vacunales para generar mejores respuestas inmunes protectoras en los

bovinos.
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Entre los antigenos que se encuentran actualmente en estudio, como posibles
componentes de vacunas contra la QIB se encuentran las fimbrias (Zbrun et al., 2012)
y la citotoxina de M. bovis (George et al., 2005), asi como algunas PME (Acquistapace
et al., 2021).

La PME TolC cumple una funcion clave en la supervivencia bacteriana, mas
especificamente en la exportacién de distintas moléculas a través de la membrana
externa de bacterias Gram negativas, y se ha reportado que es conservada en M. bovis
(Galdiero et al., 2012; Sosa et al., 2015). Trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio demostraron que el gen que la codifica es muy conservado entre cepas
causantes de QIB en Uruguay (Sosa et al., 2015), y como consecuencia se la considera
como un posible antigeno de nuevos preparados vacunales. El objetivo de este trabajo
fue optimizar las condiciones de expresion de una proteina de membrana externa
recombinante, TolCr, de M. bovis, generada previamente en el laboratorio y evaluar su

solubilidad para su posterior purificacion y cuantificacion.

En principio se verificé la construccién plasmidica. Usando dos enzimas de restriccion,
Ndel y Sacl, se confirmo la presencia de un fragmento del tamafio esperado para el gen
gue codifica a TolC en el plasmido. Para determinar la identidad de dicha secuencia de
ADN el sitio de policlonado del plasmido pET-TolCr se secuencio y luego del analisis de
las secuencias obtenidas se confirmo6 que tenia homologia con la secuencia esperada
de TolC de M. bovis. Se obtuvo un 92% de cobertura ya que los primers utilizados para
la secuenciacion amplificaban una secuencia mas grande que la proteina TolC (la region
de policlonado del plasmido pET). El el 8% restante tiene homologia con la secuencia

plasmidica.

Posteriormente se procedio a optimizar la induccion de la expresion de TolCr. Existen
diversos factores que pueden afectar la produccion de una cantidad adecuada de
proteina recombinante, los cuales se pueden clasificar en factores genéticos y en

factores fisiol6gicos (Garcia et al., 2013).

Entre los factores genéticos a tener en cuenta cuando se desarrolla una proteina
recombinante es la eleccién del promotor que permite la sintesis de la proteina de
interés. En este trabajo se utilizé el plasmido pET-TolCr el cual presenta el gen que
codifica a TolCr, bajo el control del promotor del bacteriéfago T7. Para que el sistema
se exprese se necesita de una ARN polimerasa, la cual se encuentra codificada en la
cepa de expresion E. coli BL21(ADE3) bajo el control del promotor lac (Lactosa) (Studier
etal., 1986). El Operon lac se reprime en presencia de glucosa y se induce en presencia

de lactosa o su analogo IPTG (Gronenborn, 1976; Hannig et al., 1998; Garcia et al.,
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2013). Como se describi6 en materiales y métodos, para la expresion de nuestra
proteina de estudio se utilizé IPTG, debido a que la expresion se realizé a escala de
laboratorio. Este inductor puede ser téxico si se utiliza en grandes cantidades en el
cultivo, ademas de que es un reactivo caro para utilizarse a nivel industrial (Hannig et
al., 1998). Otra caracteristica importante a tener en cuenta en este sistema es que el
promotor lac debe ser usado en cepas de E. coli que contengan en su genoma las
enzimas que se necesitan para metabolizar el IPTG (permeasa, B-galactosidasa y
transacetilasa), como por ejemplo la cepa E. coli BL21(ADE3) (Jeong et al., 2009).

Otro factor genético a considerar es la presencia de codones raros en la secuencia de
nucledtidos que codifican para TolCr. Aunque el cédigo genético es universal, tanto
hospederos procariotas como eucariotas haran un uso preferencial de determinados
codones, dejando unos pocos con o sin uso (Gonzalez et al., 2018). Estos codones raros
son los encargados de sintetizar los aminoécidos arginina y prolina y en general
disminuyen la velocidad de traduccion y favorecen el corrimiento del marco de lectura,
lo que puede generar una terminacion prematura de la sintesis de la proteina
recombinante (Garcia et al., 2013; Gonzéalez et al., 2018). En la secuencia aminoacidica
de TolCr encontramos 20 argininas y 4 prolinas de un total de 428 aminoacidos. Si bien
no existe un niamero maximo referente a la cantidad de estos residuos aminoacidicos
en la proteina, en el caso de TolCr constituyen un 6% del total de los aminoacidos, otros
autores especulan que podria ser un fendmeno que incida en la expresion proteica
(Garcia et al., 2013).

El daltimo factor genético a considerar son las modificaciones en el genoma de la cepa
huésped. La cepa debe ser deficiente en proteasas, para evitar que se expresen
enzimas que degraden la proteina recombinante generada, en nuestro caso a TolCr
(QIAGEN, 2003; Garcia et al., 2013). En este trabajo se utiliz6 la cepa de laboratorio E.
coli BL21(ADE3), la cual presenta ciertas ventajas referentes a este factor en particular.
Su genoma esta modificado, y carece de las proteasas lon y OmpT. Ambas enzimas se
encuentran comunmente en E. coli, se producen en altas concentraciones, y son
conocidas por su elevada degradacion proteica. Su ausencia incrementa la estabilidad
de las proteinas intracelulares, en especial de las proteinas recombinantes que se

producen en grandes concentraciones (Gonzalez et al., 2018).

Entre los factores fisiologicos que pueden afectar la expresion se encuentra la
composicion del medio de cultivo, el cual debe contener fuentes de carbono y nitrégeno
gue permitan la biosintesis de macromoléculas (Garcia et al., 2013). Estos compuestos

estan presentes en el medio de cultivo usados para este trabajo LA y LB. Otro de los
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factores fisioldégicos que pueden modificarse para aumentar la produccién proteica es la
disminucion de la temperatura de crecimiento/induccion, la cual se relaciona con la
velocidad de crecimiento de la cepa huésped. Disminuyendo la cantidad de
generaciones se disminuye ademas la actividad de las proteasas presentes en el medio
y se aumenta la expresion de chaperonas, lo que le proporciona mas tiempo a la cepa
para expresar mas eficientemente la proteina recombinante (QIAGEN, 2003; Jia et al.,
2016). En este trabajo se observé que al modificar la tempearatura de crecimiento de
37°C a 30°C, se mejor6 notoriamente la produccion de TolCr.

También otro factor fisioldgico a evaluar es la duracion de la induccion. Algunas veces
las proteinas generadas de forma recombinante son toxicas para la célula, afectando el
desarrollo de la célula huésped. Por eso, la disminucién de la duracién de la induccion
permitiria generar concentraciones tolerables intracelulares (QIAGEN, 2003; Garcia et
al., 2013). Si bien estas modificaciones han resultado efectivas para diferentes proteinas
recombinantes en otros estudios, en nuestro trabajo, la disminucién de 3h a 1,5h en la
duracion de la induccién no mostr6 una mejora en la expresién de TolCr, sino que

determinamos que el mejor tiempo de induccion para TolCr es 3h.

Una vez que se establecieron las condiciones Optimas de expresion de TolCr se evalué
su solubilidad, encontrandose a la proteina en la fraccion insoluble. Este fendmeno esta
ampliamente documentado en la bibliografia debido a que las proteinas recombinantes
se generan en altas concentraciones intracelulares, y ademas a que pueden no ser
eficientemente procesadas por chaperonas celulares (Gonzalez et al., 2018). Los
cuerpos de inclusién son agregados insolubles de proteinas parcialmente plegadas y
biol6gicamente inactivas en el citoplasma (Gonzalez et al., 2018; Sgrensen et al., 2005;
2005b) que se producen en respuesta al estrés celular y a los altos niveles de proteina
generada. La deteccion de TolCr en esta fraccion nos llevé a purificar la proteina en
condiciones desnaturalizantes, lo que supone una deshaturalizacion de la misma en los
pasos de purificacion. Una alternativa para obtener a TolCr en su estado hativo asi como
aumentar su concentracién seria utilizar el sistema de expresion con la levadura S.
cerevisiae. Su principal ventaja radica en que permite la fusién entre la proteina
recombinante madura y el factor de apareamiento de la levadura, lo que direcciona a la
proteina hacia su via secretora la cual se expresa como consecuencia de manera
soluble y en su forma nativa. En el sistema utilizado en este trabajo, con E. coli, podria
agregarse en la construccion plasmidica una sefial de secrecion celular. Esta

incorporacion podria ser util si se desea realizar posteriores ensayos con TolCr, como
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por ejemplo ensayos in vitro e in vivo para determinar la inmunogenicidad de la misma
(Jayaraj et al., 2009).

Posteriormente se realizé la cuantificacién de TolCr por medio del método colorimétrico
de Bradford, obteniéndose 23,9 mg/mL, en trabajos anteriores realizados en nuestro
laboratorio (Acquistapace, 2018) generando proteinas recombinantes de menbrana
externa PME-CD a partir de dos cepas de referencia de M.bovis Epp63 y Ev354 se logro
obtener 1,34 mg/mL y 3,3 mg/mL respectivamente. A través de comparar ambos valores
con el obtenido en este trabajo se observa que se logré llegar a una concentraciéon de
proteina alta, ademas de observarse una linea Unica en el gel de purificacion, por lo que
el proceso consiguié obtener una concentracion alta y con casi ningin contaminante

detectable en electroforesis.
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CONCLUSION

Los analisis moleculares del plasmido de expresion pET-TolCr confirmaron que el
mismo contenia la secuencia completa del gen que codifica para la proteina TolCr de
M. bovis. Asimismo, se logré optimizar las condiciones 6ptimas para la expresion de la
proteina recombinante TolCr, las cuales incluyen una temperatura de
crecimiento/induccion bacteriana de 30°C con una duracién de la induccién de 3h. Con
respecto a la solubilidad de la misma se determind que es una proteina que en ensayos
a escala laboratorio se expresa de forma insoluble, se purifico y cuantifico obteniéndose

una concentracion final de 23,9 mg/mL.

PERSPECTIVAS

Para poder proponer a TolCr como un potencial componente de formulaciones
vacunales contra la QIB deberian realizarse ensayos que permitan observar su potencial

inmunogénico.

Inicialmente podria evaluarse la inmunogenicidad de TolCr in vivo, en un modelo animal
de laboratorio (Towbin et al., 1979). La proteina purificada se utilizaria para inmunizar
ratones, utilizando un protocolo previamente desarrollado en nuestro laboratorio
(Pellegrino et al., 2003) y luego extraer suero para evaluar su inmunogenicidad mediante

la técnica de Western blot.

Posteriormente, podrian cuantificarse los anticuerpos especificos anit-TolC generados
naturalmente sin inoculacién, en suero de bovinos sanos y con sintomas de QIB,
utilizando la técnica de ELISA indirecto (Murphy et al., 2009).

Estos ensayos iniciales podran permitirnos determinar si la proteina genera respuestas
de anticuerpos. En caso de que los resultados sean auspiciosos se podria proseguir con
ensayos a campo de inoculacion en bovinos para poder valorar la posible proteccion

contra la QIB otorgada por la vacunacion con el antigeno TolC de M. bovis.
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