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Resumen

RESUMEN
La Linfadenitis caseosa es una enfermedad causada por Corynebacterium pseudotuberculosis biovar
ovis, bacteria intracelular que provoca la formacién de abscesos cutaneos y/o viscerales, y ocasiona
importantes pérdidas econdmica en la produccion de pequeios rumiantes. Existen vacunas
comerciales; sin embargo, la proteccion conferida no ha sido eficaz para el control de la enfermedad.
Actualmente el empleo de la tecnologia del ADN recombinante ha permitido obtener proteinas con
potencialidades inmunogénicas que podrian ser una alternativa para el desarrollo de nuevas vacunas,
debido a esto el objetivo del presente trabajo fue obtener y caracterizar las proteinas recombinantes
PLD y CP40 de C. pseudotuberculosis de un aislado mexicano (2J-L), antigenos con potencial
inmunogénico. Los genes pld y cp40 se amplificaron mediante PCR, se clonaron en el plasmido
pGEM-T Easy y se secuenciaron, para el analisis bioinformatico. Las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-
L se expresaron en cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los plasmidos pET28a-pld y
pET28a-cp40. El analisis filogenético en base a la secuencia de los genes pld y cp40 permiti6 agrupar
el aislado 2J-L junto a cepas del biovar ovis, presentando una mayor relacion con la cepa de origen
mexicano MEX29. La proteina PLDr 2J-L presentd un 100% de identidad con respecto a la secuencia
de las proteinas de las cepas de origen mexicano incluidas en el estudio. La proteina CP40r 2J-L
presento un 100% de identidad con respecto a MEX1, MEX2, MEX9 y MEX29, mientras que un 99%
con respecto a CP40 de MEX25 debido a una variacion de (V/L) en la posicion 247. La caracterizacion
de ambas proteinas se realizo in silico con la determinacion de las propiedades fisico-quimicas,
composicion y prediccion de las estructuras secundarias y modelado en 3D. El potencial inmunogénico
de las proteinas se determin6 mediante la prediccion de epitopos lineales y discontinuos de células B
y epitopos de células T presentados en el contexto del MHC 1. Por primera vez se presenta un mapeo
in silico de epitopos de células B y T para PLD y CP40 a partir de un aislado mexicano. Todos 10s
epitopos identificados fueron conservados en un 100%, por las proteinas PLD y CP40 de las cepas de
origen mexicano MEX1, MEX2, MEX9, MEX25 y MEX29. El programa Vaxign identific6 ambas
proteinas como antigénicas con funcion de adhesion y Vaxilen clasificO ambas proteinas como
antigenos inmunogénicos probables para un valor de corte de 0.4. Las proteinas PLD y CP40 de C.
pseudotuberculosis aislado mexicano 2J-L, obtenidas por via recombinante, constituyen una fuente de

antigenos potencialmente inmunogénicos para el desarrollo de una vacuna o medios diagnosticos.
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I.LINTRODUCCION

La Linfadenitis caseosa (LAC) es una enfermedad que afecta las unidades de produccion ovinas y
caprinas a nivel mundial, causando disminucion de la produccién de lana, carne y leche, asi como
desordenes reproductivos (Odhah et al., 2017; Odhah et al., 2018; Faeza et al., 2019). La enfermedad
se caracteriza por la formacion de abscesos en nodulos linfaticos subcutaneos, con inflamacion,
encapsulacion fibrosa, pérdida de pelo sobrepuesto y ruptura eventual, dando como resultado la
descarga de contenido purulento (Mahmood et al., 2015; Othman et al., 2016). En la manifestacion de
la enfermedad a nivel visceral, los abscesos tienen lugar en los nédulos linfaticos internos, asi como en
pulmones, higado y rifiones, con deterioro en la condicion organica del animal hacia el desarrollo de
un curso cronico (Odhah et al., 2017; Odhah et al., 2019).

El agente etioldgico de esta enfermedad es Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis, bacteria
Gram positiva cuyo estilo de vida intracelular se encuentra favorecido por la presencia de &cidos
corynomicdlicos y la produccion de la exotoxina PLD. Los &cidos corynomicolicos presentes en la
estructura de la pared celular forman una barrera de proteccion, que le permite a la bacteria resistir la
digestion por enzimas hidroliticas presentes en los lisosomas y dificulta el acceso de los farmacos
antimicrobianos (Burkoski et al., 2018). La exotoxina PLD cataliza la disociacion de la esfingomielina
componente importante de las membranas celulares, lo que contribuye a la supervivencia y
multiplicacién de la bacteria en el interior de los macrofagos. La accion de PLD incrementa la
permeabilidad vascular, con la consecuente formacion de edemas y diseminacion del microorganismo
en el hospedero (Oliveira et al., 2017a). El sistema inmune intenta restringir y limitar la diseminacién
de la infeccion a través de la formacion de piogranulomas, desarrollo de hipersensibilidad retardada,
necrosis y fibrosis del granuloma. De esta manera, la respuesta del hospedero es la principal causa del
dafo tisular y los efectos sistémicos propios de la enfermedad (Paule et al., 2003; Seyffert et al., 2014).
C. pseudotuberculosis biovar ovis es un microorganismo zoonotico que afecta principalmente al
personal involucrado en la actividad de produccion ganadera (Heggelund et al., 2015; Fernandez-
Alonso et al., 2018). Debido a su curso cronico y poca respuesta al tratamiento, la infeccion es dificil
de erradicar una vez que se establece en una unidad de produccién. Por tales motivos las estrategias
para establecer los programas de prevencion, control y erradicacion de la enfermedad deben ser
integrales. En este sentido adn son escasos los medios de diagnosticos confiables y especificos para

detectar esta enfermedad, asi como también las vacunas comerciales no han sido eficaces ya que
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presentan niveles de proteccion variables. Por lo general estas vacunas estan formuladas por una
combinacion de antigenos de varios agentes patdgenos, incluyendo una suspension de cultivos totales
inactivados de C. pseudotuberculosis ovis, con abundante exotoxina PLD (Widson y Bush., 2016). Sin
embargo, estos farmacos profilacticos no han logrado establecer un control eficaz de la enfermedad
por lo que se han intensificado los estudios para la obtencién de nuevos candidatos vacunales. Las
investigaciones se han dirigido al analisis de las moléculas con potencialidades inmunogénicas para el
desarrollo de nuevas vacunas y medios diagnosticos. Las proteinas PLD y CP40 constituyen antigenos
conservados, que han sido evaluados in vivo en diferentes formulaciones vacunales contra la
Linfadenitis caseosa (Silva et al., 2018; Droppa—Almeida et al., 2016). Estas proteinas son capaces de
activar tanto la respuesta inmune humoral como la celular, por lo que el empleo de ambas en una misma
formulacién seria una estrategia para potenciar la eficacia de las vacunas.

El desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante y la optimizacion de los bioprocesos ha permitido
la obtencion de proteinas heterdlogas en grandes cantidades y con caracteristicas similares a las
proteinas nativas (Guevara-Hernandez et al., 2013). Por otra parte las técnicas bioinformaticas
permiten caracterizar las moléculas posibles candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas, evitando
el uso de animales de experimentacion en las primeras etapas del disefio, asi como logrando un ahorro
significativo en tiempo y gastos de la investigacion (Zaharieva et al., 2017; Araujo et al., 2019; Ong et
al., 2020).

En Meéxico varios estudios han demostrados la presencia de C. pseudotuberculosis en los rebafios
ovinos y caprinos en diferentes regiones del pais (Parise et al., 2018; Varela et al., 2018). A pesar de
la existencia de numerosas empresas productoras y comercializadoras de farmacos veterinarios a nivel
nacional, ninguna ofrece dentro de sus productos vacunas ni medios diagndsticos contra la LAC. Por
tales motivos el presente trabajo tiene como objetivos la obtencidn de las proteinas recombinantes PLD
y CP40 a partir de un aislado de C. pseudotuberculosis de origen mexicano, asi como la caracterizacion
in silico para demostrar el potencial inmunogénico de estas proteinas, posibles candidatos para el futuro

desarrollo de vacunas y medios diagndsticos.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. PRODUCCION DE PEQUENOS RUMIANTES

La produccion de pequefios rumiantes se encuentra centrada principalmente en Europa, Africa y Asia;
los cuales presentan el 80% de la poblacion mundial. América es el continente en el que se concentra
la menor cantidad de ovinos, con 87 millones de cabezas, que representan un 7.2% de la poblacién
mundial (FAO, 2018). Entre los principales productores se encuentran Australia, Nueva Zelanda y
China; para el caso de América, el mayor productor es Brasil, Estados Unidos y México. Se prevé que
los inventarios mundiales de carne de ovino continden aumentando lentamente en la proxima década
(13% entre 2017- 2027), impulsado por la demanda de importaciones en los paises en desarrollo del
medio oriente, especialmente China. El comercio podria ser mas elevado en caso de liberalizacion del
acceso a los mercados, con el lanzamiento de negociaciones con Australia y Nueva Zelanda
(SAGARPA, 2016; Behrendt y Weeks, 2019).

México ocupa el tercer lugar de América en la produccion de ovinos, con una poblacién que ha
incrementado a 8.7 millones de cabezas (SIAP, 2019). Segun el reporte anual de la SIAP en el 2019 la
produccion de canales ovinas fue de 64 031 Toneladas y de caprinos 39 937 Toneladas (SIAP, 2019).
El Estado de México presenta la mayor poblacion ovina con 1 371 356 cabezas registradas de un total
nacional de 8, 683, 835 (SIAP., 2018a) y una poblacion caprina de 118 058 para un total nacional de
8 749 589 (SIAP., 2018a). En México existen 3 uniones y 64 asociaciones especializadas de
ovinocultores que se agrupan en la Asociacién Mexicana de Criadores de Ovinos, A.C. (AMCO), que
a su vez forman parte de la Confederacion Nacional de Organizaciones Ganaderas (CNOG). Con el
propdsito de lograr fortalecimiento gremial de la asociacion se cambid el esquema de socios
individuales por el de delegaciones estatales, sustentadas en asociaciones locales, integrando el

Organismo de la Unién Nacional de Ovinocultores (UNO).

La ovinocultura en México es una actividad en aumento y aun asi la produccion no satisface la demanda
por lo que se importa carne de otros paises como Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (FAO,
2018). Las importaciones de carne de ovino se han mantenido elevadas en los ultimos afios y
actualmente oscilan entre el 43.5 al 50% del consumo nacional (Arteaga, 2008; Mondragén et al., 2010,
Bobadilla-Soto et al., 2017).
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11.2 LINFADENITIS CASEOSA: SITUACION MUNDIAL

La Linfadenitis caseosa (LAC), también Illamada pseudotuberculosis o enfermedad de Preisz-Nocard,
fue descrita por el veterinario francés Edmond Isidore Etienne Nocard, quien aisl6 el agente causal de
un caso de linfangitis bovina en 1888. Hugo von Preisz en 1891 también identificd la bacteria de un
absceso renal de oveja y debido a estos descubrimientos, el microorganismo se nombré bacilo “Preisz-
Nocard”. El nombre oficial de la bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis), quedo establecido en 1948 segln la 6ta edicién del Manual del Bergy's (Von-
Graevenitz y Bernard, 2006). Esta enfermedad afecta las producciones ovinas y caprinas causando
deterioro en las condiciones fisicas de los animales, disminucién de la produccion de lana, carne y
leche, asi como desordenes reproductivos (Odhah et al., 2017; Odhah et al., 2018; Faeza et al., 2019).
La LAC ha sido reportada en diversos paises que se ocupan de la produccion de pequefios rumiantes
como China, Australia, Brasil, México, Paraguay, Canada, Turquia, Chile, Argentina y Reino Unido,
mostrando evidencias de afectaciones en la produccion (Gao et al., 2018; Windsor., 2014; de Farais et
al., 2019; Varela et al., 2018; Szwako et al., 2014; Debien et al., 2013; 1lhan, 2013; Rios, 2010; Estavao
et al., 2007; Connor et al., 2007). La frecuencia de presentacion de la enfermedad en cada region o
pais depende principalmente del tipo de explotacidn, siendo la enfermedad en la mayoria de los casos

muy extendida pero poco notificada.

11.2.1 Asia

En China se han realizado aislamientos y secuenciacidn del genoma completo de nuevas cepas de C.
pseudotuberculosis (Zhou et al., 2016; Gao et al., 2018). También se realizé un estudio de aislamiento
y caracterizacion molecular de cepas de C. pseudotuberculosis obtenidas de abscesos externos de
cabras de la regidn Suroeste de China. En este trabajo el 39.22 % (40/102) de los aislamientos fueron
identificados como C. pseudotuberculosis, asi como se amplificaron genes de virulencia y de

diferenciacion entre el biovar ovis y equi (Li et al., 2018a).

11.2.2 Australia

Australia es uno de los principales productores ovinos a nivel mundial, siendo en el 2011 su poblacion
de 74.7 Millones, con 43 760 granjas productoras en el pais (Widson y Bush, 2016). Aunque en el 2018
disminuyo su poblacion a 67.7 millones de cabezas, con una produccion de 267 000 toneladas de carne,
se estima que para el 2022 pueda recuperar su produccion y la poblacion alcance un valor de 73.8
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Millones (Behrendt y Weeks, 2018). Encuestas realizadas en 1995 identificaron que la LAC estaba
muy extendida y presente en el 97% de las granjas en Nueva Gales del Sur, 91% en la regidn de Victoria
y el 88% en Australia occidental. La prevalencia estimada promedio de LAC en la poblacion ovina
adulta disminuyo de un 26% en 1995 a 5.2% en el 2009, debido principalmente a la aplicacion de
programas de control a través de la vacunacion (Windsor, 2014). Las estimaciones de prevalencia
derivadas del sacrificio de 1, 604,659 ovejas en 2009 fueron de un 12.9% en Victoria, 12.8% en
Tasmania, 9.5% en Australia del Sur, 5.3% en Nueva Gales del Sur, 4.8% en Queensland y 1.0% en
Australia Occidental (Bush et al., 2012; Widson y Bush, 2016).

11.2.3 Europa

En Europa se ha reportado también la LAC; entre el 2010-2013 se realiz6 un trabajo para la
conservacion de la cabra montés en el Noreste de Espafia, donde se capturaron 18 animales y se
mantuvieron en cautiverio. En este grupo de animales se desarrollé un brote de LAC, donde el 85.7%
presento la enfermedad. Se sugiere que el cautiverio jugo un papel importante en la tasa de contagio,
por el aumento en los niveles de anticuerpos contra C. pseudotuberculosis y la aparicion de signos
clinicos. Este fue el primer informe de un brote de LAC con alta morbilidad y mortalidad en estos
animales salvajes (Colom-Cadena et al 2014).

En el Reino Unido se ha realizado la caracterizacion de la bacteria con técnicas de electroforesis de
campos pulsados, asi como también en Irlanda se ha identificado el microorganismo en rebafios ovinos
mediante técnicas serologicas (Connor et al., 2000).

Turquia presenta evidencias de la circulacién de este microrganismo, ya que el diagndstico mediante
PCR basado en la amplificacion del gen pld, en aislados bacterianos de 147 muestras de diferentes
tipos de abscesos, permitio la identificacion de C. pseudotuberculosis en 85 de las muestras evaluadas
(llhan et al., 2013). Otro analisis de 100 muestras provenientes de abscesos de cabras fue realizado a
partir de la amplificacion por PCR del gen que codifica para la prolil endopeptidasa, con el cual se
identifico el 100% de las muestras como C. pseudotuberculosis (Parin et al., 2018).

11.2.4 América
En Estados Unidos y Canada también es considerada una enfermedad causante de importantes pérdidas
economicas en la industria ovina (Williamson et al., 2001; Promed, 2007). En Canad& de un total de



Obtencién y caracterizacién de las proteinas recombinantes PLD y CP40, factores de virulencia de
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis con potencial inmunogénico

Revision bibliografica

157 muestras analizadas, el 24.3% fue identificado como C. pseudotuberculosis, con formacion de
abscesos en el 54.1% de los casos (Debien et al., 2013).

En Brasil la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en todo el pais, en la region de Minas
Gerais se realizé el diagnostico por ELISA a partir de muestras de suero de 642 ovejas provenientes
de 97 granjas. La prevalencia de infeccion por C. pseudotuberculosis fue de (64.7—77.0%) un 70.9% y
la prevalencia de granjas infectadas fue de un 95.9% (89.8-98.9%) ambos con un intervalo de
confianza de un 95%. La edad de los animales influy6 significativamente en el porcentaje de
seropositividad, siendo la frecuencia més elevada en animales adultos, mas de 12 meses, en
comparacion con los de 5 a 12 meses. En este trabajo se concluy6 que la infeccion se encontraba
ampliamente distribuida en esta region y que era necesaria la implementacion de programas de control
y erradicacion de la enfermedad (Guimardes et al., 2009). En el 2011 nuevamente se evalu0 esta region
mediante ensayos de ELISA a partir del analisis de sueros de 805 ovejas provenientes de 23 granjas.
La frecuencia de infeccién por C. pseudotuberculosis fue de 43.7% y de granjas infectadas fue del
100%. Ademas, este estudio permitio relacionar la incidencia de la enfermedad con la deficiencia de
técnicas adecuadas de manejo y control, lo que favorece la prevalencia de la enfermedad en las granjas
(Guimaraes et al., 2011). En Rio de Janeiro de un total de 202 muestras evaluadas por PCR, el 54%
fueron positivas a C. pseudotuberculosis (Nassan et al., 2015). En la region Noreste del pais también
se realiz6 un estudio donde se recolectaron un total de 2744 muestras de suero de cabra de 230 granjas
entre los afios 2010 y 2012. El diagndstico de infeccion por C. pseudotuberculosis se realizé mediante
la técnica indirecta de ELISA. La sero-prevalencia a nivel de granja y animal se estimo con valores de
87.8% y 30.3%, respectivamente, lo que sugiere que este microorganismo esta muy extendido en los
rebafios de cabras de esta region (de Farais et al., 2019).

En Argentina la LAC estd muy difundida en la Patagonia, donde constituye un serio riesgo sanitario
para la produccién ovina. En un estudio realizado a partir del analisis de 600 canales ovinas, 180 (30%)
presentaron nodulos linfoides y visceras de consistencia y tamafio anormal. Un total de 123 aislados
fueron evaluados por PCR y secuenciacion del gen 16S rRNA, lo que permitid la identificacién de C.
pseudotuberculosis en el 99% de las muestras evaluadas (Estavao et al., 2007).

En Chile la enfermedad se ha reportado con una prevalencia en animales adultos de un 11.6% a partir
del analisis de lesiones en 1397 canales de ovinos en la Planta Faenadora de Carnes Inducar de
Coyhaique, XI Region, Chile (Tadich et al., 2005). Otro estudio evalué la capacidad de las pruebas de
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diagnostico bioquimicas y moleculares utilizando PCR y la secuenciacion de un fragmento del gen
rpoB, para un total de 20 aislados de C. pseudotuberculosis (Rios, 2010).

En Paraguay de un total de 147 caprinos adultos evaluados se registro una prevalencia de 4.1% (Szwako
et. al., 2014). En Venezuela, Peninsula Paraguana se realizd un trabajo que incluyo 3520 animales
distribuidos entre 11 fincas, ubicadas en diferentes municipios. Durante la fase de campo se detectaron
71 animales con abscesos en nddulos linfoides superficiales, de los cuales 45 (63.38%) correspondieron
a LAC. Estos individuos representan el 1.28% del total de animales evaluados, de manera tal que la

media para cada finca incluida en el estudio fue de 5 a 6 animales con LAC (Delgado et al., 2015).

11.2.5 México

En México diversos estudios han demostrado la presencia de la LAC en los rebafios ovinos y caprinos
en diferentes regiones del pais. En el municipio de Xalatlaco, hallaron que el 5.4% de los exudados
nasales de ovejas analizadas presentaron Corynebacterium spp. (Ochoa et al., 1996). Otro analisis
realizado por Barrientos permitio el aislamiento de Corynebacterium spp. en el 65% de los casos que
estudiaron con lesiones en nodulos linfaticos (Barrietos., et al 1996). También se ha reportado una
prevalencia del 1.75% en el municipio de Mapimi y 4.69% en el municipio de Tlahualilo, en cabras
con LAC en el estado de Durango (Carrillo et al., 2005). En el 2015 se realizo la identificacion de 57
aislamientos de C. pseudotuberculosis de un total de 160 muestras procedentes del Estado de Jalisco.
Las cepas se identificaron mediante bacteriologia miniaturizada APl Coryne, pruebas bioguimicas y
PCR, obteniéndose una frecuencia del 33% (Varela et al., 2018). Estudios recientes han permitido la
secuenciacion del genoma completo de seis cepas de origen mexicano, de diferentes biovares, aisladas
de diferentes hospederos, cuyas secuencias se encuentran reportadas en la base de datos del GenBank
(Muhoz-Bucio et al., 2016; Parise et al., 2018). La LAC se encuentra ampliamente distribuida a nivel
mundial afectando en gran medida la produccién ovina y caprina, por lo que se han intensificado las
investigaciones para la identificacién y caracterizacién del microorganismo agente causal de la

enfermedad.

11.3 CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS
11.3.1 Caracteristicas generales
El género Corynebacterium incluye numerosas especies de gran importancia para la industria médica,

biotecnolodgica y veterinaria (Bernard, 2012; Soares et al., 2013; Yang y Yang, 2017). La base de datos
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PATRIC Database, en el 2017 contaba con el reporte de 466 genomas y 83 especies de Corynebacterias
(Wattam et al., 2017). Un estudio realizado mediante el analisis de secuencias del gen 16S rRNA,
permitio establecer que el género Corynebacterium se encuentra estrechamente relacionado con los
géneros Mycobacterium, Gordona, Rhodococcus y Norcardia (Pascual et al., 1995). Posteriormente el
analisis basado en una secuencia parcial del gen rpoB, que codifica para la subunidad  de la RNA
polimerasa, resultd ser el método mas eficiente para la identificacion de Corynebacterias (Khamis et
al., 2005).

C. pseudotuberculosis pertenece al philum Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden
Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia Corynebacteriaceae, género Corynebacterium
(Von graevenitz y Bernard, 2006; Bernard y Funke, 2012). Presenta una morfologia cocobacilar con
amplitud de 0.5-0.6 um y 1.0-3.0 um de longitud. Este microorganismo es un patdégeno intracelular, no
flagelado, no formador de esporas ni capsula, con un contenido G+C de aproximadamente 51 a 68%.
Tienen la capacidad de crecer en anaerobiosis, degradan la galactosa, lactosa, maltosa, L-y D-arabinosa
y glucosa sin produccion de gases (Dorella et al., 2006a; Ruiz et al., 2011). En medio agar sangre
forman colonias opacas convexas, de color blanco grisaceo, con tamafio de 1mm a las 24 horas. En un
tiempo de incubacion de 48 a 72h a 37°C las colonias alcanzan un didmetro de 3 mm y se caracterizan
por ser blancas, secas y rodeadas por una zona de beta hemolisis (Bastos et al., 2012). En medio de
cultivo liquido, caldo simple, presentan un escaso crecimiento y no provocan turbidez general, sin
embargo, en caldo de Infusion Cerebro-Corazén, BHI (por sus siglas en inglés, Brain Heart Infusion)
se obtiene un crecimiento abundante con sedimento de color blanco amarillento (Batey et al., 1986).
El cultivo de esta bacteria se favorece cuando el medio BHI se suplementa con extracto de levadura,
triptona o lactoalbumina, asi como con fosfatos di-basicos, vitaminas y aminoéacidos, lo que ha
permitido estudiar la expresion y secrecion de proteinas de C. pseudotuberculosis (Pacheco et al.,
2011). La estructura y composicion de la pared celular es compleja ya que presentan acidos micélicos
(&cidos corynomicolicos) de aproximadamente 22 a 36 atomos de carbono que se unen a una red de
heteropolisacaridos formados por arabinogalactanos, glicolipidos y proteinas (Burkovski et al., 2013).
La exotoxina Fosfolipasa D (PLD) es considera el principal factor de virulencia y se determina
mediante ensayos de hemolisis sinérgica frente a Rhodococcus equi o por inhibicion de la f-hemolisina
del Staphylococcus aureus, ambas pruebas ponen en evidencia la produccion de la toxina PLD (Songer

et al., 1988). Las cepas de C. pseudotuberculosis son clasificadas en biovares, equi para los
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aislamientos que presentan actividad enzimatica nitrato reductasa y son capaces de reducir nitrato a
nitrito (nitrato-positivo) y ovis para aquellas cepas que no presentan dicha capacidad (nitrato-negativo)
(Songer et al., 1988). Otros estudios han permitido establecer otra clasificacion para las cepas de C.
pseudotuberculosis, denotandolas como biotipo I y biotipo II. Los criterios de clasificacion estan dados
por la capacidad de reducir nitratos y de hidrolizar el almidon. Las cepas biotipo I generalmente son
aisladas de ovejas y cabras, son incapaces de reducir nitratos e hidrolizar el almidén. Ademas, se
clasifican como biotipo I - no toxigénica ya que no presentan la toxina Diftérica (DT). Mientras que
las cepas biotipo II son nitrato positivo, hidrolizan el almidon y presentan la Toxina Diftérica, siendo

aisladas principalmente en bufalos (Moussa et al., 2016a).

11.3.2 C. pseudotuberculosis y hospederos
C. pseudotuberculosis es un microorganismo que presenta un amplio rango de hospederos (Figura 1).
El biovar ovis es el agente causal de la enfermedad Linfadenitis caseosa y ha sido aislado de ovejas,
cabras (Ruiz et al., 2011; Varela et al., 2018), antilopes (Muller et al., 2011), vacas (Silva et al., 2011),
alpacas (Sprake y Gold, 2012), llamas (Lopes et al., 2012), cabra montés (Colom-Cadena et al 2014),
y cerdos (Oliveira et al., 2014).

El biovar equi ha sido aislado de abscesos en tejido muscular del area pectoral de equinos (Gadicke et
al., 2008; Hepworth-Warren et al., 2014, Mufioz et al., 2016), asi como en camellos (Hassan et al.,
2012; Wernery y Kinne, 2016; Borham et al., 2017). En equinos son menos comunes los abscesos
internos, aunque en algunos casos se han descrito pericarditis y pleuritis (Perkins et al., 2004). También
se ha reportado la presencia del biovar equi en bufalos causando la enfermedad Edematosa de la piel.
En el ganado vacuno la infeccion se presenta con una incidencia esporadica, con formacion de abscesos
cutaneos, linfangitis ulcerativas, mastitis y bronconeumonia necrético-purulenta (Silva et al., 2012;
Viana et al., 2017).

C. pseudotuberculosis es un microorganismo zoondtico por lo que también afecta al hombre siendo
considerada una enfermedad ocupacional. Los casos de infecciones en humanos se han reportado en
paises como Australia (Peel et al., 1997; Bernard, 2012), Nueva Zelanda (House et al., 1986; Lester et
al., 1997), Francia (Trost et al., 2010), Espafia (Romero-Pérez et al., 2004), Estados Unidos
(Goldberger et al., 1981) y China (Liu et al., 2005; Bastos et al., 2012). Los sintomas clinicos incluyen
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adenopatias axilares, inguinales o cervicales, fiebre y mialgias, con evolucién cronica o subaguda, en

algunos casos neumonia (Heggelund et al., 2015; Fernandez-Alonso et al., 2018).

Corynebacterium pseudotuberculosis

Figura 1. Variedad de hospederos de C. pseudotuberculosis. Fuente Original.

11.3.3 Transmision

La transmision horizontal se favorece mediante contacto directo con alimento o inhalacion de polvo
contaminado con el microorganismo, asi como por heridas abiertas. A través de un modelo matematico
basado en la localizacion de los abscesos, se postularon tres vias de transmision: via cutanea abierta a
abierta, via respiratoria a cutanea abierta y de via respiratoria a respiratoria. En la comparacion de
cuatro granjas infectadas, el modelo estim6 que la via de trasmisién nimero uno es la més frecuente,
ya que presentd el coeficiente de transmision mas alto, en comparacién con las otras dos vias propuestas
(O’Reilly et al., 2008). En rebafios con una alta prevalencia se ha descrito la transmision de la infeccion
a través de los trabajadores y sus equipos de esquila, ya que estan expuestos a las descargas purulentas
de las lesiones superficiales. EI material procedente de los abscesos contiene concentraciones muy
elevadas del microorganismo, contaminando no solo las herramientas de esquila, sino también el suelo.
Las bacterias presentes en el pus se organizan formando agregados que facilitan su resistencia a
condiciones ambientales adversas como cambios de acidez, cambios osmoticos y estrés térmico,
manteniendo su capacidad de infeccion y expresando proteinas factores de virulencia que facilitan su
adaptacion (Pinto et al., 2014). La evaluacion de la supervivencia de C. pseudotuberculosis en 5
muestras de suelos de distintas zonas de la provincia del Chubut (Patagonia) con caracteristicas fisico-
quimicas diferentes en lo que respecta a contenido de materia organica, pH, conductividad eléctrica y
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textura, permitié determinar que el 60% de la poblacion de C. pseudotuberculosis sobrevivié durante
un periodo de 80 a 210 dias. La supervivencia de la bacteria por largos periodos se vio favorecida por
el mayor contenido de materia organica sumado a la textura franco-limosa y no se observa la influencia

de variables como el pH y la salinidad (Alvarez et al., 2017).

11.3.4 Identificacion y diversidad genética

La identificacion de C. pseudotuberculosis mediante PCR (por sus siglas del inglés, Polymerase Chain
Reaction) se ha ido modificando incluyendo diferentes genes (Adderson et al., 2008) que permiten la
clasificacion hasta biovar (Almeida et al., 2017). EI empleo de la secuencia del gen 16S rRNA permite
diferenciar Corynebacterium diphtheriae de C. pseudotuberculosis con una similitud de un 97.8%, lo
que indica que estas especies estan estrechamente relacionadas, pero son diferentes. Sin embargo, entre
C. pseudotuberculosis y Corynebacterium ulcerans la similitud entre especies es de 99.7% por lo que
este gen no permite la diferenciacion entre ambas (Pascual et al., 1995). Debido al elevado grado de
similitud entre estas especies se realiza de manera simultanea la amplificacion de otros genes mas
especificos como pld y rpoB (Pacheco et al., 2007). El gen rpoB codifica para la subunidad 8 de la
RNA polimerasa (Khamis et al., 2004), y la amplificacion de un fragmento de 434 a 452 pb permite la
identificacion a nivel de especie ya que presenta un elevado polimorfismo. EI mayor grado de
semejanza de esta secuencia parcial entre dos especies ha sido de 95.9%, lo que posibilita una
identificacion certera a diferencia del 99.7% de semejanza que presentan las secuencias completas del
16S rRNA (1.500 pb) (Khamis et al., 2005).

El gen pld codifica para la fosfolipasa D, factor de virulencia principal de C. pseudotuberculosis, es
un blanco de amplificacion por PCR para discriminar entre aislados de C. pseudotuberculosis y C.
ulcerans (Pacheco et al., 2007). Recientemente quedo establecido el PCR Quadruplex que incluye la
amplificacion de los genes anteriormente citados, asi como el gen narG, que codifica para la cadena a
de la enzima Nitrato reductasa. La presencia de este gen es indicativo de las cepas biovar equi y la
ausencia del mismo permite identificar a la cepa como biovar ovis. Este nuevo sistema de diagndstico
por PCR permite establecer la identificacion de especie y biovar (Almeida et al., 2017). El diagnostico
de la enfermedad mediante sistemas tipo ELISA (por sus siglas del inglés, Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) se ha establecido en ensayos experimentales mediante el uso de proteinas
obtenidas por via recombinante. El desarrollo de un ELISA indirecto empleando una combinacion de
PLDr y CP40r como antigenos en una proporcion 1:1, present6 un 96.9% de sensibilidad y 98.4% de
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especificidad para muestras procedentes de cabras. Mientras que para ovejas los mejores resultados los
obtuvieron con el ELISA en base a PLD recombinante con una sensibilidad de 91% y 98.7% de
especificidad (Barral et al., 2019).

Diferentes técnicas se han utilizado para el andlisis y genotipificacion de las cepas de C.
pseudotuberculosis. El analisis del ADN con endonucleasas de restriccion (REAC) y mediante
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), fueron empleados para establecer
variaciones genéticas entre cepas aisladas de animales provenientes de Norteamérica y de diferentes
regiones de Australia. Los resultados indicaron que tanto los aislamientos de Norteamérica como los
de Australia tenian propiedades bioquimicas, patrones de endonucleasas de restriccion y ribotipos
similares. Estos hallazgos fueron inesperados considerando las diferencias en la presentacion clinica
de la enfermedad, patologia y distribucion geogréafica de los aislamientos (Sutherland et al., 1993).

El empleo de la técnica de Electroforesis de campos pulsados, PFGE, (por sus siglas en inglés, Pulsed-
Field Gel Electrophoresis) permitié establecer 6 pulsotipos en el estudio de 50 aislados de C.
pseudotuberculosis del Reino Unido. Estas diferencias pueden ser causadas por una mutacion puntual
0 por una insercion o eliminacién, lo que resulta en tres o dos diferencias de fragmentos
respectivamente. Se han visto estas variaciones en los patrones de bandas en otras bacterias lo que
podria ocurrir después del cultivo in vitro o después del paso a través de diferentes hospederos. Este
trabajo mostrod que las cepas de C. pseudotuberculosis presentan un arreglo clonal conservado, que
permite diferenciar los aislados biovar ovis y biovar equi, sin embargo no se observaron variaciones
entre las cepas biovar ovis (Connor et al., 2000). Este mismo grupo de investigadores realizd la
caracterizacion de 42 aislados de C. pseudotuberculosis de ovejas y cabras provenientes de Australia,
Canada, Irlanda y los Paises Bajos mediante PFGE. Este analisis permitio identificar 4 pulsotipos
distintos entre 36 cepas ovinas y 6 caprinas que mostraron una notable homogeneidad. Con base en
estos resultados, se plantea que el genoma de C. pseudotuberculosis esta altamente conservado,
independientemente del pais de origen de la cepa (Connor et al., 2007).

Por otra parte, otro estudio establecié una comparacion entre tres técnicas de Fingerprinting basados
en PCR (BOX-PCR, RAPD y ADSRRS-fingerprinting) para evaluar la diversidad del genoma entre
61 cepas de C. pseudotuberculosis de cabras en Polonia. Las técnicas RAPD (por sus siglas en ingles,
Random Amplified Polymorphic DNA) con 8 patrones diferentes y ADSRRS-fingerprinting (por sus

siglas en inglés, Fingerprinting Amplification of DNA Surrounding Rare Restriction Sites) con 10
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patrones diferentes, fueron las mas eficientes para establecer diferentes genotipos con un indice
discriminatorio de 0.539 y 0.604 respectivamente. En este estudio se demostré que las cepas de C.
pseudotuberculosis que causan infecciones en el ganado caprino en Polonia son genéticamente
diversas; ya que se observaron patrones de genoma idénticos en cepas aisladas de animales de rebafios
de diferentes regiones y por otra parte hubo cepas que mostraron perfiles diferentes aun siendo
aisladas de un mismo rebafio (Stefanska et al., 2008).

La genotipificacion de 42 cepas de C. pseudotuberculosis aisladas de cabras provenientes de 16
rebafios diferentes de Polonia, se realiz6 mediante RAPD y AFLP (por sus siglas en inglés, Amplified
Fragment Length Polymorphism). El nivel de diferenciacién obtenido en el estudio después de
considerar los niveles de identidad fue més alto para RAPD, como una mejor técnica discriminatoria
en comparacion con AFLP (Nowicki et al., 2011).

El analisis del Pan-genoma de 15 cepas de C. pseudotuberculosis aisladas de diferentes hospederos,
9 biovar ovis y 6 biovar equi proporciond informacion sobre los genes variables, genes conservados
y genoma completo de ambos biovares. Se emplearon las secuencias de cepas de C.
pseudotuberculosis biovar ovis aisladas de diversos hospederos como cabras, ovejas, llamas,
antilopes, bovinos y humanos, mientras que las cepas biovar equi provenian de caballos, camellos y
bafalos. Se correlaciond la plasticidad de las secuencias de 16 Islas de Patogenicidad, PAI, (por sus
siglas del inglés, Pathogenicity Islands), regiones del genoma que contienen principalmente genes
involucrados en la virulencia. Se mostré que el biovar ovis contiene 314 genes ortdlogos que
comparten todas las cepas de este biovar pero estan ausentes de una o mas cepas del biovar equi.
Ademas, las cepas biovar equi tienen 95 genes centrales que estan ausentes de una 0 mas cepas de
biovar ovis. La mayoria de los genes variables de las cepas biovar ovis se adquirieron en un bloque a
través de transferencia horizontal de genes y estdn altamente conservados, mientras que las cepas
biovar equi contienen una gran variabilidad, tanto intra como inter-biovar, en las 16 islas de
patogenicidad. También existe una elevada similitud en las secuencias de los genes que codifican para
la estructura del pilis en las cepas biovar ovis en comparacion con la gran variabilidad de estos genes
en las cepas biovar equi. Esto podria ser responsable de la notable capacidad de las cepas biovar ovis
para propagarse por los tejidos del hospedero y penetrar en las células, viviendo intracelularmente y
ocasionando manifestaciones de la enfermedad a nivel visceral, en contraste con el biovar equi, que

rara vez infecta 6rganos internos (Soares ef al., 2013).
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La evaluacion de la técnica ERIC-PCR (por sus siglas en inglés, Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus-PCR) como herramienta para la tipificacion de C. pseudotuberculosis fue realizada a partir
de 101 cepas aisladas de 8 tipos de hospederos diferentes provenientes de 12 paises. El arbol de
expansién minimo revel6 tres complejos clonales alrededor de las cepas nitrato positivo (biovar equi)
y nitrato negativo (biovar ovis). Las diferencias en el patron de agrupacion del biovar ovis y las cepas
biovar equi reflejan la gran cantidad de genes no compartidos por ambos biovares. Asociar las cepas
segun el origen geografico u hospedero, solo fue posible con los aislamientos del biovar equi
provenientes de equinos. Este patron de segregacion también se observo para aislamientos de bufalos
de agua, todos de Egipto, agrupados en el mismo grupo. De manera general los aislamientos biovar
equi se agruparon en el mismo grupo (F), mientras que los aislamientos biovar ovis se organizaron en
los grupos A, E, I, independientemente del tipo de hospedero o region geogréafica (Dorneles et al.,
2014).

C. pseudotuberculosis presenta eventos que sugieren una etapa de especiacion bioldgica. Lo que
significa que la especie se encuentra bajo un proceso de anagénesis, donde la evolucidn progresiva de
los caracteres que aparecen o se modifican pueden alterar la frecuencia genética. La evidencia de este
proceso, se encuentran en la presencia de biovares equi u ovis, divergencias evolutivas, nimero de
transicion, sustituciones y mutaciones puntuales conservadas (Oliveira et al., 2016; Oliveira et al.,
2017a).

En México también se han estudiado algunas cepas de C. pseudotuberculosis. La cepa MEX1
(NZ_CP017711.1) fue aislada de absceso retrofaringeo de cabra, en la region de Tlaxcala y la cepa
MEX29 (NZ_CP016826.1) de absceso retrofaringeo de oveja, en la region de Rio Frio de Juarez, con
una distancia de 50 Km entre ambos aislamientos. Por otra parte, la cepa MEX25 (NZ_CP013697.1)
fue identificada de absceso parotideo en oveja y MEX9 (NZ_CP014543.1) de absceso pre-escapular
en cabra, ambas aisladas en la region de Guanajuato, con una distancia de 450 Km con respecto a los
aislados anteriores (Parise et al., 2018).

Las cepas MEX30 (NZ_CP017291.1) y MEX31 (NZ_CP017292.1) fueron obtenidas de abscesos de
musculo pectoral de equinos de la regién de Valparaiso, siendo el primer reporte en México de cepas
biovar equi (Mufioz-Bucio et al., 2016). El anélisis filogenético de las cepas de origen mexicano,
agrupo cada una en funcion del tipo de biovar, y en el caso de las cepas biovar ovis no se agruparon en

funcién de su cercania geografica. Las cepas biovar ovis también se relacionaron con otras reportadas
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en la base de datos del GenBank provenientes de hospederos diferentes. Las cepas biovar ovis
contienen un elevado grado de clonalidad, pero no presentan el mismo grado de agrupacion filogenética
en los clados que las cepas biovar equi. Ademas, en este trabajo la comparacion del genoma de 46
cepas permitié identificar dos clusters de genes que podrian ser empleados para la diferenciarcion de
las cepas biovar equi (cluster: CRISPR-Cas) y biovar ovis (cluster: proteinas de tipo 111 de Restriccion-
modificacion) (Parise et al., 2018).

En México también se identificaron 57 aislamientos de C. pseudotuberculosis provenientes del Estado
de Jalisco, mediante pruebas bacteriologicas y la amplificacion de los genes 16S rRNA, rpoB y pld, asi
como los genes implicados en la virulencia y patogenicidad: fag A, fag B, fag C, fag D y hsp60. El
analisis filogenético de los aislamientos se realizo en base a la secuencia parcial del gen rpoB con
porcentajes de similitud entre 98, 99 y 100% con respecto a las secuencias reportadas a nivel mundial.
El arbol filogenético permitio agrupar los 57 aislamientos con cepas de C. pseudotuberculosis biovar
ovis. Los genes involucrados en la virulencia y patogenicidad se identificaron en el 98.2% de los
aislamientos (Varela et al., 2018). Los estudios realizados con cepas de C. pseudotuberculosis han
evidenciado que es mas facil determinar las diferencias genéticas entre diferentes biovares que dentro
del mismo. Las secuencias de las cepas biovar ovis se encuentran conservadas y se agrupan de manera
independiente de la regién geogréafica o el tipo de hospedero. A pesar de la variabilidad genética
demostrada en las cepas biovar equi en los analisis filogenéticos, estas se agrupan en el mismo clado
en funcion de los hospederos, a diferencia de las cepas biovar ovis las cuales pueden agrupar cepas

aisladas de ovinos o caprinos y de diferentes regiones indistintamente en un mismo grupo.

11.4 FACTORES DE VIRULENCIA DE C. pseudotuberculosis

El estudio de los factores de virulencia permite entender cuéles son las estructuras y moléculas que le
confieren la capacidad a la bacteria para ser mas patdgena. La adquisicion de genes por transferencia
horizontal ha sido trascendental en la evolucién de la patogenicidad de las bacterias; ya que las
funciones de los genes adquiridos le han permitido adaptarse a las distintas condiciones ambientales,
incluyendo la supervivencia en diferentes nichos durante la infeccion a los hospederos. La mayoria de
los genes de virulencia de C. pseudotuberculosis estan agrupados en el genoma en regiones
denominadas islas de patogenicidad. En C. pseudotuberculosis 16 PAI se han identificados,
denominadas PiCp, donde la presencia de un gen de transposasa en la PiCp1, posiblemente permiti6 la

incorporacion de esas islas de patogenicidad en el genoma. Estas regiones contienen varios genes
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implicados en la adhesion, invasion, colonizacion, propagacion dentro del hospedero, supervivencia
en el interior de las células infectadas y la evasion del sistema inmune (Ruiz et al., 2011; Soares et al.,
2012; Soares et al., 2013; Viana et al., 2017). Las secuencias de las PiCp presentan un alto nivel de
similitud (82-100%) intra-biovar en las cepas ovis, asi como un menor nivel de similitud (78-91%),
con respecto al biovar equi, con un patron de delecidn conservado en las mismas islas de patogenicidad,
independientemente de la cepa. Las cepas de biovar equi contienen grandes deleciones y un menor
nivel de similitud intra-biovar (77-88%) y también en comparacion con las PiCp de biovar ovis (62-
74%) (Soares et al., 2013).

Dentro de los factores de virulencia mas estudiados se encuentran los &cidos corynomicolicos,
moléculas que forman parte de la estructura de la pared celular. La membrana plasmatica de la bacteria
esta cubierta por una capa de peptidoglicano compuesto por &cido meso-diaminopimelico (meso-DAP),
arabinosa y galactosa como azucares principales. En las reacciones de la via de biosintesis Il de
peptidoglicano; el acido meso-DAP es el producto de la reaccion catalizada por UDP-N-acetilmuramil-
tripéptido sintetasa, enzima que ha sido identificada en cepas de C. pseudotuberculosis (Ruiz et al.,
2011). El peptidoglicano a su vez estd unido covalentemente con arabinogalactanos,
heteropolisacaridos que forman un enrejado, que se encuentra unido a una capa externa de &cidos
corynomicélicos. Estos &cidos micolicos se encuentran unido a trehalosa en sus extremos mas
expuestos al exterior, y en Mycobacterium tuberculosis (Forrellad et al., 2013) forman una estructura
Ilamada factor corddn, que se ha relacionado con la inhibicion de la fusion dentro de los macréfagos y
con la activacion de estas células. En la superficie més externa de la pared celular se encuentran
polisacaridos libres, glicolipidos y proteinas (incluidas las proteinas de capa S, pili y otras proteinas de
superficie). La estructura lipidica formada por los &cidos corynomicolicos actia como una barrera, con
permeabilidad selectiva, mediada por proteinas integrales de membranas Ilamadas porinas (Schiffler et
al., 2007). La infeccion de macrofagos ovinos con extractos lipidicos de C. pseudotuberculosis tuvo
efectos negativos sobre la actividad glicolitica, viabilidad e integridad de la membrana. También brinda
proteccién a la bacteria ante la accién de las lisozimas, ocasionando impedimento estérico ya que las
enzimas no pueden acceder a los enlaces del peptidoglicano (Burskoski et al., 2013; Burkovski et al.,
2018). La inoculacién de acidos corynomicolicos purificados de una cepa virulenta, demostro en
ovinos que la concentracion de haptoglobina (Hp) aumento 3 veces su concentracion, asi como también

2 veces los niveles de amiloide sérico A (SAA). Estas son proteinas sanguineas, sintetizadas
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principalmente por células hepéaticas como parte de la respuesta ante infecciones en fase aguda. Estos
resultados indican el potencial virulento de los &cidos corynomicdlicos, ya que por si solos fueron
capaces de inducir en el hospedero el aumento de estas proteinas indicadoras de inflamacion e
infecciones agudas (Odhah et al., 2018). Recientemente se realiz6 un estudio histopatologico en ovejas
infectadas con acidos corynomicdlicos, donde se observé la formacion de lesiones como congestion,
degeneracion y necrosis en los érganos reproductivos (Jesse et al., 2020). Los acidos corynomicdlicos
son uno de los factores de virulencia externos mas estudiados y constituyen la primera barrera de
proteccion que presenta la bacteria.

Otros factores de virulencia también han sido estudiados en la PiCpl, donde se encuentra el operon
(fag ABCD) cuyos genes codifican para proteinas relacionadas con la adquisicion de hierro, proceso
importante que permite la supervivencia de las bacterias en el hospedero (Schultz et al., 2010; Sheldon
y Heinrichs, 2015). El operén Fag ABCD estd compuesto por cuatro genes fagA, fagB, fagC, fagD
(Billington et al., 2002), que codifican respectivamente para una proteina integral de membrana, una
enterobactina transportadora de hierro, una proteina de membrana citoplasmatica de unién a ATP y
una proteina sideréfora de union a hierro, consideradas de gran importancia contribuyendo a la
virulencia de C. pseudotuberculosis (S& et al., 2013). La FagA fue identificada como proteina de
asociacion a membrana con potencialidades patogénicas, mediante el analisis por espectrometria de
masas de las proteinas expresadas en una cepa de C. pseudotuberculosis cultivada con suero animal.
Este estudio dio a conocer parte del repertorio de proteinas que se expresan durante una infeccion real,
las cuales podrian ser utilizadas como antigenos para el desarrollo de vacunas (Raynal, 2018). El
cultivo de C. pseudotuberculosis en medios con quelantes de hierro (Dipiridilo), provoco la
disminucion en un orden de logaritmo, en el conteo de unidades formadoras de colonias, en
comparacion con las bacterias crecidas en medios enriquecidos con hierro. Por otra parte, en el mismo
trabajo la evaluacion de la respuesta transcripcional de C. pseudotuberculosis, con restriccién de hierro,
permitio identificar la regulacion negativa de genes que participan en el metabolismo energético del
ciclo de Krebs (sdhC, sdhB, Ipd), produccion de ATP (atpF, atpH), metabolismo del piruvato (Ipd),
fosforilacion oxidativa (qcrC, gcrA, gcrB, ctaC, ctaF, ctak, ctaD), procesos del ribosoma, transporte
(rpld, rplL, rpIM, rpmA, rpsC, rpsl, rpsL, rpsM) y factores de alargamiento EF-G y EF-Ts asociados a
la traduccion del RNAm (fusA, tsf). Por el contrario, aumento la expresion de los genes gIxR, ripA'y

hrrA, que participan en la regulacion transcripcional de procesos metabdlicos (gIxR) y genes
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dependientes de hierro (ripA y hrrA). También aumento la expresion de genes que codifican para
proteinas de membrana, que juegan un papel en la adquisicion y transporte de grupo hemo, (htaA, htaC,
htaF, htaG, Cp_3070 y Cp_3075), para favorecer la adquisicion de hierro cuando este se encuentra a
bajas concentraciones (lbraim et al., 2019).

Las islas de patogenicidad presentan genes que participan en la adaptacion de las cepas a diferentes
ambientes. En PiCP1 se identificaron genes con funciones asociadas con la absorciéon de carbono
(malL) y Mg2*, lo que favorece la supervivencia en condiciones de estrés. En procariontes el Mg2™ ha
sido identificado como una importante sefial reguladora que es esencial para la virulencia, ya que es
involucrado en la adaptacion térmica, protegiendo a las bacterias contra la fiebre del hospedero. La
traduccion del gen mgtE esta regulada por cambios en la concentracion de Mg2* citosélico y la perdida
de este gen reduce la formacion de biopeliculas y motilidad en las bacterias patogenas (O’Connor et
al., 2009).

En PiCP2 el gen tetA codifica una proteina transportadora de eflujo de tetraciclina que protege ante la
accion de este antibiotico y confiere resistencia a las células que forman biopeliculas. El gen tetA a
menudo es transportado por elementos transmisibles como plasmidos, transposones e integrones (May
et al., 2009). En esta isla de patogenicidad se han identificado genes asociados con la infeccion de
macréfagos como potG, sigK y dipZ, que responden a los mecanismos responsables del estilo de vida
intramacrofagico de este microorganismo (Ruiz et al., 2011). El gen dipZ esta regulado por sigK y
participa durante la infeccién de macrdfagos por Mycobacterium tuberculosis, aunque su funcién ain
no esté bien dilucidada. DipZ se encuentra como dos proteinas separadas en la mayoria de las bacterias:
CcdA y TlpA-like. El gen dipZ se ha identificado en el filum Actinobacteria, en bacterias patégenas
como C. diphtheriae, C. jeikeium, M. avium, M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans y M. tuberculosis
(Veyrier et al., 2008). El gen potG codifica para una proteina de membrana de union a ATP que
proporciona energia para absorcion de putrescina (poliamina) desde el espacio periplasmico, funciona
como sistema transportador de putresinas (Vassylyev et al., 1998).

En PiCp4 la presencia del gen que codifica para el factor Sigma, confiere capacidad de proteger ante
estrés oxidativo, especificamente ante la accidn de los productos intermediarios del nitrégeno (Pacheco
et al., 2012). Las bacterias durante el proceso de infeccion se enfrentan ante el estrés termico, debido
a que es uno de los mecanismos del sistema inmune del hospedero para contener al patogeno (Caruso

et al., 2018). Las proteinas chaperonas (HSP) son altamente conservadas y se expresan ante el estrés
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térmico, asi como también ante la diminucion de nutrientes, hipotaxia, disrupcion del metabolismo,
infecciones virales y otros procesos celulares. Estas se clasifican en seis grupos: Hsp10, Hsp40, Hsp60,
Hsp70, Hsp90, y Hsp100. En células procariotas las méas caracterizadas son la Hsp10 (groES), Hsp60
(groEL) y Hsp70 (dnaK) (Costa et al., 2011; Pinto-Gomide et al., 2018). Las proteinas Hsp fueron
estudiadas en C. pseudotuberculosis biovar ovis cepa 1002, donde se demostrd la resistencia a diversos
tipos de estres abioticos, tales como acidez, altas temperaturas y estrés osmotico. La presencia de los
genes y regulacion de la expresion de las proteinas Hsp, también se han estudiado en cepas de C.
pseudotuberculosis biovar equi, sometidas a cambios de temperatura de hasta 50°C (Pinto-Gomide et
al., 2018).

En C. pseudotuberculosis cepa FCR41 se identifico el gen spaC, que codifica para una proteina
responsable del anclaje del pili a la pared celular, que puede permitir el contacto inicial con los
receptores de la célula, para luego facilitar la invasion intracelular. Las estructuras del pili estan
compuestas por el pili mayor SpaA y SpaD; el pili menor SpaB y Spak; y el pili tipo, SpaC, SpaF. Una
estructura completa de pili o incluso el pili menor pueden realizar un contacto inicial con receptores de
las células hospederas, para facilitar la entrada del microrganismo. También se detect6 el gen namH,
que codifica para una neuroaminidasa extracelular. Las neuraminidasas o sialidasas pertenecen a una
clase de glicosil hidrolasas que catalizan la eliminacion de los grupos de &cido sialico presentes en una
gran variedad de glicoconjugados de la matriz extracelular de la célula del hospedero. En esta cepa
también se identifico el gen sodC, que codifica para una superoxido dismutasa, enzima que reduce los
efectos del estrés provocado por el estallido respiratorio dentro de los macréfagos, facilitando la
eliminacion de radicales libres del oxigeno. Esta proteina se encuentra localizada anclada a la
membrana con dominio extracelular, lo que confiere proteccion ante el estrés del entorno en que se
encuentre la bacteria y favorece su permanencia intracelular (Trost et al., 2010; Rogers et al., 2011).
El empleo de técnicas de protedbmica aumentd el numero de proteinas extracelulares identificadas de
93 a 104. De las nuevas proteinas, 3 tienen funciones desconocidas y 8 han sido relacionadas con
diversas funciones fisioldgicas y factores de virulencia como el factor de alargamiento Tu, GroEL
(HSP60), enolasa, deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato y superdxido dismutasa (SodA), los
cuales dependen de un método de secrecion no clasico via SecA. Ambos genes SecA (SecAly SecA2),
se identificaron en las cepas estudiadas, posiblemente involucradas en el sistema de secrecion de C.

pseudotuberculosis (Silva et al., 2013).
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11.4.1 Exotoxina Fosfolipasa D (PLD)

La exotoxina Fosfolipasa D es considerada el factor de virulencia principal de C. pseudotuberculosis
(S& et al., 2013). El gen pld fue identificado y secuenciado en 1990, forma parte de la isla de
patogenicidad PiCpl y codifica para una proteina de 31.4KDa (Hodgson et al., 1990). Las fosfolipasas
son un grupo variado de enzimas capaces de hidrolizar uno o mas enlaces éster en glicerofosfolipidos.
Las letras A-D se usan para distinguir las fosfolipasas y denotar el fosfolipido especifico en el que
escinden el enlace éster. La comparacion de la secuencia de la proteina PLD reveld que presenta mayor
similitud con Fosfolipasa A2 (Hodgson et al., 1990); sin embargo, PLD no pertenece a la familia de
las Fosfolipasa debido a que carece del motivo HKD conservado en esta familia (Kolesnikov et al.,
2012; Mahankali et al., 2015). La PLD es clasificada como una Esfingomielinasa D (SMasa D; EC
3.1.4.41), también conocidas como esfingomielina fosfodieasterasas D o fosfolipasa D (PLD), que
cataliza la escision hidrolitica de la esfingomielina para producir colina y ceramida 1-fosfato o colina
y acido lisofosfatidico (LPA)(van Meeteren et al., 2004; Stock et al., 2012). Estas enzimas que
comparten el dominio GDPD (glicerofosforil diéster fosfodiesterasas), se han identificado en diferentes
organismos como arafias, bacterias, garrapatas, acaros y hongos (Figura 2).

El estudio en base a la similitud de secuencias fue capaz de identificar SMasa D en 24 géneros distintos,
59 especies y 105 subespecies en una extension de busqueda en diferentes bases de datos (Dias-Lopes
etal., 2013).

La PLD de C. pseudotuberculosis presenta una elevada homologia en comparacion con las SMDasa
de Loxosceles spp. con un 30% de similitud en la secuencia y efectos fisiopatoldgicos similares incluida
la agregacion plaquetaria, hiperpermeabilidad endotelial, hemolisis y necrosis cutanea dependiente de
neutrofilos (van Meeteren et al., 2004; Cordes y Binford, 2006). Estas enzimas presentan una estructura
conservada en forma de barril TIM (Ba), formado por hojas B y hélices-a intercaladas, asi como una
cola-SMD en el extremo C-terminal compuesta por el motivo de residuos conservados ATXXDNPW.
La PLD es una exotoxina con actividad enzimatica dependiente de magnesio, que cataliza la
disociacién de la esfingomielina en las membranas celulares endoteliales, lo que aumenta la
permeabilidad vascular, contribuye a la diseminacion y persistencia de la bacteria en los fagocitos, que
la transportan a nédulos linfaticos donde se desarrollan los abscesos (Hodgson et al. al., 1994; Baird y
Fontaine, 2007; Li et al., 2018b). Aunque su accion no se ha considerada directamente hemolitica, se

ha informado que es capaz de producir hemolisis sinérgica (Jost y y Billington, 2004).
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Figura 2. Descripcién de residuos de aminoacidos involucrados en el sitio catalitico de enzimas
SMDasa. En azul residuos de Histidina, rojo residuos de unién a Mg2*, en negro residuos que forman
puentes de hidrogeno (HB). Las flechas verdes indican estructura secundaria de hojas B y los cilindros
rojos estructura hélice-a. Fuente: Figura modificada de Dias-Lopes et al., (2013).
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El mecanismo catalitico propuesto para SMasa D se ha estudiado mediante el analisis de la estructura
de esta enzima en Loxosceles laeta. Este se basa en una reaccion &cido-base donde los residuos del
sitio catalitico involucran dos histidinas, H (12) y H (47), residuos de unién a Mg2" y una red de enlaces
de hidrogeno formada entre D (52), D (233) y N (252), este tltimo mediante un enlace corto a G (48)
(Figura 2) (Murakami et al., 2005; Murakami et al., 2006; Dias-Lopes et al., 2013).

PLD presenta una secuencia ampliamente conservada en todas las cepas, y cuando esta se encuentra
modificada se dificulta la capacidad de producir la enfermedad. A través del anélisis del pan-genoma
de 15 muestras de C. pseudotuberculosis se detectd la presencia del gen pld en todas las cepas
analizadas. Solo una de estas cepas presentdé una mutacién en el extremo 3"del gen pld, lo que se
relaciond con el hecho de que tuviera una menor capacidad de diseminacion en el hospedero (Soares
etal., 2013).

11.4.2 Endoglicosidasa, CP40

La proteina CP40 fue identificada en 1994 como antigeno con capacidad protectora contra la LAC
(Walker et al., 1994). El gen presenta un marco abierto de lectura de 1,137 pb y se encuentra ubicado
corriente abajo del gen pld en la PiCp1l. La proteina CP40 fue detectada en el sobrenadante del medio
de cultivo de C. pseudotuberculosis mediante inmunoensayo, por lo que se caracterizé como proteina
extracelular secretada por la bacteria (Walker et al., 1994). Inicialmente fue descrita como enzima con
actividad proteasa serina (Walker et al., 1995), pero en el 2016 se realizd un estudio donde no se
obtuvieron los mismos resultados, a lo que los investigadores asociaron la actividad proteasa inicial
detectada, a restos de trombina empleada en la obtencion de CP40 por via recombinante. El arbol
filogenético construido a partir de la secuencia de aminoacidos de CP40 permitio su agrupacion mas
cercana junto a otras endoglicosidasas y mas lejos de las secuencias de proteasas de serina (Shadnezhad
et al., 2016) (Figura 3). La actividad enzimatica desarrollada por esta proteina es de endoglicosidasa
mediadoras de la hidrolisis de enlaces glicosidicos, proteinas de la familia GH18, similar al dominio
a- Endo E perteneciente a Enterococcus faecalis (Garbe et al., 2012; Henrissat et al., 1997). Las enzimas
GH18 contienen una secuencia consenso conservada motivo (LIVMFY) - (DN) -G- (LIVMF) - (DN)
- (LIVMF) - (DN) -X-E, donde el acido glutdmico terminal es esencial para la actividad enzimatica
(Henrissat et al., 1997; Karlsson y Stenlid, 2008). Al alinear el sitio activo GH18 en CP40, quedo
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establecida su similitud con las enzimas Endo S y Endo E, solo con cambios en uno o dos aminoacidos

respectivamente (Figura 3B).

A Pseudomonas aeruginosa Elastase{AAGO7111}
Elizabethkingia meningoseptica EndaF 1{P36911}
Elizabethkingia meningoseptica EndoF3{P36913}
Bacillus subtilis ClpP{AAC46381} %
Elizabethkingia meningoseptica EndoF2{P36912}
Streptococcus pyogenes EndoS2{KC155348}
Streptococeus equi EndoSe{CAW92602}
Streptococcus dysgalactiae EndoSd{KT030924}
Streptococcus pyogenes EndoS{AAKD0850}

Enterococcus faecalis EndoE{AAR20477}

|Corynebacterium pseudotuberculosis CP40 {KY041980}

Propionibacterium humerusii Trypsin{EFT14943} <&

B CP4D 1 9
EndoE 1 ||| n 9
Endo$ 1 9

Figura 3. Reclasificacion de CP40 como endoglicosidasa. A. Arbol filogenético basado en la secuencia
de aminoécidos de CP40 en comparacién con secuencias de proteasas de serina y enzimas
endoglicosidasas de diferentes especies de bacterias reportadas en el GenBank. El &rbol se construy6
basado en el método de Neighbor-joining, con 10 000 réplicas (bootstrap), generando un arbol
consenso. Los asteriscos representan las secuencias de Serinas. B. Sitio activo de la familia 18 glicosil
hidrolasa (GH18) de CP40 alineado con los sitios activos verificados de Endo E de Enterococcus
faecalis y Endo S de Streptococcus pyogenes. Fuente: Figura tomada de Shadnezhad et al., (2016).

Actualmente existen 49 estructuras de proteinas de la familia GH18 depositadas en el banco de datos
de proteinas (PDB), entre las que se encuentran algunas endoglicosidasas bacterianas como: Endo H
[codigo de acceso PDB 1EDT] de Streptomyces plicatus (Rao et al., 1999; Freeze y Kranz, 2010),
Endo F1 [2EBN] y Endo F3 [LEOM] de Flavobacterium meningosepticum (Trimble et al.,
1991;Tarentino et al., 1992, Giddens et al., 2016), Endo BT [3POH] de Bacteroides thetaiotaomicron
(Genomics JCFS, 2010) y Endo S [6E58] de Streptococcus pyogenes (Trastoy et al., 2014; Trastoy et
al., 2018). Las endoglicosidasas presentan una estructura en forma de (Ba)8 barril TIM, donde la
secuencia de proteinas adopta una topologia de hélices-a y hojas B en sucesiones alternas (Figura 4)
(Stals et al., 2012, Trastoy et al., 2014).
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Figura 4. Representacion esquematica de la estructura cristalogréfica de la endoglicosidasa EndoT de
Hypocrea jecorina. El extremo N-terminal se representa en azul y el extremo C-terminal en rojo. En
la figura se indica la nomenclatura de las hélices al a a8 y las hebras 1 a B8 que forman el barril (B/a)
8-TIM. Fuente: Figura tomada de Stals et al. (2012).

El sitio activo contiene dos residuos de aminoacidos conservados D (129) y E (131), identificados en
el extremo de la cadena p4 en EndoT [4AC1] de Hypocrea jecorina, siendo el acido glutamico el
donante de protones y el &cido aspartico un estabilizador secundario (Stals et al., 2012). La Endo S de
Streptococcus pyogenes, es una proteina de 108 kDa con cinco dominios, uno con actividad endo-p-
N-acetilglucosaminidasa que hidroliza los glicanos de la IgG humana, cortando entre dos residuos de
N-acetilglucosamina centrales (Collin y Olsen, 2008). La funcion de CP40 como factor de virulencia
se ha asociado a la capacidad demostrada in vitro de degradar la region Fc de anticuerpos IgG. La
endoglicosidasa CP40 no hidroliza los glicanos en las 1gG bovinas y caprinas, mientras que si hidroliza
la 1gG ovina y la IgG equina. También se realizé el analisis con todas las subclases de IgG humano,
presentando actividad en todas y de manera parcial en 1gG4. Se plantea que esto se debe a que el
contenido total de los carbohidratos en la IgG caprina, tales como grupos fucosilados, terminales
galactosidados y oligosacaridos bisectantes, es mucho mas bajos que en los IgG humanos e 1gG ovina
(Raju et al., 2000). CP40 no es una quitina general y como otros miembros de GH18 presenta
preferencias por determinadas moléculas, ya que no hubo actividad enzimatica detectable en otras
glicoproteinas, incluidas otros isotipos de inmunoglobulina (IgA, IgD y IgA). A diferencia de la
endoglicosidasa Endo S, CP40 es una enzima mucho mas pequefia y carece de un sitio de union a
dominios de carbohidratos lo que podria explicar la falta de actividad contra los glicanos 1gG con

GIcNAC bisectante. La comparacion de los cromatogramas de las moléculas hidrolizasas, resultado de
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laactividad de CP40 y Endo S, indican que el sitio de escision de glicanos por parte de CP40 es idéntico
al de Endo S (Shadnezhad et al., 2016). Esta proteina también ha sido ampliamente estudiada en los

ultimos afios para su utilizacion como candidato en el desarrollo de vacunas y medios diagndsticos.

11.4.3 Proteinas Secretadas PLD y CP40

Segun varios informes las proteinas exportadas o secretadas por la bacteria favorecen la infeccidn ya
sea involucradas en la adhesion e invasion de las células del hospedero, en la adquisicion de nutrientes,
toxicidad y en la evasion del sistema inmune (Pacheco et al., 2011; Seyffert et al., 2014). La expresion
y secrecion de las proteinas PLD y CP40 han sido sumamente estudiadas. El desarrollo de una infeccion
experimental demostré mediante ensayos de inmunoblot que la produccion de anticuerpos estuvo
dirigida en un 88% al reconocimiento de proteinas de 30-31KDa (PLD) y en un 75%-88% hacia
proteinas de 38-41KDa (CP40), rango en el que se encuentran ambas proteinas (Paule et al., 2004). El
analisis del exoproteoma de la cepa 1002 de origen brasilefio, antes y después de la reactivacion de la
virulencia tras 2 pases en ratones BALB/c, mostrd dos perfiles proteicos diferentes. Un total de 118
proteinas se expresaron de manera diferente, de estas 48 solo se detectaron en la cepa no virulenta y 32
en la cepa tras 2 pases en el modelo animal. El andlisis por espectrometria de masas permitié la
identificacion de las proteinas PLD y CP40 unicamente en la cepa cuya virulencia fue reactivada. La
cepa 1002 se habia mantenido en el laboratorio y tras varios pases en medio de cultivo el perfil de
expresion cambio, especialmente no mostrando proteinas efectoras relacionadas a la virulencia
bacteriana. Sin embargo, en este estudio se demostrd que tras 2 pases en ratones fue capaz de reactivar
su virulencia (Silva et al., 2017). Por otra parte, a través de PCR en tiempo real se identificaron in vitro
e in vivo la expresion de varios genes involucrados en la virulencia entre ellos pld y cp40. Este analisis
permitio constatar que en las cepas aisladas de nodulos linfaticos la expresion de estos genes fue
superior en comparacién con la cepa obtenida de cultivo in vitro (Correa et al., 2018). Aun se continla
con el estudio de los factores de virulencia de C. pseudotuberculosis, para la obtencion de moléculas

con potencialidades para el desarrollo de vacunas potentes y eficaces.

11.5 PATOGENESIS Y MECANISMOS DE EVASION DEL SISTEMA INMUNE
La Linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta principalmente a ovejas y cabras. Es causada

por C. pseudotuberculosis biovar ovis. La enfermedad por lo general se presenta de forma cutanea y/o
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visceral (Mahmood et al., 2015), y de manera atipica como toxemia neonatal o icterohemoglobinuria
de recién nacidos, artrosinovitis, endometritis, mastitis y orquitis, coexistiendo varias manifestaciones
de la enfermedad en el mismo animal (Othman et al., 2016). La manifestacion cutanea se caracteriza
por la formacion de abscesos en nodulos linfaticos subcutaneos, los cuales son visibles y palpables a
través de la piel y su localizacion depende del punto de entrada del microorganismo. Las lesiones
pueden aparecer como abscesos organizados, con inflamacion, encapsulacion fibrosa, pérdida de pelo
sobrepuesto y ruptura eventual, dando como resultado la descarga de contenido purulento (Radostis et
al., 2000). En la forma visceral, los abscesos tienen lugar en los nddulos linfaticos internos, asi como
en pulmones, higado y rifiones, causando deterioro en la condicion organica del animal hacia el

desarrollo de un curso crénico. Puede ocurrir que los ndédulos necroticos internos bien encapsulados

sean compatibles con un desarrollo vital aparentemente normal (Figura 5) (Odhah et al., 2017; Odhah
etal., 2019).

Manifestaciones
de la Enfermedad

pseudofuberculosls

Figura 5. Manifestaciones de la Linfadenitis caseosa, formacion de abscesos cutaneos y viscerales.
Fuente Original.
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La infeccion primaria ocurre en la herida puerta de entrada, con diseminacion hematdgena y linfatica
formando abscesos en los nédulos linfaticos mas cercanos al sitio de entrada del microorganismo
(parétidos, submandibulares, prefemorales, preescapulares, popliteos 0 mamarios). Luego ocurre una
infeccion secundaria con la formacién de abscesos en nddulos linfaticos (torécicos, bronquiales y
mediastinicos) y diversos 6rganos viscerales.

La enfermedad se instaura de modo insidioso y adopta un curso cronico, evolucionando hacia la
recuperacion cuando el contenido purulento escapa al exterior, al contrario de lo que ocurre en las
formas viscerales graves donde se causa el deterioro de la condicion organica del animal (Figura 6A).
La prevalencia es mayor en cabras y ovejas adultas mayores de 1 afio, existiendo correlacién directa

entre la edad y la prevalencia de la enfermedad (Chirino-Zarraga et al., 2005; Al-Gaabary et al., 2009).

La infeccidn se inicia con el ingreso de la bacteria a través de lesiones en la piel generadas durante el
manejo de los ovinos, como cortes de cola, marcaje de orejas, castracion, esquila o en algunos casos
lesiones generadas durante la alimentacion con forraje espinoso que dafia la mucosa oral. Los bafios
sanitarios también contribuyen a la infeccion, favoreciendo la entrada del microorganismo a través de
pequefias heridas de la piel contaminadas por abscesos abiertos (Dorella et al., 2006a). El periodo de
incubacion es muy variable y prolongado, tanto en ovejas como en cabras se han observado periodos
de incubacion de 2 semanas o de meses (Al-Gaabary et al., 2009; Odhah et al 2017; Odhah et al.,
2009). Los nddulos mandibulares o parotidos y preescapulares son los mas afectados de forma general
(Al-Gaabary et al., 2009; Delgado et al., 2015).

En ovinos la apariencia morfoldgica de los nédulos abscedados es la caracteristica de capa de cebolla
al presentar una distribucién en laminas concéntricas fibrosas separadas por material caseoso. Por el
contrario, en cabras los nddulos no presentan esta configuracion, sino que el exudado es usualmente
una pasta uniforme mas bien seca. Esta diferencia podria deberse a la naturaleza de las enzimas
fagociticas, siendo en las cabras de mayor actividad litica que en las ovejas (Aleman y Spier, 2001).
En el andlisis histopatoldgico de los abscesos se observa en general un centro amorfo y eosinofilo de
necrosis rodeado por una delgada capa de linfocitos, células plasmaticas, algunas células epitelioides
y neutrdfilos, rodeado por una red de fibroblastos (Baird y Fontaine, 2007). Las caracteristicas clinicas
incluyen, anemia, leucocitosis con neutrofilia y altos valores de fibrindgeno, aumento de
inmunoglobulinas (IgG) y aumento de Interferén gamma (IFN-y) (Paule et al., 2003; Reboucas et al.,
2011; Odhah et al., 2017).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de patogénesis de la infeccion natural por C. pseudotuberculosis
en ovejas: A. Diseminacion B. Desarrollo de piogranuloma. Fuente: Figura modificada de Pepin y
Paton, (2020).

En cabras los cambios histopatoldgicos observados en el tracto reproductivo y ganglios linfaticos
después de la inoculacién experimental con C. pseudotuberculosis, reveld infiltracién leucocitica, asi
como congestion generalizada, degeneracion, infiltracion de células del estroma y necrosis en los
ovarios. También se visualizaron lesiones leves, moderadas y degenerativas en las trompas de Falopio
en los animales inoculados con acidos corynomicolicos y con una cepa virulenta de C.

pseudotuberculosis (Jesse et al., 2020).

11.5.1 Adhesion celular y multiplicacion intracelular

En el establecimiento de la infeccion se requiere de la adhesion a las células del hospedero,
multiplicacién intracelular, diseminacion a otros tejidos y persistencia. Los mecanismos involucrados
en la adherencia y supervivencia intracelular de C. pseudotuberculosis en células no fagociticas aln
siguen siendo objeto de estudio por diversos investigadores. En estudios in vitro C. pseudotuberculosis
fue capaz de adherirse e invadir la linea fibroblastica de células embrionarias de rifion ovino FLK-

BLV-044, con replicacion celular durante 24 horas después de la infeccion y viabilidad bacteriana
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hasta 120 horas, con una correlacién positiva entre la tasa de adherencia e invasion (Valdivia, 2015).
Estos resultados sugieren que la instauracion de la infeccion, asi como, la persistencia puede estar
favorecidas por la infeccion intracelular en tejido de la puerta de entrada y no solo por la infeccion de
células fagociticas. También se evidencid que la invasion celular de C. pseudotuberculosis depende de
la concentracion bacteriana, sugiriéndose la saturacion de los receptores celulares a partir de una
multiplicidad de infeccion (MOI) superior a 100 (Valdivia, 2015). La pre-incubacién de C.
pseudotuberculosis con azucares y suero anti-C. pseudotuberculosis inactivado y completo, sugiere
que se produce el bloqueo de receptores bacterianos especificos y/o ligandos celulares al observarse
un drastico descenso en la tasa de internalizacion bacteriana. La invasion celular detectada mediante
inmunofluorescencia, también demostro que las bacterias inactivadas por calor o radiacion ultravioleta,
no se localizaron en el interior celular, lo que sugiere que la internalizacion de C. pseudotuberculosis
en células de la linea celular FLK-BLV-044 requiere de bacterias viables o que presenten los
componentes de la superficie bacteriana intactos para interactuar con la superficie celular (Valdivia,
2015). En la puerta de entrada, la capacidad de persistencia en células no fagociticas, asi como el factor
pidgeno (&cidos corynomicdlicos de la pared celular) y la exotoxina Fosfolipasa D (Mckean et al.,
2007), facultan al microorganismo para resistir las defensas antimicrobianas inespecificas que se
interponen a la infeccién, facilitando el acimulo de fagocitos en el foco de multiplicacion bacteriana.
La bacteria es fagocitada por los macrofagos que son reclutados al sitio de infeccidn y se ha demostrado
mediante infeccion in vitro de la linea de macrofagos J774, que tienen la capacidad de permanecer
viable dentro de estos hasta 72 horas, evadiendo los mecanismos de eliminacion de patégenos que
presentan los macréfagos (Mckean et al., 2005; Valdivia, 2015; Stefanska et al., 2010).

11.5.2 Mecanismos de evasion del sistema inmune

Los macro6fagos proveen proteccion al organismo al poner en marcha mecanismos inmunes innatos e
iniciar el desarrollo de respuestas inmunes especificas a través del procesamiento y presentacion de
antigenos, la expresion de moléculas co-estimuladoras y la produccion de citocinas (Duque y Rojas.,
2007). Los productos reactivos de oxigeno (ROI) son muy toxicos y participan en la eliminacién de los
patogenos provocando dafios a nivel de ADN. La union de particulas bacterianas a los receptores de la
membrana del fagosoma del macrofago provoca el denominado “estallido respiratorio” que favorece

la producciéon de NADH. Antes de que el lisosoma se fusione con el fagosoma, en éste Gltimo, tiene
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lugar una reduccion de oxigeno molecular (O2) catalizada por la NADPH-oxidasa presente en la
membrana del fagosoma. El anion superdxido resultante (O7) es tdxico por si mismo, pero a su vez da
lugar a otros radicales toxicos de vida corta, como el peroxido de hidrogeno (H20>), el radical hidroxilo
(OH) y el oxigeno singlete (O'2). Cuando el lisosoma se fusiona con el fagosoma, se libera la enzima
mieloperoxidasa, que actia sobre los perdxidos en presencia de haluros (I" y CI), para producir
compuestos halogenados (hipohaluros) muy toxicos y de vida larga: acido hipocloroso (CIOH), e
hipoiodoso (IOH) (Abbas et al., 2018a) (Figura 7A).

Sin embargo, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia para protegerse ante la accion
del sistema inmune. Las enzimas antioxidantes Superoxido Dismutasas (SODs) y las Catalasas,
intervienen en la eliminacion de algunas moléculas generadas en la cascada de reacciones iniciada por
NADPH oxidasa fagocitica. Las SODs constituyen una familia de tres metaloenzimas (FeSOD,
MnSOD y CuzZnSOD) con diferente localizacion intracelular y distribucion que catalizan la conversion
de los radicales superoxido en H2O y O.. En la mayoria de los casos, las SODs son producidas de forma
constitutiva por los microorganismos. Se ha comprobado la presencia de Mn/FeSODs en C.
pseudotuberculosis y se han realizado estudios de co-evolucién basados en la secuencia de
amino&cidos de esta enzima, para establecer la conservacion y correlacion que presenta, con enzimas

SODs de diferentes hospederos y especies de Corynebacterias. El anélisis filogenético permitid
establecer las diferencias y similitudes evolutivas de las secuencias de esta enzima en hospederos como
ovino, caprino, bovino, equino y el humano, asi como con diferentes especies de Corynebacterias.
También fue posible observar patrones de aminoacidos especificos para cada tipo de organismo y, por
el contrario, algunos aminoacidos que se conservaron en todos los organismos, que se supone que
participan en funciones cruciales de la actividad enzimatica. Esto explicaria la capacidad que presenta
una misma cepa de C. pseudotuberculosis biovar ovis de permanecer en macréfagos de diferentes tipos
de hospederos como ovinos y caprinos (Oliveira et al., 2017b).

Otro estudio permitio establecer que los ovinos son una especie mas sensible que las cabras al estimulo
inhibitorio de la explosion respiratoria de los macrofagos y al efecto bactericida del suero, efecto que
fue evaluado tras el contacto previo con C. pseudotuberculosis, hecho que podria dificultar la
eliminacion del patogeno por el sistema inmunolégico (Valdivia et al., 2015).

Las Catalasas son otro tipo de enzimas que intervienen en la defensa de las células frente al estrés

oxidativo. C. pseudotuberculosis presenta la enzima catalasa (Bernard y Funke, 2012) que brinda
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proteccion ante la accion del H2O2. También los productos intermediarios de la enzima durante la
reaccion de dismutacion, pueden unirse a el NADPH, lo que funciona como regulador de la actividad
enzimatica y disminuye la formacion de otros productos de estrés oxidativo como el radical hidroxilo
y el oxigeno singlete (O',) (Diaz et al., 2003).

Otro mecanismo de eliminacion de patogenos es mediado por los productos reactivos del nitrégeno
(RNI). La enzima NOS (6xido nitrico-sintetasa) combina el oxigeno molecular con el nitrégeno
guanidino de la L-arginina, para generar 0xido nitrico (NO), que es tdxico para bacterias. Los
macrofagos de ratdén (pero no los humanos) necesitan para activar esta ruta a un nivel éptimo dos
sefiales: interferon gamma (IFN-y) para activar la enzima NOS, y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a). Se ha demostrado que el LPS puede favorecer la produccion de TNF-a y el 6xido nitrico, los cuales
inducen apoptosis en los macrofagos por dos vias independientes (Comalada, 2002). En C.
pseudotuberculosis la capa de LPS queda protegida por los acidos corynomicolicos, lo que hace méas
dificil que el sistema inmune se active por el reconocimiento de esta estructura (Burkovski et al., 2018).
También el estudio in vitro de cepas de C. pseudotuberculosis mutantes del Factor Sigma, fueron mas
susceptibles a concentraciones de 6xido nitrico, por lo que se propone que la presencia de este, protege

ante este tipo de estrés oxidativo (Pacheco et al., 2012).

Existen mecanismos independientes de oxigeno para la eliminacion de los patdgenos dentro de los
macrofagos (Figura 7). Los cambios de pH tras la fusion del lisosoma primario a la vesicula de
endocitosis (formacion del heterofagosoma), donde se produce un aumento transitorio de pH
(basificacion) y luego una acidificacion fuerte, son capaces de destruir muchos microorganismos. La
produccion de proteinas o péptidos antimicrobianos como las Defensinas, péptidos de 32-34
aminoéacidos ricos en Cisteinas y Arginina que se han identificado en los macro6fagos de conejo y en
los PMN humanos, forman canales permeables a los iones en las bicapas lipidicas de los
microrganismos. Estas son activas, sobre todo, durante el ascenso transitorio del pH que se produce
antes de la acidificacion. Las proteasas lisosomicas actdan a pH acido y las lisozimas destruyen la
pared del peptidoglicano. Las Lactoferrinas producidas por neutrofilos secuestran hierro, indispensable
para las bacterias, incluso a pH acido (Abbas et al., 2018a). Sin embargo, la presencia de acidos
corynomicdlicos en la estructura de la pared celular de C. pseudotuberculosis le otorga proteccion
mecénica y posiblemente bioquimica, permitiéndole resistir la digestion por enzimas hidroliticas

presentes en los lisosomas y la accion de proteinas antimicrobianas (Figura 7A).
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Figura 7. Representacion esquematica de la infeccion de los macrofagos por C. pseudotuberculosis.
A: EIl fagolisosoma aumenta el valor del pH, pero no es capaz de digerir la bacteria debido a la
proteccion que le confieren los acidos corynomicdlicos de la pared celular, inhibiendo la exocitosis. B:
aumenta la expresion de PLD, que destruye la membrana del fagolisosoma por lisis, exponiendo las
bacterias al citoplasma, en el que pueden sobrevivir y reproducirse. Fuente: Figura tomada de Oliveira
etal., (2017a).
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Existe una correlacion positiva entre el contenido de estos lipidos, el grosor de la capa lipidica y la
habilidad de producir lesiones en nédulos popliteos de oveja. Los lipidos de la pared celular constituyen
un factor piogeénico, relacionado con la infiltracion masiva de leucocitos polimorfonucleares, que
transportan las bacterias a los nddulos linfaticos, y con el efecto leucotdxico que origina degeneracion
y lisis de macrofagos (Aleman y Spier., 2001; Burkovski et al., 2018). La exotoxina PLD también
contribuye a la resistencia y supervivencia de la bacteria en el interior de los macréfagos, ya que su
accion enzimatica hidroliza la esfingomielina de las membranas celulares (Figura 7B) (Oliveira et al.,
2017a).

11.5.3 Diseminacion en tejidos y érganos

La exotoxina PLD cataliza la disociacion de la esfingomielina (Mao et al., 2017), hidrolizando un
componente importante de las membranas celulares, lo que provoca la lisis celular, incrementa la
permeabilidad vascular, con la consecuente formacion de edema. Esta enzima ocasiona reacciones de

contraccion celular y, como consecuencia, aumento de la permeabilidad capilar. De esta forma la PLD
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actia directamente sobre las células endoteliales en el entorno del punto de infecciéon y en los
macrofagos una vez que ha sido fagocitada la bacteria (Oliveira et al., 2017a) (Figura 7B). La accion
de la PLD facilita la colonizacion, la diseminacion regional y sistémica de la bacteria, con la generacion
de abscesos en los nodulos linfaticos superficiales, debido al traslado del agente via linfatica hasta el
linfonddulo regional (Dorella et al., 2006a; Baird y Fontaine, 2007). Ademas, la PLD inhibe la
quimiotaxis de los neutrofilos y la degranulacion de células fagociticas, y activa al complemento por
la via alternativa, ocasionando necrosis y trombosis de ganglio linfaticos, favoreciendo la
supervivencia y multiplicacion del microorganismo (Aleman y Spier, 2002; McKean et al., 2007).
Las bacterias no controladas por la pared del absceso entran en los capilares y forman colonias que
ocluyen los vasos generando isquemia que, junto a las toxinas, destruyen las células del tejido sano,
aumentando la masa necrotica. Las bacterias viables se diseminan a través de los vasos linfaticos y
penetran otros linfonddos, y eventualmente, en los vasos sanguineos, llegando a diferentes 6rganos
donde se repite la formacidn de abscesos. Este comportamiento origina la otra forma de la enfermedad
que afecta nddulos linfaticos internos y 6rganos especialmente pulmoén e higado, como consecuencia
de la diseminacion hematdgena desde el conducto eferente de los nddulos linfaticos con abscesos
(Estevao et al., 2006; Mahmood et al., 2015; Odhah et al., 2019).

C. pseudotuberculosis se libera como resultado de un proceso que conduce a la muerte de los fagocitos,
aunque estos mecanismos especificos de muerte celular aiin no estan claros, se sabe que no inducen la
autofagia o la apoptosis de los macrofagos. La Caspasa 3 es una proteina esencial en las etapas finales
de induccion de apoptosis, asi como cataliza la incision de proteinas celulares y reparadoras de ADN.
La proteina | asociada a microtubulos de cadena ligera 3 (MAP LC3-1) es una proteina de membrana
crucial en la formacién de autofagosomas, es un marcador del mecanismo de muerte por autofagia.
Estudios realizados in vitro mediante la infeccion de la linea de macréfagos J774 con C.
pseudotuberculosis, permitié determinar que los niveles de la MAP LC3-1y la actividad de la caspasa-
3, se mantuvieron estables, sin variacion en las células infectadas (Stefanska et al., 2010). En otros
trabajos la necrosis se ha visto favorecia en vez de la apoptosis, en macréfagos infectados con C.
pseudotuberculosis, provocando cambios degenerativos como: ruptura de la membrana plasmatica,
alteraciones en las mitocondrias, cambios en la envoltura nuclear, dilatacion de la envoltura del nucleo
y de la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso y formacion de vesiculas en el citoplasma (Hard
et al., 1972; Tashjian y Campbell, 1983).
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11.5.4 Respuesta del Sistema Inmune

Los mecanismos inespecificos de defensa, la fagocitosis, el sistema complemento y la respuesta
inmune humoral son ineficientes en el control de las infecciones provocadas por bacterias
intracelulares. La activacion del sistema inmune celular es de vital importancia para la eliminacion de
estos microorganismos, siendo la respuesta de células T en sus versiones citotdxica y de tipo
hipersensibilidad retardada, las encargadas de combatir a las bacterias intracelulares (Abbas et al.,
2018b). Los antigenos proteicos bacterianos son presentados a linfocitos T CD4" en el contexto del
MHC (por sus siglas del inglés, Major Histocompatibility Complex) clase Il y a linfocitos T CD8" a
través del MHC 1, de células presentadoras de antigenos. Los linfocitos T CD4* se activan y luego de
proliferar, a células T cooperadoras, secretan citoquinas que atraen y activan macréfagos estimulando
su poder fagocitico y microbicida. También contribuyen a estimular y activar los linfocitos B y la
produccion de anticuerpos. Debido a la persistencia y la capacidad de supervivencia de las bacterias,
esta respuesta de células T se manifiesta como una inflamacién mediada por las citoquinas que atraen
mas macrofagos originando la formacion de piogranulomas, estructuras que pretenden localizar la
infeccion. El sistema inmune del hospedero intenta restringir y limitar la diseminacién de la infeccidn
a través de la formacién de estas estructuras, que tienen lugar por el acumulo de macroéfagos, células
dendriticas, células epitelioides, linfocitos y citoquinas pro-inflamatorias. El portador de estas
estructuras suele desarrollar hipersensibilidad retardada que se manifiesta como una respuesta mas
vigorosa que conduce a necrosis y fibrosis del granuloma. De esta manera, la respuesta inmune del
hospedero es la principal causa de dafio tisular y efectos sistémicos propios de la enfermedad. (Paule
et al., 2003; Bastos et al., 2012, Seyffert et al., 2014).

El estudio de la respuesta del sistema inmune en un modelo experimental permiti6 establecer que la
respuesta humoral comienza entre el dia 6 y 11 post infeccion. En las etapas tempranas de la infeccion
se produce la expresion IFN-y siendo su duracion de vida corta, seguido de una segunda produccién
de citoquinas mas fuerte y duradera en el tiempo. La produccion de citoquinas pro-inflamatorias TNF-
a e IL6 tienen lugar en el sitio de inoculacion, mientras que el IFN-y se encuentra en los linfonodulos
drenados. Se plantea que la patogénesis se relaciona con la produccion de citoquinas y los niveles de
piogranulomas (Figura 7B) (El-Enbaawy et al., 2005; Dorella et al., 2009).

Los estudios inmunohistoquimicos sobre la composicion celular de las lesiones pulmonares en ovejas

infectadas por C. pseudotuberculosis han puesto de manifiesto un predominio de macr6fagos grandes
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en las paredes del absceso, rodeando el parénquima pulmonar, con expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC II). Los linfocitos T fueron prominentes en
las lesiones, los linfocitos B y granulocitos comprendian una porcion menor en los infiltrados celulares.
Dentro de las lesiones encapsuladas se encontraron linfocitos y células MHC 1l en el centro de la masa
necrética. Rodeando esta region se identificaron células CD5", asi como células T CD4" y T CD8*
distribuidas a traveés del tejido linfatico. Generalmente en las lesiones caseosa inmaduras se encuentran
linfocitos T CD4" y en las lesiones mas desarrolladas la concentracion de células T CD8" es
predominante, lo que se relaciona con el mecanismo del sistema inmune para evadir la diseminacion
de los macrofagos infectados. Estos datos revelaron la participacion de macrofagos y de la respuesta
mediada por MHC clase I, restringido a linfocitos T en la patogénesis de la LAC (Paule et al., 2003,
Dorella et al., 2009).

Las células T CD8" generadas después de una infeccion aguda son altamente funcionales y
constituyen un componente importante de la inmunidad protectora. Sin embargo, se ha comprobado
que las infecciones cronicas a menudo se caracterizan por ocasionar deterioro funcional en la respuesta
de celulas T, siendo una de las principales razones de la incapacidad del hospedero para eliminar el
patdgeno persistente. Las células T efectoras se generan durante las primeras etapas de la infeccion y
gradualmente pierden la funcién durante el curso de la infeccidn crénica. Este fendmeno de células T
exhaustas o células T disfuncionales, fue descrito por primera vez en ratones con infeccion persistente
causada por el virus de la Coriomeningitis linfocitica (LCMV) (Gallimore, 1998). A diferencia de la
respuesta de células T CD8" altamente robustas, generada después de una infeccion aguda, las células
T CD8" especificas generadas ante una infeccion crdnica persistente se vuelven exhaustas y
disfuncionales (Wherry et al., 2003). Este fendmeno de produccion de linfocitos T exhaustos también
ha sido caracterizado en humanos con infecciones cronicas establecidas por el virus VIH (Letvin y
Walker, 2003) y Virus de la Hepatitis B y C (Rehermann et al., 2005).

Estudios realizados en ratones con infeccion cronica mediada por el virus LCMV, evidenciaron que el
receptor PD-1, (inhibidor de CD28 (Saavedra- Hernandez, 2013): CD28 co-estimulador esencial para
iniciar las respuestas de los linfocitos T CD4™), present6 una sobreexpresién sostenida, en comparacion
con los animales que desarrollaron la enfermedad aguda donde no se detectaron niveles de PD-1
(Barber et al., 2006). La molécula PD-1 es un receptor inhibidor que en union a sus ligandos PD-

L1/PD-L2, participa en la finalizacion de las respuestas inmunitarias, inactivando los TCR (por sus
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siglas en inglés, T cell Receptor) (Gary y Koretzky, 2008). El uso de anticuerpos para el bloqueo del
ligando PD-L1, provoc6 un aumento en la produccion de linfocitos T CD8" durante la infeccién crénica
experimental, asi como un aumento es sus capacidades de producir TNF-a e IFN-y (Barber et al.,
2006). Por tal motivo la expresion del receptor PD-1 se considerd una de las causas de la produccion
de linfocitos T CD8" exhaustos. Las células T CD4* desempefian un papel importante en el
mantenimiento de linfocitos T CD8" especificos. La funcién de los linfocitos T CD4" durante una
infeccion aguda y una infeccién cronica persistente fue evaluada utilizando como modelo ratones
infectados con el virus LCMV (Matloubian et al., 1994). Los ratones con infeccion aguda y deplecion
de células T CD4", fueron capaces de generar una respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8*
especificos contra LCMV, eliminando el virus con una cinética similar a la de los ratones de control.
Mientras que los animales inoculados con la cepa del virus que conduce a una infeccién cronica, unido
a la inoculacién de una dosis minima de anticuerpos anti-CD4", se convirtieron en portadores de por
vida con altos niveles de virus en la mayoria de los tejidos y una disminucién en los linfocitos T CD8".
En las infecciones virales las células T CD4* son prescindibles en la resolucion de infecciones agudas
a corto plazo en las que no es necesario mantener la actividad de los linfocitos T CD8" durante mas de
2 semanas. Sin embargo, en condiciones de infeccion cronica, en las que los linfocitos T CD8" tardan
varios meses 0 mas en eliminar la infeccion, la funcién de las células T CD4" es fundamental
(Matloubian et al., 1994). Estos hallazgos tienen implicaciones para las infecciones cronicas y
persistentes en general y pueden proporcionar una posible explicacion de la pérdida de actividad de los
linfocitos T CD8 *, cuando las células T CD4" se vuelven limitantes. Para controlar las infecciones
mediadas por bacterias intracelulares es importante lograr una respuesta prolongada de células T CD8*
(respuesta de memoria), por lo que se han intensificado los estudios para entender como modular este
tipo de respuesta inmune celular (Martin y Badovinac, 2018). A pesar de existir algunas similitudes a
nivel molecular, epigenético, metabolico y funcional entre las células T CD8" efectoras y las T CD8"
de memoria, estas ultimas persisten por largos periodos de tiempo y son capaces de proliferar posterior
al re-encuentro con el antigeno.

La primera caracterizacion de la heterogeneidad dentro de un grupo de células T CD8* de memoria de
origen indefinido en humanos describio dos subconjuntos: efector de memoria con receptores CD62L 1o
/ICCR7lo (Tem) y células de memoria central con receptores CD62Lhi / CCR7hi (Tcm). La expresion

de CCR7 y CD62L en células Tcm facilita la localizacién en los 6rganos linfoides secundarios,
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mientras que las células Tem son mas citoliticas, expresan integrinas y quimiocinas, receptores
necesarios para la localizacion en tejidos periféricos inflamados (Martin y Badovinac, 2018).

La expresion del factor de transcripcion T-bet (Kallies y Good-Jacobson, 2017) dirige la diferenciacion
hacia los linfocitos efectores en las poblaciones CD4" y CD8", mientras que la expresion de un factor
de transcripcion diferente, Blimp-1, promueve la generacion de linfocitos memoria (Welsh et al., 2009;
Kaech y Cui, 2012). Las proteinas antiapoptdsicas que promueven la supervivencia de los linfocitos T
memoria son Bcl-2 y Bcl-XL, las cuales bloguean la apoptosis en estas células de memoria. La
presencia de estas proteinas permite a los linfocitos memoria sobrevivir incluso después de eliminarse
el antigeno y de que la respuesta inmunitaria innata haya desaparecido, cuando ya no estan presentes
las sefiales normales para la supervivencia y proliferacion del linfocito T (Zhang y He, 2005;
Wojciechowski et al., 2007; Dunkle et al., 2013). Las células memoria que quedan del clon expandido
suelen ser de 10 a 100 veces mas numerosas que el grupo de células virgenes antes del encuentro con
el antigeno. El tamafio aumentado del clon es una razon de que el encuentro con el antigeno en un
animal inmunizado previamente, induce una respuesta méas fuerte que la primera inmunizacion. Los
linfocitos memoria responden con mayor rapidez a la estimulacién antigénica que los linfocitos
virgenes especificos frente al mismo antigeno. Esta diferenciacion acelerada podria deberse a que los
loci génicos para las citocinas y otras moléculas efectoras estan fijos en un estado accesible de la
cromatina en los linfocitos memoria, en parte debido a cambios en la metilacion y acetilacion de las
histonas (Purushe y Zhang, 2018). Estos genes con modificaciones epigénicas tienden a responder
rapidamente ante el encuentro con el antigeno (Tough et al., 2019).

La citocina IL-7 es importante para el mantenimiento de los linfocitos T CD4" y CD8" memoria,
desempefia un papel clave en el desarrollo temprano del linfocito y en la supervivencia de los linfocitos
T virgenes (Melchionda et al., 2005).

La IL-7 y la IL-15 inducen la expresién de proteinas antiapoptésicas y estimulan una proliferacion
ligera, que mantienen las poblaciones de linfocitos T memoria durante periodos largos (Rubinstein et
al., 2008). También la IL-2 (Raeber et al., 2018) y la IL-12 (Kosaka et al., 2006) favorecen el
mantenimiento de las células T CD8" de memoria.

El papel del TLR2 (por sus siglas del inglés, Toll-Like-Receptor 2) en la homeostasis de las células T
CD8" de memoria, en ausencia de un antigeno especifico, esta involucrado en el control directamente

de la proliferacion de estas células y la secrecion de IFN-y. Un estudio demostro la participacion del
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TLR2 en la activacion de las células T CD8" de memoria, provocando un aumento en su proliferacion
y expansion inducida por IL-7 tanto in vitro como in vivo. También se evidencio que los ligandos de
TLR2 actlian en sinergia con IL-2 para inducir la secrecion de IFN-y in vitro, citocina que regula la
diferenciacion de células T CD8" de memoria (Sercan et al., 2010). También otro estudio comprobd
que el TLR2 aumenta la activacién de las células T CD8* y permite la generacion de células de memoria
funcionales en respuesta a una sefiales bajas o ineficientes del TCR (Mercier et al., 2009). En conjunto,
estos datos apoyan la idea de que la sefializacion continua de TLR2 podria contribuir directamente al
mantenimiento de las células T CD8" de memoria en el organismo (Cottalorda et al., 2009).

11.6 TRATAMIENTO

El tratamiento con antibidticos se ve afectado debido a la encapsulacion del microorganismo en los
abscesos (Aleman y Spier, 2001; Williamson, 2001) y a su naturaleza intracelular, por lo que el
procedimiento quirdrgico de lesiones externas se ha sugerido como una alternativa valida. Reportes de
la evaluacion in vitro de la sensibilidad a la accién de antibidticos evaluado en cepas de C.
pseudotuberculosis provenientes de diferentes hospederos, mostraron por el método de difusion que,
amoxicilina-clavulanico, ampicillina, cefotaxima, cefoxitina, ciprofloxacino, cloranfenicol,
eritromicina, estreptomicina, gentamicina, imipenem, kanamicina, norfloxacina, penicilina,
rifampicina, tetraciclina, trimetroprima-sulfametoxazol y vancomicina fueron activos frente al 100%
de los aislamientos, mientras que amicacina presento resultados variables. Por el método de dilucion
los antibidticos méas activos correspondieron a los grupos de cefalosporinas, gluco-péptidos,
macrdlidos, quinolonas y tetraciclina, con menor actividad los b-lactdmicos y aminoglucdsidos
(Gallardo et al., 2019). Otro estudio de resistencia antimicrobiana realizado a partir de aislamientos de
exudados de camellos, permiti6 identificar la sensibilidad a ciprofloxacino (100%),
trimetoprim/sulfametoxazole (100%), streptomicina (96%), amicacina (85%), neomicina (80%),
gentamicina (86%), TE (80%), y novobiocin (85%), mientras que fueron resistentes a vancomicina
(100%), penicillina G (90%), metronidasol (87%) y rifampicina (79%) (Fouad et al., 2019).

En otro analisis de aislamientos en China todas las cepas fueron sensibles a vancomicina, norfloxacina,
cefradina, claritromicinay cefepima, pero resistente a nitrofurantoina y furazolidona (Li et al., 2018a).
Mientras que aislamientos provenientes de Kosovo, fueron susceptibles a la oxitetraciclina (100%),

amoxicilina / acido clavulanico (100%), cloxacilina (95.8%), gentamicina (91.7%), seguido de
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trimetoprima (83.3%) y altamente resistentes a estreptomicina (83.3%) y penicilina G (62.5%) (Robaj
et al., 2017). Segun la Organizacion mundial de sanidad animal (OIE), la LAC se encuentra en la lista
de enfermedades prioritarias para las cuales se necesita el desarrollo de vacunas eficaces, para reducir
el uso indiscriminado de antimicrobianos (OIE, 2018).

Algunos trabajos se han enfocado en la basqueda de compuestos alternativos al uso de antibioticos. La
evaluacion de la actividad antibacteriana de diferentes extractos de Moringa oleifera, establecio que el
extracto en base a etanol, presento efecto antibacteriano contra C. pseudotuberculosis, C. ulcerans, S.
aureus, E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter spp, P. vulgaris y P. aeruginosa. (Fouad et al., 2019). El
uso del butirato de sodio como tratamiento alternativo, fue capaz de disminuir la infectividad de C.
pseudotuberculosis en la linea de macréfagos RAW264.7 y el conteo de colonias a partir de muestras
de bazo de ratones C57BL/6 infectados. EI mecanismo de accion de este compuesto puede estar
relacionado con el hecho de que disminuye la expresion de los genes sodC (Zn / Superdxido dismutasa),
spaC (proteina C), pld (exotoxina PLD), y aumenta la expresion del gen cramp que codifica para un
péptido antimicrobiano (Zhou et al., 2019). El tratamiento de heridas quirurgicas resultantes de la
escision de lesiones superficiales con una crema a base de nano particulas de plata AgNP, se comparo
con el método de tratamiento posquirdrgico estdndar, donde se emplea solucion de yodo 10%,
presentando resultados eficientes, asi como, una acelerada cicatrizacion (Stanisic et al., 2018; Santos
et al., 2019). Debido a las caracteristicas de la patogénesis, el curso crénico y poca respuesta al
tratamiento, la enfermedad es compleja de erradicar en las granjas de produccion una vez que se
establece, por lo que es necesario continuar con el estudio de moléculas candidatas para la produccion

de vacunas.

1.7 VACUNAS LAC

La vacunacion es el método mas efectivo para controlar la salud animal y humana, establecer
programas de control de enfermedades y reduccion del uso de agentes antimicrobianos. Mediante la
vacunacion se busca prevenir y controlar la aparicion de una enfermedad y reducir la transmision del

agente patégeno.

11.7.1 Vacunas comerciales
La mayoria de las vacunas comerciales actualmente disponibles para LAC, son polivalentes

presentando una combinacién de antigenos de varios agentes patdgenos incluyendo C.
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pseudotuberculosis. Estas usualmente son vacunas inactivadas que utilizan una suspension de cultivos
totales de C. pseudotuberculosis, el cual presenta abundante exotoxina PLD, ya que es considera el
antigeno con mayor capacidad inmunogénica (Hodgson et al., 1999, EI-Enbaawy et al., 2005).

La vacuna Glanvac 3 (Zoetis, London) es un toxoide, que presenta una combinacion de toxinas de
Clostridium perfringens Tipo D, Clostridium tetani y C. pseudotuberculosis con 0,1 mg/mL de
Tiomersal como preservante (Zoetis, 2020). Los productores ovinos del Reino Unido informan un buen
control de campo después del uso de la vacuna Glanvac 3, importada desde Australia, a pesar de
presentar diferencias fenotipicas en la clinica de la enfermedad (Fontaine, 2015; Silk y Lovatt, 2016).
La Glanvac 6® (Zoetis, West Ryde, Australia), es inactivada y presenta una formulacién
multicomponente que incluye antigenos ultrafiltrados de C. pseudotuberculosis (toxina PLD),
Clostridium perfringens tipo D, Clostridium tetani, Clostridium novy tipo B, Clostridium septicum y
Clostridium chauvoei (Paton, et al., 1995). Esta vacuna reduce las manifestaciones clinicas de la
enfermedad y el desarrollo de lesiones pulmonares. ElI programa de vacunacion indica la
administracion de dos dosis separadas por un intervalo de 1 mes y un refuerzo anual (Windsor, 2014;
Windsor y Bush., 2016). EI empleo de esta vacuna en los programas de prevencion contra LAC se ha
reportado en Australia, Canada y Nueva Zelanda, presentando una pobre respuesta seroldgica y una
reduccion minima de la incidencia de la enfermad (Williamson, 2001; Windsor y Bush., 2016).

En Australia es administrada tanto a ovejas como cabras y varios ensayos de campo han mostrado tasas
de proteccion variables. En 1995 la prevalencia promedio de LAC en ovejas adultas en rebafios
vacunados era de 97% en Nueva Gales del Sur, 91% en Victoria y el 88% en Australia Occidental.
Para el 2003 la prevalencia promedio estimada de LAC en la poblacion de ovejas adultas habia
disminuido a un 29% en Nueva Gales del Sur, 26% en Victoria y 20% en Australia Occidental.
Ademas, el estudio permitio establecer que solo el 43% de los productores usaban la vacuna y de estos
solo el 12% seguian de manera adecuada las indicaciones del fabricante (Paton et al., 2003; Windsor,
2014).

En Canada en 1998 se realiz6 una evaluacion de la eficacia de esta vacuna en comparacion con la
vacuna comercial Case-Bac y una vacuna experimental compuesta por muramil dipéptido. Glanvac 6
y la vacuna experimental presentaron un mayor titulo de anticuerpos que Case-Bac, durante 6 a 12
meses; sin embargo, Glanvac 6 provoco también un elevado numero de manifestaciones de alergia en

el sitio de inoculacion (Stanford et al., 1998).
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En Espafia la compariia Zoetis comercializa la vacuna inactivada Biodectin™, la cual esta compuesta
por la combinacidn de seis fracciones antigénicas: Moxidectina (antiparasitario), Clostridium septicum,
Clostridium novyi Tipo B, Clostridium tetani, Clostridium perfringens Tipo D, C. pseudotuberculosis
y Clostridium chauvoei, hidroxido de aluminio y Tiomersal. Esta se emplea en los programas
habituales de vacunacion y desparasitacion mediante inyeccién subcutanea de 2mL del producto en
animales de hasta 50kg y de 3mL en animales de 51 a 75kg. Se recomienda la revacunacion anual y
Su uso en ovejas gestantes, revacunando de 4 a 6 semanas antes de la fecha del parto, con el fin de
lograr tanto una transferencia 6ptima de los anticuerpos calostrales como para evitar la infestacion
parasitaria de los corderos (Zoetis, 2020).

La empresa Colorado Serum produce la vacuna Case-Bac (Colorado Serum, EUA), compuesta por
toxina PLD, utilizada en ovejas para prevenir LAC. Esta vacuna se administra por via subcutanea, 2mL
y se repite la vacunacién a las 4 semanas, siendo todos los animales revacunados anualmente. Los
anticuerpos maternos podrian interferir con la inmunidad activa, por lo que se debe esperar hasta que
el animal tenga 3 meses de edad para comenzar la serie de vacunacion primaria. Puede causar reaccion
adversa en el sitio de inyeccidn, letargo, rigidez y fiebre en las cabras.

También existe la vacuna Caseous D-T (Colorado Serum. EUA) compuesta por toxinas de Clostridium
perfringens tipo D, Clostridium tetani y PLD de C. pseudotuberculosis. Se ha demostrado que este
producto ayuda en la prevencion y el control de LAC, aunque se pueden observar leve cojera (dolor)
en corderos, letargo, en un porcentaje elevado de los animales maduros después de la vacunacion
(Valleyvet, 2020). En Estados Unidos se han empleado Case-Bac y Caseous D-T para el control de
LCA. Se ha demostrado en estudios experimentales que Case-Bac previene la formacién de abscesos
internos y externos en ovejas, antes del desafio con C. pseudotuberculosis. Aunque Case-Bac no tiene
licencia para su uso en cabras, se ha utilizado de forma limitada en esta especie. La vacuna no parece
ser tan efectiva como en las ovejas, ya que los efectos secundarios tienden a ser mas severos
provocando fiebre, malestar general, edema ventral, ataxia y convulsiones (Williamson, 2001). Otra
de las vacunas comerciales inactivas para la inmunizacion de ovinos y caprinos, es la vacuna de la
USDA (Nacional Animal Disease Center, Ames, IA USA) que contiene pared celular de C.
pseudotuberculosis no viable con o sin muramyl dipéptido (Bastos et al., 2012).

Vacunas comerciales elaboradas a partir de cepas vivas atenuadas también se han utilizado, como la

vacuna LinfoVac (Laboratorios Vencofarma do Brasil), que contiene la cepa viva atenuada (1002) de
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C. pseudotuberculosis y se ha autorizado para su uso en Brasil. Esta vacuna esta disponible en
suspension liquida y se debe administrar anualmente a los animales, por via subcutanea, con un
refuerzo a los 30 dias post vacunacién y luego una sola dosis por afio. La vacuna ha conferido una
proteccion en un 80% en ensayos experimentales (Dorrella et al., 2009; Bastos et al., 2012; Soares et
al., 2018). Brasil también cuenta con licencia para el uso de Biodetin (Fort Dodge Australia PTY LTD)
(Guimares et al., 2011). La proteccion proporcionada por las vacunas comerciales estd asociada a la
produccion de anticuerpos anti-exotoxina PLD, los cuales protegen contra el dafio tisular y la
diseminacion del microorganismo; sin embargo, es una proteccién parcial ya que estas vacunas no son
capaces de activar la respuesta inmune celular, necesaria para eliminar las bacterias intracelulares. Por
tal motivo diferentes grupos de investigadores han trabajo en el desarrollo de vacunas experimentales
que permitan una proteccion completa y eficaz. En México no se cuenta con ninguna de las vacunas
comerciales existentes, y a pesar de la presencia de la Empresa Zoetis, ésta no oferta la vacuna dentro
de sus productos (Zoetis, 2020).

11.7.2 Vacunas experimentales: Inactivadas y toxoides

Las vacunas inactivadas estdn compuestas por cultivos totales de la bacteria no viables o toxinas,
inactivados ya sea por métodos quimicos o fisicos. En estas formulaciones el microrganismo se
encuentra muerto por lo que no confieren peligro de desarrollo de la enfermedad; sin embargo, la
respuesta principalmente es de tipo humoral, menos intensa, requiere de altas concentraciones del
microorganismo y de varias dosis. No son sometidas a ningun procedimiento de purificacion, por lo
que contienen todos los componentes bioquimicos de la bacteria los cuales son méas reactdgenos y
pueden producir efectos adversos (Jorge y Dellagostin, 2017). Dentro de las vacunas experimentales a
base de toxoide, se evalud un precipitado proteico, con elevada concentracion de PLD inactivada, de
una cepa de C. pseudotuberculosis aislada de alpaca en Peru. La inmunizacién de un grupo de 20
ratones BALB/c indujo proteccion ante el desafio con 10* UFC de una cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis. La vacuna redujo los efectos toxicos de C. pseudotuberculosis, con la disminucién
del nimero y tamafio de abscesos en los animales del grupo vacunado (40% afectado) comparado con
los multiples abscesos de mayor tamafio a nivel subcutaneo y en rifién e higado, encontrados en los
animales del grupo control (95% afectado). Sin embargo, cuando se analizaron los intervalos de
confianza, se observd que no existian diferencias significativas entre los grupos control y vacunados
(Medrano et al., 2003).
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También se report6 en Egipto la comparacion de la eficacia de cuatro vacunas no comerciales en base
a PLD como antigeno principal, para estimular la respuesta inmune en ovinos, ante el desafio con una
cepa virulenta. La primera vacuna se formul6 como toxoide en base a PLD, la vacuna 2 con PLD +
bacteria inactivada, la vacuna 3 presentd PLD + vacuna comercial Covexin8 (antigenos de Clostridium
spp., Schering Animal Health) y la vacuna 4 toxina PLD + vacuna polivalente de Clostridium spp.
producida por un instituto de investigacion local. Se determinaron los niveles de iones superoxido
como respuesta inmune inespecifica, siendo estos elevados en los grupos de animales vacunados. La
actividad de lisozimas fue superior en el grupo vacunado con PLD toxoide + bacterina, seguido de
PLD toxoide, PLD + vacuna comercial Covexin8y la vacuna experimental local. La respuesta inmune
celular se determind mediante el Kit colorimétrico de medicion de proliferacion celular ELISA BrdU
colorimetric kit (Roche). El grupo vacunado solo con PLD mostré una marcada respuesta positiva de
proliferacion de linfocitos en comparacién con el resto de los grupos. Los resultados indicaron que
PLD estimul6 la respuesta inmune celular especifica e inespecifica (Syame et al., 2018).

El grupo de trabajo de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEM, a partir de los
aislados caracterizados provenientes de Jalisco (Varela et al., 2018), desarrollaron una vacuna
experimental, compuesta por cultivos totales inactivados. Se emplearon los aislamientos H14X y 1.2
2J-L, debido a que presentaron caracteristicas bioquimica diferenciales, la presencia de los genes de
virulencia pld, hsp60, fagA, fagB, fagC, fag D (Hernandez, 2015), asi como desarrollaron cuadros
clinicos graves en los hospederos. La composicion antigénica de la bacterina se evalué mediante
electroforesis SDS-PAGE, demostrandose la presencia de proteinas de 14,17, 28, 31, 75, 108 y 125
kDa, rango dentro del que se encuentran los principales factores de virulencia (Ortiz, 2016).
Posteriormente se evalud la capacidad protectora de la vacuna en ovinos desafiados con la cepa 43926
ATCC biovar ovis. Luego del desafio en los animales del grupo vacunado no se observaron lesiones ni
signos clinicos de la enfermedad a diferencia del grupo control, donde 3 de 4 animales desarrollaron
abscesos en pulmén y nodulo linfoide. La deteccion de anticuerpos anti C. pseudotuberculosis se
realizd mediante ELISA y se observo un aumento en la absorbancia, en las muestras provenientes de
animales vacunados con la segunda dosis de inmunizacion, pero el analisis estadistico arrojo que la
diferencia entre los grupos no era significativa. La vacuna de cultivos totales inactivados de las cepas
H14Xy 1.2 2J-L fue capaz de conferir proteccion, aunque deben ampliarse los estudios para determinar

qué respuestas protectoras del sistema inmune fueron activadas por esta vacuna (Garcia, 2017).
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11.7.3 Vacunas atenuadas

Las vacunas atenuadas presentan agentes inmunizantes vivos que pueden replicarse en el organismo
sin causar la enfermedad, ya que carecen de determinadas estructuras o moléculas que disminuyen su
virulencia. En principio confieren una respuesta inmune muy intensa y de larga duracion ya que dan
lugar a una infeccién similar a la natural. Sin embargo, estas constituyen un riesgo al estar formadas
por microorganismos Vvivos que puede revertir la virulencia y desencadenar la enfermedad (Jorge y
Dellagostin, 2017).

Las primeras vacunas atenuadas experimentales para LAC empleaban una cepa denominada Toxminus,
cuyo gen pld cromosémico fue inactivado. La necropsia de los animales vacunados con 10°a 10’ UFC
de la cepa atenuada Toxminus, permitié observar que no se formaron abscesos en los animales
desafiados con 10° UFC de una cepa virulenta, en comparacion con el grupo control donde se
desarrollaron abscesos de 2.5 cm en nddulos popliteos. Sin embargo, la vacuna produjo un absceso
indeseable en el sitio de inoculacion, el titulo de anticuerpos en los grupos vacunados con 10°a 10’
UFC fue similar por lo que la respuesta no fue dosis dependiente y la cepa virulenta de desafio indujo
una respuesta de anticuerpos superior en las semanas 5 y 9. También hubo una reduccién en la
capacidad de Toxminus de permanecer en el hospedero, debido a la ausencia de PLD, ya que es el
antigeno que favorece la persistencia, asi como activa de manera elevada la respuesta inmune humoral
(Hodgson et al., 1992).

Teniendo en cuenta el papel que juega PLD durante el desarrollo de la respuesta del sistema inmune,
en otro estudio se transforma la cepa Toxminus con un plasmido que contenia el gen de pld modificado
para la obtencion de la exotoxina con un cambio de histidina por tirosina en la posicion 20, lo que
elimina la actividad enzimatica. La respuesta de anticuerpos anti-PLD fue elevada después de 2
semanas post-vacunacion, solo en los animales vacunados con Toxminus transformada con el gen pld.
La respuesta humoral fue de tipo IgG1 por via oral, mientras que el isotipo 1gG2 se observé en ovejas
vacunadas por via subcutanea. La introduccion de microorganismos vivos a la mucosa principalmente
estimula las respuestas secretoras de IgA, mientras que por la via subcutanea las respuestas
predominantes son humoral 1gG y celular (IFN-y). Las células Th1 secretan IFN-y y tienden a conducir
a una produccion de anticuerpos del isotipo IgG2, mientras que los clones Th2 secretan IL-4 y
preferentemente inducen IgG1, IgA e IgE. La incidencia y el grado de formacion de absceso fueron

muy reducidos (abscesos de 0.2cm y 1cm) presentandose solo en dos animales en el sitio de inoculacion
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de la cepa virulenta para el desafio. En el grupo de animales vacunados con Toxminus no modificada
el 50% de las ovejas desarrollaron abscesos, asi como también el 66% de animales del grupo control
no vacunado. El uso de cepas vivas atenuadas siempre implica el riesgo de reversion de la virulencia,
la cepa Toxminus no permitio una expresion elevada de PLD y se encontrd evidencia, aunque en una
proporcion minima, de la excrecion a traves de las heces de la bacteria viva atenuada (Hogdson et al.,
1994).

Este grupo de investigadores en 1999 transformé la cepa Toxminus con un plasmido que contenia el
gen pld modificado para la obtencion de la exotoxina con un cambio de la Histidina de la posicion 20
por una Serina, logrando aumentar la expresion de la proteina modificada en un 40% en comparacion
con el trabajo anterior. En este estudio evaluaron la vacuna Glanvac 6 que presenta exotoxina PLD
inactivada con formalina y la combinacion de la vacuna Glanvac 6 con la proteina PLD modificada en
la posicién 20. La vacuna Glanvac 6 mostré mayor reaccion en el sitio de inoculacion que la vacuna
con la PLD modificada genéticamente. Esto se debe a que la inactivacion de la toxina con Formalina
no es 100% efectiva, se ha demostrado que deja un 1% de toxina activa. El titulo de anticuerpos
inducido por ambas vacunas fue similar, no presentando diferencias significativas. La vacuna Glanvac
6 fue capaz de proteger al 95% de los animales desafiados, mientras que la vacuna Glavac 6 con PLD
modificada solo protegi6 al 44% de los animales (Hodgson et al., 1999). Por lo que la modificacion
genética para la obtencion de la exotoxina deficiente del sitio activo no favorecio el aumento en la
respuesta protectora de la vacuna.

Mediante mutacion por intercambio alélico del gen aroQ se logré la obtencidn de una cepa atenuada
que protegi6 parcialmente a ratones BALB/c desafiados con una cepa virulenta (Simmons et al., 1997).
El desafio se reprodujo en ovinos no obteniéndose buenos resultados, ya que los niveles de anticuerpos
IgG1 e 1gG2 fueron bajos, no aumentaron los niveles de TNF-a y no hubo proteccion en los animales
vacunados (Simmons et al., 1998).

En un estudio previo se obtuvieron cepas de C. pseudotuberculosis con diferentes mutaciones
generadas a través del sistema de tramposon-TnFuZ, el cual interrumpe la secuencia de los genes, con
la insercién de secuencias tramposones en el genoma (Dorella et al., 2006b). La cepa CZ171053
mutada en el gen ciuA, que participa en la adquisicion de hierro, present6 una capacidad reducida para
sobrevivir in vitro dentro de los macrofagos de la linea celular J774, asi como indujo una respuesta de

produccién de inmunoglobulinas y citocinas en ratones BALB/c. La inmunizacién de ratones BALB/c
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con la cepa CZ171053, permitio la sobrevivencia del 80% de los animales desafiados con 10° UFC de
la cepa virulenta MIC-6 (Ribeiro et al., 2014). Estos resultados sugieren que esta cepa se podria usar
para el desarrollo de una vacuna viva atenuada para evaluar en los hospederos diana de la enfermedad.
Otro estudio permitié determinar el comportamiento de la respuesta inmune humoral y celular de
ratones BALB/c inoculados con 10" UFC de una cepa atenuada T1 (Vale et al., 2016). Los ratones
vacunados no mostraron lesiones caracteristicas de la enfermedad y el bazo fue recolectado para
estudios in vitro. El cultivo de las células del bazo de estos animales, una vez estimuladas in vitro con
antigenos secretados por T1, colectados del sobrenadante del cultivo, presentaron una mayor
proliferacion que las células estimuladas con antigenos intracelulares de T1 (Vale et al., 2016). Estos
resultados sugieren que los linfocitos fueron estimulados por la presencia de antigenos secretados,
(PLD y CP40), que se encuentran en altas concentracion en el sobrenadante del cultivo de C.
pseudotuberculosis (Paule et al., 2004). Se observé que la inoculacion experimental con T1 indujo un
aumento en el titulo de anticuerpos IgG, principalmente las subclases IgG1 e 1gG2. En consecuencia,
se encontro en el cultivo de las células del bazo una produccion significativa de IFN-y después de la
estimulacion con los antigenos secretados e intracelulares. En los animales no se detectd produccién
elevada de IL-4; sin embargo, en células estimuladas con antigenos intracelulares la produccion de esta
citocina fue cuatro veces mayor en comparacion con las estimuladas con antigenos secretados. Este
fendmeno puede deberse a que la suspensién de antigenos intracelulares presentan mayor cantidad de
proteinas estructurales y antigenos lipidicos que la suspension de antigenos secretados. Las citocinas
IL-10 e IL-12 aumentaron su concentracion en las células del bazo estimuladas con ambos antigenos,
siendo superiores los niveles alcanzados por las células estimuladas con los antigenos intracelulares.
La citocina IL-10 puede controlar la sintesis de IFN-y durante la infeccion, evitando asi la
sobrerreactividad Thl, mientras que IL-12 puede desencadenar mecanismos relacionados con la
proliferacion celular, produccion de IFN-y y el cambio a Thl que se requiere para prevenir la
diseminacion de patogenos intracelulares. En consecuencia, encontraron una mayor produccion de IL-
12 después de 60 dias, siendo los niveles mas altos detectados a los 120 dias en el cultivo de las células
estimuladas con ambos antigenos, lo que puede deberse a la persistencia de la infeccién. Algunos
estudios han demostrado que se requiere IFN-y, IL-10 e IL-12 para controlar las infecciones
persistentes causadas por bacterias intracelulares (Fortune et al., 2004). También se evaluo el

comportamiento de los productos intermediarios reactivos del nitrégeno, los cuales aumentaron sus
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niveles a los 120 dias post- inoculacion del cultivo, siendo mayor en las células estimuladas con los
antigenos internos (Vale et al., 2016). Resultados similares se obtuvieron en la produccion IFN-y a
partir de la tercera semana post-inoculacion con la cepa ATCC 1940, en el cultivo de células del bazo
de ratones ICR-JCL, previamente estimulados con cultivos totales de C. pseudotuberculosis

inactivados con formalina (Lan et al., 1999).

11.7.4. Vacunas de ADN

Los avances en las técnicas de biologia molecular han permitido el desarrollo de vacunas de nueva
generacion, dentro de las que se encuentran las vacunas de ADN desnudo. En estas vacunas se utiliza
un vector o plasmido que tiene la capacidad de replicarse en las células del organismo inmunizado y
ha este se le insertan los genes de interés que codifican para las proteinas inmunogénicas o factores de
virulencia del patégeno, frente a los que se quiere proteger al animal. Estas vacunas son solo de ADN,
no cuentan con envolturas o estructuras proteicas. Es muy importante la ruta de administracion, la
dosis, y la re-inmunizacion ya que son factores que influyen en la potencia y el tipo de respuesta
inmune. Aunqgue la mayoria de estas vacunas son inoculadas mediante inyeccion intramuscular o
intradérmica, se ha implementado el bombardeo de genes, donde las moleculas de ADN cubiertas con
nano particulas, son insertadas en las células. La desventaja de este tipo de vacuna radica en la
capacidad de expresar el antigeno de interés, ya que en la mayoria de los casos las particulas presentan
una baja capacidad de adsorcion y la cantidad de plasmidos que se introducen en las células es muy
limitado.

Estas vacunas también han sido estudiadas para la inmunizacion contra C. pseudotuberculosis. El
disefio de un plasmido portador del gen que codifica para el dominio extracelular de CTLA-4 bovino
fusionado al gen pld inactivado (boCTLA-4-HIg-APLD) se evalu6 como vacuna de ADN desnudo en
ovinos. EI CTLA-4 se une con alta afinidad al antigeno de membrana B7 en células presentadoras de
antigeno (APC), mejorando la respuesta inmune humoral. Aunque aumento el titulo de anticuerpos
significativamente, la proteccion de los ovinos inmunizados fue parcial ante el desafio experimental
con una cepa virulenta de C. pseudotuberculosis (Chaplin et al., 1999). Para determinar el sitio de
inoculacion mas eficiente para la administracion de esta vacuna de ADN, fueron evaluadas diferentes
vias de inmunizacion: intramuscular, subcutdnea y bombardeo con pistola génica. La vacuna

administrada por via intramuscular presentd mejores resultados con niveles de proteccion similares a
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los observados en vacunas proteicas, mientras que subcutanea y con pistola genética no protegié a las
ovejas contra el desafio bacteriano (De Rose et al., 2002).

También se probd una vacuna de ADN con el antigeno Hsp60 (plasmido pVAX1/hsp60), la cual fue
administrada por via intramuscular en ratones BALB/c. Esta fue capaz de inducir una respuesta elevada
de anticuerpos anti-hsp60 de tipo 1gG1 e 1gG2a, con una tendencia a respuesta Thl luego del dia 30 de
inmunizacion. Aunque origin6 una respuesta humoral significativa, todos los animales murieron luego
del desafio con la cepa virulenta MIC-6, por lo que esta vacuna no fue capaz de conferir una respuesta
protectora (Costa et al., 2011).

En otros experimentos se determind el potencial de una vacuna de ADN formulada en base al plasmido
pTARGET transformado con la proteina esterasa cp09720 (Brum et al., 2017). Esta proteina fue
previamente identificada como candidato vacunal en un anélisis del pan-genoma de las proteinas
secretadas por la bacteria (Santos et al., 2013). Esta vacuna de ADN se comparé con una vacuna de
subunidades a partir de la esterasa CP09720 obtenida por via recombinante adyuvada con hidroxido de
aluminio. Ambas se evaluaron en ratones BALB/c, siendo la vacuna de proteina recombinante la que
indujo mayor titulo de anticuerpos 1gG1 (asociado a respuesta Th2) e IgG2 (respuesta celular Thl), a
los 21 y 42 dias post -inoculacion. La respuesta inmune celular se analiz6 mediante la deteccion de la
expresion de los genes que codifican para IL-4, IL-10, IL-12 y IFN- y por PCR en tiempo real. Las dos
vacunas fueron capaces de aumentar la expresion de IFN-y; sin embargo, la vacuna de subunidades
con proteina esterasa cp09720 recombinante presento los niveles més altos de ARNm de IFN-y. La
expresion de las citocinas IL-4, IL-10 e IL-12 no aumentd en comparacion con el grupo control. Los
niveles de proteccion ante el desafio con la cepa virulenta MIC-6, para la vacuna de subunidades con
proteina esterasa cp09720 recombinante fueron de un 58.3%, mientras que la vacuna de ADN
pTARGET/ proteina esterasa cp09720 solo protegi6 al 16.6% (Brum et al., 2017).

11.7.5 Vacunas de Subunidades proteicas recombinantes

Las vacunas de subunidades contienen una combinacion de antigenos de diferente naturaleza como
lipopolisacaridos, extractos ribosémicos, proteinas recombinantes purificadas o péptidos sintéticos. En
estas vacunas se emplean moléculas completas o fragmentos responsables de la patogenicidad, sin el
empleo del microorganismo patogeno, evitandose el riesgo de desencadenar la enfermedad. Ademas

no se requiere del mantenimiento y cultivo en grandes escalas de microorganismos patégenos, como
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C. pseudotuberculosis el cual es zoondtico y puede afectar al hombre durante la produccion de las
vacunas. Estas vacunas no son muy inmunogénicas por lo que requieren en la formulacion del uso de
sustancias adyuvantes, que potencien la respuesta del sistema inmune (Jorge y Dellagostin, 2017).

La tendencia en la produccion de vacunas contra la LAC se ha re-direccionado al uso de antigenos
proteicos recombinantes en busca de mejorar la proteccion conferida por las vacunas. La proteina PLD
obtenida por via recombinante ha sido de las mas empleadas para el desarrollo de vacunas de
subunidades. Un grupo de investigadores del Reino Unido determing las potencialidades de una vacuna
a partir de 50ug de PLD obtenida por via recombinante (PLDr) en E. coli y su combinacion con
1.25x10% cells/mL de cultivos totales de C. pseudotuberculosis inactivados con formalina. En este
trabajo el grupo control fue vacunado con Glanvac 3 (Commonwealth Serum Laboratories (CSL) Ltd.,
Victoria, Australia), vacuna comercial con licencia de uso en el Reino Unido. Las vacunas se
administraron por via subcutanea, con un intervalo de 4 semanas entre la primera y segunda
inmunizacion y el desafio se realizd 2 semanas después de la segunda inmunizacion con 10* UFC de
una cepa de C. pseudotuberculosis virulenta. Los niveles més altos de anticuerpos fueron detectados
en los grupos inmunizados con la vacuna de proteina PLDr y la vacuna PLDr + células totales
inactivadas, en comparacion con los grupos vacuna de células totales inactivadas y Glanvac 3. En todos
los grupos con PLDr los niveles medios de 1gG anti-PLD alcanzaron su punto maximo antes de la
vacunacion de refuerzo, por lo que el componente de células enteras se considerd que no contribuyé a
la respuesta inmune humoral. Sin embargo, el empleo de otro sistema ELISA que utiliza células
completas como antigeno, si permitié identificar elevados niveles de anticuerpos en los grupos
vacunados con células totales inactivas y PLDr + células totales inactivas, no detectando anticuerpos
en los grupos PLDr y Glanvac3. Esto pudo deberse a que, en las formulaciones de células totales
inactivas, empleadas tanto para la vacuna como para el ELISA, hayan presentado una concentracion
de PLD muy baja. No se encontré evidencia de infeccion en ninguno de los animales inmunizados con
la vacuna PLDr y la vacuna PLDr + células totales inactivadas, incluyendo la resolucion de abscesos
en el sitio de inoculacion, solo desarrollados por esta Gltima (Fontaine et al., 2006). Estos resultados
implican que el empleo de PLD obtenida por via recombinante permite el desarrollo de una respuesta
inmune protectora, con una respuesta humoral mas rapida y elevada, en comparacion con la vacuna

Glanvac 3.
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En el 2009 se realizo la inmunizacion de ratones BALB/c con la proteina Hsp60 recombinante, la cual
indujo una respuesta elevada de 1gG anti-Hsp60, con una produccion de IgG1 significativamente mayor
que 1gG2a. La respuesta inmune células se comprobo a través de la deteccidn de citocinas, como
interferon gamma el cual se produjo en concentracion elevada, asi como IL-10, mientras que IL-4 no
aumentd significativamente. Esta vacuna no protegio a los animales desafiados con 10° UFC de una
cepa virulenta, los cuales experimentaron signos clinicos de la enfermedad, formacidn de abscesos y
la muerte al dia 12 post desafio. Por lo que esta vacuna a pesar de inducir una respuesta elevada del
sistema inmune, no confiere una respuesta inmune protectora, capaz de activarse ante la infeccidn con
una cepa virulenta (Pinho et al., 2009).

La combinacién de la proteina PLD obtenida por via recombinante junto a cultivos totales de C.
pseudotuberculosis biovar ovis y equi, inactivados con formalina, fueron empleados para la
inmunizacion de ovinos. En este trabajo se evaluaron en ovinos 2 formulaciones compuestas cada una
por 50ug de PLDr y 20mg de células inactivadas ya sea biovar ovis para vacuna 1y biovar equi para
vacuna 2. El esquema de vacunacion incluyé una re-inmunizacion a las 3 semanas Yy el desafio se
realiz6 con 2 x10% UFC de una cepa biovar ovis virulenta aislada de animales locales. La deteccion de
los niveles de anticuerpos anti-PLD mediante ELISA permitié ver que los animales vacunados
presentaron un aumento de IgG después de la segunda dosis de refuerzo, pero luego del desafio se
produjo una ligera disminucién en la DO, aunque los niveles se mantuvieron elevados por encima del
valor de corte durante 20 semanas. No se observaron lesiones en nodulos linfaticos externos e internos,
en comparacion con el grupo control no vacunado donde el 80% de los animales presentaron
manifestaciones de la enfermedad. Ambas vacunas fueron capaces de proteger a los animales ante el
desafio con una cepa virulenta. En este trabajo por primera vez se inmunizan ovejas con una cepa
biovar equi en combinacion con PLD obtenida por via recombinante (Moussa et al., 2016b).
Diferentes formulaciones se evaluaron en ratones BALB/c, combinando proteinas rCP09720 (esterasa)
0 rCP01850 (proteina L14 de unién a la subunidad 50S) y la rPLD obtenidas por via recombinantes.
En este estudio las tasas de supervivencia después del desafio fueron de 30% (rPLD), 40% (rPLD +
rCP09720) y 50% (rPLD + rCP01850). La combinacion de rCP01850 con rPLD confirié proteccion al
50% de los animales desafiados con una cepa virulenta, con un aumento significativo en los niveles de

IgG2. También la vacuna fue capaz de inducir una respuesta inmune celular aumentando
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significativamente los niveles de INF-y y TNF-a, mientras que la produccion de 1L-4 e 1L-12 no fue
detectada (Silva et al., 2018).

Recientemente se empled una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis BCG (Bacillus-Calmette-
Gueri) para la expresion de PLD recombinante en el plasmido pUS2000. El sistema no fue eficiente
para la expresion elevada de la proteina PLD, pero fue efectivo para la vacunacion y proteccion en un
modelo murino. La inmunizacion de ratones BALB/c con 106 UFC de M. bovis pUS2000/PLD para la
expresion de PLD, asi como con M. bovis pUS2000/PLD+ 50ug de PLDr purificada y la cepa M. bovis
sin modificar, indujo una produccion de anticuerpos elevada en comparacién con el control negativo
(100uL de Na CI 0.9%), pero sin diferencias significativas entre los grupos vacunados. Esto se debe a
que la cepa M. bovis por si sola es capaz de inducir una respuesta inmune humoral y celular elevada.
Sin embargo, después de 42 dias de inmunizacion, ante el desafio con 2 x 10* UFC de la cepa virulenta
MIC-6, el grupo vacunado con M. bovis pUS2000/PLD experimento un aumento significativo en los
niveles de IgG en comparacion con el resto de los grupos. La respuesta inmune celular se evalué
midiendo los niveles de produccion de IFN-y e IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de células de
bazo de los animales vacunados, tras ser estimuladas con 8ug/mL de PLDr. Los niveles de IFN-y
detectados para el grupo M bovis no modificada fueron de 365pg/mL, mientras que en el cultivo de las
celulas de animales vacunados M. bovis pUS2000/PLD fueron de 420pg/mL y de 498pg/mL en las
células del grupo que recibi6 una reactivacion de la vacunacion con 50ug de PLDr purificada. Para el
caso de la IL-10 las células del grupo control produjeron 252pg/mL, las del grupo vacunado con M.
bovis pUS2000/PLD 1317pg/mL y en el cultivo de las células del grupo vacunado con M. bovis
pUS2000/PLD+ PLDr fue de 590pg/mL. El nivel de proteccion conferida por estas formulaciones fue
del 88% en los animales vacunados con M. bovis pUS2000/PLD+ 50ug de PLDr, de un 77% para el
grupo M. bovis pUS2000/PLD y del 66% para el grupo M. bovis no modificado. La respuesta inmune
protectora generada por esta vacuna de células enteras de M. bovis BCG modificada para expresar
PLD, podria originar la activacion de varias poblaciones de células T, debido a la variedad de antigenos
(lipidos, proteinas y carbohidratos) de la formulacion. Luego la re-inmunizacion con 50ug de la PLD
obtenida via recombinante estimula el aumento en la proliferacién de células T especificas para este
antigeno en particular (Leal et al., 2018).

Las vacunas de subunidades también se han desarrollado empleando la proteina CP40 obtenida por via

recombinante. En 1994 fue identificada CP40 en el sobrenadante de cultivo de C. pseudotuberculosis,
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siendo co-purificada junto con la toxina PLD durante la preparacion de vacunas inactivadas. La
preparacion de las vacunas de PLD a partir de sobrenadantes de cultivo de C. pseudotuberculosis
habitualmente contienen otros antigenos bacterianos indefinidos que podrian estar contribuyendo con
la respuesta inmune protectora. La proteina CP40 fue identificada a través de ensayos de inmunoblot,
donde se observd que los sueros de animales vacunados con Glanvac podian reconocer de manera
intermitente esta proteina, lo que sugiere que estaba presente en algunos lotes de vacuna. En un estudio
experimental en ovejas, la inmunizacion con 100pg de CP40 recombinante protegio al 82% de los
animales, con una disminucion de las lesiones pulmonares en el 98% de los animales. No se encontro
relacién entre la disminucion en el desarrollo de lesiones pulmonares y el titulo de anticuerpos, por lo
que se asumid que la respuesta celular fue la responsable de la proteccién ante la infeccién. En este
caso los anticuerpos anti-CP40 podrian estar involucrados en la proteccion a través de mecanismos
indirectos, como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. El suero de los animales vacunados
se analiz6 mediante inmunoblot, mostrando una fuerte respuesta de anticuerpos especifica, restringida
a la proteina de 40 kDa (Hodgson et al., 1994).

Posteriormente se realiz6 la evaluacion comparativa de cuatro formulaciones vacunales, que utilizaron
como inmundgenos la proteina CP40 recombinante y la cepa CP09, atenuada mediante mutagénesis
inducida. Estos candidatos se evaluaron de manera combinada y por separado, para determinar su
capacidad inmunoprotectora ante el desafio con 10* UFC de la cepa virulenta MIC-6 en un modelo
murino. La cepa viva atenuada de C. pseudotuberculosis CP09 en una concentracion de 108 UFC, no
fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en los animales vacunados, ni desafiados. Los
animales vacunados con CP40r, asi como la combinacion de la cepa atenuada CP09 + CP40r y el grupo
con una dosis de CP40r seguido de una re-inmunizacion con la cepa CP09, presentaron un aumento
significativo en el titulo de anticuerpos IgG1, a los 30 dias post-inmunizacion. Estas diferencias
significativas se mantuvieron luego del desafio, excepto para el grupo inmunizado con CP40r donde
no se observo un aumento ni diferencias significativas en los niveles de 1gG1 a los 45 o0 60 dias. Sin
embargo, estos grupos luego del desafio experimentaron un aumento significativo en los niveles de
IgG2, siendo el maximo alcanzado por los animales inmunizados con CP40r. El isotipo 1gG2 se
encuentra relacionado con una respuesta celular de Thl, células involucradas principalmente en la
inmunidad contra patdgenos intracelulares, activacion de macréfagos y células T citotoxicas,

produccidén de opsonizacion y activacion del complemento. La formulacién a base de CP40r protegio
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al 90% de los animales ante el desafio con la cepa virulenta, seguido del grupo vacunado con la cepa
atenuada CP09 + CP40r con un 70%, mientras que la vacunacion con CP40r seguido de la
inmunizacion con CP09 solo protegid al 60% y la cepa CP09 solo al 50%. Estos resultados indican que
las formulaciones con la proteina CP40 recombinante fueron mas eficientes en la proteccion asociada
a una respuesta celular Thl, en ausencia de un perfil Th2 después del desafio (Silva et al., 2014).

Otro grupo de investigadores realizé la evaluacion en ratones BALB/c de una vacuna de subunidades
de CP40 recombinante con diferentes adyuvantes, saponina o adyuvante completo de Freud (ACF).
Luego de 40 dias de la Gltima inmunizacion se realizd el desafio con 10* UFC de la cepa virulenta C57.
No se detectaron niveles significativos de anticuerpos IgG1 en ninguno de los grupos vacunados o
control. Los animales inmunizados con CP40r / saponina mostraron valores elevados en los niveles
completos de anticuerpos anti-CP40r IgG y de las subclases 19G2a, 1gG2b e IgG3, con diferencia
estadisticamente significativas con respecto al grupo control al dia 60 después de la inmunizacién. El
grupo vacunado con CP40r / ACF mostré una diferencia significativa en los niveles completos de 1gG,
IgG2a e 1gG2b en el dia 30 después de la inmunizacién. La produccion de anticuerpos 1gG2b fue
significativamente diferente a partir del dia 30, con produccién estable junto a 1gG3 en el dia 60
después de la inmunizacién. Las subclases 1gG2a e 1gG2b se consideran los mediadores méas potentes
para la modulacion adecuada de una respuesta inmune, tipo Th1l, mientras que IgG1 e IgG3 estan
relacionada con la respuesta Th2, la respuesta humoral y las reacciones alérgicas. Luego del desafio
hubo un aumento en el titulo de anticuerpos en el grupo vacunado con CP40r / saponina al dia 30, asi
como en el grupo vacunado con CP40r / ACF, no mostrando diferencias estadisticas significativas entre
los grupos. Ambas formulaciones vacunales protegieron al 100% de los animales desafiados, a
diferencia del grupo control negativo. Los resultados sugieren una tendencia hacia una respuesta de
Th1, mientras que los isotipos asociados a respuestas de tipo Th2, como 1gG1 e 1gG3, no se detectaron
0 reaccionaron menos a la proteina recombinante. La reactividad y la produccién de isotipos especificos
para IgG2a, 1gG2b e 1gG3 se asocian con la accion de las citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, que
activan las células B modificando la cadena pesada de la inmunoglobulina. EIl uso de diferentes
adyuvantes no influy6 en la respuesta de anticuerpos; sin embargo, en conocido que el adyuvante de
Freud es toxico en ovejas por lo que la saponina podria ser empleada obteniéndose los resultados

similares. Ademas, se ha demostrado que la saponina estimula la proliferacion de linfocitos T CD8*
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citotoxicos. La proteina CP40 recombinante fue capaz de generar una respuesta inmune humoral y
celular (Droppa-Almeida et al., 2016).

Las investigaciones mas recientes se han enfocado en la identificacion de nuevas moléculas implicadas
en los mecanismos de patogenicidad y virulencia de la bacteria (Galvao et al., 2017; Raynal et al.,
2018; Sobrinho-Santos et al., 2018), para su posterior evaluacion como candidatos vacunales. Hasta la
fecha los resultados mas alentadores se han obtenido con formulaciones a base de la exotoxina PLD o
la endoglicosidasa CP40, obtenidas por via recombinante. Cabe destacar que estas moléculas no se han
evaluado en una misma formulacion, lo cual favoreceria la respuesta inmune humoral y celular, en base

a sus capacidades individuales anteriormente comprobadas.

11.8 EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN E. coli

El desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante y la optimizacion de los bioprocesos ha permitido
la obtencion de proteinas heterélogas con fines farmacoldgicos, industriales e investigativos. Las
proteinas recombinantes u heter6logas son aquellas cuya sintesis tiene lugar en organismos distintos al
nativo, producto de la manipulacion genética. EI empleo de sistemas para la expresion de proteinas
heter6logas resulta una manera conveniente para obtenerlas en grandes cantidades y con caracteristicas
similares a la proteina nativa (Guevara-Hernandez et al., 2013). Purificarlas a partir de sus fuentes
naturales requeriria generalmente de la implementacion de metodologias complejas y especificas, lo
cual seria costoso. Ademas, permite evitar el riesgo de manipulacion de grandes volumenes de
microorganismos patégenos (Guevara-Hernandez et al., 2013; Gonzalez y Fillat, 2018).

El sistema de expresion lo conforman el organismo hospedero y el vector o plasmido de expresion que
contiene los elementos génicos, formando ambos la maquinaria para la transcripcion y traduccién del
gen de interés. El sistema de expresion dptimo dependera del origen bioldgico y las propiedades de la
proteina de interés, las caracteristicas de crecimiento del hospedero, los niveles de expresion y la
localizacion celular de la proteina, la existencia de modificaciones post-traduccionales, la actividad
bioldgica de la proteina, asi como el costo econdmico de todo el bioproceso (Gonzalez y Fillat, 2018).
Los plasmido o vectores son moléculas de ADN circular por lo general de origen bacteriano que
constan con un origen de replicacién, el promotor, el sitio de unién al ribosoma, el sitio maltiple de
clonaje donde se inserta la secuencia codificadora, terminadores de la transcripcion, asi como

marcadores de resistencia a antibioticos que facilitan la seleccion de los clones recombinantes y
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garantizan la estabilidad del plasmido en el hospedero mediante el cultivo en un medio selectivo
(Sambrook et al., 2012).

La bacteria Gram negativa Escherichia coli es el organismo procariota mas extensamente utilizado
para realizar manipulaciones genéticas y para la produccion industrial de proteinas de interés
terapéutico o comercial. Comparado con otros sistemas de expresion establecidos, E. coli ofrece
ventajas como: crecimiento a expensas de fuentes de carbono baratas, una rapida acumulacion de
biomasa, fermentaciones que alcanzan altas densidades celulares en un proceso simple y corto.
Ademas, su larga historia como sistema modelo ha derivado un amplio conocimiento sobre su
fisiologia y genoma; y en consecuencia se han desarrollado muchas herramientas de ingenieria
cromosomica que facilitan la clonacion de genes y su expresion (Gonzalez y Fillat, 2018).

La cepa E. coli BL21 (DE3) es muy empleada en el &mbito industrial debido a que carece de las
proteasas Lon y Omp-t, lo cual reduce considerablemente la degradacion de la proteina recombinante
en la bacteria. También produce bajas cantidades de acetato, subproducto metabdlico altamente
indeseable en la produccion de proteinas recombinantes. Esta cepa contiene el profago ADE3 que
transporta el gen de la T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5, inducible por IPTG
(Phue et al., 2005; Li et al., 2014). El sistema de expresion T7 se basa en el uso de la ARN polimerasa
y el promotor del bacteriéfago T7. Esta ARN es menos compleja, se compone por una sola subunidad
y es capaz de realizar todo el proceso de transcripcion, como su homologa en organismos superiores.
Los plasmidos pET presentan el sistema T7 acoplado y se han empleado para la obtencidn de proteinas
con una elevada expresion y rendimiento. Para expresar el gen de interés en este sistema es necesario
una fuente de T7 ARN polimerasa en la célula hospedera, lo que se logra con el uso de la cepa de E.
coli BL21 (DE3). La T7 ARN polimerasa no reconoce los promotores de E. coli, solo reconoce su
promotor T7, el cual a su vez no es reconocido por las ARN polimerasas de la bacteria. Esta enzima es
capaz de transcribir los genes cinco veces mas rapido que la ARN polimerasa de E. coli. El gen que
codifica la T7 ARN polimerasa presente en la cepa BL21 (DE3) esta bajo el control del promotor
lacUV5, por lo que su expresion es basicamente controlada por los mismos mecanismos del operdn
lactosa. El promotor Lac se reprime en presencia de glucosa y se induce en presencia de lactosa o su
analogo isopropil-tiogalactosido (IPTG) el cual es muy eficiente y ampliamente utilizados a escala de
laboratorio (Studier et al., 1990; Studier et al., 2005; Angius et al., 2018).
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El procedimiento para obtener la proteina recombinante consiste en introducir el gen que codifica para
la proteina de interés en un vector de expresion (plasmidos, virus, cosmidos) a través de un proceso de
ligazon, seguido de la transformacién del organismo hospedero con la construccion génica de interés
(Sambrook et al., 2012). El gen se obtiene mediante amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando ADN gendémico o ADN complementario (ADNc) mediante la
transcripcion reversa del ARN mensajero de interés. Posteriormente se utilizan enzimas de restriccion
para generar el sitio especifico donde se va a insertar el ADN en el vector de expresion. En caso de ser
necesario, los sitios para el reconocimiento de las enzimas de restriccion se pueden introducir en los
cebadores que se emplean para la amplificacién del gen mediante PCR. Luego se realiza la reaccion
de ligazon donde se une el gen de interés al plasmido mediante la accion de una enzima ligasa. Lo
siguiente es la transformacion de la cepa de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido recombinante, ya sea
por método quimico con CaCl, o mediante electroporacion, los cuales permeabilizan la membrana y
favorecen la entrada del material genético a la célula. El crecimiento bacteriano se estimula con medio
Luria Bertani (LB) y al llegar a la fase exponencial (densidad dptica del cultivo entre 0.6-0.8 a 600 nm)
se afiade el inductor. La adicion del IPTG al medio induce la expresion de la T7 ARN polimerasa y
consecuentemente la del gen de interés, ya que este inductor remueve el represor lac del operador lacO.
El gen que codifica el represor lac esta presente en el cromosoma bacteriano, con lo que se garantizan
altas concentraciones del represor en la célula. Esto hace que en condiciones normales la enzima no se
exprese 0 se exprese muy poco (Studier et al., 2005; Gonzélez y Fillat, 2018). Las proteinas expresadas
por via recombinante pueden ser dirigidas hacia el citoplasma, periplasma o medio extracelular (medio
de cultivo).

En bacterias resulta dificil la secrecion al medio extracelular de grandes cantidades de la proteina
recombinante, por tal motivo en presencia de altos niveles de expresion es frecuente la formacién de
agregados insolubles en el citoplasma denominados cuerpos de inclusion. Para la purificacion de las
proteinas el primer paso es la ruptura celular, la cual se puede llevar a cabo empleado medios mecanicos
0 quimicos. Si la proteina se encuentra soluble en el citoplasma se aplican directamente métodos
cromatografos para su obtencion. En el caso de proteinas insolubles, que se encuentran formando
cuerpos de inclusion es necesario el uso de agente caotropicos, que tienden a desnaturalizar la proteina,
siendo necesaria posteriormente la implementacion de técnicas de re-naturalizacion. Uno de los

métodos empleado para la purificacion de proteinas es el uso de marcadores de afinidad. Esta técnica
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consiste en la adicién a las proteinas de una cola de poli-histidina que permite la purificacion de esta
por medio de cromatografia de afinidad por iones metalicos (IMAC). Estos métodos permiten la
obtencidn de la proteina recombinante en grandes concentraciones y con un elevado grado de pureza.
La proteina PLD ha sido obtenida por via recombinante en E. coli con el empleo de diferentes sistemas
de expresion. El clonaje por primera vez del gen que codifica para esta proteina se realizé en el vector
pUC12 en la cepa E. coli DH5a y mediante ensayos de Southern blot fue identificada la secuencia del
gen insertado en el plasmido (Hodgson et al., 1990). Luego en otro trabajo para la obtencién de PLD
inactivada mediante mutagénesis sitio especifica, se utilizo el sistema E. coli DH5a y el plasmido
pTZ18U, sequido de la identificacidn de la expresion mediante electroforesis en SDS-PAGE y Western
blot (Hodgson et al., 1994). Otros investigadores han empleado el plasmido pAE para la expresion de
PLD en celulas E. coli BL21 (DE3). La expresion de la proteina recombinante es analizada por SDS-
PAGE al 12% tefildo con azul Coomassie y Western blot con anticuerpo monoclonal anti-6x His y la
purificacion se ha realizado por cromatografia de afinidad a quelatos metalicos (Leal et al., 2018; Silva
etal., 2018).

Por otra parte, la proteina CP40 se obtuvo por via recombinante con el plasmido pBE12GEX2
utilizando E. coli XL1-Blue. En este estudio la proteina se expresé en un 15% de las proteinas totales
y fue obtenida del sobrenadante del cultivo (Walker et al., 1994). También se empleé el plasmido pAE
y la cepa de E. coli BL21 (DE3) para su expresion con 1Mm de IPTG. En este estudio se emple6 un
sistema de purificacion de cromatografia de afinidad, utilizando la columna HisTrapTM HP (GE
Healthcare, USA) (Silva et al., 2014). El sistema de expresién de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido
PAE, fue empleado por Droppa et al., (2016) para la obtencion de CP40. La expresion de la proteina
se confirmd mediante Western blot usando anticuerpo monoclonal anti-histidina conjugado con
peroxidasa (Sigma, USA). La purificacion se realiz6 por cromatografia de afinidad en una columna de
niquel sepharose HisTrapTM (GE). La pureza se determind mediante SDS-PAGE al 12%, y la
concentracion se determino con un kit BCA (PIERCE) (Droppa-Almeida et al., 2016). Las proteinas
obtenidas por via recombinantes pueden ser empleadas en vacunas y medios diagnésticos. Brindan una
alternativa viable y facil de escalar, con bajos costos de produccion, asi como permiten la elaboracién

de vacunas inocuas, a partir de antigenos especificos y altamente puros.
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11.9 VACUNOLOGIA INVERSA, HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS.

La inmuno-informatica ha emergido como un campo importante que actia como una interseccion entre
la inmunologia experimental y los enfoques computacionales. Una de las aplicaciones que se ha
derivado de esta area es la vacunologia inversa. Esta analiza el genoma o las secuencias de aminoacidos
con el objetivo de identificar proteinas o péptidos con potencial inmunogénico. Estas herramientas
bioinformaticas representan una ventaja ya que permiten obtener resultados basado en el uso de
programas predictivos, antes de evaluar experimentalmente las proteinas o péptidos, evitando el uso
de animales de experimentacion en las primeras etapas del disefio de las vacunas, asi como un ahorro
significativo en tiempo y gastos de la investigacion.

Los estudios de vacunologia inversa se enfocan en el analisis in silico primero del proteoma usando
predictores genéticos y luego del andlisis de las caracteristicas de cada proteina por separado
(Goodswen et al., 2014; Flower et al., 2015). Estas estrategias fueron utilizadas por primera vez en la
prediccién de antigenos para el desarrollo de una vacuna contra Meningococcus serogrupo B
(Christensen et al., 2013).

Los criterios de seleccion de posibles candidatos vacunales para el disefio de vacunas varian en
dependencia del patdgeno. Para la identificacion de proteinas con potencial inmunogénico se deben
tener en cuenta las caracteristicas y propiedades que influyen de manera positiva en la activacién del
sistema inmune. Existen diferentes tipos de programas que permiten la identificacion y prediccion de
caracteristicas como estructura, adherencia, fusion, antigenicidad, unién a MHC clase 1 y 11, secuencias
de unioén a proteosomas, asi como activadores de linfocitos B y T. La localizaciéon celular es una de las
caracteristicas a tener en cuenta ya que la mayoria de las proteinas antigénicas son aquellas que estan
mas expuestas en el hospedero y pueden ser rapidamente reconocidas por el sistema inmune, como
proteinas secretadas, proteinas expuestas a la superficie o proteinas de membrana (Dalsass et al., 2019).
La capacidad de union y presentacion en el contexto MHC clase | y Il permite identificar qué tipo de
respuesta inmune estara favorecida. Los factores de virulencia son los principales candidatos y a
menudo los genes que los codifican se encuentran en islas de patogenicidad compartidas y conservadas
por diversas cepas. La obtencion de resultados satisfactorios depende de la precision en la prediccion
de antigenos y para ello existen diversos programas informaticos que facilitan este proceso
(Doytchinova y Flower, 2007; Singh et al., 2017; Droppa et al., 2018).
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Los programas de prediccion pueden ser de dos tipos, de acuerdo con sus enfoques algoritmicos. Los
de tipo de arbol de decisiones o "filtrado™ y los de aprendizaje computacional automatico o
"clasificatorios". Los programas de tipo de arbol de decisiones o filtrado se basan en diagramas de flujo
donde las secuencias de las proteinas del patdgeno se evallan ante una serie de condiciones o filtros
hasta un subconjunto donde se identifican como posibles candidatos para la vacuna. Los filtros
corresponden a caracteristicas de las proteinas que se puede medir directamente, como el peso
molecular, o caracteristicas predichas por un programa computacional, como la localizacion sub-
celular o la probabilidad de ser una proteina de adhesion. La desventaja con los programas que utilizan
este tipo de algoritmo es que en cada paso de clasificacion van eliminando posibles candidatos.

Los programas de aprendizaje computacional automatico o "clasificatorios™ utilizan enfoques o
modelos estocasticos como maquinas de vectores de soporte, redes neuronales artificiales o0 modelos
ocultos de Markov, para predecir la calidad de unién o enlace de la secuencia en estudio. Estos enfoques
intentan refinar el modelo de prediccion ajustando parametros teniendo en cuenta la informacion de
secuencias posibles candidatos o no, proporcionadas por una coleccién conocida que se emplea para
entrenar el modelo. Estas aplicaciones de aprendizaje automatico no descartan proteinas, como las
herramientas de arbol de decision, clasificando todo el conjunto de proteinas de entrada por su
probabilidad de ser un candidato vacunal. Esto resulta muy Gtil para los ensayos confirmatorios
preclinicos, ya que se puede comenzar con los candidatos mas prometedores clasificados en las
primeras posiciones. Las herramientas de aprendizaje automatico difieren entre si del tipo de algoritmo
de clasificacion por la cantidad de caracteristicas que miden y el tamafio y variedad de proteinas que
constituyen el conjunto de entrenamiento (Michalik et al., 2016).

El programa Vaxilen (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxilJen) fue la primera
herramienta bioinformatica confiable para la prediccion de proteinas con capacidad antigénica en
bacterias, virus, células tumorales y posteriormente parasitos y hongos (Doytchinova y Flower, 2007;
Doytchinova y Flower, 2008). El programa es entrenado con mdltiples secuencias conocidas de
antigenos inmunoprotectores y no protectores, que sirven como referencia para la prediccion. La pagina
de resultados informa la probabilidad de que la proteina (como una fraccion de unidad) sea antigénica
0 no (antigeno probable o antigeno no probable). ElI programa tiene en cuenta tres propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos que componen la proteina como hidrofobicidad, tamafio molecular

y la polaridad. A cada propiedad de los aminoacidos se le asigna una variable z, y luego las cadenas o
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secuencias de aminoacidos que conforman la proteina son convertidas en vectores uniformes a través
de covarianza cruzada automatica. Las variables relevantes son seleccionadas por algoritmo genético
0 por etapas de regresion y finalmente clasifican a la proteina como antigeno protector o no, mediante
andlisis basado en el calculo de minimos cuadrados parciales (Zaharieva et al., 2017). Para la
prediccion de proteinas antigénicas de origen bacteriano presenta un 80% de precision, 79%
sensibilidad y 81% de especificidad (Doytchinova y Flower, 2007). El programa considera a partir del
valor de score (corte) fijado, en adelante, que la proteina presenta actividad antigénica. Esta
herramienta ha sido empleada en investigaciones veterinarias en la deteccion de antigenos para el
disefio de vacunas contra Brucella spp., Histophilus somni, Pasteurella multocida, Pajaroellobacter
abortibovis, Leptospira interrogans, Bordetella bronchiseptica, Anaplasma marginale y C.
pseudotuberculosis (Zaharieva et al., 2017).

Las herramientas para identificar epitopos de células B se dividen en aquellas que dependen de la
informacidn de la estructura primaria e identifican epitopos continuos, lineales, asi como las que
dependen de informacion de la estructura secundaria y predicen epitopos discontinuos o estructurales.
El primer grupo de herramientas realiza la prediccion teniendo en cuenta un conjunto de descriptores
como atributos fisicoquimicos, accesibilidad superficial y composicion de aminoéacidos. En general
rinden precisién para epitopos continuos (lineales), pero son menos eficientes en la identificacion de
epitopos discontinuos. Para superar esta deficiencia se ha incoorporado a los programas calculos de
prediccion incluyendo informacidn de estructura secundaria, accesibilidad de superficie calculada y/o
indices de protuberancia, ademas de informacion sobre la estructura tridimensional de la proteina y la
estructura de complejos antigeno BCR conocidos. Ejemplos de herramientas basadas en secuencias
lineales son BepiPred, ABCpred, BEST y para la prediccion basada en estructura se utilizan programas
como BepiPred 2.0, ElliPro, Paratome, PEPOP y BEEPro (Soria-Guerra et al., 2015; Michalik et al
2016; Zaharieva et al., 2017; Jespersen et al., 2017).

Existen interfaces web que permiten realizar pruebas exhaustivas de sus predicciones y analisis en
funcién de sus bases de datos (Singh et al., 2010). La pagina web IEDB (por sus siglas en inglés,
Inmune Epitope Database and Analysis Resource) proporciona una compilacion actualizada
regularmente, de epitopos vinculantes y sus afinidades. Constituye una herramienta de prediccion
accesible a través de una unica intuitiva interfaz web, que incorpora diferentes programas y algoritmos

para la caracterizacion general de una proteina o secuencia. Permite la identificacién de epitopos
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antigénicos, con mayor probabilidad de exposicion a superficie, de union a anticuerpos, de union a
MHC | y MHC Il para activacion de células T (Fleri et al., 2017).

Vaxign es un sitio web disefiado para la prediccion de moléculas con potencial inmunogénico basados
en secuencias de genomas. Fue evaluado y estandarizado para la prediccion de candidatos a vacunas
contra Escherichia coli uropatdgena (He et al., 2010). El programa emite un criterio en funcion de la
evaluacion de diversas propiedades de la proteina. Vaxign predice la ubicacion subcelular de la
proteina, la presencia de hélices de transmembrana, probabilidad de adhesion, secuencias conservadas
en proteinas de humanos y/o proteinas de raton, secuencia de exclusion en el genoma de cepas no
patdgenas y epitopos que se unen a MHC clase | y clase Il. También realiza la prediccion basada en el
previo entrenamiento con otras secuencias. La base de datos pre-calculada de Vaxign contiene
predicciones de vacunas para mas de 70 genomas (Ong et al., 2020).

Numerosos estudios de vacunologia inversa se han realizado para la prediccion de antigenos
inmunogénicos de C. pseudotuberculosis. El estudio in silico del pan-exoproteoma de C.
pseudotuberculosis se realizd con las cepas 1002, C231, 119, FRC41 y PAT10 (Santos et al., 2012).
En este trabajo se aplicd la vacunologia inversa para analizar la secuencia del pan-genoma y la
identificacion de genes expresados en el ciclo de vida del patdgeno. Todos los marcos de lectura
abiertos (ORF) derivado de la secuencia del genoma se evaluaron usando un programa computacional
para determinar su habilidad como candidatos a vacunas, prestando especial atenciéon a los que
codifican proteinas exportadas, ya que son esenciales en las interacciones hospedero-patdégeno (Santos
etal., 2012).

Otro andlisis de vacunologia inversa con los programas Surf+ y Vaxign se realiz6 para predecir nuevos
antigenos que pueden ser empleados en el desarrollo de vacuna con ambos tipos de biovar ovis y equi
(Soares et al., 2012). Este mismo grupo de investigadores en el 2013 realiz6 el estudio del pan-genoma
de 15 cepas aisladas de hospederos y origenes geogréficos diferentes. EI pan genoma se compone de
tres partes: genoma central, genoma accesorio y genes especificos de cepa. El genoma central esta
compuesto por genes que comparten todas las cepas analizadas en el estudio. Por lo general, los genes
centrales codifican productos que son responsables de los aspectos basicos de la vida del organismo,
como los procesos de replicacion, transcripcion, traduccion y mantenimiento de homeostasis celular,
haciéndolos objetivos adecuados para el desarrollo de vacunas (Tettelin et al., 2008; Raoult et al.,

2015). Los resultados del trabajo revelaron estrechas relaciones entre las diferentes cepas de
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corinebacterias evaluadas, el comportamiento clonal de C. pseudotuberculosis y aumentos lentos en el
tamano de los pan-genomas (Soares et al., 2013).

Diferentes proteinas identificadas como posibles factores de virulencia SpaC, SodC, NanH y PknG han
sido analizadas usando inmunoinformaética, con el programa VaxiJen. En este trabajo se descubri6 que
SpaC, PknG y NanH presentan mejor potencial para el desarrollo de una vacuna que SodC (Santana et
al., 2016). Mediante un andlisis de prediccion de epitopos con la pagina web IEDB se determinaron
posibles secuencias de la proteina CP40, que pueden ser reconocidas con mayor eficiencia por los
anticuerpos. En este trabajo de un total de 184 epitopos evaluados se identificaron 6 péptidos con mayor
potencial inmunogeénico. También en este estudio se determinaron las interacciones que se producen
entre la proteina CP40 con el receptor tipo Toll (TLR-2). Estos receptores forman parte del sistema
inmune innato, son moléculas de transmembrana que participan en el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs), activando el sistema inmune. La activacion de estos
receptores induce respuesta inflamatoria en leucocitos de linaje mieloide y sefiala la via del sistema
inmune NF-kB. Los TLR también aumentan la produccion de moléculas co-estimuladoras como CD80,
CD86, CD40, que se encuentran en la superficie de las células presentadoras de antigenos, siendo
necesarias para la activaciéon de Linfocitos T por parte de las células dendriticas y macrofagos. Se
demostré que los 6 péptidos con potencial inmunoestimulante son capaces de interactuar con el
receptor TLR2. Este estudio in silico plantea el potencial que presenta la proteina CP40 para interactuar
con el receptor TLR2, lo que le confiere capacidad para activar la respuesta inmune celular (Droppa-
Almeida et al., 2018).

Otro analisis de vacunologia inversa permitié identificar las caracteristicas inmunoprotectoras de
proteinas que se activan para la defensa de C. pseudotuberculosis ante condiciones de estrés ambiental.
Mediante el empleo de los programas Vaxign y VaxiJen se identificaron la localizacion celular
(membrana citoplasmatica) y la capacidad antigénica (a partir de 0.4) de las proteinas CopC de
resistencia a cobre (copC= antigenicidad= 0.85), YkuE metalofosfosterasa (ykuE=0.40), NADH
deshidrogenasa (ndh=0.48), MtrB sensor histidina quinasa (mtrB=0.54), FtsL proteina de union a
penicilina (ftsl=0.64), SenX3 histidina-quinasa de transduccion de sefiales senX3=0.61) (Araujo et al.,
2019).

La influencia de diferentes condiciones de estrés (alto contenido de hierro, bajo contenido de hierro,

6smosis y pH) se evaluaron en la expresion de los genes en C. pseudotuberculosis. Utilizando redes de

62



Obtencién y caracterizacién de las proteinas recombinantes PLD y CP40, factores de virulencia de
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis con potencial inmunogénico

Revision bibliografica

co-expresion para la identificacién de genes causales basado en datos de secuencia de ARN-seg,
mediante un algoritmo de inferencia de red consenso llamado miRsig y la herramienta miRinfluence,
se identificaron los genes causales o influyentes de la red. Los resultados indicaron que mas del 50%
de los genes identificados como influyentes estan involucrados en funciones celulares. Por otra parte,
en la mayoria de las cepas analizadas, los genes causales tienen roles en procesos asociados con la
respuesta a tensiones extracelulares, patogenicidad, componentes de la membrana y genes esenciales
(Franco et al., 2020).

La comparacion entre los programas NERVE, Vaxign, VaxiJen, Jenner-predict, Bowman-Heinson, y
VacSol, para la identificacion de antigenos bacterianos protectores (ABP) con capacidad conocida,
permitio establecer que ninguno de los programas fue capaz de identificar al 100% el mismo conjunto
de antigenos ABP probados. Las listas de proteinas candidatas establecidas por cada programa no fue
similar ya que estos sugieren los posibles candidatos de acuerdo a diferentes algoritmos o patrones de
seleccién (Dalsass et al., 2019). Estos resultados indican que se requiere de una mejora en la precision
de las herramientas bioinformaticas existentes, con el apoyo de la expansion de las bases de datos y la
incorporacion de datos negativos provenientes de evaluaciones experimentales. También sugiere que
la combinacién de diferentes programas predictivos puede ampliar el rango de moleulas a considerar
posibles candidatos, y que aquellas que sean clasidicadas por diferentes algoritmos tienen mayor

probabilidad de ser las mas inmundgenicas.
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1. JUSTIFICACION

En los ultimos afios la ovinocultura mexicana se ha fortalecido de manera considerable, incrementando
el numero de unidades de animales a 8 749 589 millones, con distribucion principalmente en los Estado
de México, Hidalgo, Zacatecas, Oaxaca, San Luis Potosi, Jalisco y Guanajuato, que concentran cerca
del 55% del inventario (SIAP, 2019). Sin embargo, la produccion no logra cubrir la demanda nacional,
por ello, se importa carne de paises como Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos y Chile. Estudios
realizados por la FAO indican que el comercio de carne se encuentra especialmente reforzado por el
aumento de las importaciones desde China, Japon y México (FAO, 2018).

La Linfadenitis caseosa es considerada una de las enfermedades que mas afecta las unidades de
produccién ovina y caprina. EXisten evidencias de su prevalencia en los paises anteriormente
mencionados, asi como en México (Ochoa et al., 1996; Barrietos et al., 1996; Carrillo et al., 2005;
Varela et al., 2018; Parise et al., 2018).

La infeccion es causada por C. pseudotuberculosis biovar ovis, bacteria que provoca la formacién de
abscesos cutaneao y/o viscerales, originando grandes pérdidas debido al deterioro progresivo del
estado general del animal y la predisposicién de padecer otro tipo de enfermedades por la
inmunodepresion local principalmente a nivel pulmonar y de nddulos linfoides mediastinicos
lesionados (Dorella et al., 2006).

Estos hechos impactan negativamente en las exportaciones y disminuyen las posibilidades de
comercializacion. Durante la esquila se producen cortes que son una puerta de entrada para el
microorganismo, asi como también el contacto directo entre heridas en la piel o la ingestion de
alimentos contaminados (Aleman y Spier, 2001; Chirino-Zarraga et al., 2005).

Esta enfermedad tiene implicaciones zoondticas en el personal dedicado a la cria y explotacién ovina
y caprina (Bastos et al, 2012; Fernandez-Alonso et al., 2018). El tratamiento de la Linfadenitis caseosa
es dificil, debido a que es provocada por una bacteria intracelular facultativa que se caracteriza por
producir la enfermedad de manera cronica y latente. EI microorganismo es capaz de sobrevivir y
multiplicarse aun dentro de las células (Stefanska et al., 2010), estando en un nicho inaccesible a los
antibidticos, por lo cual la vacunacion para lograr la activacién del sistema inmune adaptativo,
constituye una alternativa importante para el control de la enfermedad (Dorella et al., 2009).
Actualmente se trabaja en funcion de evitar el uso de antibioticos para disminuir la resistencia

antimicrobiana y en este sentido la vacunacion es el método mas efectivo y econémico para la
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prevencion, control y erradicacion de enfermedades infecciosas. Mediante la vacunacion se estimula
en el hospedero los mecanismos destinados a la eliminacion del patdgeno, asi como activacion de la
memoria inmunologica. Hasta la fecha las vacunas comerciales disefiadas para el control de la
enfermedad, presentan resultados variables en los rebafios vacunados (Widson y Bush., 2016). La
proteccién proporcionada por las vacunas comerciales esta asociada a la produccion de anticuerpos
anti-exotoxina PLD, los cuales protegen contra el dafio tisular y la diseminacion del microorganismo;
sin embargo, es una proteccion parcial ya que se requiere mayor activacion de la respuesta inmune
celular, necesaria para eliminar las bacterias intracelulares (Bastos et al., 2012). En el mercado
internacional existen vacunas vivas atenuadas o inactivadas, multicomponentes y con fracciones de
exoproteinas contra C. pseudotuberculosis que son usadas principalmente en paises desarrollados; sin
embargo, estas no han logrado una proteccion eficaz (O'Reilly, 2010; Windsor, 2011).

Las investigaciones recientes se han enfocado en el estudio de moléculas con potencialidades para el
desarrollo de nuevas vacunas (Galvao et al., 2017; Raynal et al., 2018; Santos et al., 2018) y en este
sentido las vacunas de subunidades con proteinas recombinantes han presentado resultados
satisfactorios (Silva et al., 2014; Droppa-Almeida et al., 2016; Silva et al., 2018).

En México no se comercializan ninguna de las vacunas existentes y diversos estudios han demostrado
la presencia de C. pseudotuberculosis en las zonas productoras del pais (Parise et al., 2018; Varela et
al., 2018). Por tal motivo es importante trabajar en la obtencidn y caracterizacion de proteinas posibles
candidatos vacunales, partiendo de un aislado de origen autdctono, que garantice la reactividad cruzada
y conservacion de los caracteres inmunogénicos en comparacion con otras cepas de origen mexicano,
para lograr una proteccion eficaz. Por otra parte, la obtencidn de estas proteinas por via recombinante
constituye un método eficiente, que confiere altos rendimientos de produccién con menores costos,
evita el riesgo de manipulacion de grandes volimenes de microorganismos patdgenos y permite la
obtencion de antigenos inmunogénicos con elevados niveles de pureza (Guevara-Herndndez et al.,
2013; Gonzélez y Fillat, 2018).
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IV. HIPOTESIS
Las proteinas recombinantes PLD y CP40 de Corynebacterium pseudotuberculosis obtenidas de un

aislado de origen mexicano, constituyen antigenos con potencial inmunogénico.
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V. OBJETIVO GENERAL
Obtener y caracterizar las proteinas recombinantes PLD y CP40 de Corynebacterium

pseudotuberculosis a partir de un aislado mexicano.

V.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1 Amplificar mediante PCR la secuencia de los genes completos que codifican para las proteinas
PLD y CP40 de C. pseudotuberculosis aislado de origen mexicano.

1.2 Clonar los genes pld y cp40 en un pldsmido para la expresion de las proteinas en la bacteria
hospedera Escherichia coli.

1.3 Secuenciar los plasmidos recombinantes y establecer la identidad de la secuencia de los genes
insertados.

1.4 Realizar un analisis filogenético de C. pseudotuberculosis aislado 2J-L, basado en la secuencia de
los genes pld y cp40.

1.5 Analizar la identidad de la secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de nucleétidos de
las proteinas recombinantes PLD y CP40.

1.6 Caracterizar in silico las propiedades fisico-quimicas y estructura de las proteinas recombinantes
PLD y CP40.

1.7 Inducir la expresion de las proteinas recombinantes PLD y CP40 en cepas de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con los plasmidos pET28a-pld y pET28a-cp40.

1.8 Identificar la expresion de las proteinas recombinantes mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE.

1.9 Identificar epitopos lineales y discontinuos de células B y epitopos de células T en el contexto
MHC I, de las proteinas recombinantes PLD y CP40 del aislado 2J-L.

1.10 Estimar la conservacion de los epitopos de las proteinas recombinantes PLD y CP40 del aislado
2J-L, en comparacion con las proteinas de las cepas de origen mexicano MEX1, MEX2, MEXO,
MEX25 y MEX29.

1.11 Predecir el potencial inmunogénico de las proteinas recombinantes PLD y CP40 como futuros
candidatos vacunales.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Limite de Espacio y Tiempo

El presente trabajo se realizo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
(CIESA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia perteneciente a la Universidad Autonoma
del Estado de México. El CIESA se localiza en el kildmetro 12.5 de la carretera Panamericana en su
tramo Toluca—Atlacomulco. La investigacion se efectu6 en un periodo de tiempo comprendido desde
el 1 de agosto del 2018 al 31 de julio del 2020.

V1.2 Microorganismos

El material genético empleado para la obtencion de los genes pld y cp40 se extrajo de C.
pseudotuberculosis biovar ovis aislamiento 2J-L, obtenido de un caso clinico en un ovino del Estado
de Jalisco, México. Este aislado autdctono se caracteriz6 en un estudio previo por medio del sistema
API-Coryne (Lab. Biomeriux, REF, 20-900. Francia) e identificacion de los genes de virulencia y
patogenicidad fagA, fagB, fagC, fagD, hsp60 y pld, asi como los genes rpoB y gen 16s rRNA (Varela
et al., 2018). C. pseudotuberculosis cepa 43926 ATCC fue utilizada en el estudio como control
positivo. Las cepas se cultivaron en agar sangre, 40g/L de agar y 25mL de sangre de carnero, incubadas
a 37°C durante 24-48 h en condiciones de anaerobiosis. Luego se cultivaron colonias puras y aisladas,
en medio liquido Infusion Cerebro-Corazén (BHI) 37g/L, durante un periodo de incubacién de 48 a 72
ha37°C.

La cepa Escherichia coli DH5a con genotipo [F - $80lacZ AM15A (lacZY A-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rk - , mk +) gal - phoA supE44 X - thi - 1 gyrA96 relAl] se utilizé en las etapas de clonaje y
replicacion de los plasmidos recombinantes transformados con los genes pld y cp40. La cepa
Escherichia coli BL21 (DE3) con genotipo [F’ompT [lon] hsdSB (rB- mB-)] que porta el profago A
que contiene el gen de la ARN polimerasa del fago T7, se empled en la expresion de las proteinas
recombinantes. El cultivo para el mantenimiento y conservacién de estas cepas de E. coli se realizé en
medio Luria-Bertani (LB): Triptona 10g/L (p/v), extracto de levadura 5g/L (p/v), NaCl 10g/L (p/v) con
una incubacion de 16 h a 37°C.

V1.3 Extraccion del ADN de las cepas de C. pseudotuberculosis
La extraccion del ADN total de C. pseudotuberculosis 2J-L y cepa 43926 ATCC, se realiz6 mediante
el empleo del kit comercial FAST ID Genomic DNA Extraction (FANSA, EUA). Siguiendo las
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especificaciones del proveedor se centrifugaron 2mL de cultivo de las cepas de C. pseudotuberculosis
en medio BHI, a 10 000 g x 2 min para obtener el pellet de células. Se eliminé el sobrenadante y se
afiadié 1mL de buffer de lisis con Proteinasa K (20mg/mL). Luego se mezcl6 vigorosamente por vortex
y se incub6 a 65°C por 30 min. Posteriormente se centrifugd a 10 000 g x 5 min y se deposité 500uL
del sobrenadante en un tubo de micro-centrifuga nuevo. Se adicionaron 500uL de buffer de unién
gendmico y se centrifugd a 10 000 g x 5 min. El sobrenadante se afiadio a una columna de union de
ADN vy se centrifug6 a 10 000 g x 2 min. Se lavé una vez la columna con 650uL de buffer de lavado y
tres veces con etanol al 75%. La elusion final se realizé con 100uL de 1x TE y se conservo a -20°C.

V1.4 Identificacion de las cepas de C. pseudotuberculosis mediante PCR

La identificacion de las cepas de C. pseudotuberculosis aislamiento 2J-L y 43926 (ATCC), se realiz
mediante la amplificacion multiple de fragmentos de tres genes especificos 16s rRNA, rpoB y pld. La
técnica de PCR multiplex se realizd segun el protocolo establecido por Pacheco et al. (2007) (Tabla 1),
en un volumen final de 25ul conteniendo 12.5 pl 2X Quiagen Multiplex PCR Master Mix, 1pl de cada
cebador (100pmol/uL) y 2ul de DNA (30ng/uL). El programa de la reaccion se llevd a cabo en un
termociclador (Techne TC 512 Prime, USA) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial
de 95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 40s y 68°C por 1 min 30s; y una extension
final de 68°C por 7 min. Como control negativo se incluy6 una reaccion con todos los componentes y

agua libre de nucleasas en lugar de la muestra de ADN.

Tabla 1. Oligonuclettidos para la identificacion por PCR de las cepas C. pseudotuberculosis
aislamiento 2J-L y 43926 (ATCC).

Gen Cebadores Secuencias pb Producto
165 RNAF 16s-F ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 20
16s-R TCTCTACGCCGATCTTGTAT 20 816pb
rpoB rpoB-F CGTATGAACATCGGCCAGGT 20
rpoB-R TCCATTTCGCCGAAGCGCTG 20 446pb
pld Pld-F ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 20
PId-R ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG 23 203pb
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V1.5 Amplificacion de los genes pld y cp40 mediante PCR

El disefio de los cebadores para la amplificacion de los genes pld y cp40 se realizo teniendo en cuenta
las secuencias reportadas en la base de datos del GenBank de los genes pld (nimero de acceso:
L16587.1 y cp40 (nimero de acceso: JF299259).

También se adicion0 la secuencia de reconocimiento de las enzimas de restriccion Ncol y Xhol, que se
emplearan en las etapas de clonaje. Para el disefio de los oligonucledtidos se emplearon los programas
Primer 3 Plus (https://primer3plus.com/) y Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucleotidos para la amplificacion por PCR de los genes cp40 y pld.

GenBank | Cebadores Secuencias Enzima ™ pb | Producto
CP40: CP40-F CCATGGGTCCAACTCGCCTCGGC Ncol 60.8 | 23
JF299259 CP40-R CTCGAGCGTGCGAGTGGTGGGC Xhol 59 22 1479
PLD: PId-F CCATGGCTTTTGTTGCTCTATTTATCGAA Ncol 55.7 29
L16587.1 PId-R CTCGAGCTCGTAGTCATTCCAACCG Xhol 54.2 25 1074

Las reacciones de PCR para la obtencion de los genes pld y cp40 se realizaron en un termociclador
(Techne TC 512 Prime, USA) en un volumen final de 25uL conteniendo 12.5uL 2X Quiagen Multiplex
PCR Master Mix, 1uL de cada cebador (100pmol/uL) y 2uL de DNA (30ng/uL). Para la amplificacion
del gen pld se utilizo el siguiente programa: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, 30 ciclos de
94°C por 1 min, 59°C por 1 min 'y 72°C por 2min; y una extension final de 72°C por 7 min. Para la
amplificacion del gen cp40 el programa empleado consistid en: etapa de desnaturalizacion inicial de
94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 66°C por 1 min y 72°C por 1 min 30s; y una extension
final de 72°C por 5 min. En cada reaccion se incluyé un control negativo con todos los reaccionantes

excluyendo el ADN.

V1.6 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en geles de 0.8, 1 y 1.5% de agarosa fueron utilizadas en la deteccién y visualizacion
de los fragmentos amplificados de ADN (16S rRNA, pld, rpoB), genes completos pld y cp40, asi como
los plasmidos recombinantes. Los geles se sometieron durante 45 min a 110V en una fuente de poder
(AAHoefer, USA) para la separacion de las moléculas de ADN. Los geles tefiidos con bromuro de etidio

permitieron la visualizacion del ADN utilizando luz UV en un trasiluminador (Mini Bis Pro, DNR Bio-
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imagen System, USA). Se emplearon marcadores de peso molecular de 100pb Plus DNA Ladder™
(Invitrogen, USA) y de 1Kb O"GeneRuler (Fermentas, USA).

V1.7 Plasmidos y estrategia de clonaje

El plasmido comercial lineal pPGEM-T Easy (Promega, USA) se empled en el clonaje de los genes
amplificados mediante PCR. Este contiene una timina en cada extremo 3’, lo que facilita la insercion
de fragmentos de ADN amplificados con la enzima Taqg polimera, ya que esta genera fragmentos
poliadenilados. En este plasmido los promotores para la transcripcién in vitro T7 y SP6 flanquean un
sitio multiple de clonacion dentro de la region codificante del péptido a de la enzima - galactosidasa,
lo que permite la seleccidn de los clones recombinantes mediante la discriminacion entre colonias
blancas y azules. También cuenta con un gen de resistencia a ampicillina que permite el crecimiento

de las cepas transformadas en medio de cultivo de seleccion con antibi6tico (Figura 8A).
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Figura 8. Plasmidos empleados en el clonaje de los genes y la expresion de las proteinas. (A) Plasmido
replicativo pGEM-T Easy empleado en el clonaje de los genes de interés. (B) Plasmido pET28a para
la expresion de las proteinas en Escherichia coli. (C) Disefio del clonaje en el vector de expresion
pPET28a. La secuencia del gen de interés queda insertada en la posicion franqueada por la secuencia de
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las enzimas de restriccion EcoRI/Xhol sefialadas en rojo. La cola de 6 histidinas quedara insertada en
el extremo N-terminal de la proteina.

El plasmido pET28a (Novagen, Alemania) fue utilizado para la expresion de proteinas en E. coli BL21
(DE3) bajo la regulacion del promotor T7 (Figura 8B). Este plasmido presenta un sitio maltiple de
clonaje con un amplio rango de sitios de reconociendo de enzimas de restriccion, asi como un gen de
resistencia a kanamicina que se emplea en la seleccion de clones recombinantes. Ademas, posee dos
regiones que codifican una cola de seis histidinas que puede ubicarse en el extremo N-terminal o C-
terminal de las proteinas recombinantes, para el marcaje y procesos de purificacion mediante

cromatografia de afinidad a quelatos metalicos (Figura 8C).

V1.8 Purificacién de los genes pld y cp40 a partir del gel de agarosa

Los genes se purificaron de la mezcla del PCR usando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA). El producto del PCR se separ0 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
las bandas correspondientes a los genes de interés se cortaron del gel de agarosa con bisturi estéril. Las
bandas de agarosa se pesaron y se adiciono 10uL de buffer de union a la columna por cada 10g de
agarosa. Se incubd a 42°C por 10 min y durante este tiempo, se mezcld por vortex en intervalos de 2
min. Luego se transfirié el producto a la minicolumna, incubandose 1 min a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugé a 16 000 g x 2 min. Se adicion6 700uL de solucion de lavado de
membrana, se centrifugd a 16 000 g x 2min y se desechd el sobrenadante. El lavado se repitié con
500pL de solucion de lavado de membrana y nuevamente se centrifugd a 16 000 g x 5 min. Se realizd
una centrifugacion a 16 000 g x 1 min para eliminar restos de solucion de lavado. La minicolumna se
transfirié a un tubo limpio y se eluy6 el ADN con 50uL de H20 libre de nucleasas, centrifugandose
16, 000 g durante 1 min. Los fragmentos purificados se almacenaron a -20°C. Se medié la
concentracion del DNA en un espectrofotdmetro (UV- Vis QUAWELL 5000, USA) alcanzando una
concentracion de 35ng/pL para el gen cp40 y de 40ng/uL para el gen pld.

V1.9 Reaccion de Ligazon de los genes pld y cp40 en el plasmido de clonaje pPGEM-T Easy

Los genes extraidos del gel de agarosa se insertaron en el plasmido pGEM-T Easy. La reaccion se llevé
a cabo en un volumen final de 20uL, donde se afiadio 1L de la enzima T4 ADN ligasa (Promega,
USA), 10uL del Buffer T4 ligasa 10x (Promega, USA), 1uL de plasmido pGEM-T Easy (Promega,
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USA) y 5uL del gen. Las reacciones se incubaron a 16°C, durante 16 h. Se detuvo la reaccién mediante
incubacion a 65°C por 10 min. La ligazdn se almacen6 a -20°C hasta su empleo para la transformacion

de células de E. coli.

V1.10 Preparacion de células Escherichia coli quimiocompetentes

La preparacion de las células de Escherichia coli, cepas DH50 y BL21 (DE3) quimiocompetentes se
realiz6 segun protocolo de Sambrook et al., (2001). Se inocularon 100uL de células provenientes de
un glicerol, en tubos con 5mL de medio estéril LB (sin antibi6tico), incubadndose a 37°C durante 16 h
en agitacion a 220 rpm. Luego se tomo6 1mL del crecimiento celular y se re-cultivo en 10mL de medio
LB estéril, el cual fue incubado a 37°C durante 4 h en agitacion a 220 rpm. Se enfriaron en hielo tubos
Falcon de 50mL a los cuales se transfirieron las bacterias y se centrifugaron a 3000 g x 10 min a 0°C.
El sobrenadante se decantd y el pellet obtenido se re-suspendié con 1mL de CaCl> a 0.1 M y se
centrifugé nuevamente por 10 min a 3000 g a temperatura de 0°C. Nuevamente se re-suspendio con
ImL de CaCl, a 0.1 My en viales estériles se prepararon 10 alicuotas de células quimiocompetentes.
Las alicuotas tuvieron 200uL volumen final de una suspension de células preparada a partir de (100uL
de células bacterianas y 100pL de una solucion de CaCl, a 0.1 M y Glicerol 50% diluido (1:10).

Posteriormente las alicuotas de células quimiocompetentes se conservaron a -80°C.

V1.11 Transformacion de Escherichia coli cepas DH5a y BL21 (DE3)

Las células quimiocompetentes se transformaron con las reacciones de ligazén por el método de choque
térmico establecido por Sambrook et al., (2001). En un tubo estéril se mezclaron 10uL de las reacciones
de ligazon y 100uL de células quimiocompetentes, incubandose 30 min en hielo. Luego se incubaron
a 42°C (bafio seco) por 45s. Se trasladaron a hielo durante 2 min y luego se adicionaron 900uL de
medio LB estéril (sin antibioticos). Los viales se incubaron durante 1 h a 37°C en agitacion a 220rpm.
Luego las cepas de E. coli DH5a transformadas con las ligazones del plasmido pGEM-T Easy se
sembraron (500uL) en placas de agar Luria Bertani suplementado con ampicillina 100 pg/mL,
isopropil-tio-B-D-galactésido (IPTG) 96 pg/mL y Xgal (5 bromo-4 cloro-3-indolil-p-D-galactosido)
40 pg/mL, en incubacion a 37°C durante 24 h. Las colonias blancas correspondieron a los clones
bacterianos recombinantes, que contienen los plasmidos transformados. Las cepas E. coli BL21 (DE3)

transformadas con las ligazones del plasmido pET28a se sembraron (500uL -1000uL) en placas de
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agar Luria-Bertani suplementado con kanamicina 50 pg/mL (LBK), con un periodo de incubacion de
24 ha37°C.

VI.12 Banco de células de Escherichia coli DH5e y BL21 (DE3) transformadas
Se emplearon colonias aisladas de E. coli transformadas con los pldsmidos de clonaje y de expresion,
crecidas en medio agar Luria Bertani (LB) selectivo con antibi6ticos, para el cultivo en 5mL de medio
LB esteril (sin antibidticos) durante 16 h a 37°C en agitacion a 220rpm. Posteriormente el cultivo se
centrifugd a 3000 g durante 10 min y se re-suspendio el pellet con ImL de medio LB. Se prepararon
alicuotas afadiendo 500uL de célula y 500uL de glicerol al 50%. Las células se almacenaron a -80°C

para su conservacion.

V1.13 Aislamiento y purificacion de plasmidos

La purificacion de los plasmidos a partir de las cepas de E. coli transformadas se realiz6 mediante el
empleo del Kit comercial Hight-Speed Plasmid Mini Kit (IBI Scientific, USA). La extraccion se realiz6
a partir de 1.5mL de cultivo de E. coli, los cuales se centrifugaron a 14 000 g x 1 min. Luego se afiadio
200uL de solucion PD1 y se mezcld por vortéx. Posteriormente se adicionaron 200uL de buffer PD2
y se mezcl6 10 veces por inversion del microtubo. Luego se afiadié 300uL de buffer PD3, se mezcl6
por inversion del microtubo 10 veces y se centrifugd a 14 000 g x 3 min. Se afiadi6é la muestra en una
columna PD y se centrifugd a 14 000 g x 30s. Se realizd un lavado con 400uL de buffer W1 y luego
con 600uL de buffer de lavado, centrifugandose a 14 000 g x 30s. Una etapa de centrifugacion a
14 000 g x 3 min se realiz6 para eliminar los restos de buffer de lavado. La elusion final se realizé con

50uL de buffer de elusion proporcionado por el fabricante. EI ADN plasmidico se conservo a -20°C.

V1.14 Andlisis de los plasmidos recombinantes por digestion enzimatica

Los plasmidos recombinantes se comprobaron a través de digestion enzimatica. La reaccion se realizé
en un volumen final de 20uL, 5pL de DNA plasmidico, 0.5uL de cada una de las enzimas de restriccion
(EcoRI/Ncol/Xhol), 2uL de buffer D (10X) y 2uL de BSA 10X. La reaccidon de digestién se incubé a
37°C durante 3 h. El producto de la digestion enzimatica se comprob6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, visualizando los fragmentos con tincion de bromuro de etidio en un trasiluminador
(Mini Bis Pro, DNR Bio-imagen System, USA).
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V1. 15 Analisis de la secuencia de los genes pld y cp40

Para la secuenciacion de los plasmidos transformados con los genes pld y cp40 se contrato el servicio

de secuenciacion automaética por el método de Sanger, a la unidad de Servicios Gendmicos del Centro
LANGEBIO-CINVESTAV.

Tabla 3. Cepas empleadas para el estudio filogenético del aislado 2J-L, en base a las secuencias de
los genes pld y cp40.

No. Acceso Cepas Biovar | Hospedero Lesidn Pais Referencias
Linfadenitis
CP002097.2 FRC 41 Ovis Humano Necrotisante Francia Trost et al., 2010
CP020356.1 Sigma E Ovis | Cabra Absceso Brasil Pacheco et al., 2012
NZ_CP035678 oVvIzo1 Ovis | Oveja Nédulo Linfatico Brasil Saetal., 2013
CP015100.2 T1 Ovis | Cabra Lesién granulomatosa | Brasil Almeida et al., 2016
CP019769.1 MIC6 Ovis | Oveja Absceso Brasil Direct Sub/Sousa et al., 2017
NC_017300 1002 Ovis | Cabra Absceso Brasil Sousa et al., 2019
CP010795.2 29156 Ovis Bovino Lesidon cutanea Israel Sousa et al., 2019
NZ_LR590479.1 NCTC4681 Ovis Oveja - Australia Direct Submition/2019
CP017711.1 MEX1 Ovis Cabra Absceso retrofaringeo | México Parise et al., 2019
CP046644.1 MEX2 Ovis | Cabra - México Direct Sub/Araujo et al., 2019
CP014543.1 MEX9 Ovis | Cabra Absceso Pre-escapular | México Parise et al., 2019
CP013697.1 MEX25 Ovis | Oveja Absceso paratiroideo | México Parise et al., 2019
CP016826.1 MEX29 Ovis Oveja Absceso retrofaringeo | México Parise et al., 2019
NZ_CP017291.1 MEX30 Equi | Caballo Musculo Pectoral México Mufioz et al., 2016
NZ_CP017292.1 MEX31 Equi | Caballo Musculo Pectoral México Mufoz et al., 2016
CP012022.2 262 Equi | Bovino Linfangitis ulcerosa Bélgica Araujo et al., 2016
Reino
CP003652.3 . .
Cpl62 Equi | Camello Absceso de cuello Unido Hassan et al., 2012
CP003421.4 Cp31 Equi Bufalo Absceso Egipto Silva et al., 2012
KY041980.1 Endo CP40 gene Ovis | Oveja Tejido Linfoide Alemania | Shadnezhad et al., 2016
Corynebacterium

AB304286.1 .

ulcerans, pld - Humano - Japoén Seto et al., 2008

Streptococcus
AF296340.1 pyogenes, EndoS - Humano - USA Collin y Olsen, 2011

Enterococcus
AY376354.1 faecalis, EndoE - Humano - USA Collin y Fischetti, 2004

Flavibacterium
L06331.1 meningosepticum

EndoF2 - - - - Tarentino et al., 1993
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Las secuencias de ADN se analizaron mediante los programas de computacion MEGAX (v10.0),
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), “Gene Runner” v3.05 (Hastings Software Inc.,
EE.UU) y ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw). Para el anlisis filogenético se realizé una
basqueda BLAST de la base de datos GenBank disponible en  NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y se escogieron las secuencias de los genes de cepas aisladas
de diferentes hospederos (Tabla 3), estas fueron incluidas en el MEGAX y posteriormente se realizo
un alineamiento clasico ClustalW, para obtener una matriz resultante. La construccion de los arboles
filogenéticos basados en la secuencia de los genes pld y cp40 se realiz6 mediante el empleo del método
UPGMA, donde se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama. El nGmero de cada
nodo representa el porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en
la prueba de arranque (1000 repeticiones). El arbol esté dibujado a escala, con longitudes de rama en
las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud compuesta y estan

en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio.

V1.16 Fermentacion de cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los plasmidos pET28a-pld

y pET28a-cp40, para la induccidn de la expresion de las proteinas recombinantes PLD y CP40

Las fermentaciones se realizaron a partir de colonias aisladas de las cepas de E. coli BL21 (DE3)
transformadas (mediante choque térmico y permeabilizacion con CaClz, Sambrook et al., 2001) con los
plasmidos pET28a-pld, pET28a-cp40 y pET28a nativo, inoculadas en pre-cultivos de 20mL de medio
LBK incubados a 37°C durante 16 h en agitacion a 220 rpm. Posteriormente los cultivos se transfirieron
a 300mL de medio LBK fresco y se incubaron a 37°C en agitacion de 220 rpm. Cuando los cultivos
alcanzaron una DO (600 nm) de 0,8 se tomaron 100uL de cada cultivo (tiempo 0) y se procedio6 a la
induccion de la expresion de las proteinas recombinantes mediante la adicion de IPTG 1mM.
Posteriormente los cultivos se incubaron a 37°C durante 5 h y luego se centrifugaron a 6 000 g x 30
min. Los productos celulares obtenidos de la centrifugacion de los cultivos se re-suspendieron en PBS,
para posteriormente determinar la expresion de las proteinas recombinantes mediante electroforesis
SDS-PAGE al 15% (m/v).
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VI1.17 Electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

La separacion de proteinas segun su talla molecular se realiz6 mediante SDS-PAGE en condicién
reductora. Para ello, se utilizo la solucion de aplicacion 2X [SDS 6% (p/v), bromofenol azul 0.05%
(p/v), glicerol 20% (v/v), Tris-HCI 125mM, B-mercaptoetanol 10% (v/v), pH 6.8], la cual se calent6 a
95°C junto a 10pL de la muestra, durante 5 min, segun lo descrito por Laemmli, (1970). En todos los
andlisis por SDS-PAGE se emplearon geles al 15% (m/v). Las electroforesis se realizaron a 80V y se
empleo el tampdn de corrida de proteinas [Glicina 1.92 M, Tris base 0.25 M, SDS 0.1% (p/v), pH 8.3].
La visualizacion de las bandas se logré mediante la incubacion del gel en solucién de tincion [azul de
Comassie 0.05% (p/v), metanol 10% (v/v), &cido acético 10% (v/v)] durante 20 min a temperatura
ambiente, con agitacion lenta. Posteriormente, se hicieron lavados sucesivos con solucion de destincion
[metanol 10% (v/v), &cido acético 10% (v/v)], también con agitacion lenta hasta obtener un contraste

apropiado de las bandas.

V1.18 Caracterizacion in silico de las proteinas recombinantes PLD y CP40: Caracteristicas
fisico-quimicas, prediccion de estructura y potencial inmunogénico

Las secuencias de aminodcidos deducidos de la secuencia de nucledtidos se utilizaron para la
caracterizacion in silico de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L con el empleo de técnicas
bioinformaticas. Las secuencias de las proteinas se analizaron mediante el empleo de BLAST-X
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) para
estimar el porciento de homologia de las proteinas en comparacién con las secuencias disponible en la
base de datos del NCBI. También se establecieron los dominios conservados y sitios activos, con el
analisis de los residuos de aminoacidos involucrados en la actividad enzimatica, mediante la busqueda
de dominios conservados del NCBI (https:// www. ncbi. nlm. nih. gov/ Structure/ cdd/ wrpsb. cgi? RID
= GF48EOQUZ01R & mode =all). Los parametros fisico-quimicos fueron estimados por el programa
ProtParam (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) incluyendo el peso molecular, punto
isoeléctrico tedrico (pl), composicién de aminoacidos, coeficiente de extincion, vida media estimada,
indice de inestabilidad, indice alifatico y gran promedio de hidropatica (GRAVY).
El portal web Phyre2 se utilizo para el modelado, prediccion y analisis de las estructuras de las
proteinas. Este portal web incluye diferentes programas como HHpred 1.51 para la deteccion de
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plantillas, Psi-pred 2.5 para la prediccion de estructuras secundarias, Disopred 2.4 para la prediccion
de desorden en las estructuras, Memsat_ SVM para la prediccion de dominios de transmembrana,
modelado de multiples plantillas, Poing 1.0 ab initio para el modelado de estructuras sin plantillas y la
version independiente de Jmol visor utilizado en el sitio Phyre2 (Kelley et al., 2015). El programa
BepiPred-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/BepiPred/), se utilizo para la prediccion de epitopos de
células B, asi como una estimacion de la estructura secundaria de los epitopos y su exposicion a la
superficie, para un valor de corte de 0.5. La interface web IEDB (http://www.iedb.org. com) se empleo
para la identificacion de epitopos lineales de células B [de unién a anticuerpos (valor corte:0.5), de
mayor accesibilidad a la superficie (valor corte:1.0), y de mayor antigenicidad (valor corte:0.5)], asi
como la prediccion de epitopos de células T en el contexto del MHC | de modelo murino (alelos: H-2-
Kb, H-2-Kd, H-2-Kk, H-2-Db, H-2-Qal) para un valor de corte de 0.5. Los epitopos de célulasBy T
fueron evaluados por la herramienta ECV (por sus siglas en inglés, Epitope Conservancy Patterns)
disponible en la pagina web IEDB, en busca de patrones conservados en comparacion con las
secuencias de las proteinas PLD y CP40 de las cepas de origen mexicano (MEX1, MEX2, MEX9,
MEX25 y MEX29). El programa ElliPro (http://tools.iedb.org/ellipro/), se empled para la prediccion
de epitopos lineales y conformacionales de células B, en base a las estructuras 3D de las proteinas, en
formato PDB. Los epitopos lineales y conformacionales de células B fueron visualizados en el
programa Jmol. El programa VaxiJen (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen) se
utilizo para estimar la capacidad antigénica de las proteinas, como una fraccion de unidad, para su
clasificacion como antigeno probable o antigeno no probable candidato para el desarrollo de vacunas,
para un valor de corte de 0.4. También se utiliz6 Vaxign (http://www.violinet.org/vaxign/), para
predecir la localizacion celular de las proteinas, dominios de transmembrana y posible funcion,

empleando un valor de corte de 0.5.
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VII. RESULTADOS

VI1.1 Identificacion de C. pseudotuberculosis aislado de origen mexicano (2J-L)

El cultivo de las cepas de C. pseudotuberculosis en medio agar sangre, en condiciones de anaerobiosis,
permitio la identificacion de colonias color crema (Figura 9A), rodeadas de una zona de B-hemolisis
(Figura 9B). La tincién de Gram permitio la observacion de bacilos Gram positivos cortos y curvo. Las
colonias aisladas se sembraron en medio BHI, obteniéndose un crecimiento bacteriano seco y escamoso
(Figura 9C).

Figura 9. Cultivo de C. pseudotuberculosis. (A-B) Medio agar sangre. (C) Medio liquido BHI. La
identidad molecular de las cepas de C. pseudotuberculosis 43926 (ATCC) y aislado 2J-L, se realizd
mediante la amplificacién de fragmentos de los genes 16S rRNA, rpoB y pld mediante PCR Multiplex.

La electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) permitié la visualizacion de los fragmentos de los
genes amplificados (Figura 10).

Figura 10. Identificacion molecular de las cepas de
C. pseudotuberculosis mediante la amplificacion de
los genes 16S rRNA, rpoB y pld por PCR Multiplex.
Electroforesis en gel de agarosa 1.5% (p/v). PM:
Marcador de peso molecular 100pb Plus DNA
Ladder™ (Invitrogen, USA. Linea 1 - 2: Controles
negativos. Linea 3: Genes de la cepa 43926
(ATCC). Linea 5: Genes del aislado 2J-L.

16srRNA
816pb
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VI11.2 Amplificacion por PCR de los genes pld y cp40 de C. pseudotuberculosis (2J-L.)

La secuencia completa de los genes pld (Figura 11A) y cp40 (Figura 11B) se amplificaron mediante el
empleo de la técnica de PCR. Los genes amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa 0.8% (p/v), presentando un patron electroforético segln la talla esperada.

A pm 1 2 3 a B pm 1 2 3

cpd0

1500-
1479pb

pld 1500-
1074pb > 1000-

1000-

Figura 11. Amplificacion de los genes pld (A) y cp40 (B) mediante PCR. Electroforesis en gel de
agarosa 0.8% (p/v). PM: Marcador de peso molecular de 1Kb O"GeneRuler (Fermentas, USA). Linea
1: Control negativo. Linea 2: Genes de la cepa 43926 (ATCC). Linea 3: Genes del aislado 2J-L.

VI11.3 Clonaje de los genes pld y cp40 en el plasmido replicativo pPGEM-T Easy

Los genes pld y cp40 se insertaron en el plasmido replicativo pPGEM-T Easy mediante reaccion de
ligazdn con la enzima T4 ligasa. Las cepas de Escherichia coli DH5a transformadas con las reacciones
de ligazon entre el plasmido pGEM-T Easy y los genes pld y cp40, se identificaron mediante el empleo
de medio de cultivo de seleccion LBA-IPTG-Xgal. Este sistema de clonaje genero colonias azules y
blancas, siendo estas ultimas indicativas de colonias transformadas con los genes de interés (Figura
12).

Figura 12. Cultivo en medio selectivo agar LBA-IPTG-Xgal
de células de E. coli DH5a transformadas con las reacciones
de ligazon entre el plasmido pGEM-T Easy y los genes de
interés. Las colonias azules corresponden a células
transformadas con el plasmido sin el gen de interés. Las
colonias blancas se encuentran transformadas con el
plasmido religado con el gen de interés.
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Las colonias blancas de E. coli DH5a se emplearon para la obtencion y purificacion de los plasmidos

recombinantes (Figura 13).

PM1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 13. Purificacion de plasmidos a partir de colonias
blancas de E. coli DH50 transformadas con las

4500- reacciones de ligazon. Electroforesis en gel de agarosa
i 0.8% (p/v). PM: Marcador de peso molecular de 1Kb

O”GeneRuler (Fermentas, USA).

Los plasmidos recombinantes se identificaron mediante el analisis por digestion enzimatica (Figura
14). La electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) permitié visualizar los plasmidos digeridos, asi
como los genes pld y cp40 cdmo productos de la digestion enzimatica. La digestion se realizo con la
enzima EcoRl, que cortd en los plasmidos, a ambos extremos del sitio multiple de clonaje, liberando
los genes de interés (Figura 14A). También se realizo digestion enzimatica doble con las enzimas Ncol
y Xhol, ya que en el disefio de los oligonucledtidos el sitio de reconocimiento para estas enzimas fue
incorporado en los extremos 5” y 3"de los genes de interés (Figura 14B). Los plasmidos recombinantes

se purificaron a escala masiva y se enviaron a secuenciar para el analisis de las secuencias de los genes.

N LR ARE Figura 14. Digestion enzimatica de los

EcoRlI plasmidos pGEM-T Easy modificados con los
) genes pld y cp40. Electroforesis en gel de
saem-eosy  agarosa al 0.8% (p/v). (A) Digestion con
enzima EcoRI de corte doble en el plasmido.
(B) Digestion doble con enzimas Ncol/Xhol,
corte en los extremos de la secuencia de los
genes. PM: Marcador de peso molecular de
1Kb O’GeneRuler (Fermentas, USA). Linea
Ncol/xhol  1-2: Plasmidos modificados con el gen cp40 de
Plasmido las cepas 43926 y 2J-L. Linea 3-4: Plasmidos
poEMTeoy modificados con el gen pld cepa 43926. Linea
5-6-7: Plasmidos modificados con el gen pld

del aislado 2J-L.
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VI11.4 Analisis de la secuencia de los genes pld y cp40 de C. pseudotuberculosis (2J-L)

El anélisis de las secuencias de los genes con el empleo del programa BLAST permitié establecer que
el gen pld de C. pseudotuberculosis aislado 2J-L, presenta una identidad de secuencia a nivel de
nucleotidos de un 99.91% en comparacion con las secuencias de las cepas de origen mexicano MEX25
(CP013697.1) y MEX29 (CP016826.1) con un cambio en la posicidn 645 con una Citosina en vez de
Timina. Con respecto a las cepas MEX1 (CP017711.1), MEX2 (CP046644.1) y MEX9 (CP014543.1)
el porciento de similitud fue de 99.81% con dos variaciones en las posiciones 645 (C/T) y 1069 (C/T)
(Figura 15A, Tabla 4A). El gen cp40 resultd idéntico, con un 100% de similitud con respecto a la
secuencia de cp40 de la cepa MEX29 y 99,91% en comparacion con MEX1, MEX2, MEX 9 con una
variacion en la posicion 60 (C/T) y en MEX25 una variacién en la posicion 739 (G/C) (Figural5B,
Tabla 4B).

645

Gen pld 2)-L TCTGAAAATAAGATCCTTACTAAACAAAAAATCGCTGACTATGGCTACTACAACATTAAC 660

LEEPEEERREEERE P EEEEEEe e e e e e e ee e e e ee e ey JEre e rerr
Gen pld TCTGAAAATAAGATCCTTACTAAACAAAAAATCGCTGACTATGGTTACTACAACATTAAC 660

MEX 1, 2, 9, 25, 29 1069

CCTGCATCATAGCGACGTTTGGCACTGGTAATTCGGTTGGAATGACT AG 1072

FELLLEEEEEEE e Eer e e e e e e e e e ey il
Gen pld CCTGCATCATAGCGACGTTTGGCACTGGTAATTCGGTTGGAATGACTATGAG 1072
MEX 1, 2,9
60

Gen cp40 2J-L ATGCATAATTCTCCTCGATCAGTCTCACGCCTTATTACGGTAGGCATAACTTCCGCTC 60

CEVEERPEERTEER T EER e Ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Gen cp40 ATGCATAATTCTCCTCGATCAGTCTCACGCCTTATTACGGTAGGCATAACTTCCGCTC 60
MEX 1, 2, 9
739
AATGCCCAGACATCACAGGTCGGGCTGGTCGCAGACCTAGTGGATTATGTCCTGGCTCAG 780

LLCPEELCCEEECEEER JEPEECEEER e P e e e e e e e e i
Gen cp40  AATGCCCAGACATCACAGCTCGGGCTGGTCGCAGACCTAGTGGATTATGTCCTGGCTCAG 780
MEX25

Figura 15. Alineamiento de las secuencias de los genes pld y cp40 del aislado 2J-L en comparacion
con las secuencias de las cepas mexicanas informadas en la base de datos del GenBank, mediante el
empleo del programa BLAST. Las lineas indican nucleétidos idénticos y los circulos rojos representan
cambios en la secuencia. El gen pld 2J-L presenta un cambio con respecto a la secuencia de MEX25 y
MEX?29, en la posicion 645 (C/T) y dos variaciones con respecto a las cepas MEX1, MEX2 y MEX9
en las posiciones 645 (C/T) y 1069 (C/T). El gen cp40 2J-L presenta un cambio con respecto a las
cepas MEX1, MEX2, MEX9 en la posicion 60 (C/T) y en MEX25 en la posicion 739 (G/C).
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Tabla 4. Porcentajes de similitud de la secuencia de los genes pld (A) y cp40 (B) de C.
pseudotuberculosis (2J-L) en comparacién con secuencias informadas en la base de datos GenBank
(NCBI).

A. Descripcion, gen pld Max Score Total Score Cover % ldent
C. pseudotuberculosis 29156, genoma completo 1975 1975 100% 99.91
C. pseudotuberculosis NCT4681,cromosomal 1975 1975 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX29, genoma completo 1975 1975 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX25, genoma completo 1975 1975 100% 99.91
C. pseudotuberculosis 1002, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis T1, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis MEX2, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis FRC41, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis OVIZ01, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis SigmaE, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis MIC6, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis MEX1, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis MEX9, genoma completo 1969 1969 100% 99.81
C. pseudotuberculosis 262, genoma completo 1892 1892 100% 98.51
C. pseudotuberculosis Cp162, genoma completo 1881 1939 100% 98.32
C. pseudotuberculosis 137, genoma completo 1881 1939 100% 98.32
C. pseudotuberculosis 31, genoma completo 1844 1902 99% 97.76
B. Descripcion, gen cp40 Max Score Total Score Cover % ldent

C. pseudotuberculosis 29156, genoma completo 2108 2108 100% 100

C. pseudotuberculosis NCT4681,cromosomal 2108 2108 100% 100

C. pseudotuberculosis MEX29, genoma completo 2108 2108 100% 100

C. pseudotuberculosis 1002, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis T1, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX2, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis SigmaE, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MIC6, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX1, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX9, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis MEX25, genoma completo 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis 3/99, serine proteasa 2102 2102 100% 99.91
C. pseudotuberculosis endoglicosidasa cp40 2100 2100 100% 99.91
C. pseudotuberculosis FRC41, genoma completo 2097 2097 100% 99.82
C. pseudotuberculosis OVIZ01, genoma completo 2089 2089 100% 99.74
C. pseudotuberculosis MEX31, genoma completo 1592 1592 100% 91.85
C. pseudotuberculosis MEX30, genoma completo 1592 1592 99% 91.85
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VI11.5 Analisis filogenético del aislado 2J-L basado en las secuencias de los genes pld y cp40

Las relaciones filogenéticas entre el aislado 2J-L y diferentes cepas de C. pseudotuberculosis

reportadas en la base de datos GenBank, se establecieron basados en las secuencias de pld y cp40, con

la construccién de dos arboles filogenéticos (Figura 16).
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Figura 16. Arboles filogenéticos construidos mediante el empleo del programa MEGAX con el método
UPGMA, basado en las secuencias de (A) pld y (B) cp40, C. pseudotuberculosis (2J-L), en
comparacion con secuencias relacionadas reportadas en la base de datos GenBank. El arbol éptimo
para pld se estimd con la suma de la longitud de la rama = 0.348 y para cp40 la longitud de la rama =
1.927. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba
de arranque (1000 repeticiones) se muestra junto a las ramas. Los arboles se estimaron teniendo en
cuenta una escala, donde la longitud de las ramas presenta las mismas unidades que las distancias
evolutivas utilizadas para inferir cada arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método de Maximum Composite Likelihood y estan en las unidades del nimero de
sustituciones de bases por sitio.

El andlisis filogenético permitid agrupar el aislamiento 2J-L junto a cepas del biovar ovis, con 99% y

100% de repeticion (bootstrap) cp40 y pld respectivamente. Ambos analisis filogenéticos revelaron
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que el aislado 2J-L es considerablemente mas cercano a las cepas mexicanas MEX29 y MEX25,

incluidas en un subgrupo junto con las cepas 4681 y 29156.

VI11.6 Analisis de la secuencia de aminoéacidos de PLDr y CP40r derivado de la secuencia de
nucledtidos de los genes pld y cp40 de C. pseudotuberculosis (2J-L)

La secuencia de aminoacidos de la proteina PLDr del aislado 2J-L presenté un 100% de similitud en
comparacion con las secuencias de las cepas MEX1, MEX2, MEX9, MEX25 y MEX29 y 98.69% con
respecto a PLD (WP_048588395.1) (Figura 17A). El analisis de la secuencia de CP40r 2J-L permitid
establecer que estas proteinas es 100% idéntica a las secuencias de las cepas mexicanas evaluadas,
excepto por MEX25 con un 99.47% de similitud y CP40 (WP_014522771.1) con 99.73% (Figura 17B).

PLDr-2J-L MREKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPV|V HNPASTANRPVYAIAHRVLTTQGVDDAVAIGA
PLD-MEX1_2_9_25_29 MREKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPV|VIHNPASTANRPVYAIAHRVLTTQGVDDAVAIGA
PLD-WP_013240889.1 MREKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPV VIHNPASTANRPVYAIAHRVLTTQGVDDAVAIGA
PLD-WP_048588395.1 MREKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPVSHNPASTANRPVYAIAHRVLTTQGVDDAVAIGA

ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o Kok ok ok K I ™
B L e e e et e et et e e s e a e h e n s e en e e e enne 120
PLDr-2J-L NALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNPDYCR

PLD-MEX1_2_9 25_29 NALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNPDYCR
PLD-WP_013240889.1 NALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNPDYCR
PLD-WP_048588395.1 NALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNPDYCR
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PLDr-2J-L VLNDFARSENKILTKQ DYGYY|N INQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTF
PLD-MEX1_2_9_25_29 VLNDFARSENKILTKQ DYGYY|N|INQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTF
PLD-WP_013240889.1 VLNDFARSENKILTKQ DYGYY|N|{INQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTF
PLD-WP_048588395.1 VLNDFARSENKILTKQ DYGYY| D|INQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTF

sokok ok okokokokokokok ok ko] Dok ool Dokl ook o okokok sk okok sk ok ok R ok ok ok R R Kok ok R KRk R K
ATt e e et e e b b sae b e ene eeeneeeeeene 287t 300
PLDr-2J-L GWTIATGQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKA|K RWVDKHSATHHLA

PLD-MEX1_2_9_25_29 GWTIATGOQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKAI KIRWVDKHSATHHLA
PLD-WP_013240889.1 GWTIATGQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKAI[K RWVDKHSATHHLA
PLD-WP_048588395.1 GWTIATGQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKAIIQJRWVDKHSATHHLA
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[ R 105 120
CP40r-2J-L PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLF|H|VEDNQKSDQQFWETF

CP40-WP_013242749.1 PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLFH VEDNQKSDQQFWETF
CP40-MEX1_2_9_29 PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLF H VEDNQKSDQQFWETF
CP40-MEX25 PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLF H VEDNQKSDQQFWETF
CP40-WP_058831578.1 PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLF H VEDNQKSDQQFWETF
CP40-WP_014522771.1 PIFFGYYRTWRDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLF P VEDNQKSDQQFWETF

stk ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok Kok ok ok o K ok ok ok ok ok ok ok Kok ok ok K ok ok ok o Kok ok ok o Kok ok ok Rk ok
L8ttt e e e e e e e e e e e she s he eae e sreene eaeene st eneeneae e ene 240
CP40r-2J-L LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD

CP40-WP_013242749.1 LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD
CP40-MEX1_2_9_29 LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD
CP40-MEX25 LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD
CP40-WP_058831578.1 LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD
CP40-WP_014522771.1 LDGLDVDMELRQVEKQLNLKWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPDHEGYKYLIYDTFD
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CP40r-2J-L NAQTSQ[V GLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
CP40-WP_013242749.1 NAQTSQ|V|GLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
CP40-MEX1_2_9_29 NAQTSQ|V|GLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
CP40-MEX25 NAQTSQ|L|GLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
CP40-WP_058831578.1 NAQTSQ|LUGLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
CP40-WP_014522771.1 NAQTSQ|V|GLVADLVDYVLAQTYKKDTKESVTQVWNGFRDKINSCQFMAGYAHPEENDTNR
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CP40r-2J-L FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA
CP40-WP_013242749.1 FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA
CP40-MEX1_2_9_29 FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA
CP40-MEX25 FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA

CP40-WP_058831578.1 FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA
CP40-WP_014522771.1 FLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGEKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTLKPTDFAFTKRA
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de PLDr 2J-L (A) y CP40r 2J-L (B) de C.
pseudotuberculosis (2J-L), en comparacion con las secuencias de las proteinas de las cepas mexicanas
MEX1 (CP017711.1), MEX2 (CP046644.1), MEX9 (CP014543.1), MEX25 (CP013697.1), MEX29
(CP016826.1) y secuencias tipo para ambas proteinas, mediante el empleo de ClustalW. (A)
Alineamiento de las secuencias PLDr 2J-L, proteinas PLD de las cepas mexicanas, PLD-
WP_013240889.1 y PLD-WP_048588395.1. La figura sefiala los residuos involucrados en el dominio
conservado de PLDr 2J-L compuesto por: el sitio catalitico conformado por los residuos H (44-78), los
residuos de unién a Mg2™ E-D posicién (64-66) y D posicion (112), la hendidura del sitio activo que
implica los residuos H (44) -E (64) -D (66) -H (78) -D (112) -K (114) -W (242) y el lazo catalitico que
se muestra subrayado en la posicion 76-83 / 86-90. (B) Alineamiento de la secuencia de CP40r 2J-L,
proteinas CP40 de las cepas mexicanas, CP40-WP_013242749.1, CP40-WP_058831578.1 y CP40-
WP_014522771.1. El sitio activo conservado estd compuesto por los residuos Y (66) -F (104) - D (185)
-D (187) -E (189) -Q (260) -Y (262) -Y (332). EI motivo de quitinasa en la proteina CP40r 2J-L se
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indica subrayado en la secuencia (LDGLDVDME). La identificacion de los residuos implicados en el
dominio conservado y los sitios cataliticos se determind mediante la busqueda de Dominios
conservados del NCBI. Todos los residuos que componen el sitio conservado de las enzimas se indican
en negrita. Las similitudes en los residuos de aminoacidos se indican con un asterisco y los espacios
representan cambios en la secuencia, encerrados en cuadros rojos.

El dominio de tipo Glicerofosfodiéster fosfodiesterasa (GDPD) se identific en la secuencia de PLDr
2J-L. El sitio catalitico de la enzima para la hidrolisis de la esfingomielina, a través del mecanismo
acido-base dependiente de Mg2*, involucra dos residuos de histidinas los cuales fueron identificados
en PLDr 2J-L, en la posicion (44-78). También se establecieron los residuos que participan en la union
del Mg2*, aminoéacidos E-D en la posicion (64-66) y D en la posicion (112). La composicion del sitio
activo estd completamente conservada en las isoformas de las esfingomielinasa D, conformada en
PLDr 2J-L por los residuos H (44) - E (64) - D (66) - H (78) - D (112) - W (242). Ademas, se identifico
el lazo (loop) catalitico constituido por las secuencias conservadas en la posicion 77-DHDGIPTS-
84/86-GATAE-90 (Figura 17A). La proteina CP40r 2J-L presentd el sitio activo del dominio
conservado de la familia de proteinas GH18 EndoS-like compuesto por los residuos Y (66) -F (104) -
D (185) - D (187) - E (189) - Q (260) - Y (262) - Y (332). También se identifico en la proteina CP40r
2J-L el motivo de quitinasa LDGLDVDME (Figura 17B).

VI1.7 Caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L

Los parametros fisico-quimicos de ambas proteinas se determinaron utilizando ProtParam (Tabla 5).
La composicién de aminoacidos, el nimero de residuos y su porciento de representacion en las
proteinas se muestran en la Tabla 5. El peso molecular de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se estimé en 33.884
kDay 42.957 kDa, el nimero total de residuos cargados negativamente (Asp + Glu) 32 y 55, asi como
el nimero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys) 37 y 53. Se estimd el punto isoeléctrico
(IP) para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L con valores de 8.91 y 6.48, los cuales corresponden al valor de pH
donde la carga total de la molécula de proteina es 0. También se estimo que la vida media de las
proteinas corresponde a 30 h en células de mamiferos, 20 h en levadura y 10 h en E. coli. El indice de
estabilidad se estim6 en 28.64 para PLDr 2J-L y 21.20 para CP40r 2J-L, lo que indica que ambas
proteinas son estables. El indice alifatico fue de 81.79 y 68.94 para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, mientras

que el valor de (GRAVY) estuvo entre -0.28 / -0.692 respectivamente. El alto indice alifatico indica la
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estabilidad de las proteinas a cambios de temperaturas, mientras que los valores GRAVY negativos

muestran que las proteinas son hidrofilicas y presentan fuertes interacciones con la molécula de agua.

Tabla 5. Composicién y caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas PLDr 2J-Ly CP40r 2J-L.

Proteinas PLDr 2J-L CP40r 2J-L
Aminodcidos No. Residuos % No. Residuos %
Ala (A) 40 13.03% 27 7.12%
Arg (R) 18 5.9% 19 5.00%
Asn (N) 17 5.50% 16 4.22%
Asp (D) 23 7.50% 31 8.20%
Cys (C) 4 1.30% 2 0.50%
Glu (E) 9 2.90% 24 6.30%
GIn (Q) 8 2.60% 17 4.50%
Gly (G) 25 8.10% 26 6.90%
His (H) 9 2.90% 8 2.10%
lle (1) 20 6.50% 11 2.90%
Leu (L) 20 6.50% 29 7.70%
Lys (K) 19 6.20% 34 9.00%
Met (M) 3 1.00% 7 1.80%
Phe (F) 12 3.90% 16 4.20%
Pro (P) 10 3.30% 14 3.70%
Ser (S) 11 3.60% 20 5.30%
Thr (T) 21 6.80% 29 7.70%
Trp (W) 9 2.90% 6 1.60%
Tyr (Y) 10 3.30% 16 4.20%
Val (V) 19 6.20% 27 7.10%
Formula C1517H2346N432043957 C1908H2967N525058859
Numero de aa 307 379
Peso Molecular 33.884 kDa 42.957
pl tedrico 8.91 6.48
Coeficiente de
extincidn 64650 M-1 cm-1 56965 M-1 cm-1
30 h Células de mamiferos 30 hours Células de mamiferos
Vida media 20 h Levaduras 20 h Levaduras
10 h E. coli 10 h E. coli
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V11.8 Modelado de la estructura 3D de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L

La prediccion de la estructura de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se realizé utilizando el portal
web Phyre2, que produce modelos potenciales en 3D de las proteinas, basados en el alineamiento de
secuencias y estructuras de proteinas conocidas.

Las secuencias de aminoacidos de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se emplearon para el escaneo de una
biblioteca actualizada de secuencias de proteinas no redundantes, utilizando PSI-BLAST, con la
deteccion de 1000 homologos para cada proteina. La estructura de PLDr 2J-L se infirid en funcion de
la comparaciéon de la secuencia de aminoacidos de cuatro plantillas, que cubrieron el segmento
intermedio y el extremo C-terminal con un 100% de confianza, mientras que para el extremo N-
terminal no se encontraron coincidencias confiables. El grafico con un codigo de color representa en
qué lugar de la secuencia se realiz6 la coincidencia con alta confianza (Figura 18A). La informacion
de las plantillas se proporciona a continuacion (Figura 18B), donde cada fila indica la plantilla utilizada
para el modelo y su representacion en la secuencia de la proteina. EI porcentaje mas alto de identidad
para PLDr 2J-L fue proporcionado por la plantilla c2fr9c, perteneciente a la estructura cristalina del
estado inactivo de la enzima Smase |, cadena: C de la Esfingomielinasa d1 a2 del veneno de arafia
Loxosceles laeta. El porcentaje de identidad (i.d) entre PLDr 2J-L y la plantilla fue de un 21%, con un
89% de cobertura en el alineamiento de ambas secuencias, incluyendo los residuos desde la posicion
33 a 309 (Figura 18B).
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B No. Template Aligment coverage 3D Model Confidence %i.d Template information

PDB header:hydrolase
Chain: A: PDB Molecule:sphingomyelin phosphodiesterase d
20 lisictox-alphaiala;
PDBTitle: crystal structure of loxosceles intermedia phospholipase d
isoform 12 h12a mutant

1 rigA Alignment

PDB header:lyase

20 Chain: A: PDB Molecule:phospholipase d stsictox-betaicl;
PDBTitle: structure of phospholipase d betalbli from sicarius
terrosus venom at2 2.14 a resolution

2 c4q6xA_ Alignment

PDB header:hydrolase

21 Chain: C: PDB Molecule:sphingomyelinase d 1;
PDBTitle: crystal structure of the inactive state of the smase i, a2
sphingomyelinase d from loxosceles laeta venom

3 c2forC_ Alignment

PDB header:hydrolase

Chain: A: PDB Molecule:sphingomyelin phosphodiesterase d
20 lisictox-alphaiala;

PDBTitle: crystal structure of a class ii phospholipase d from

loxosceles2 intermedia venom

4  c3rhA_ Alignment

Figura 18. Prediccion de la estructura 3D de PLDr 2J-L. (A) Modelado de la estructura de PLDr 2J-L
basado en la comparacion de la secuencia de aminoécidos con cuatro plantillas de proteinas con
estructura conocida. La secuencia cubierta por cada plantilla esta representada por un codigo de
colores, que indica la confianza de la coincidencia con esa plantilla en general. Las regiones modeladas
por el enfoque ab initio de Phyre2 estan coloreadas en azul, lo que indica una confianza minima. Las
coincidencias seguras se han indicado con color rojo. (B) Informacion detallada de las plantillas
utilizadas en el modelaje y construccion de la estructura de PLDr 2J-L. (C) Modelado
X:43.199 Y:50.846 Z:83.286 y estructura propuesta para la proteina PLDr 2J-L, mostrada como una
superficie coloreada de rojo a azul segun la confianza de la prediccion de Phyre2.

La estructura completa de PLDr 2J-L fue modelada en base a 276 residuos (90%) y 32 residuos fueron
modelados sin plantilla (ab initio), para una precision superior al 90% (Figura 18C).
La estructura de la proteina CP40r 2J-L se model6 utilizando los valores de confianza, el porcentaje

de identidad y la alineacion de secuencia de tres plantillas de proteinas con estructura conocida. Estas
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plantillas cubrieron el extremo N- terminal de manera parcial y el segmento intermedio de la proteina,

asi como el extremo C-terminal con un 100% de confianza (Figura 19A).
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No. Template Aligment coverage 3D Model Confidence %i.d Template information
B
PDB header:hydrolase
Chain: A: PDB Molecule:endo-beta-n-acetylglucosaminidase;

1 comevd Alignment 30 ppTitle: crystal structure of streptococcus pyogenes endo-beta-n-
2 acetylglucosaminidase (endos2) with high-mannose glycan
PDB header:hydrolase
Chain: A: PDB Molecule:endo-beta-n-acetylglucosaminidase

2 cben3A_ Alignment 29  f2,multifunctional-

PDBTitle: crystal structure of full length endos from streptococcus
pyogenes in2 complex with g2 oligosaccharide.

PDB header:hydrolase

Chain: A: PDB Molecule:endo-beta-n-acetylglucosaminidase 2;

3 cAnwA_ Alignment 30 PDBTitle: crystal structure of a glycosynthase mutant (d233q) of
endos, an endo-2 beta-n-acetyl-glucosaminidase from streptococcus:
pyogenes

C

Figura 19. Prediccion de la estructura 3D de CP40r 2J-L. (A) Modelado de la estructura de CP40r
2J-L basado en la comparacion con tres plantillas de proteinas de estructura conocida. La secuencia
cubierta por cada plantilla esta representada por un codigo de colores, que indica la confianza de la
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coincidencia con esa plantilla en general. Las regiones modeladas por el enfoque ab initio de Phyre2
estan coloreadas en azul, lo que indica una confianza minima. Las coincidencias seguras se han
indicado con color rojo. (B) Informacion detallada de las plantillas utilizadas en el modelaje y
construccion de la estructura de CP40r 2J-L. (C) Modelado X:70.969 Y:60.535 Z:54.438 y estructura
propuesta para la proteina CP40r 2J-L, mostrada como una superficie coloreada de rojo a azul segun
la confianza de la prediccion de Phyre2

La plantilla c6en3A correspondiente a la estructura cristalina de la cadena de longitud completa: A de
Endo-beta-n-acetilglucosaminidasa f2 de Streptococcus pyogenes, representd el enfoque maximo para
CP40r 2J-L, con un 100% de confianza, 30% de i.d y 94% de cobertura de alineacion (residuos 12 a
372) (Figura 19B). Se predijo la estructura completa de CP40r 2J-L en base a 352 residuos (93%) y 25
residuos inferidos sin plantilla (ab initio), para una precisién mayor al 90% (Figura 19C).

El programa genero las estructuras de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L modelas en 3D, en formato PDB, los
cuales fueron utilizados en la visualizacion de las estructuras y posterior analisis de los epitopos

conformacionales de células B.

VI1. 9 Analisis de la estructura secundaria de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L

La estructura secundaria de las proteinas se predijo basado en el analisis de las matrices generadas por
PSI-BLAST, mediante la comparacion de 1000 secuencias homologas para cada proteina, lo que
corresponde con una precisién de un 78-80%. Las estructuras de ambas proteinas se predijeron con
menos del 30% de desorden, lo que sugiere que las secuencias (en su mayoria) se encuentran modeladas
en su conformacion correcta. EI programa no es capaz de predecir vueltas B ni curvas B, las cuales son
identificadas como regiones de enrollado. Tampoco predice las m-hélices ni 310-hélices, siendo
estimadas como hélices-o. Las coincidencias en las secuencias se clasifican segun una puntuacion de
alineacion (dato no mostrado por el programa) que se basa en el nimero de residuos alineados y la
calidad de la alineacién. Esto a su vez se basa en la similitud de las distribuciones de probabilidad de
residuos para cada posicion, la similitud de la estructura secundaria y la presencia o ausencia de
inserciones y deleciones. La estructura secundaria de PLDr 2J-L present6 un total de 44% de hélices-
a, 15% de hojas  y 16% de regiones desordenadas (Figura 20A).

La estructura del extremo N-terminal de PLDr 2J-L se predijo mediante ab inicio como una hélice-a,
con alta confianza, representada por el color rojo en la linea de confianza SS y el extremo C-terminal
presentd una combinacion de hoja B y estructura de enrollado con alta confianza, aunque la secuencia

final fue representada como una region de desorden. La estructura secundaria se modelo con 11
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regiones hélices-o y 7 hojas B, la mayoria determinadas con elevada confianza, excepto por la hélice-
a7 y las hojas B3 y B5. El barril TIM (Ba) y la cola-SMD de la region C- terminal, son estructuras
caracteristicas de las enzimas Esfingomielinasas, y fueron identificadas en la estructura secundaria de
PLDr 2J-L (Figura 20A).
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Figura 20. Prediccion de la estructura secundaria de PLDr 2J-L (A) y CP40r 2J-L (B). La secuencia
se representa con los residuos de aminoéacidos coloreados: (A, S, T, G, P: pequefios / polar) son
amarillos, (M, I, L, V: hidrofébicos) son verdes, (K, R, E, N, D, H, Q: cargado) son rojosy (W, Y, F,
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C: aromatico + cisteina) son morados. La prediccion de la estructura secundaria comprende las
topologias de: hélice- a (verde), hoja B (flechas azules) y bobina o enrollado (lineas grises). Los signos
de interrogacion indican regiones desordenadas. La confianza de cada prediccion se indica con color
rojo para una confianza alta y azul para una confianza baja. (A) Estructura de barril TIM (af) y cola-
SMD de la proteina PLDr 2J-L. (B) Estructura de barril TIM (af) de endoglicosidasas, representado
en la secuencia de la proteina CP40r 2J-L.

La estructura secundaria de CP40r 2J-L presento 31% de hélice-a, 16% de hojas  y 28% de regiones
desordenadas. Las estructuras hélice-al y la hoja B1 del extremo N- terminal se predijeron con una
confianza baja con una region de desorden. El extremo C-terminal presentd una estructura de espiral
predicha como una region desordenada. La estructura secundaria se modelo con 11 regiones heélices-a
y 9 hojas B, la mayoria determinadas con elevada confianza, excepto por la hélice-al, a4 y las hojas
Bl y B6. La estructura secundaria de barril TIM (Bo) caracteristico en las endoglicosidasas se detectd
en la estructura de CP40r 2J-L, con la topologia tipica de la familia de las proteinas GH18 (Figura
20B).

V1. 10 Obtencién de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los plasmidos recombinantes
pPET28a-pld y pET28a-cp40

La produccion del plasmido de expresion pET28a se realiz6 en las células de E. coli DH5a
transformadas por choque térmico y permeabilizacién con CaCl, (Figura 21A). Los plasmidos se

purificaron y se obtuvieron a una concentracion de 30ng/mL (Figura 21B).

A B
PM 1 2 3 4 5 6

Figura 21. (A) Cultivo de células de E.
coli DH5a transformadas con el
~ plasmido pET28a, en medio de cultivo
— e agar LBK. (B) Electroforesis en gel de
agarosa 0.8% (p/v). Purificacién del

plasmido de expresion pET28a.
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Los genes pld y cp40 se extrajeron de los plasmidos recombinantes pPGEM-T Easy-pld y pGEM-T Easy-
cp40 mediante digestion doble con enzimas de restriccion (EcoRI/Xhol). La reaccién de ligazon entre
los genes y el plasmido de expresion pET28a digerido con las mismas enzimas, se transformaron en
celulas quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3). Los plasmidos recombinantes pET28a-pld y
pET28a-cp40 se identificaron mediante el analisis con enzimas de restriccion (EcoRI/Xhol),

comprobandose la insercion de los genes de interés en los plasmidos de expresion (Figura 22).

A B
PM 1 2 PM 3 4 56 7

Figura 22. Identificacion de los plasmidos recombinantes pET28a-pld y pET28a-cp40 mediante
digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% (p/v). PM-
A: Marcador de peso molecular de 1Kb O"GeneRuler (Fermentas, USA). Lineas 1-2: Plasmidos
recombinantes con el gen pld de aproximadamente 1074pb. PM-B: Marcador de peso molecular 100pb
DNA Ladder (Promega, EE.UU). Lineas 3-7: Plasmidos recombinantes con el gen cp40 de
aproximadamente 1479pb.

VI1.11 Expresion de las proteinas recombinantes PLDr 2J-L y CP40r 2J-L.

La expresion de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se indujo en las cepas de E. coli BL21 (DE3)
trasformadas con los plasmidos pET28a-pld y pET28a-cp40, con la adicion de IPTG 1mM en 300mL
de medio de cultivo LBK, en agitacién a 220rpm. Transcurridas 5 horas de induccion se comprob6 la
expresion e identidad de las proteinas recombinante por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 15%. El anélisis de la expresion de las proteinas mostro dos bandas reforzadas, con patrones de
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peso molecular segun la talla esperada de aproximadamente 33.8KDa para PLDr 2J-L y 42.9KDa para
CP40r 2J-L (Figura 23).

PM
75KDa— -
A3KDa— -

"

—

35KDa— e CP40r
42.9KDa

Figura 23. Expresion de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L en cepas de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con los plasmidos pET28a-pld y pET28a-cp40. El cultivo se realiz6 en 300 mL de medio
LBK, con IPTG 1mM como inductor de la expresion de las proteinas. Electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15%, para la resolucion de las proteinas con tincion de azul de Coomassie.
PM: Bluestain 5-245KDa (Goldbio, USA). Linea 1-3: perfil de proteinas de E. coli BL21 (DE3)
transformada con pET28a-cp40. Linea 4-5: perfil de proteinas de E. coli BL21 (DE3) transformada
con pET28a-pld.

VI1.12 Caracterizacion in silico de las propiedades inmunogénicas de las proteinas
recombinantes PLD y CP40 del aislado 2J-L:

VI11.12.1 Prediccion de Epitopos de células B
La capacidad de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L para la activacién de los linfocitos B (Tabla 6),

asi como la prediccion de la estructura secundaria de los residuos de amino&cidos que componen los
epitopos lineales de células B (Figura 23), se realizo mediante el empleo de Bepipred 2.0. Los péptidos
con puntuaciones por encima del valor de corte: 0.5, fueron estimados como posibles epitopos de
células B (Tabla 6).
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Tabla. 6 Prediccion de Epitopos de células B de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L mediante

Bepipred 2.0.
Score
Proteina | No. Epitopos aa Tamaiio Estructura min-max
1 AAPVVHNPASTAN 24-36 13 Enrollado(Enro) | 0.511-0.639
2 WWADHDGIPTSAGATAE 74-90 17 Enrollado 0.510 -0.656
3 DKRKQG 98-103 6 Hélice (H) 0.519-0.538
4 DYCRDARSVC 117-126 10 Enrollado 0.515-0.552
PLDr 5 TVGGP 153-157 5 Enrollado 0.509-0.527
2 6 QDVLNDFARSENKILTKQK 179-197 19 H/ Enro 0.502-0.582
7 YYNINQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLG 203-237 34 Enro/ H/Enro | 0.505-0.622
8 ATGQDAR 245-251 7 Enro/ H 0.501-0.549
9 THFYRHADTE 271-280 10 Enro/ H 0.507-0.591
10 DKHSATHHLATVA 291-303 13 H/Enro 0.518-0.551
1 PRSVS 5-9 5 Hélice 0.498-0.526
2 AESATLSKEPLKASPGRADTVGVQTTCN 31-58 28 Enrollado 0.508-0.670
3 RDKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTD 71-93 23 Enrollado 0.508-0.644
4 DNQKSDQQFWETFHRE 108-123 16 Enro/H 0.532-0.594
5 LLLNKIKDKNLYGKHVEDDYK 143-163 21 Enro/H 0.508-0.634
CP4or | 6 ELRQVEKQLNLKWQ 189-202 14 Enro/H 0.501-0.644
2)-L 7 LMGPKAPANEGKKPDHEG 213-230 18 Enrollado 0.506-0.638
8 DNAQTSQ 240-246 7 Enro/H 0.504-0.552
9 DTKESVTQVWNGFRDKINSCQF 265-286 22 Enrollado 0.510-0.589
10 PEENDTNRFLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPEGGE 293-325 33 Enrollado 0.502-0.640
11 RTYDGDDFTTLKPTDFAF 339-356 18 Enro/H 0.501-0.620
12 ELTTGESSTDLGKPT 362-376 15 H/ Enro 0.515-0.639

Los epitopos de células B de PLDr 2J-L se conservaron en todas las cepas mexicanas analizadas. Los

epitopos numero 1 y 7 incluyeron secuencias que son diferentes para PLD-WP_048588395.1. El

epitopo 2 de PLDr 2J-L estd conformado por la secuencia del lazo catalitico, siendo una region

conservada. Todos los epitopos de células B de CP40r 2J-L se conservaron en las cepas mexicanas,

incluido el epitopo nimero 8, cuya secuencia esta cerca de la posicion 247, correspondiente a la

variacion de aminoacidos (V-L) que presenta la proteina CP40 del aislado 2J-L con respecto a MEX25
(Figura 24).
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Figura 24. Epitopos lineales de células B y estructura secundaria de los epitopos de PLDr 2J-L (A) y
CP40r 2J-L (B) predichos por Bepipred 2.0. Linea 1: Posibles epitopos con valor de puntuacion (E)>
0.5. Linea 2: Secuencia de proteinas mostrada en gradiente naranja que representa la confianza de la
prediccion. Linea 3: Estructura secundaria predicha por el programa NetSurfP, incluido en el servidor
Bepipred 2.0, representada por una escala de color: Hélice (H: gradiente de probabilidad rosa), Hoja
beta (E: gradiente de probabilidad azul) y Enrollado (C: gradiente de probabilidad naranja). Linea 4:
Accesibilidad a la superficie de los residuos de aminoacidos representados por un degradado naranja y
las letras B (aa: enterrados) y E (aa: expuestos).

La prediccion y analisis de los epitopos de células B también se realizé mediante el empleo de la pagina
web IEDB. Los epitopos de células B se determinaron mediante el analisis de diferentes propiedades
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inmunogénicas como: union de anticuerpos, exposicion a la superficie y antigenicidad. Se analiz6 una
gama de péptidos compuestos de 5 a 35 residuos de aminoécidos y, teniendo en cuenta el valor de corte
establecidos para cada criterio, se eligieron las secuencias que conforman los epitopos de células B
para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L. Los péptidos se mapearon en las secuencias de PLDr 2J-L y CP40r 2J-
L, indicando qué epitopos de células B tienen la mayor probabilidad de interactuar con anticuerpos
(Ab), de encontrarse en la superficie y ser mas antigénicos. Ademas, se identificaron las secuencias
que comparten la propiedad de union de Ab y exposicion superficial. También se identificaron las
secuencias de CP40r 2J-L que interacttan con el receptor Toll-Like 2 (Figura 25).

A PLDr 2J-L B CP40r 2J-L

REKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPVVHNPASTANRPVYAIAHRVL - MHNSPRSVSRLITVGITSALPASTESAVASAESATLSKEPLKASP GRADT
TTQGVDDAVAIGANALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFK - VGVOTTCNAKPIFFGYYRTWRDKAIQLLDDD? W XDKLQVKLTDIPEK
HIADKR{CGANITFTWLDIK!IPD!CADARSVCSINALRDLARKYLEPA - VNMVSLFHVEDNCASDQQFWETEHAE 0PELKKAGTRWRTVGAQ
GVRVLYGFYKTVGGPAWKTITADLRDGEAVALSGPAQDVLNDFARSE  LLLNKIKDKNLYGKHVE00!REIARDVINEYVVKHNLDGLOVOMEL

NKILTKQKIADYGYYNINQGFGNCYGTWNATCDQLAKSSEARDOGK.  RQVEKQUNLKWQURKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPOHEGYKYLIVD
CKTFGWTIATGODARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHEYRHADTENSFK TFONAQTSQUGLVADLVDYVLACTYXADTHECVTQWNGFRDKINSC
AIKRWVDKHSATHHLATVADNPW QPMAGYAHPEENDTNRFLTAVGEVNKSGAMQUAEWKPEGGEKGGT

FAYALDRDGRT) '1-.':DDHTLKPTDFﬁFTKR&IElTEESSTDLGKFTGSH

Figura 25. Epitopos de células B para PLDr 2J-L (A) y CP40r 2J-L (B) de C. pseudotuberculosis
aislado 2J-L, mediante el empleo de IEDB. Los epitopos con mayor probabilidad de interactuar con
los anticuerpos estan coloreados en rojo, los epitopos de superficie estan indicados por una secuencia
subrayada, los epitopos antigénicos se indican en letras en negrita y la secuencia que comparte la
capacidad de unirse a los anticuerpos y esta mas expuesta a la superficie se muestra en azul. Las flechas
indican secuencias en CP40 que interactuan con el receptor Toll Like 2.

Los epitopos lineales y discontinuos de células B de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, fueron
estimados mediante el programa ElliPro, teniendo en cuenta el formato PDB de la estructura

tridimensional de las proteinas (Tabla 7 y Tabla 8).
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Tabla 7. Epitopos lineales de células B de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L determinados por

ElliPro.
Proteinas No. aa Epitopos Tamaiio Score
1 9-33 MREKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPVVHNPAS 33 0.856
2 244-250 IATGQDA 7 0.721
3 78-91 HDGIPTSAGATAEE 14 0.698
4 211-226 GNCYGTWNRTCDQLRK 16 0.689
5 275-285 RHADTENSFKA 11 0.684
6 175-201 SGPAQDVLNDFARSENKILTKQKIADY 27 0.656
F;T-)Lr 7 132-142 RDLARKYLEPA 11 0.655
8 116-125 PDYCRDARSV 10 0.642
9 47-50 LTTQ 4 0.613
10 69-76 AWGRGWWA 8 0.612
11 160-168 KTITADLRD 9 0.583
12 229-236 EARDQGKL 8 0.550
13 289-292 WVDK 4 0.535
1 151-166 KNLYGKHVEDDYKYRE 16 0.807
2 220-229 ANEGKKPDHE 10 0.797
3 9-46 MHNSPRSVSRLITVGITSALFASTFSAVASAESATLSKEPLKASPG 46 0.749
4 362-379 ELTTGESSTDLGKPTGSR 18 0.719
5 337-355 DGRTYDGDDFTTLKPTDFA 19 0.707
6 193-205 VEKQLNLKWQLRK 13 0.702
CP40r 7 294-315 EENDTNRFLTAVGEVNKSGAMQ 22 0.660
2)-L 8 262-281 YKKDTKESVTQVWNGFRDKI 20 0.638
9 48-56 ADTVGVQTT 9 0.613
10 318-326 EWKPEGGEK 9 0.604
11 72-89 DKAIQLKDDDPWKDKLQV 18 0.588
12 145-149 | LNKIK 5 0.544
13 240-245 DNAQTS 6 0.531

Se identificaron un total de 13 epitopos lineales para cada proteina, donde las puntuaciones superiores

al valor de corte fueron tomadas en cuenta para la seleccion de los péptidos. Los epitopos fueron

identificados con un tamafio minimo de 4 y 5 residuos y un tamafio maximo de 33 y 46 para PLDr 2J-

L y CP40r 2J-L respectivamente. Los epitopos con mayor score presentaron 0.856 en PLDr 2J-L y
0.807 en CP40r 2J-L.

La representacion tridimensional de los epitopos lineales de células B para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L,

se realizo mediante el empleo del programa para visualizacion de estructuras JMol (Figura 26).
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Figura 26. Visualizacidn esquematica de los epitopos lineales de células B de PLDr 2J-L (A) y CP40r
2J-L (B) estimados por ElliPro, basado en la estructura 3D de las proteinas. Los himeros representan
los epitopos de la Tabla 7.

Los epitopos discontinuos o conformacionales de células B, compuestos por residuos de aminoécidos
no contiguos en la secuencia primaria de la proteina, pero juntos por la estructura de plegamiento, se
predijeron basados en el modelo 3D de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L. Los analisis de las
estructuras permitieron identificar 8 epitopos para PLDr 2J-L y 3 para CP40r 2J-L (Tabla 8). Los
epitopos 1y 7 de la proteina PLDr 2J-L constituyen los de mayor tamafio con valores de score de 0.822
y 0.609. El epitopo 2 de CP40r 2J-L fue estimado con un valor de 0.683 abarcando 171 residuos de la
proteina, lo que incluye gran parte de la molécula como posible epitopo conformacional de unién a

células B.
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Tabla 8. Epitopos discontinuos de células B de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L determinados

por ElliPro.
Proteinas No. Epitopos Tamaiio Score
_:M1, K4, V5, :V6, :L7, :F8, :L9, :S10, _:111, :112, :M13, :Al4,
1 _:115, _:M16, :L17, :P18, :V19, :G20, _:N21, :A22, :A23, :A24, :A25, 34 0.822
_:P26, _:Vv27, :V28, :H29, :N30, :P31, :A32, :S33, :V290, :D291, '
_:K292
2 _:H276, :A277, :D278, :T279, :E280, _:N281, :5282, :F283 8 0.796
3 _:A135, _:R136, _:L139, _:E140, _:P141, :A142 6 0.726
4 _:K101, _:Q102, _:G103 3 0.686
_:F210, :G211, :N212, :C213, :Y214, :G215, :T216, :W217, :N218,
5 _:R219, :T243, :1244, :A245, :T246, :G247, :Q248, :D249, :A250, 21 0.675
PLDr _:D254, :G257, _:K258
2)-L _:L47, _:T48, :T49, :Q50, :W75, :A76, :D77, :D79, :G80, _:I181, :P82,
6 _:T83, _:S84, :A85, :G86, _:A87, _:T88, _:E90, _:E91, _:D133, _:K137, 22 0.662
_:Y138
_:A69, _:W70, _:G71, _:R72, _:G73, _:W74, :N115, :P116,_:D117, _:Y118,
_:R120, :D121, :A122, :S124, :V125, :1128, :N129, :R132, :K152,
_:T153, :v154, :G155, :G156, :P157, :K160, _:T161, :1162, :T163,
7 _:Al64, :D165, _:L166, :R167, :D168, :S175, :G176, _:P177, :Al178, 67 0.609
_:Q179, _:D180, _:L182, :N183, :D184, :A186, :R187, :S188, :E189, '
_:N190, _:K191, _:1192, _:L193, _:T194, _:K195, _:Q196, _:K197, _:1198,
_:A199, _:D200, _:Y201, _:G202, _:Y203, _:E229, _:A230, _:D232, _:Q233,
_:G234, K235, _:L236
8 _:Q208, _:T220, _:C221, _:D222, :Q223, _:R225, :A259 7 0.529
_:L145, :N146, :K147, :1148, :K149, :D150, :K151, :N152, :L153, :Y154,
1 |_-G155 :K156, :H157, :V158, :E159, :D160, :D161, :Y162, :K163, :Y164, 36 0.721
_:R165, :E166, :R169, :V193, :E194, K195, :Q196, :L197, :N198, :L199, '
_:K200, :W201, :Q202, :R204, :K205, :S245
_:M1, _:H2, :N3,_:S4, :P5, :R6,_:S7,_:V8, _:S9, :R10, _:L11, :112, :T13, _:V14,
_:G15, _:116, _:T17, :S18, _:A19, :L20, :F21, :A22, :S23, :T24, :F25, :S26,
_A27, V28, :A29, :A31, :E32, :S33, :A34, :T35, :L36, :S37, :K38, _:E39,
P40, :L41, K42, :A43, :S44, P45, :G46, :RA7, :A48, :D49, :T50, :V51,
_:G5h2, _:V53, :Q54, :T55, :T56, _:C57, _:D72, K73, :A74, 175, :Q76, _:L77,
CP40r _:K78, _:D79, _:D80, _:D81, _:P82, W83, _:K84, :D85, :K86, :L87, :Q88, _:V89,
2L _:Q110, :K111, :D113, :Q114, :R122, :A220, :N221, :E222, :G223, :K224,
- 5 _:K225, :P226, :D227, :H228, :E229, :F239, :D240, :N241, :A242, :Q243, 171 0.683
_:K263, K264, :D265, :T266, :K267, :E268, :S269, :V270, :T271, :Q272, '
V273, :N282, :P293, :E294, :E295, :N296, :D297, :T298, :N299, :R300,
_:F301, _:L302, :T303, _:A304, :V305, :G306, :E307, :V308, :N309, :K310,
_:S311, :G312, :M314, :Q315, :E318, :W319, :K320, :P321, :E322, :G323,
_:G324, :E325, :D337, :G338, :R339, T340, :Y341, :D342, :G343, :D344,
_:D345, :F346, :T347, :T348, :1349, :K350, :P351, :T352, :D353, :F354,
_:A355, :R359, :T365, :G366, :E367, :S368, :S369, :T370, :D371, :L372,
_:G373, :K374, :P375, :T376, :G377, :S378, :R379
3 | _:G248, :L249, :N275, :G276, :R278, :D279, :K280, :1281 8 0.634
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La representacion esquematica de la disposicion de los epitopos discontinuos de células B, se realizo
tanto para PLDr 2J-L como para CP40r 2J-L, permitiendo la visualizacion y disposicion espacial de

estos epitopos antigénicos (Figura 27).

Figura 27. Visualizacion esquematica de los epitopos discontinuos de células B de PLDr 2J-L (A) y
CP40r 2J-L (B) estimados por ElliPro, basado en la estructura 3D de las proteinas. Los numeros
representan cada epitopo de la Tabla 8.

Un total de cincuenta epitopos de células B para PLDr 2J-L y cuarenta y siete para CP40r 2J-L (9-12
segun BepiPred 2.0, 9-8 segun la escala de accesibilidad superficial Emini, 11-11 segun la escala de
antigenicidad de Kolaskar - Tongaonkar y 13-13 lineales y 8-3 discontinuos utilizando como base las
estructuras de las proteinas en formato PDB) fueron estimados mediante el empleo de herramientas
bioinformaticas. El conjunto de datos resultante representa los epitopos de células B para PLDr 2J-L y
CP40r 2J-L estimados por diferentes predictores. La prediccion de epitopos por diferentes programas
no es idéntica, por lo que se identificaron las regiones que se superponen en cada prediccién de epitopos
(Tabla 9).
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Tabla 9. Epitopos de células B de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, haciendo énfasis en las

secuencias que se superponen, con el empleo de diferentes programas de prediccion.

Residuos | Bepidred 2.0 Escala Emini | Escala de ElliPro (Lineal) ElliPro (Discontinuos)
aa PLDr surface Antigenicidad
2)-L
1-50 NP NP 4 1 1
KVVLFLSIIMAIM | MREKVVLFLSIIMAIMLP | MKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPVVH
LPVGNA 22 VGNAAAAPVVHNPAS NPASVDK 292
24 31 24 AAPVVHNP 33
AAPVVHNPAS | PASTANRP 31
TAN 36 38 36 47 LTTQ 50 47 LTTQWADDGIPTSAGATEEDKY 138
NRPVYAIAHRVL
TTQ 50
51-100 NP NP 53 NP NP
DDAVAIGANALE
ID 66
74 NP NP 69 AWGRGWWA 75 69
WWADHDGIP AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKT
TSAGATAE 90 ITADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKI
ADYGYEADQGKL 236
NP NP 78 HDGIPTSAGATAEE 47 LTTQWADDGIPTSAGATEEDKY 138
91
91-130 98 DKRKQG 96 IADKRKQ | NP NP 101 KQG 103
103 102
117 113 116 116 PDYCRDARSV 125 69
DYCRDARSVC | IKNPDYCRD | PDYCRDARSVCS AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKT
126 A122 IN 129 ITADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKI
ADYGYEADQGKL 236
131-160 | NP 133 131 132 RDLARKYLEPA 142 | 47 LTTQWADDGIPTSAGATEEDKY 138
DLARKYL LRDLARKYLEPA
139 GVRVLYGFYKTV
153 TVGGP NP GGP 157 135 ARLEPA 142
157 NP 69
AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKT
ITADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKI
ADYGYEADQGKL 236
161-240 | NP NP NP 160 KTITADLRD 168 69

AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKTI
TADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKI
ADYGYEADQGKL 236
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161-240 NP NP NP 160 KTITADLRD 168 69
AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKTIT
ADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKIAD
YGYEADQGKL 236
179 185 171 175 69
QDVLNDFARS | FARSENKILT | AVALSGPAQDVL | SGPAQDVLNDFARSEN AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKTIT
ENKILTKQK KQKI 198 ND 184 KILTKQKIADY 201 ADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKIAD
197 YGYEADQGKL 236
203 201 YGYYNI 198 IADYGYY NP NP
YYNINQGFGN | 206 204
CYGTWNRTCD | 223 NP 211 208 QTCDQRA 259
QGKLG 237 DQGKLG 226
237 229 EARDQGKL 236 69
AWGRGWNPDYRDASVINRKTVGGPKTIT
ADLRDSGPAQDLNDARSENKILTKQKIAD
YGYEADQGKL 236
240-260 245 ATGQDAR | NP NP 244 IATGQDA 250 210 FGNCYGTWNRTIATGQDADGK 258
251
NP NP 252 VNDLLGKA NP 210 FGNCYGTWNRTIATGQDADGK 258
259
261-290 271 273 261 275 RHADTENSFKA 276 HADTENSF 283
THFYRHADTE FYRHADTEN | VDGLIFGFKITHF | 285
280 $ 282 YRH 276
291-307 291 289 295 289 WVDK 292 1
DKHSATHHLA | WVDKHSA ATHHLATVA MKVVLFLSIIMAIMLPVGNAAAAPVVHNP
TVA 303 295 303 ASVDK 292
Residuos | Bepidred 2.0 Escala Emini | Escala de ElliPro (Lineal) ElliPro (Discontinuos)
aa CP40r surface Antigenicidad
2)-L
1-70 5 PRSVS 9 NP 5 1 1MHNSPRSVSRLITVGITSALFASTFSAAA
PRSVSRLITVGIT | MHNSPRSVSRLITVGITS | ESATLSKEPLKASPGRADTVGVQTTCDKA
SALFASTFSAVA | ALFASTFSAVASAESATL | IQLKDDDPWKDKLQVQKDQRANEGKKP
SA 31 SKEPLKASPG 46 DHEFDNAQKKDTKESVTQVNPEENDTNR
31 NP 33 FLTAVGEVNKSGMQEKPEGGEDGRTYDG
AESATLSKEPL SATLSKEPLKAS DDFTTLKPTDFARTGESSTDLGKPTGSR
KASPGRADTV 44 379
GVQTTCN 58 NP 50 48 ADTVGVQTT 56
TVGVQTTCNAK
PIFFGY 66
71-170 71 78 NP 72
RDKAIQLKDD KDDDPWKD DKAIQLKDDDPWKDKL
DPWKDKLQV KL 87 Qv 89
KLTD 93 NP 86
KLQVKLTDIPEH
VNMVSLFHVE
107
108 107 NP NP
71-170 DNQKSDQQF EDNQKSD
WETFHRE 123 | 113
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120 NP NP
FHREYQPELK
KRG 132
143 NP 133 145 LNKIK 149 145
LLLNKIKDKNL TRVVRTVGAQLL LNKIKDKNLYGKHVEDDYKYRERVEKQL
YGKHVEDDYK LNK 147 NLKWQRKS 245
163 158 NP 151
VEDDYKYRE| KNLYGKHVEDDYKYRE
167 166
171260 | NP NP 172 NP NP
YNEYVVKHNL
181
189 NP 189 193 VEKQLNLKWQLRK | NP
ELRQVEKQLNL ELRQVEKQLNLK | 205
KWQ 202 200
213 221 NP 220 ANEGKKPDHE 229 | 1MHNSPRSVSRLITVGITSALFASTFSAAAE
LMGPKAPANE | NEGKKPDHE SATLSKEPLKASPGRADTVGVQTTCDKAIQ
GKKPDHEG GY 231 LKDDDPWKDKLQVQKDQRANEGKKPDH
230 EFDNAQKKDTKESVTQVNPEENDTNRFLT
NP NP 231 YKYLIYD NP AVGEVNKSGMQEKPEGGEDGRTYDGDD
237 FTTLKPTDFARTGESSTDLGKPTGSR 379
240 DNAQTSQ | NP 244 240 DNAQTS 245
246 TSQVGLVADLVD
YVLAQT 261
261-325 | 265 260 NP 262 248 GLNGRDKI 281
DTKESVTQVW | QTYKKDTKE [Sg1 YKKDTKESVTQVWNGF
NGFRDKINSC | § 269 INSCQFMAGYA | RDKI 281
QF 286 201
293 292 NP 294 IMHNSPRSVSRLITVGITSALFASTFSAAAE
PEENDTNRFLT | HPEENDT EENDTNRFLTAVGEVNK | SATLSKEPLKASPGRADTVGVQTTCDKAIQ
AVGEVNKSGA | 298 SGAMQ 315 LKDDDPWKDKLQVQKDQRANEGKKPDH
MQVAEWKPE | NP 302 LTAVGEV EFDNAQKKDTKESVTQVNPEENDTNRFL
GGE 325 308 TAVGEVNKSGMQEKPEGGEDGRTYDGD
NP NP 318 EWKPEGGEK 326 | DFTTLKPTDFARTGESSTDLGKPTGSR
326379 | 339 336 NP 337 379
RTYDGDDFTTL | RDGRTYDG DGRTYDGDDFTTLKPTD
KPTDFAF 356 | 343 FA 355
362 NP NP 362
ELTTGESSTDL ELTTGESSTDLGKPTGSR
GKPT 376 379

NP: No prediccion en esa regién de la secuencia. En negritas se representan las regiones en la
secuencia de las proteinas que son identificadas como epitopos por diferentes programas de
prediccion.

Las mismas regiones en las proteinas fueron identificadas por diferentes programas como epitopos,

con diferencias en la longitud de los epitopos Yy la presencia o ausencia de determinados aminoacidos.

En la comparacion de los diferentes epitopos identificados por diversos predictores, pudimos establecer
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11 regiones en la secuencia de PLDr 2J-L y 12 en CP40r 2J-L, que fueron predichas por al menos dos
criterios diferentes:

. PLDr 2J-L (**AAPVVHNP3, DGIPTSAGATAE®, Y'DYCRD!?, B¥DLARKYL™,
18¥TVGGPY, 1¥QDVLND84, EARSENKILTKQKI%, ZIGNCYGTWNRT?,
29E ARDQGK L2, 5ATGQDA?, 276HADTE20),

. CP40r  2J-L  (*PRSVSRLITVGITSALFASTFSAVASA®,  #SATLSKEPLKAS*,
DTVGVQTTCNS, "DKAIQLKDDDPWKDKLQVKLTD?, MSLNKIK!™,
8VEDDYKYRE ® ¥VEKQLNLK?®, 2INEGKKPDHE?, 2DNAQ?*®,
2YEENDTNRFLTAVGEVNKSG®?2, ¥’ DGRTYD*?, 3 GESSTDLGKPT?"®).

VI11.12.2 Prediccién de epitopos de células T, contexto MHC |, para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L.

La respuesta inmune celular es de suma importancia, en especial la activacion de los linfocitos T, para
la resolucidn de las infecciones bacterianas intracelulares. Por tal motivo se identificaron los epitopos
de células T en el contexto del MHC clase | de modelo murino, para ambas proteinas, mediante el
empleo de las herramientas del portal web IEDB (Tabla 10). Las secuencias de la proteina de PLDr 2J-
L con mayor potencial para activar las células T CD8" en el contexto de diferentes variedades del MHC
| fueron: posicién 56 VAIGANAL 63 (alelos H-2-Kb y H-2-Db), 139 LEPAGVRYV 146 (alelos H-2-
Kb, H-2-KK y H-2-Qal) y la secuencia 202 GYYNI 206 (alelos H-2-Kb, H-2-KK). Para la proteina
CP40 las secuencias que fueron reconocidas por méas de un tipo de alelos fueron: las secuencias 137
RTVGAQL 143 (alelos H-2-Qal y H-2-Kb) y 205 KIMGAFSEL 213 (alelos H-2-Kb y H-2-Qal).

Los epitopos de células B y T fueron evaluados por la herramienta ECV (por sus siglas en inglés,
Epitope Conservancy Patterns) disponible en la pagina IEDB, en busca de patrones conservados en los
epitopos en comparacion con las secuencias de las proteinas PLD y CP40 de las cepas de origen
mexicano. Todos los epitopos lineales de células B y los epitopos de células T, fueron conservados en
un 100%, por las proteinas de las cepas de origen mexicano MEX1, MEX2, MEX9, MEX25 y MEX29.
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Tabla 10. Epitopos de células T presentados en el contexto del MHC | de modelo murino, de las

proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L.

Proteinas Alelo Inicio Fin Tamaiio Epitopos Score
H-2-Kb 146 154 9 VLYGFYKTV 0.916
H-2-Kk 279 286 8 TENSFKAI 0.87
H-2-Kb 104 111 8 ANITFTWL 0.822
H-2-Kk 89 96 8 AEEIFKHI 0.791
H-2-Kd 39 47 9 VYAIAHRVL 0.77
H-2-Db 56 65 10 VAIGANALEI 0.715
H-2-Kk 139 147 9 LEPAGVRVL 0.715

PLDF 2)-L H-2-Kd 202 210 GYYNINQGF 0.628
H-2-Kb 4 11 8 KVVLFLSI 0.62
H-2-Kd 137 146 10 KYLEPAGVRV 0.609
H-2-Kb 199 206 8 ADYGYYNI 0.553
H-2-Kk 139 146 8 LEPAGVRV 0.545
H-2-Kk 63 70 8 LEIDFTAW 0.526
H-2-Kb 56 63 8 VAIGANAL 0.524
H-2-Kb 266 273 8 FGFKITHF 0.522
H-2-Qal 138 146 9 YLEPAGVRV 0.516
H-2-Kk 173 181 9 NEYVVKHNL 0.943
H-2-Kk 294 302 9 EENDTNRFL 0.927
H-2-Kk 158 167 10 VEDDYKYREI 0.694
H-2-Kb 205 213 9 KIMGAFSEL 0.672
H-2-Qal 137 145 9 RTVGAQLLL 0.664
H-2-Kb 206 213 8 IMGAFSEL 0.654
H-2-Kk 228 235 8 HEGYKYLI 0.651

CP40r 2J-L | H-2-Qal 333 341 9 ALDRDGRTY 0.645
H-2-Kk 172 181 10 YNEYVVKHNL 0.61
H-2-Kd 163 171 9 KYREIARDV 0.58
H-2-Kk 294 301 EENDTNRF 0.568
H-2-Qal 205 213 KIMGAFSEL 0.539
H-2-Kb 339 349 11 RTYDGDDFTTL 0.53
H-2-Kb 135 143 VVRTVGAQL 0.52
H-2-Kb 17 25 TSALFASTF 0.502

V11.12.3 Potencialidades de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L como candidatos vacunales.

El programa Vaxign permitié identificar ambas proteinas como antigénicas, involucradas en la

adhesion celular, con valores de 0.654 y 0.637 para PLDr 2J-L y CP40r 2J-L respectivamente.
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La localizacion celular no fue estimada por el programa; sin embargo; se detectdé un domino de hélice
de transmembrana en cada proteina. Las proteinas se evaluaron como posibles candidatos vacunales,
teniendo en cuenta sus propiedades fisico-quimicas, mediante el empleo del programa VaxiJen. Este
programa clasifico las proteinas teniendo en cuenta todo su conjunto, como antigenos Probables, con
un valor de 0.439 para PLDr 2J-L y 0.566 para CP40r 2J-L.
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VI1I1. DISCUSION
La Linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta a los pequefios rumiantes, siendo causa de

grandes pérdidas econdmicas para la industria ovina y caprina a nivel mundial (Odhah et al., 2018;
Faeza et al., 2019). C. pseudotuberculosis es una bacteria intracelular facultativa, Gram positiva, que
presenta dos biovares equi y ovis, siendo este ultimo el patégeno agente causal de esta enfermedad
(Dorella et al., 2006).

México presenta afectaciones en las producciones ovinas y caprinas por la incidencia de esta
enfermedad, para la cual no se comercializan vacunas en el pais. Diversos estudios han permitido
constatar la presencia C. pseudotuberculosis en diferentes regiones ganaderas del pais (Varela et al.,
2018; Parise et al., 2018). Aungue existen vacunas disponibles a nivel mundial para la profilaxis de
esta enfermedad, su eficacia alin es incompleta en el control y proteccion de todos los animales
vacunados (Windsor et al., 2016). Las vacunas clésicas convencionales se asocian con una eficacia
limitada y, por ello, la investigacion continia centrada en el estudio de candidatos potenciales para el
desarrollo de vacunas de nueva generacion (Bastos et al., 2012). Las proteinas PLD y CP40 se han
evaluado en diferentes formulaciones de vacunas, mostrando elevados niveles de proteccién en los
animales desafiados con cepas virulentas (Droppa-Almeida et al., 2016; Silva et al., 2018). Teniendo
en cuenta la funcién biolégica que desempefian estas proteinas durante la infeccién y diseminacion
bacteriana (Hodgson et al., 1990; Walker et al., 1994), una estrategia eficiente seria dirigir la respuesta
del sistema inmune hacia su neutralizacion. Por tales motivos nos dimos a la tarea de obtener por via
recombinante y caracterizar las proteinas PLD y CP40 de un aislado de origen mexicano, para su

empleo en futuras formulaciones de vacunas y medios diagndsticos.

VI11.1 Identificacion de C. pseudotuberculosisaislado 2J-L mediante PCR Multiplex

Para la obtencion de las proteinas PLD y CP40 por via recombinante se utiliz6 el material genético de
un aislado de C. pseudotuberculosis obtenido en un estudio previo en el estado de Jalisco, municipio
Zapotlanejo, localidad Tauquilla. C. pseudotuberculosis aislamiento 4-2.2LJ (345929), fue obtenido
en un ovino, a partir de un absceso menor de 5cm, de constitucion dura y seropurulento, de la cabeza
de una hembra Pelifolk (Valdivia et al., 2014; Hernandez-Ledn et al., 2015). La identificacién
mediante pruebas bioquimicas, secuenciacion de un segmento del gen rpoB y andlisis filogenético,
permitio la clasificacion de este aislamiento (4-2.2LJ, en este articulo nombrado, C43) como C.

pseudotuberculosis biovar ovis. También se identificd en este aislamiento la presencia de los genes fag
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A, fag B, fag C, fag D y hsp60 que codifican para factores de patogenicidad (Varela et al., 2018). En
el presente trabajo se renombro este aislamiento como 2J-L y se corroboré su identificacion mediante
la amplificacion de fragmentos de los genes 16s rRNA, rpoB y pld por PCR Multiplex, basados en el
protocolo propuesto por Pacheco et al., (2007). El gen 16S rRNA es el componente de la subunidad
menor (30S) de los ribosomas procariotas, y permite la union de la secuencia lider de los ARNm
(secuencia de Shine-Dalgarno) para el inicio de la traduccion de los genes. La secuencia de este gen se
encuentra altamente conservada y presenta bajas tasas de evolucion, de ahi que se utilice para la
reconstruccion de filogenia. EI uso de este gen ha tenido una enorme repercusion en la taxonomia
bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y permitiendo la identificacion rapida y
precisa de las bacterias (Cetinkaya et al., 2002). EI empleo de la secuencia del gen 16S rRNA permite
diferenciar C. diphtheriae de C. pseudotuberculosis con una similitud de un 97.8%, lo que indica que
estas especies estdn estrechamente relacionadas, pero son diferentes. Sin embargo, entre C.
pseudotuberculosis y C. ulcerans la similitud entre especies es de 99.7% por lo que este gen no permite
la diferenciacion entre ambas (Pascual et al., 1995). Por tal motivo se realiza la amplificacion
simultanea de otros genes mas especificos como pld y rpoB. El gen rpoB codifica para la subunidad f
de la RNA polimerasa y la amplificacion de un fragmento de 434 a 452 pb permite la identificacion a
nivel de especie, ya que presenta un elevado polimorfismo. El mayor grado de semejanza de esta
secuencia parcial entre dos especies de Corynebacterium spp. ha sido de 95.9%, lo que posibilita una
identificacion certera a diferencia del 99.7% de semejanza que presentan las secuencias completas del
16S rRNA (1.500 pb) (Khamis et al., 2005; Renaud et al., 2007). El gen pld codifica para la fosfolipasa
D, factor de virulencia principal de C. pseudotuberculosis (D" Afonseca et al., 2008). Es un blanco de
amplificacion por PCR para discriminar entre aislados de C. pseudotuberculosis y C. ulcerans, especie
genotipicamente muy relacionada (Pacheco et al., 2007). La amplificacion de estos genes permitio
corroborar la identidad del aislamiento 2J-L como C. pseudotuberculosis. EI PCR Quadruplex
(Almeida et al., 2017), incluye la amplificacion de los genes anteriormente citados, asi como el gen
narG, que codifica para la cadena o de la enzima Nitrato reductasa. La presencia de este gen es
indicativo de la cepa biovar equi y la ausencia del mismo permite identificar a la cepa como biovar
ovis. Este nuevo sistema de diagnostico por PCR permite establecer la identificacion hasta biovar, por
lo que tendremos en cuenta este protocolo para futuros estudios de identificacion de aislamientos de

C. pseudotuberculosis.
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VI111.2-3 Amplificacion de los genes y clonaje en el plasmido pGEM-T Easy

El disefio de los oligonucleotidos, asi como los programas empleados para la amplificacion de los genes
mediante PCR, permitieron la obtencién de los genes completos pld y cp40. El sistema de clonaje con
el plasmido pGEM-T Easy facilité la insercion de los genes, debido a que presenta diferentes
mecanismos de seleccidén para la identificacion de los clones recombinantes. Este plasmido se
encuentra lineal, abierto por el sitio multiple de clonaje, presentando en ambos extremos residuos de
Timina. Los genes obtenidos a partir de la amplificacion por PCR, empleando la enzima Taq
polimerasa, presentan en los extremos residuos de adenina generados por esta enzima. El uso de este
plasmido facilita la insercion del gen de interés, ya que la unién se ve favorecida por la afinidad entre
estas bases nitrogenadas. Ademas el plasmido presenta un gen que codifica para la enzima B-lactamasa,
la cual proporciona resistencia al antibiético ampicilina y permite el crecimiento de las bacterias
transformadas con el plasmido, en medio de cultivo selectivo con este antibiético. También contiene
el gen que codifica para la B-galactosidasa, enzima que si se expresa puede degradar galactosidos
artificiales tales como el 5-bromo-4 cloro 3-indolil-p-D-galact6sido (X-Gal), tornando las colonias de
color azul. El gen que codifica para la B-galactosidasa se encuentra interrumpido por el sitio multiple
de clonaje, si se inserta el gen de interés en el plasmido de manera exitosa, no se expresa la enzima, y
las celulas no pueden utilizan el Xgal como sustrato, tornandose las colonias de color blanco. El analisis
mediante digestion con enzimas de restriccion permitié identificar los plasmidos recombinantes. La
insercion de las secuencias que son reconocidas por las enzimas Ncol/Xhol, en los extremos de los
oligonucledtidos para la amplificacién de los genes, posteriormente permitio direccionar el clonaje de

los genes en el plasmido de expresion final (Sambrook et al., 2012).

VII1.4-5 Analisis de la secuencia de los genes pld - cp40 y estudio filogenético de C.
pseudotuberculosis (2J-L.).

Las secuencias de los genes pld y cp40 del aislado 2J-L presentaron porcentajes de similitud elevados
en comparacion con las secuencias de otros aislamientos de C. pseudotuberculosis, informadas en la
base de datos GenBank (NCBI). Los resultados demuestran que estos genes son altamente conservados
y presentan poca variacion entre las cepas biovar ovis. La conservacion en las secuencias de estos genes
pueden deberse a la funcion que realizan estas proteinas como factores de virulencia de C.
pseudotuberculosis (Hodgson et al., 1990; Walker et al., 1994).
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Las secuencias de los genes pld y cp40 del aislado 2J-L presentaron los porcientos de identidad mas
elevados con respecto a las cepas de origen mexicanas MEX25 y MEX29, asi como también con las
cepas 4681 proveniente de un ovino de Australia y la cepa 29156 aislada de un bovino proveniente de
Israel (Sousa et al., 2019). El analisis filogenético permiti6 agrupar el aislado 2J-L mas cercano a estas
cepas anteriormente citadas. También se observé que las cepas MEX30 y MEX31, de origen mexicano,
se encuentran mas alejadas filogenéticamente del aislado 2J-L con 70-75%, debido a que estas
pertenecen al biovar equi. El aislamiento 2J-L se agrupd con cepas mexicanas biovar ovis, sin
encontrarse relacion con respeto a la localizacion geogréfica de los aislamientos. La cepa MEX1
(NZ_CP017711.1) se aisl6 del absceso de una cabra en la region de Tlaxcala, MEX2 (CP046644.1) de
una cabra de Puebla y la cepa MEX29 (NZ_CP016826.1) de una oveja de Rio Frio de Juarez, todas
regiones con una distancia de 40-50 Km aproximadamente entre aislamientos. La cepa MEX25
(NZ_CP013697.1) se aislé de oveja y MEX9 (NZ_CP014543.1) de cabra, ambas cepas provenientes
de la regién de Guanajuato, con una distancia de 450 km con respecto a las cepas anteriores (Parise et
al., 2018). El aislamiento 2J-L se obtuvo en Jalisco con una distancia de 276 Km respecto a Guanajuato
y 666 Km con respecto a Tlaxcala. A pesar de las diferencias en la ubicacidén geogréafica de los
aislamientos MEX25, MEX29 y 2J-L, todos derivados de ovejas, se agruparon en el mismo clado. El
mismo comportamiento se observo para MEX1, MEX2 y MEXO, todos derivados de cabras, agrupados
mas cerca filogenéticamente. Los resultados previos obtenidos del andlisis basado en la secuencia del
genoma completo de las cepas mexicanas MEX1, MEX9, MEX25, MEX29, mostraron que estas se
agruparon predominantemente segun el tipo de hospederos y no debido a la proximidad geogréfica.
Pero al igual que en otros estudios, también se agruparon en el mismo clado con cepas biovar ovis
aisladas de diferentes tipos de hospederos (Parise et al., 2018). Este comportamiento también se
observo en nuestros resultados donde C. pseudotuberculosis 2J-L se agrupd en un mismo clado con
cepas biovar ovis, del mismo tipo de hospedero entre las cepas mexicanas y con otras cepas de
diferentes hospederos, como la cepa 29156 aislada de un bovino proveniente de Israel. Diversos
estudios indican que las cepas del biovar ovis contienen un alto grado de clonalidad, con mas secuencias
conservadas y capacidad de infectar diferentes tipos de hospederos (Connor et al., 2000, Connor et al.,
2007; Soares et al., 2013), pero no presentan el mismo grado de agrupacion filogenética en los clados
que las cepas biovar equi (Viana et al., 2017). Mientras que las cepas del biovar ovis forman un grupo

mixto con una representacion de diferentes tipos de hospederos, las cepas pertenecientes al biovar equi,

116



Obtencién y caracterizacién de las proteinas recombinantes PLD y CP40, factores de virulencia de
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis con potencial inmunogénico

Discusion

son mas variables, estan bajo un proceso de mutacion constante, presentando diferencias de cepas
establecidas que hacen que su distribucion en el arbol filogenético sea mas especifica y separada por
grupos, incluso por tipo de hospederos (Soares et al., 2013; Dorneles et al., 2014). El aislamiento 2J-
L se obtuvo de una oveja perteneciente a una granja con ovinos y caprinos coexistiendo juntos, donde
esta granja podria tener diferentes fuentes de cepas del biovar ovis (Varela et al., 2018). En el estudio
previo de las cepas de origen mexicano se planteo que la estructura genética esta mas influenciada por
el transporte de animales entre granjas que por la preferencia de hospederos. Por otra parte, se ha
planteado que en los arboles filogenéticos donde se agrupan las cepas en dependencia del tipo de
hospedero se debe a que las granjas de cabras y ovejas podrian tener diferentes fuentes de cepas de
biovar ovis. También el agrupamiento de las cepas en el mismo clado segun el tipo de hospedero, se
ha visto en granjas donde solo se encuentra presente un solo tipo de hospedero o las poblaciones de
animales estudiadas estaban ampliamente dispersas geograficamente. El traslado de animales
infectados, asi como el mayor contacto y transmision de la enfermedad probablemente ocurre entre
granjas de la misma especie de hospedero (Parise et al., 2018). Otros autores explican las diferencias
en la organizacion filogenética, proponiendo la teoria de que C. pseudotuberculosis puede estar bajo
un proceso de anagénesis y especiacion bioldgica, basandose en estudios realizados con la cepa 162
que pertenece al biovar equi y se agrupa filogenéticamente mas cerca de las cepas del biovar ovis

(Oliveira et al., 2016), resultado que también fue constatado en nuestro estudio.

VI11.6 Anélisis de la secuencia de aminoéacido de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L.
VI111.6.1 Fosfolipasa D, PLD

La fosfolipasa D es una exotoxina, esfingomielinasa (fosfatidilcolina fosfohidrolasa, EC 3.1.4.4),
considerada el principal factor de virulencia de C. pseudotuberculosis, cuyo papel en la patogénesis
esta bien determinado contribuyendo a la proliferacion, permeabilidad y propagacion celular
(McNamara et al., 1994). La proteina PLDr 2J-L conservoé el dominio catalitico de la superfamilia de
fosfodiesterasas de tipo fosfolipasa C. La superfamilia de fosfodiesterasas similares a PI-PLC
representa los dominios cataliticos de la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol bacteriana,
fosfolipasa C especifica de fosfoinositido eucariota, fosfodiesterasas de glicerofosfodiéster (GP-GDE),
esfingomielinasas D (fosfolipasa de arafia) proteinas similares a D y fosfolipasa D (PLD) de varias
bacterias patdgenas. Las PI-PLC son enzimas ubicuas que hidrolizan los lipidos de la membrana para

producir fosfatos de inositol y diacilglicerol (DAG). PLD corresponde a la subfamilia con dominio
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similar a glicerofosfodiéster fosfodiesterasa (GDPD), presente en la esfingomielinasa D (SMasa D) del
veneno de arafia, Ajellomyces capsulatus H143 proteina similar a PLD de ascomicetos y PLD de C.
pseudotuberculosis (Flores-Diaz et al., 2016). Estas enzimas no pertenecen a la superfamilia de la
fosfolipasa D (PLD), ya que carecen del motivo de secuencia HKD conservado, que caracteriza el
centro catalitico de esta superfamilia (Flores-Diaz et al., 2016). La esfingomielinasa D del veneno de
arafa y la fosfolipasa D bacteriana son proteinas similares, que catalizan la hidrdlisis dependiente de
Mg2" de la esfingomielina (Dias-Lopes et al., 2013). En presencia de Mg2*, la SMasa D puede
funcionar como lisofosfolipasa que hidroliza la lisofosfatidilcolina (LPC) a colina y &cido
lisofosfatidico (LPA) alterando la morfologia de la membrana diana (Murakami et al., 2005; Murakami
et al., 2006). Los compuestos derivados de la degradacion de la esfingomielina causan la agregacion
plaquetaria, hiper-permeabilidad endotelial y respuestas pro-inflamatorias (Hogdson et al., 1990). A
pesar de las variaciones presentes en la secuencia de nucleotidos del gen pld 2J-L, la secuencia de
aminoéacidos se conservo, siendo 100% idéntica en comparacion con las proteinas PLD de todas las
cepas mexicanas incluidas en el estudio. El lazo (loop) catalitico y el sitio activo estan altamente
conservados entre las fosfolipasas de todas las cepas. Encontramos variaciones en los residuos de
aminoacidos de las cepas mexicanas, incluido el aislado 2J-L, con respecto a la secuencia de la proteina
PLD-WP_048588395.1 reportada como Fosfolipasa D de C. pseudotuberculosis. Los efectos de las
variaciones de aminoacidos en la misma posicién de la proteina se pueden explicar analizando las
propiedades fisicas, quimicas y estructurales de los residuos sustituidos. Los factores con mayores
implicaciones son el tamafio de la cadena lateral seguido de su hidrofobicidad (Betts y Russell, 2003).
La primera variacion se identifico en la posicién 28 con un residuo de valina (V) mientras que la misma
posicién presenta serina (S) para PLD-WP_048588395.1. La valina es un aminoacido no polar, neutro
y alifatico cuya cadena lateral esta ramificada con un grupo isopropilo. Los residuos hidrofobicos
generalmente no son reactivos y rara vez participan en la funcién de las proteinas. Este residuo suele
encontrarse enterrado en nucleos hidrofobos de las proteinas. Por el contrario, la serina es un residuo
polar, neutro e hidrofilico, con un grupo hidroxil-metilo como cadena lateral y suele participar en
enlaces de hidrégeno con otras cadenas laterales. La serina puede formar parte tanto del interior de una
proteina como de la superficie, su pequefio tamafio le permite encontrase dentro de giros cerrados en
la superficie de las proteinas, donde es posible que el oxigeno hidroxilo de su cadena lateral forme un

enlace de hidrdgeno con el esqueleto proteico (Betts y Russell, 2003). Este cambio de secuencia se
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puede clasificar como una variacion no conservadora debido a las diferencias entre ambos
aminoacidos. También en las posiciones 198 y 205 se observo otro cambio de aminoacidos, de
isoleucina (I) a valina (V) y de asparagina (N) a acido aspartico (D). Ambos constituyeron variaciones
conservadoras o reemplazos conservadores debido a un intercambio entre dos aminoacidos separados
por una pequefia distancia fisicoquimica. La isoleucina puede ser sustituida por otros aminoacidos
hidrofobicos, como la valina, ya que ambos contienen dos sustituyentes que no presentan hidrogeno
unido al esqueleto de carbono. Estos aminoacidos presentan mucho mas volumen cerca de la estructura
de la proteina, siendo mas restringidas las conformaciones que la cadena principal puede adoptar. El
acido aspartico puede ser sustituido por otros aminoacidos polares, en particular la asparagina, solo
diferenciandose por la presencia de un grupo amino en lugar de uno de los oxigenos que se encuentran
en el &cido aspartico (Betts y Russell, 2003). Finalmente, en la posicion 287 detectamos un cambio no
conservador de isoleucina en la PLD de las cepas mexicanas y glutamina (Q) en la secuencia tipo PLD.
Al ser un residuo hidrofobico, la cadena lateral de isoleucina es poco reactiva y, por lo tanto, rara vez
participa directamente en las funciones de las proteinas. Por lo general se encuentra enterrada en
nucleos hidréfobos de proteinas y las glutaminas estan involucradas con bastante frecuencia en sitios
de unidn o activos de proteinas, con una cadena lateral polar que puede interactuar con otros atomos
polares o cargados (Betts y Russell, 2003). Sin embargo, ninguno de estos cambios detectados
involucré residuos del sitio activo o del lazo catalitico de PLD, por lo que podemos inferir que no
deben afectar la funcion enzimatica de la proteina. La esfingomielina es uno de los principales
fosfolipidos presentes en las membranas plasmaticas de células de los mamiferos y se ha comprobado
que esta puede ser hidrolizada por enzimas SMasa D de diferentes organismos patégenos, como arafias,
bacterias, garrapatas, acaros y hongos (Dias- Lopes et al., 2013; Flores-Diaz et al., 2016). La
evaluacion de las caracteristicas de las SMasa D de diferentes organismos basados en la estructura de
la enzima de Loxosceles laeta, permitio identificar el sitio catalitico conservado involucrando los
residuos H (12) y H (47) homologos a H (44) y H (78) de PLD en C. pseudotuberculosis. En la toxina
de arafa los residuos E (32), D (34) y D (91) coordinan la uniéon del ion Mg2", y los residuos homoélogos
se encontraron en PLDr 2J-L en las posiciones E (64), D (66) y D (112). Otros estudios han sugerido
que el sitio catalitico de la SMasa D esta soportado por una red de enlaces de hidrogeno entre D (34),
D (52), W (230), D (233) y N (252), presentando sus homologos en PLD de C. pseudotuberculosis en
la posicion W (242), T (246), G (268). Los residuos D (52), D (233) y N (252) no se conservaron entre
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las SMasa D de los diferentes organismos, porque la contribucién del enlace de hidrogeno de los grupos
carboxilo de estos aminoacidos puede ser reemplazada por cualquier otro grupo donador / aceptor
(Murakami et al., 2005; Murakami et al., 2006). Diferentes ensayos han demostrado qué sustitucion
de residuos de aminodcidos pueden inactivar las funciones enzimaticas de PLD. Un ejemplo
corresponde a Toxminus, una cepa atenuada de C. pseudotuberculosis, cuyo gen pld cromosomico fue
inactivado mediante un evento de recombinacion doble (Hodgson et al., 1992). Esta cepa atenuada se
transformé con un pldsmido modificado con el gen pld con una mutacion sitio especifica en el
nucleétido C129, lo cual ocasioné la produccion de una toxina PLD no funcional (Hodgson et al.,
1994). Segun los autores, la variacion de este nucledtido produjo un cambio en el residuo de His-20,
sustituido por tirosina (), lo que modifico el sitio activo de la enzima y redujo en gran medida la
cantidad de PLD secretada por la cepa Toxminus. Para mejorar la sobreexpresion y secrecién de la
toxina PLD inactivada, se evaluaron diferentes sustituciones de aminoécidos para la posicion His-20,
donde la mayoria de los cambios inactivaron la PLD, excepto por lisina, arginina y glutamina, ya que
la toxina conservo actividad enzimética medible (Tachedjian et al., 1995). Este residuo denominado
His-20, coincide con el primer residuo de Histidina de PLD presente en la secuencia YAIAHRVL
(Murakami et al., 2005) por lo que una modificacion del nucledtido C129, influye directamente en la
histidina en la posicion 44, la cual esta involucrada en el sitio catalitico (H44-H78).

VI111.6.2 Endoglicosidasa, CP40

La proteina CP40 fue caracterizada como una proteasa de serina, con potencialidades inmunogénicas
para el desarrollo de vacunas (Walker et al., 1994). Posteriormente se reclasific6 como una
endoglicosidasa con capacidad para hidrolizar la region Fc de los anticuerpos IgG (Shadnezhad et al.,
2016). Las endo-beta-N-acetilglucosaminidasas son quitinasas que hidrolizan el ndcleo de quitina de
varios glicanos y glicoproteinas enlazados con asparagina (N). La Familia GH18 (Glicosil hidrolasa)
estd constituida por enzimas que hidrolizan la quitina, un polimero abundante de enlace beta-1,4 al
N-acetilglucosamina (GIcNAc), componente principal de las paredes celulares (van Aalten, 2001).
La identificacion del dominio catalitico de la proteina CP40r 2J-L, permitio clasificarla como enzima
endo-beta-N-acetilglucosaminidasa perteneciente a la Familia GH18 (archler-Bauer et al., 2017).
Algunos de los miembros de esta familia son endo-beta-N-acetilglucosaminidasa (Endo S) de
Streptococcus pyogenes (Collin y Olsen, 2001), Endo F1 (Tarentino et al., 1991), Endo F2 (Trimble
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et al., 1991) y Endo F3 (Giddens et al., 2016) de Flavobacterium meningosepticum, Endo E de
Enterococcus faecalis (Goda et al. 2008) y Endo H de Streptomyces plicatus (Rao et al., 1999). Se
han caracterizado dos enzimas de esta familia de proteinas, en organismos eucariotas, como Endo T
de Trichoderma reesei (Stals et al., 2012) y Endo FV del basidiomiceto Flammulina velutipes
(Hamaguchi et al., 2010). Todas las secuencias de CP40 de las cepas de origen mexicano comparten
el mismo sitio activo de endoglicosidasa. Solo se encontraron variaciones en la secuencia de
aminoacidos con respecto a MEX25 y CP40-WP_058831578.1 en la posicién 247, con un residuo de
leucina (L) donde el resto de las cepas presentan valina (V). Esta variacion corresponde a un cambio
conservativo debido a que ambos aminoacidos son hidrofébicos y normalmente estan enterrados en
el nacleo estructural de las proteinas. Ademas, se detectd un cambio en la posicion 105, donde todas
las cepas mexicanas conservan el mismo aminoacido histidina (H), mientras que la proteina CP40-
WP_014522771.1 de la cepa PAT10 (absceso pulmonar de una oveja de Argentina) (Cerdeira et al.,
2011), tiene una prolina (P). La histidina es un aminoacido polar; sin embargo, es Unico con respecto
a sus propiedades quimicas, lo que significa que no se sustituye particularmente bien con ningun otro
aminoéacido. La prolina presenta la cadena lateral conectada a la estructura de la proteina dos veces,
formando un anillo de cinco miembros, contiene un grupo NH2* en lugar de NH3*. A pesar de ser
alifatico, se plantea que pueden encontrarse en la superficie de las proteinas, como los residuos
polares (Betts y Russell, 2003). Estos cambios no constituyen modificaciones que afecten la actividad
enzimatica de la proteina CP40. La modificacion del gen ndoS, dirigida mediante mutagénesis sitio
especifica, permitio la obtencién de la proteina recombinante Endo S con una variacion en el residuo
235 de &cido glutamico. Esta proteina recombinante modificada present6 una pérdida de funcion
enzimatica, ya que no pudo mediar la hidrolisis de anticuerpos IgG humanos. Ademas, el uso de N-
bromosuccinimida, compuesto que reacciona con el grupo indol de los triptéfanos y con los grupos
SH de las cisteinas, afecto la actividad enzimética de la Endo S. Para confirmar la influencia de ambos
tipos de residuos de aminoacidos en la actividad enzimatica, se aplicaron tratamientos con yodo-
acetamida (IAA) o N-etilmaleimida (NEM), blogueando solo los residuos de cisteinas, y se verificd
que la proteina EndoS conservo su actividad enzimatica. Ademas, la modificacion de los residuos de
lisinas usando formaldehido, no altero la funcion enzimatica. Estos resultados indicaron que el
residuo 235 de &cido glutdmico y los residuos de triptofanos son esenciales para la actividad

hidrolizante de la Endo S (Allhorn et al., 2008). También se ha demostrado en quitinasas de
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Streptomyces griseus que los triptéfanos situados en los lazos extendidos fuera del sitio catalitico
tienen una funcion esencial para la union del sustrato y la actividad enzimatica (Itoh et al., 2006;
Kezuka, et al., 2006). El bloqueo quimico de los triptéfanos en una B-N-acetilglucosaminidasa del
molusco Batillus cornutus inhibi6 la actividad de la quitinasa (Lin et al., 2003). El anélisis del sitio
activo de Endo T, teniendo en cuenta los residuos D (129) como estabilizador del estado de transicion
en el mecanismo de catalisis asistida por sustrato y E (131) como donador de protones, evidencié que
estos residuos se encuentran en posiciones casi idénticas y ampliamente conservadas en las proteinas
GH18 de bacterias: Endo H, Endo F1, Endo F3 y Endo BT (Stals et al., 2012). Las proteinas Endo
F3 y Endo S exhiben un gran parecido en sus sitios cataliticos, donde los residuos D (126), E (128) e
Y (213) se encuentran en posiciones equivalentes a D (233), E (235) e Y (305) en Endo S (Stals et
al., 2012), los cuales también se conservan en las posiciones D (187), E (189) e Y (262) para CP40r
2J-L.

VI11.7 Caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L

Se determinaron diferentes parametros fisicoquimicos como parte de la caracterizacion de las proteinas
PLDr y CP40r del aislado 2J-L de C. pseudotuberculosis. Los primeros ensayos para la obtencién de
PLD como proteina recombinante establecieron que el ORF tenia aproximadamente 1100 pb y
codificaba para una molécula de 31.4 KDa (Hogdson et al., 1990). Encontramos diferencias en cuanto
al peso molecular estimado in silico para la proteina PLDr 2J-L, siendo de 33.8 KDa, en comparacién
con los datos reportados por Hogdson et al., (1990). EI peso molecular depende del nimero y tipo de
residuos de aminodacidos, donde cada aminoécido contribuye aportando valor al peso neto de la
proteina. En el trabajo de Hogdson et al., (1990) no se tuvo en cuenta la secuencia completa de la
proteina y el peso molecular fue determinado a partir de 259 residuos de un total de 307 aminoéacidos.
Para la estimacion del peso molecular de PLDr 2J-L se emple6 toda la secuencia de la proteina, por lo
que obtuvimos un valor de peso molecular mayor. La proteina CP40 ha sido caracterizada con un peso
molecular de 42.9 KDa, conformada por 379 aminoacidos y codificada por un gen que presenta 1.137
pb (Walker et al., 1995), lo que concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio para esta
proteina. Ambas proteinas son ricas en alanina (A), acido aspartico (D), leucina (L), lisina (K) y
treonina (T), en su mayoria residuos polares que contribuyen con una estructura predominantemente
hidrofilica, lo que concuerda con lo establecido para estas proteinas por otros autores (Hogdson et al.,

1990; Hogdson et al., 1994; Walker et al., 1995). El punto isoeléctrico se encuentra entre las
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propiedades mas ampliamente determinadas y reportadas, que informan sobre el valor de pH al cual la
carga neta de las proteinas se vuelve cero (Novak y Havlicek, 2016). El punto isoeléctrico proporciona
informacion sobre el tipo de carga que prevalece, las cuales estan determinadas por el numero de
residuos &cidos y basicos, describiendo si la superficie de las proteinas es en general mas &cida o méas
basica. Cuando el pH de la solucién coincide con el punto isoeléctrico, la solubilidad de las proteinas
se afecta, ya que las cargas negativas y positivas estan equilibradas, provocando agregacion y
precipitacion (Shimura et al., 2018). Estos resultados deben tenerse en cuenta para futuros ensayos de
obtencion y purificacion de las proteinas.

El coeficiente de extincion indica cuanta luz absorbe una proteina a una determinada longitud de onda
y la estimacidn de este valor es Util para darle seguimiento a la proteina por espectrometria durante el
proceso de purificacion. Generalmente estos valores son bastante fiables, se desvian mucho menos
(<10%) para las proteinas que contienen residuos de triptdfano, porque este aminoacido contribuye
mas al coeficiente de extincidn global, en comparacién con tirosina y cisteina (Gilla y von Hippela,
1989).

Los valores de vida-media se determinaron en funcién de la "regla del extremo N", prediccion que
estima el tiempo hipotético que tardaran en degradarse las proteinas después de su sintesis en células
humanas, levaduras y E. coli. Esta propiedad se descubri6 por primera vez en base a experimentos que
estaban dirigidos a determinar la funcion de la enzima p-galactosidasa obtenida por via recombinante,
con modificaciones en los aminoacidos del extremo N-terminal. En este estudio se constatd que en
dependencia de los tipos de residuos de aminoécidos incorporados en el extremo N-terminal de la
enzima, ocurrian variaciones en el tiempo de vida de estas proteinas en las células. Por lo que permitio
establecer la importancia de los residuos del extremo N-terminal en la determinacion de la estabilidad
de las proteinas in vivo (Bachmair et al., 1986).

Las proteinas PLD (Fontaine et al., 2006; Moussa et al., 2016b; Silva et al., 2018, Leal et al., 2018) y
CP40 (Droppa-Almeida et al., 2018) se han obtenido por via recombinante en sistemas de expresion
que utilizan E. coli como células hospederas, garantizando la integridad de las proteinas y elevados
niveles de expresion. Sin embargo, hasta la fecha estas proteinas no se han obtenido empleado sistemas
de expresion con células eucariotas. La experiencia mas cercana a la obtencion de PLD en células
eucariotas corresponde al empleo de un plasmido con el gen pld mutado (boCTLA-4-HIg-APLD) que

ha sido utilizado como vacuna de ADN desnudo en la inmunizacién de ovinos (Chaplin et al., 1999).
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El indice de inestabilidad estimado para ambas proteinas fue inferior a 40, por debajo de ese valor, las
proteinas se consideran estables, para ser utilizadas en estudios in vitro (Gamage et al., 2019).

El indice alifatico de una proteina se define como el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales
alifaticas de los amino&cidos alanina, valina, isoleucina y leucina. Estos valores indican la capacidad
termoestable de las proteinas, siendo PLDr 2J-L y CP40r 2J-L proteinas que pueden resistir variaciones
de temperatura (Gamage et al., 2019). Un puntaje positivo creciente de GRAVY (Gran Promedio de
Hidropatia) indica una mayor hidrofobicidad, no siendo el caso de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, que
presentaron un valor negativo, lo que concuerda con los estudios que han clasificado a estas proteinas
como hidrofilicas. Estas proteinas son secretadas al medio extracelular en los cultivos de C.
pseudotuberculosis, siendo estables en medios hidrofilicos, lo cual esta relacionado con su funcion
biologia y participacion en los procesos de patogénesis (Hogdson et al., 1994). Estas proteinas son
solubles y se han obtenido del sobrenadante de cultivo de células de E. coli, facilitando los procesos

de purificacion.

VI111.8-9. Prediccién de la estructura de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L.

La prediccidn de las estructuras secundarias y modelos 3D para ambas proteinas se realizé mediante la
comparacién con secuencias de proteinas de estructuras conocidas reportadas en la base de datos PDB
(Berman et al., 2000; Rose et al., 2017). Las estructuras reportadas en PDB se han obtenido a través
de difraccidn de rayos X, resonancia magnética nuclear (RMN) o por microscopia electrénica. Estas
son técnicas complejas y costosa por lo que el nimero de estructuras reportadas en el PDB es escaso y
aun deficiente en la representacion de la mayoria de las proteinas (Markosian et al., 2018). Hasta la

fecha no existe ninguna estructura resuelta para PLD o CP40 de C. pseudotuberculosis.

V111.8-9.1 Prediccion de la estructura de PLDr 2J-L

La prediccion del modelo de la estructura de PLDr 2J-L se resolvié tomando como referencia la
plantilla de la estructura de la SMasa D del veneno de arafia Loxosceles laeta. Esta enzima cataliza la
hidrélisis acido-base dependiente de Mg2* de la esfingomielina y es considerada la toxina responsable
de la dermonecrosis y hemolisis dependiente del complemento, inducida por el veneno de arafia
(Correa et al., 2016). La toxina PLD bacteriana y la SMasa D del veneno de arafia poseen masas

moleculares similares (31-35kDa) y comparten el dominio tipico de glicerofosfodiéster

124



Obtencién y caracterizacién de las proteinas recombinantes PLD y CP40, factores de virulencia de
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis con potencial inmunogénico

Discusion

fosfodiesterasas (GDPD) (Cordes y Binford, 2006). EI veneno de las arafias Loxosceles spp. presenta
dos tipos de enzimas SMasa D, divididas en Clase | y Clase Il en dependencia de su actividad
bioguimica (Ullah et al., 2011; Murakami et al., 2006). Las enzimas de clase | hidrolizan eficazmente
los lipidos y han sido renombradas como PLD capaces de generar LPA y desencadenar cascadas de
sefializacion en el organismo hospedero, incluida la agregacion plaquetaria y la respuesta inflamatoria
(Murakami et al., 2006). Las enzimas de clase Il exhiben actividad SMasa D, con capacidad disminuida
hacia la degradacion de los fosfolipidos. La resolucion de las estructuras cristalinas de las enzimas
SMasa D clase | y clase Il de Loxosceles spp. permitio identificar diferencias en la hendidura catalitica,
lo que explica la selectividad de estas enzimas por el tipo de sustrato (de Santi Ferrara et al., 2009). La
estructura de la PLDr 2J-L de C. pseudotuberculosis fue representada por la estructura de la SMasa D,
Clase I, de Loxosceles laeta (Murakami et al., 2006).

La estructura secundaria de la SMasa D del veneno de arafia comienza con una topologia de hoja f; sin
embargo, el programa predijo que PLDr 2J-L presenta una estructura de hélice-o en el extremo N-
terminal. El analisis de la estructura secundaria de diferentes secuencias del extremo N-terminal de
esfingomielinasas, ha establecido que la secuencia NRRPIWNLAHM que involucra el residuo H (12)
de la SMasa D del veneno de arafia (H44 de C. pseudotuberculosis), forma directamente la primera
hoja B (Flores-Diaz et al., 2016). Nuestro estudio modulé esta region NRPVYAIAHR en PLDr de C.
pseudotuberculosis 2J-L, como una estructura de hélice-a, la cual fue predicha por los programas
Phryre2 y Bepipred 2.0. La secuencia en el extremo N-terminal se determiné sin plantilla, ab initio,
con una region de desorden predominante, pero la secuencia que incluye el residuo H (44), se predijo
en el rango de la zona roja con alta confianza, por lo que asumimos que esta es la estructura correcta
para PLDr 2J-L. La secuencia con los residuos conservados E (64) - D (66) conforman una hoja p y el
residuo H (78) corresponde al lazo 2, lo cual concuerda con las estructuras secundarias de otras SMasa
D (Flores-Diaz et al., 2016). El lazo catalitico de la SMasa D de Loxosceles spp. se estabiliza mediante
un puente de disulfuro entre las cisteinas 51-57 (Murakami et al., 2006; Flores-Diaz et al., 2016). La
proteina PLD no presenta residuos de cisteina cerca de la H (78), por lo que el lazo catalitico debe
estabilizarse mediante otro mecanismo. Aunque existen dos residuos de cisteinas presentes en la
posicion C (119) y C (126) de PLDr 2J-L, no se ha reportado la formacion de enlaces de disulfuro en
esta posicion. Los enlaces de disulfuro son importantes para la estabilidad y funcion de muchas

proteinas secretadas, y un estudio reciente ha planteado la hipétesis de las posibles vias para la
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formacion de enlaces de disulfuros en bacterias Gram positivas, utilizando C. diphtheriae como modelo
(Reardon-Robinson et al., 2016). La secuencia de PLDr 2J-L en la posicion 206 INQGFGN 212 es
homologa a la secuencia 196 LSDGLTN 200 de la SMasa D de Loxosceles spp., la cual contribuyen
a la formacién de un lazo flexible (Murakami et al., 2006). La estructura de barril TIM (af) se identifico
en PLDr 2J-L formada por 7 hojas B con una region de hélice-a consecutiva (a7, a8, 09). El lazo
flexible se predijo entre las hélices a8- a9, y los residuos W (242) y T (246) se han asociado con la
formacion de enlaces de hidrodgeno anélogos a los formados en SMasa D de Loxosceles spp. (Murakami
et al., 2006). El efecto de los lazos en el ensamblaje de las proteinas se ha estudiado particularmente
en las hélices de transmembrana (TM). Basado en la relacion de flexibilidad del lazo se realizo el
analisis de 41 proteinas, identificandose el 53% de los lazos como estirados, donde un lazo estirado
limita la distancia entre las dos hélices conectadas. Cuando los lazos (en su mayoria estirados) se
cortaron, eliminaron o reemplazaron mediante mutacion, la estabilidad de las proteinas disminuyd en
la mayoria de los casos evaluados. Ademas, se evidencio que los enlaces de hidrdgenos entre hélices
de TM consecutivas pueden potencialmente mantener juntas las hélices (Tastan et al., 2009). Por esa
razon suponemos que o7, a8, a9, los lazos y los enlaces por puente de hidrogeno podrian ser
importantes para la estabilidad de PLDr 2J-L. También se detect6 en el extremo C-terminal de PLD la
region cola-SMD, que contiene el motivo ATXXDNPW, altamente conservado en la mayoria de las
secuencias de las esfingomielinasas. Estos residuos establecen un nimero significativo de contactos
directamente con los residuos ubicados en las hojas  internas de la estructura del barril TIM, todos en
el lado de la proteina opuesto al sitio catalitico. Se ha propuesto que la cola-SMD esta involucrada en
la estabilidad de la estructura, jugando un papel funcional o estructural importante. Ademas, podria
considerarse como un sello distintivo en combinacidn con los residuos del sitio activo conservado, para
la caracterizacion de estas enzimas (Flores-Diaz et al., 2016).

Streptomyces chromofuscus secreta una fosfolipasa D de 57 kDa, con similitud significativa con
respecto a la proteina PLD de C. pseudotuberculosis. Ambas enzimas secretadas exhiben actividades
dependientes de cationes divalentes y funcionan como factores de virulencia que hidrolizan la
esfingomielina presentes en las membranas plasmaticas de las células del organismo hospedero
(Zambonelli et al., 2003; Zambonelli y Roberts, 2005).

Las proteinas PLD de Arcanobacterium haemolyticum y C. pseudotuberculosis son unicas en si

mismas, sin dominios conservados entre si mas alla de un tramo con baja homologia con el dominio
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de union al sustrato de la glicero-3-fosfato deshidrogenasa (Cuevas et al., 1993). A pesar de que PLD
de C. pseudotuberculosis no es miembro de la superfamilia PLD, debido a la falta del motivo
conservado HKD que caracteriza a esta superfamilia (Flores-Diaz et al., 2016), diferentes estudios han
utilizado la PLD recombinante de bacterias para analizar los efectos de la eliminacion del motivo HKD.
Los primeros estudios de obtencion y caracterizacion de la PLD de C. pseudotuberculosis realizaron
comparaciones con otras enzimas de la superfamilia PLD, donde se revel6 cierta similitud con la
Fosfolipasa A2 (Hogdson et al., 1990). La fosfolipasa D2 de mamiferos (PLD2), es una enzima dual
que lleva el intercambio de nucleétidos de guanina; asi como, la actividad de lipasa. La estructura de
esta proteina fue predicha utilizando el programa Phyre2, basados en el analisis del 71% de los residuos
con una confianza superior al 90%. Estos resultados fueron considerados relevantes, con valores
adecuados para la prediccion de la estructura de esta proteina, que al igual que PLD de C.
pseudotuberculosis no presenta estructuras en las bases de datos de proteinas (Mahankali et al., 2015).
Por lo que podemos afirmar que los valores alcanzados durante la prediccion, aseguran el modelaje y

la estimacion de las estructuras secundarias de PLDr 2J-L.

VI111.8-9.2 Prediccion de la estructura de CP40r 2J-L

La estructura de CP40 se model6 con una cobertura del 94% a partir de la plantilla del dominio f2 de
Endo-beta-N-acetilglucosaminidasa de Streptococcus pyogenes, una proteina de 108 kDa con cinco
dominios, uno con actividad endo-B-N-acetilglucosaminidasa que hidroliza especificamente los
glicanos de la IgG humana (Collin y Olsen, 2001). Existen depositadas en el PDB 49 estructuras
resultas de proteinas de la familia GH18, entre las que se encuentran algunas endoglicosidasas
bacterianas: Endo H [codigo de acceso PDB 1EDT], Endo F1 [2EBN], Endo F3 [IEOM], Endo BT
[BPOH] (Rao et al., 1999) y Endo S [6E58] (Trastoy et al., 2014). Analisis anteriores han indicado
que las enzimas Endo S y CP40 presentan similitud en cuanto al sitio de escision en los glicanos
(Shadnezhad et al., 2016).

La estructura de Endo S ha sido analizada basados en el contexto de la familia de endoglicosidasas
GH18, identificando como esta enzima reconoce los anticuerpos 1gG. La estructura del dominio
GH18 se ha caracterizado como un barril TIM (Ba) de ocho hebras con una hendidura pronunciada
en el sitio activo (Rao et al., 1999; Allhorn et al., 2008). Los dominios de glicosido hidrolasa adoptan

una topologia (B/a), con una serie de lazos que definen la especificidad del sustrato (Van Roey et al.,
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1994; Trastoy et al., 2014). Cinco endoglicosidasas de origenes diferentes fueron previamente
comparadas con la enzima Endo S. En ese trabajo los autores establecieron las semejanzas, secuencias
conservadas Yy las variaciones entre las estructuras de las endoglicosidasas (Stals et al., 2012). Los
resultados obtenidos se utilizaron como modelo para analizar la estructura de la CP40r 2J-L. Ambas
topologias de los extremos terminales de CP40r 2J-L fueron dificiles de determinar con alta
confianza, pero la supuesta estructura de bobina en espiral (residuos 30-90) predicha en CP40r 2J-L
en el extremo N-terminal como una region de desorden, ha sido identificada en el dominio
endoglicosidasa de la Endo S de Streptococcus pyogens, en los residuos 37-97, como secuencia
involucrada en el aumento de la velocidad de hidrolisis de la enzima (Allhorn et al., 2008). El extremo
N-terminal se predijo como una region de alto desorden y propone que la estructura secundaria de
CP40r 2J-L comienza con una hélice-a a diferencia de lo establecido para Endo F, Endo H, Endo T
y Endo BT (Stals et al., 2012). Se detectaron dos hojas  consecutivas (B1-B2) en la zona de poca
confianza en la prediccion, sin embargo, la horquilla B (estructura formada por dos hojas 3 cortas) es
una caracteristica comdn en las proteinas de la familia GH18. Las principales variaciones entre
diferentes endoglicosidasas se han encontraron en la longitud de los lazos (B/a) que forman la
hendidura de unién al sustrato. El lazo B3a3 es relativamente largo en todas las estructuras
comparadas y se encuentran junto a los aminoacidos cataliticos, mostrando variacion entre las cinco
estructuras de endoglicosidasas que se han analizado en otros estudios (Stals et al., 2012). El lazo
B4o4 y B5aS interactua con el sustrato de la glicoproteina. El sitio activo de la familia GH18 contiene
dos residuos D (187) — E (189) altamente conservados ubicados en la hoja B5 de CP40r 2J-L, los
cuales han sido identificados en el extremo de la hoja 4 en la enzima Endo S. Los lazos que rodean
el sitio activo en Endo S y Endo F3, presentan diferencias sustanciales que influyen en el tipo de
sustratos (glicoproteina) que seran reconocidos e hidrolizados por las enzimas (Trastoy et al., 2014).
La proteina CP40 no es una endoquitinasa general, y su sitio activo tiene la capacidad de unir
glicoformas biantenarias de IgG humana y ovina, pero no glicanos bisectantes (Shadnezhad et al.,
2016). Los residuos de triptofano en Endo S son importantes tanto para la especificidad del sustrato
como para la actividad enzimatica. Varios de estos residuos se encuentran en una disposicién mas
expuesta a la superficie que rodea la hendidura del sitio activo (Allhorn et al., 2008). Suponemos que
para CP40r 2J-L los residuos de triptofano también desempefien un rol importante en el

posicionamiento del sustrato en el sitio activo, teniendo en cuenta que en estudios previos la
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comparacion de los cromatogramas (HPLC) de los glicanos liberados por la actividad de CP40 y
Endo S, indicé que el sitio de escision en los glicanos, en ambas enzimas es idéntico (Shadnezhad et
al., 2016). En todas las proteinas de la familia GH18, hay un residuo de tirosina conservado, que se
identifico al comienzo del lazo B7a8 (Y262), y ha sido reportado en el lazo 6a6 en la posicion 195
en Endo T. La estructura f9all se predijo con alta confianza y los 15 residuos finales se han
identificado también en la estructura de otras endoglicosidasas bacterianas como Endo H, Endo F1y
Endo BT con 8, 15 y 25 aminoécidos respectivamente. Los residuos del extremo C-terminal forman
un lazo que se ha estudiado en Endo F1 y Endo BT, el cual se extiende hacia el sitio activo a travées
de varios enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas, manteniendo el lazo en una posicion
especifica que confiere estabilidad a la estructura de la proteina (Stals et al., 2012). Otros estudios
han relacionado la secuencia de la proteina CP40 con la de Endo E (Shadnezhad et al., 2016),
endoglicosidasa de Enterococcus faecalis, que hidroliza los glicanos de la RNasa B humana (Garbe
etal., 2014).

El programa Phyre2 empleado en el modelaje de las proteinas se basa en la comparacion de homologia
o0 el modelado comparativo, que utiliza como plantilla la estructura atdbmica de una proteina conocida.
Es uno de los métodos méas poderosos para predecir la estructura terciaria de las proteinas (Deng et al.,
2018). El método ab initio (de-novo) se basa en principios fisicoquimicos fundamentales, donde se
estima para la proteina o secuencia que se esté analizando, la conformacion que sea
termodinamicamente y estereoquimicamente mas favorables, asumiendo que la estructura nativa de la
proteina siempre adopta una conformacién que requiere un minimo de energia. Usando este método,
se modelaron las secuencias de ambas proteinas que no tenian estructuras de plantillas confiables
informadas en la base de datos PDB. Incluso el disefio con ab inicio se ha utilizado para crear pequefias
proteinas estables que sean viables como objetivos terapéuticos (Chevalier et al., 2017). La confianza
de los modelos predichos fue > 90%, lo que significa que las proteinas adoptan el pliegue general
mostrado y que el nucleo de la proteina estd modelado con alta precision. Las plantillas que aportan
alta precision tienen un rango de i.d entre un 30-40%, los resultados obtenidos emplearon plantillas
entre el 20-30% considerados buenos modelos (Kelley et al., 2015). Incluso con identidades de
secuencia muy bajas (<15%), los modelos pueden ser muy utiles siempre que la confianza sea alta. A
pesar del alto porcentaje de homologia encontrado en estructuras reportadas en comparacion con las

proteinas PLD y CP40, asi como el uso de algoritmos modernos optimizados, el estudio debe continuar
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para determinar experimentalmente las estructuras de PLD y CP40. El conocimiento de las estructuras
3D de las proteinas permite realizar otros estudios como el anélisis de las vias de interaccion de estas

proteinas.

VI111.10-11. Obtencién de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L en células de E. coli.

Existen numeros sistemas disponibles para la produccion de proteinas heterdlogas; sin embargo, el
empleo de la bacteria E. coli junto a los plasmidos especificos para este hospedero, constituyen uno
de los sistemas mas eficientes en la obtencion de proteinas recombinantes. Este sistema de expresion
proporciona numerosas ventajas como: crecimiento rapido logrando una elevada densidad en medios
de cultivos econémicos, genética bien caracterizada, y disponibilidad de una gran variedad de
plasmidos para los procesos de clonaje y expresion (Guevara-Hernandez et al., 2013; Gonzéalez y
Fillat, 2018). En los ultimos afios el nimero de proteinas recombinantes utilizadas con fines
farmacoldgicos ha aumentado drasticamente. Estas demandas impulsaron el desarrollo de una
variedad de estrategias para lograr aumentar los niveles de expresién de proteinas en E. coli. La
optimizacion de los plasmidos de expresion, los promotores (regulacion de transcripcion), sitios de
inicio y terminacion de la traduccion, asi como la modificacion de las cepas de E. coli ha permitido
mejorar la produccion de las proteinas. El sistema de clonaje (E. coli DH5a y el plasmido pGEM-T
Easy) permitio la seleccion de las colonias transformadas (color blanco) mediante el empleo de un
medio de cultivo selectivo LBK-IPTG-XGal.

Para la expresion de las proteinas se empled el sistema E. coli BL21 (DE3) + plasmido pET28a. La
cepa E. coli BL21 (DE3) es ampliamente utilizada en el &mbito industrial debido a que carece de las
proteasas Lon y Omp-t, lo cual reduce considerablemente la degradacion de la proteina recombinante
en la bacteria. También produce bajas cantidades de acetato, subproducto metabdlico altamente
indeseable en la produccion de proteinas recombinantes. Esta cepa contiene el profago ADE3 que
transporta el gen de la T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5, inducible por IPTG
(Phue et al., 2005; Li et al., 2014). El sistema de expresion T7 se basa en el uso de la ARN polimerasa
y el promotor del bacteriéfago T7. Esta ARN es menos compleja, se compone por una sola subunidad
y es capaz de realizar todo el proceso de transcripcion, como su homologa en organismos superiores.
Los plasmidos pET presentan el sistema T7 acoplado y se han empleado para la obtencién de
proteinas con una elevada expresion y rendimiento. Se utilizo el plasmido pET28a el cual ofrece

resistencia a la kanamicina y permite la incorporacién de una cola de seis histidinas para el marcaje
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de la proteina recombinante, lo que facilita los procesos de identificacion y purificacion de las
proteinas heterdlogas. Para expresar el gen de interés en este sistema es necesario una fuente de T7
ARN polimerasa en la célula hospedera, lo que se logra con el uso de la cepa de E. coli BL21 (DE3).
La T7 ARN polimerasa no reconoce los promotores de E. coli, solo reconoce su promotor T7, el cual
a su vez no es reconocido por las ARN polimerasas de la bacteria. Esta enzima es capaz de transcribir
los genes cinco veces mas rapido que la ARN polimerasa de E. coli. EI gen que codifica la T7 ARN
polimerasa presente en la cepa BL21 (DE3) esta bajo el control del promotor lacUV5, por lo que su
expresion es basicamente controlada por los mismos mecanismos del operdn lactosa. El promotor
Lac se reprime en presencia de glucosa y se induce en presencia de lactosa o su analogo isopropil-
tiogalactosido (IPTG) el cual es muy eficiente y ampliamente utilizados a escala de laboratorio
(Studier et al., 1990; Angius et al., 2018). EI IPTG es un reactivo sumamente costoso, por lo que su
uso no es rentable para el escalado en la produccién de las proteinas. En este sentido el sistema
empleado permite realizar la auto-induccidn con lactosa. Se establece un crecimiento bifasico donde
se suplementa el medio de cultivo con glucosa y lactosa, al agotarse la fuente de glucosa las células
utilizan la lactosa, lo cual libera el represor del promotor lacUV5, facilitando la produccion de la
enzima T7 ARN. Esta enzima garantiza la transcripcion del gen de interés que se encuentra insertado
en el plasmido pET28a bajo el promotor T7 (Studier et al., 2005). Con este mecanismo se logra una
elevada densidad, con un manejo y manipulacién del cultivo minimo, ya que no es necesario controlar
el crecimiento celular para la induccién de la expresion. Otros investigadores han empleado el
plasmido pAE para la expresion de PLD en células de E. coli BL21 (DE3) y han llevado a cabo la
purificacion por cromatografia de afinidad a quelatos metalicos (Leal et al., 2018; Silva et al., 2018).
También la proteina PLD recombinante se obtuvo a través del clonaje del gen pld sintético en el
plasmido pET28a, transformado en la cepa E. coli BL21 (DE3). La purificacion se realizd por
cromatografia de afinidad utilizando una columna de niquel inmovilizado (GE, Chicago, IL, EE. UU.)
y la identificacion de PLDr mediante Western blot (Perez-Heredia et al., 2015). Por otra parte, la
proteina CP40 ha sido obtenida por via recombinante con el plasmido pBE12GEX2 utilizando E. coli
XL1-Blue. En este estudio se expresdé en un 15% de las proteinas totales y fue obtenida del
sobrenadante del cultivo (Walker et al., 1994). También se emple6 el plasmido pAE y la cepa de E.
coli BL21 para la expresion de CP40, purificando la proteina mediante cromatografia de afinidad

(Silva et al., 2014; Droppa-Almeida et al., 2016). El disefio empleado para la obtencion de las
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proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, permitird en estudios futuros la purificacion mediante
cromatografia de afinidad a quelatos metalicos, debido a la presencia de una cola de histidina en el
extremo N-terminal de las proteinas. Las proteinas obtenidas por via recombinantes pueden ser
empleadas en vacunas y medios diagnosticos, brindando una alternativa viable y fécil de escalar, con
bajos costos de produccién. EI empleo de estas proteinas como antigenos para la elaboracion de
vacunas y medios diagnosticos garantiza que las formulaciones sean inocuas, con antigenos

especificos y altamente puros (Gonzélez y Fillat, 2018).

VI11.12 Caracterizacion in silico de las propiedades inmunogénicas de PLDr2J-L y CP40r2J-L:
VII1I. 12.1 Epitopos de células B

Los epitopos de células B son las regiones de un antigeno hacia las cuales se dirige la activacion de las
células B y la produccion de anticuerpos especificos (Galanis et al., 2019). La identificacion de los
posibles epitopos de células B en las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, permitio establecer el potencial
de estas proteinas para la activacion del sistema inmune. Los epitopos de células B se clasifican en:
epitopos lineales (continuos) conformados por residuos de aminoacidos consecutivos en la secuencia
de la proteina y epitopos conformacionales (discontinuos) conformados por residuos que se ubican en
segmentos distantes, pero que quedan cercanos debido al plegamiento de la proteina y en una
disposicion espacial favorable para ser reconocidos por las células B. Aproximadamente el 90% de los
epitopos de células B son conformacionales y solo el 10% son lineales. Se ha demostrado que muchos
epitopos discontinuos contienen varios grupos de residuos continuos considerados epitopos lineales de
la proteina (Sivalingam y Shepherd, 2012; Galanis et al., 2019). El mapeo de epitopos puede llevarse
a cabo utilizando técnicas experimentales; sin embargo, estas requieren tiempo, implican procesos
lentos y costosos, por lo que los estudios in silico surgen como una alternativa para la estimacion de
los epitopos mediante el empleo de técnicas bioinformaticas (Abbott et al., 2014; Xu et al., 2017). En
las dltimas décadas se han implementado varios métodos computacionales para predecir epitopos de
células B conformacionales o lineales (Soria-Guerra et al., 2015; Galanis et al., 2019). El software
Bepipred 2.0 fue empleado para identificar epitopos lineales de linfocitos B, conformados por las
secuencias que con mayor probabilidad se unen a los anticuerpos (Jespersen et al., 2017). Las
herramientas de la pagina IEDB se emplearon para la identificacion de epitopos de linfocitos B, en

base a su exposicion a la superficie y a su capacidad antigénica (Fleri et al., 2017; Dhanda et al., 2019).
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El programa ElliPro permitio estimar los posibles epitopos lineales y discontinuos de células B basado
en la estructura terciaria de las proteinas (Ponomarenko et al., 2008; Mukonyora et al., 2015). PLDr
2J-L y CP40r 2J-L son proteinas multi-epitopicas con potencial como candidatos para el desarrollo de
vacunas y medios diagnosticos para la Linfadenitis caseosa. Varios de los epitopos predichos para
PLDr 2J-L y CP40r-2J-L se clasificaron como epitopos expuestos, ubicados en la superficie de las
proteinas respectivas. Estas regiones pueden usarse como péptidos sintéticos para estimular una
respuesta de anticuerpos, asegurando una mejor visualizacion del sistema inmune hacia estas proteinas
durante una infeccidn natural. La presencia de epitopos para el reconocimiento de anticuerpos es una
evidencia del potencial de estas proteinas para el disefio de una vacuna. Algunas de las secuencias se
identificaron como epitopos antigénicos y de unidn a anticuerpos, todos con una elevada conservacion,
predichos por los diferentes programas empleados. Casi toda la secuencia completa de las proteinas
PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se representaron e incluyeron como epitopos con potencial para la activacion
de células B, lo que demuestra su potencial inmunogénico. La mayor parte del conjunto completo de
epitopos lineales predichos se incluyeron en algun epitopo conformacional, los cuales podran ser
empleados como base para realizar estudios de interaccion proteina-proteina basados en la estructura
tridimensional (Yao et al., 2013). Encontramos que los epitopos en la posicién (51-100) de PLDr 2J-
L, predichos por Bepipred 2.0 y ElliPro, incluyen una secuencia altamente conservada del lazo
catalitico, formando parte de un epitopo conformacional. Estos epitopos son conservados por la PLD
de las diferentes cepas de C. pseudotuberculosis de origen mexicano. Las proteinas PLD y CP40 se
han evaluado en ensayos experimentales que demuestran su capacidad para inducir un aumento en la
respuesta inmune humoral y celular (Droppa-Almeida et al., 2016; Leal et al., 2018; Silva et al., 2018).
Sin embargo, hasta la fecha no se habia realizado un mapeo de epitopos comparando los resultados
obtenidos por predictores con diferentes criterios de seleccion como: propiedades fisico-quimicas,
exposicion de epitopos en la superficie, propiedades antigénicas y estructura tridimensional.
Resumimos las secuencias superpuestas que fueron predichas por diferentes criterios y fueron incluidas
como epitopos por mas de dos predictores. Los resultados aportan detalles de las secuencias y regiones
de las proteinas que con mayor probabilidad pueden ser responsables de la activacion de la respuesta
de anticuerpos. El potencial inmunolégico de CP40 ha sido estudiado previamente in silico, con la
descripcion de seis epitopos inmunodominantes y areas hidrofébicas de la proteina que podrian

interactuar con el receptor Toll-like 2 (Shadnezhad et al., 2016). Detectamos estas secuencias en CP40r
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2J-L, lo que proporciona evidencia de la capacidad de esta proteina para unirse a TLR2. Los receptores
toll-like (TLR) estan implicados en la respuesta innata y adaptativa del sistema inmune (Kang et al.,
2009). Por primera vez presentamos un andlisis detallado de los epitopos de células B de las proteinas
PLD y CP40 en cepas mexicanas. Los epitopos de células B se conservaron en un 100% en las proteinas
de las cepas de origen mexicano, lo que indica el potencial de estos epitopos para tener una reaccion
cruzada (Vojtek et al., 2019). Estas secuencias podrian ser las responsables de la capacidad de estas
proteinas para activar la respuesta de las células B y deben ser consideradas para el desarrollo de una

vacuna peptidica.

VII1I1. 12.2 Epitopos de células T

La vida intracelular de C. pseudotuberculosis, le confiere la posibilidad de sobrevivir y multiplicarse
dentro de los macréfagos, por lo que la induccion de una respuesta inmune celular es crucial para lograr
una vacuna efectiva que genere proteccion completa (Stefanka et al., 2010; Valdivia et al., 2015). La
respuesta de células T CD8" es la responsable de la eliminacion de los patégenos intracelulares, por lo
que se han intensificado los estudios para entender como modular este tipo de respuesta inmune celular
(Martin y Badovinac, 2018). Para estimular este tipo de respuesta es necesario emplear antigenos con
epitopos de células T. Los epitopos T son regiones con capacidad de ser reconocidas por el
correspondiente receptor presente en las células T. Estos epitopos estdn formados por secuencias
lineales que requieren de un procesamiento molecular para ser presentados y reconocidos por las
células T (Abbas et al., 2018b). Las células APC (por sus siglas en inglés, Antigen- Presenting Cells)
son las encargadas de procesar y presentar los antigenos en el contexto de los receptores MHC clase |
(activacion de células T CD8*) y clase Il (para la activacion de las células TCD4") (Abbas et al.,
2018b). La identificacion de los epitopos de células T presentes en las proteinas PLDr 2J-L y CP40r
2J-L, se centrd en la presentacion de antigenos en el contexto del MHCI, para estimar la capacidad de
activacion de las células T CD8". Para el desarrollo de una vacuna eficiente se requiere seleccionar
antigenos que maximicen la cobertura de proteccion en la poblacion diana, la cual presenta una
frecuencia de alelos globales que contienen los genes del MHC. La evaluacion se realizé teniendo en
cuenta las variantes de alelos que contienen los genes para la expresion del MHC clase | del modelo
murino. La base de datos IEDB cuenta con un amplio repertorio de datos experimentales sobre epitopos

de unidn a anticuerpos y células T estudiados en humanos, primates no humanos y otras especies
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animales, en el contexto de enfermedades infecciosas, alergias, autoinmunidad y trasplantes; sin
embargo, aun no cuenta con datos de los alelos del MHC de ovinos o caprinos (Singh et al., 2010; Fleri
et al., 2017; Dhanda et al., 2019). Los genes que codifican para el MHC en ovinos se encuentran
localizados en el cromosoma 20, inicialmente denominados OLA en funcion de la nomenclatura HLA
para humanos, pero luego se ha establecido de manera no oficial el nombre de Ovar-MHC. En las
ovejas la region de clase | estd poco caracterizada y diferentes estudios han propuesto que existen
cuatro loci: OLA-A, B, C y D (DukkKipati et al., 2006). Los genes del Ovar clase | son mas similares a
los genes de clase | bovinos que a los murinos (Dukkipati et al., 2006); sin embargo, la base de datos
IEDB tampoco contiene informacion sobre los alelos bovinos, por lo que empleamos los datos de alelos
murinos. El heterodimero de clase | en ovinos comprende una cadena o pesada de 44 kDa y una
microglobina B més pequefia de 12 kDa. Al igual que las moléculas del MHC de clase | de otras
especies, se encontré que las de ovino estan distribuidas en los linfocitos y tejidos no linfoides
(Dukkipati et al., 2006, Subramaniam et al., 2015). El alto grado de polimorfismo de los genes que
codifican al MHC impacta en la respuesta inmune individual durante la vacunacién, por tal razén se
evaluaron diferentes alelos en la presentacion de los epitopos de células T. Los resultados obtenidos
muestran un ndmero de péptidos de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L con capacidad de ser
presentados por el MHC 1 de los alelos H-2-Kb, H-2-KK, H-2-Kd, H-2-Db, H-2-Qal del modelo
murino. También se identificaron secuencias con capacidad de ser presentadas por mas de un tipo de
alelo MHCI, los cuales amplian la cobertura poblacional, condicion importante en el disefio de vacunas
de subunidades. La inclusion de estos epitopos en una formulacion vacunal pudiera producir una
adecuada estimulacion de la respuesta inmune especifica, aunque debe tomarse en consideracion que
estos resultados fueron obtenidos para un modelo murino. EI modelo murino ha sido empleado en la
evaluacion de candidatos vacunales experimentales para LAC, con resultados extrapolables a ovinos y
caprinos (Silva et al., 2018; Droppa-Almeida et al., 2016).

Los linfocitos T citotoxicos (CTL) reconocen antigenos presentados por el MHC clase I, receptor que
se encuentra en todas las células nucleadas. Las células CTL efectoras presentan la habilidad de
reconocer y eliminar células infectadas con el patégeno, constituyendo un componente importante de
la inmunidad protectora. Sin embargo, se ha comprobado que durante las infecciones crénicas las
celulas T pueden padecer de un deterioro funcional, siendo una de las principales razones de la

incapacidad del hospedero para eliminar el patdgeno persistente. Las células T que se generan durante
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las primeras etapas de la infeccion gradualmente pierden la funcion durante el curso de la infeccién
cronica. Este fenomeno de produccion de linfocitos T exhaustos ha sido caracterizado en ratones y
humanos con infecciones cronicas establecidas por agentes virales (Letvin et al., 2003; Rehermann et
al., 2005). Por tales motivos, es fundamental lograr la activacion de células T de memoria. A pesar de
existir algunas similitudes a nivel molecular, epigenético, metabdlico y funcional entre las células T
CD8" efectoras y las TCD8" de memoria, estas ultimas persisten por largos periodos de tiempo y son
capaces de proliferar posterior al re-encuentro con el antigeno (Martin y Badovinac, 2018). Los
resultados alcanzados en este trabajo corresponden a la prediccion de epitopos con capacidad de activar
la poblacién global de células T CD8*, por lo que se requerira estudios experimentales que permitan
evaluar especificamente el subconjunto de células T CD8" de memoria. Existen diferentes marcadores
moleculares que son indicativos de una proliferacion de células T CD8" de memoria como: la presencia
de receptores CD62LIo / CCR7lo para células T efectoras de memoria (Tem) y los receptores CD62Lhi
/ CCRThi para céelulas T de memoria central (Tcm). La expresion de CCR7 y CD62L en células Tcm
facilita la localizacién de estas células en los 6rganos linfoides secundarios, mientras que las células
Tem son mas citoliticas, expresan integrinas y quimiocinas, receptores necesarios para la localizacion
en tejidos periféricos inflamados (Martin y Badovinac, 2018). Por otra parte, un aumento en la
expresion de citocinas de tipo I1L-2, IL-7, IL-12 e IL-15 favorece el mantenimiento de las células T
CD8* de memoria (Melchionda et al., 2005; Raeber et al., 2018). La citocina IL-12 puede desencadenar
mecanismos relacionados con la proliferacion celular, produccion de IFN-y y el cambio a Thl que se
requiere para prevenir la diseminacion de patogenos intracelulares (Fortune et al., 2004). Existen
evidencias experimentales que indican que las formulaciones con la proteina CP40 obtenida por via
recombinante, fueron mas eficientes en la proteccion asociada a una respuesta celular Thi, en ausencia
de un perfil Th2 (Silva et al., 2014). La identificacion de un aumento significativo en los niveles del
isotipo 1gG2, se encuentra relacionado con una respuesta celular de Thi, células involucradas
principalmente en la inmunidad contra patdgenos intracelulares, activacion de macréfagos y células T
citotoxicas, produccion de opsonizacion y activaciéon del complemento (Droppa—Almeida et al., 2016).
El papel del TLR2 en la homeostasis de las células T CD8* de memoria, esta relacionado con el control
directamente de la proliferacion de estas células y la secrecion de IFN-y. Un estudio demostro la
participacion del TLR2 en la activacion de las células T CD8" de memoria, durante una infeccién viral

cronica establecida en un modelo murino, provocando un aumento en la proliferacion y expansion de
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estas células, inducida por IL-7 tanto in vitro como in vivo. También se evidencio que los ligandos de
TLR2 actuan en sinergia con IL-2 para inducir la secrecion de IFN-y in vitro, citocina que aumenta la
expresion de las moléculas de MHC clase | y regula la diferenciacion de células T CD8" de memoria
(Sercan et al., 2010). Otro estudio comprob6 que el TLR2 aumenta la activacién de las células T CD8*
y permite la generacion de células de memoria funcionales en respuesta a sefiales bajas o ineficientes
del TCR (Mercier et al., 2009). En conjunto, estos datos apoyan la idea de que las secuencias de CP40r
2J-L que inducen la sefializacion de TLR2, podria contribuir directamente al mantenimiento de las
células T CD8" de memoria (Cottalorda et al., 2009),

Las células T CD4" activan otras células del sistema inmune como las células B, las T CD8* y los
macréfagos. Aunque estas células CD4* se han relacionado con el reconocimiento de antigenos del
ambiente extracelular, es importante continuar con la caracterizacion de los epitopos de las proteinas
PLDr 2J-L y CP40r 2J-L, para establecer las secuencias que podran ser presentadas en el contexto del
MHC Il para la activacion de las células T CD4*. En condiciones de infeccién crénica, en las que los
linfocitos T CD8" tardan varios meses 0 mas en eliminar la infeccion, las células T CD4" juegan un
papel importante para el mantenimiento de la actividad de las células T CD8* (Matloubian et al., 1994).
Estudios experimentales han considerado como relevante la induccion de una respuesta Thl (células T
CD4") para la activacion de las células T CD8" en el contexto del MHC | con lo que se lograria una
respuesta eficiente contra este patdgeno (Silva et al., 2014; Droppa-Almeida et al., 2016; Silva et al.,
2018; Leal et al., 2018).

VI1I. 12.3 Potencialidades de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L como candidatos vacunales.

La capacidad de PLDr 2J-L y CP40r 2J-L como inmundgenos fue evaluada mediante el programa
VaxiJen, clasificando ambas proteinas como antigenos probables en base a sus propiedades
fisicoquimicas. A pesar de que PLD es una de las proteinas méas utilizadas como antigeno en las
formulaciones vacunales, debido a su demostrado potencial para estimular la respuesta inmune
humorales y celulares, fue clasificada con un valor por debajo de la puntuacién recomendado (0.5) por
otras herramientas de prediccion (Zaharieva et al., 2017), resultado que concuerda con lo obtenido por
otros autores (Pacheco et al., 2011 Santos et al., 2012). También se evalué la secuencia completa de la
proteina CP40r 2J-L, clasificada como antigeno probable (0.569) para el disefio de una vacuna. De esta

proteina solo se habia evaluado por VaxiJen el potencial de diferentes péptidos, donde los resultados
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estuvieron en un rango de valores de 0.5 a 1.5, todos clasificados como antigenos probables (Droppa-
Almeida et al., 2018). VaxiJen fue uno de los primeros servidores de prediccion independiente de
alineacion, empleados para evaluar antigenos protectores de bacterias y otros organismos (Doytchinova
y Flower, 2007). Esta herramienta todavia es utilizada y recomendada para la evaluacion de antigenos,
pero debemos de considerar que los resultados son predictivos y que no siempre se acercan a los
resultados alcanzados en condiciones experimentales, como es el caso de PLD. Por tal motivo, es
importante combinar diferentes estrategias de caracterizacion in silico para obtener resultados
confiables. VaxiJen se ha utilizado como herramienta para el reconocimiento de diferentes posibles
candidatos en el desarrollo de una vacuna para LAC. Se han evaluado proteinas como Pili adhesiva
SpaC (0.6912), Superdxido dismutasa dependiente de cobre-zinc SodC (0.7663), Neuraminidasa
extracelular NanH (0.6967) y Proteina quinasa G PknG (0.3686 = antigeno no probable) de la cepa
FRCA41 aislada de un paciente de 12 afios, con Linfadenitis necrotizante (Santana et al., 2016). Otro
estudio evaluo las proteinas: CopC (0.85) de resistencia al cobre, la Metalofosfoesterasa YKuE = (0.40),
la NADH deshidrogenasa NADH = (0.48), la proteina sensor histidina quinasa MtrB = (0.54), la
proteina de union a penicilina 3 Ftsl = (0.64), la histidina quinasa de transduccién de sefiales SenX3 =
(0.61), todas mediante el empleo de VaxiJen, en la busqueda de posibles candidatos vacunales (Soares
et al., 2013). El programa Vaxign fue incluido dentro del protocolo de clasificacion de las proteinas,
siendo ambas clasificadas como proteinas antigénicas, con funcién de adhesion y un dominio de
transmembrana. Las secuencias de transmembrana son importantes debido a que son regiones en
contacto con el medio externo mas expuestas a las defensas del organismo (Craney et al., 2011). Sin
embargo, mediante el analisis de la estructura de ambas proteinas con el programa Phyre2 no fueron
detectadas regiones de transmembrana. Por otra parte, los ensayos experimentales han detectado que
CP40 y PLD se encuentran en el repertorio de proteinas extracelulares de C. pseudotuberculosis
(Hogdson et al., 1990; Walker et al., 1994; Walker et al., 1995). Algunos estudios in silico han
permitido explorar el pan-exoproteoma completo de cinco genomas de C. pseudotuberculosis, donde
pld y otros genes de proteinas exportadas fueron listados como posibles candidatos a vacuna (Pacheco
et al., 2011). El analisis comparativo del exoproteoma (conjunto completo de proteinas liberadas por
las bacterias al medio extracelular) de la cepa 231 (aislada de oveja) y 1002 (aislada de cabra) mostrd
que se podia predecir que mas del 75% (70/93) de las proteinas identificadas contenian sefiales para la

exportacién activa. También se predijo que la mayoria de las proteinas identificadas en este estudio
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tendrian una probable localizacion extracitoplasmica después del andlisis de secuencias con diferentes
herramientas bioinformaticas. En este estudio PLD y CP40 se identificaron exclusivamente en el
exoproteoma de la cepa C231 (Pacheco et al., 2011). Otros andlisis han demostrado que la regulacion
de la expresion de PLD se ve afectada por multiples factores ambientales. Por tal razén se aplicaron
diferentes cambios en las condiciones de cultivo para la cepa 1002 y aun asi no se logro la deteccién
de la secrecion de PLD. En consecuencia con estos resultados, la cepa 1002 presentd un estado de
virulencia bajo y la administracion a cabras no provoco la formacién de lesiones (Ribeiro et al., 1991).
Sin embargo, otros estudios in silico han caracterizado a PLD como proteina secretada o citoplasmatica
(Santos et al., 2012; Soares et al., 2013; Aragjo et al., 2019). El estudio del proteoma de las cepas
1002 y C231 permitio identificar diecisiete proteinas de manera diferencial, 9 y 8 en cada cepa, con
diversas funciones bioldgicas, como de envoltura celular, metabolismo respiratorio y protedlisis. Este
andlisis proteémico reveld exoproteinas especificas de la cepa, aunque cada uno de los genes
correspondientes se encontré en ambos genomas de la cepa. Este patron de expresion diferencial puede
reflejar las diferencias entre las cepas en la adaptacion a un hospedero especifico, en la patogenicidad
y/o en la antigenicidad de esta bacteria patdgena (Silva et al., 2013). La cepa 258 de biovar equi se
compar6 con otras dos cepas de biovar ovis en busca de regiones del genoma con plasticidad, donde se
encontrd una participacion del gen pld entre ambos biovares (Soares et al., 2013).

La Linfadenitis caseosa sigue siendo una enfermedad con impacto negativo en la economia de los
productores de pequefios rumiantes en México y a nivel mundial. Los andlisis bioinformaticos agregan
valor a los estudios de vacunologia en la busqueda de nuevos candidatos para el desarrollo de vacunas.
Los resultados alcanzados en este trabajo muestran evidencias de la capacidad inmunogénica de las
proteinas PLD y CP40 obtenidas por via recombinante a partir de un aislado de origen mexicano. El
potencial de PLD y CP40 ciertamente se ha demostrado en diferentes modelos animales, pero ninguno
de los ensayos ha evaluado ambas proteinas en una misma formulacion. Por lo que teniendo en cuenta
la caracterizacion genética, estructural e inmunogénica establecida en este trabajo para las proteinas
PLD y CP40 del aislado 2J-L, consideramos que ambas moléculas constituyen candidatos para el

desarrollo de una vacuna y medios diagnosticos.
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IX. CONCLUSIONES

1.

10.

Los genes pld y cp40 se amplificaron mediante PCR y se clonaron en los plasmidos pGEM-T

Easy y pET28a para la expresion de las proteinas en E. coli.

La secuencia del gen pld de C. pseudotuberculosis del aislado de origen mexicano (2J-L)
presento una identidad a nivel de nucleétidos de un 99.91% con respecto a las cepas MEX25,
MEX29 y 99.81% con MEX1, MEX2 y MEXO.

La secuencia del gen cp40 de C. pseudotuberculosis del aislado de origen mexicano (2J-L)
present6 una identidad a nivel de nuclettidos de un 100% con respecto a la cepa MEX29,
mientras que un 99.91% con respecto a MEX1, MEX2, MEX9 y MEX25.

El anélisis filogenético basado en la secuencia de los genes pld y cp40 permitio establecer que
C. pseudotuberculosis aislado de origen mexicano (2J-L), se encuentra mas relacionado a la
cepa de origen mexicano MEX29.

El analisis de la secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de nucledtidos, permitid
identificar a la proteina PLDr 2J-L con un 100% de identidad con respecto a las proteinas de
las cepas de origen mexicano incluidas en el estudio.

La proteina CP40r 2J-L presentd un 100% de similitud de secuencia con CP40 de las cepas
MEX1, MEX2, MEX9 y MEX29, mientras que un 99% con respecto a MEX25, la cual presenta
una Leucina en vez de Valina en la posicion 247.

La prediccidn in silico de la composicion y estructura de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-
L, permiti6 identificar en ambas proteinas las caracteristicas esperadas y se generaron archivos
en formato PDB.

Las proteinas recombinantes PLDr 2J-L y CP40r 2J-L se obtuvieron en cepas de E. coli BL21
(DEJ) transformadas con los plasmidos pET28a-pld y pET28a-cp40, luego de 5 horas post-
induccion con IPTG 1mM.

La identificacion de epitopos lineales y discontinuos de células B en ambas proteinas, mediante
el empleo de diferentes predictores, permitié establecer las regiones con mayor predisposicion
a ser reconocidas como epitopos B.

La prediccion de epitopos de células T en el contexto del MHC clase 1, se realizo para ambas
proteinas y permitio establecer los epitopos que son presentados por diferentes alelos del
MHCI.
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Conclusiones

11.

12.

13.

14.

Todos los epitopos identificados fueron conservados en un 100%, por las proteinas PLD y CP40
de las cepas de origen mexicano MEX1, MEX2, MEX9, MEX25 y MEX29.

El programa Vaxign identifico ambas proteinas con funcion de adhesion, aunque no fue capaz
de establecer la localizacion celular.

Las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L constituyen antigenos inmunogénicos probable segun
el programa VaxiJen.

Los resultados obtenidos permitieron corroborar la hipdtesis planteada, siendo las proteinas
recombinantes PLD y CP40 antigenos con potencial inmunogénico, candidatos para el

desarrollo de vacunas y medios diagndsticos para la Linfadenitis Caseosa.
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Recomendaciones

X. RECOMENDACIONES

1. Purificar las proteinas recombinantes mediante Cromatografia de afinidad a quelatos metalico.

2. Secuenciar las proteinas recombinantes mediante Espectrometria de masas.

3. Realizar estudios de inmunogenicidad en ratones BALB/c inoculados con diferentes concentraciones
de las proteinas recombinantes.

4. Evaluar en los ratones inmunizados con las proteinas recombinantes, los niveles de anticuerpos 1gG
y las citocinas IFN-y, IL12 e IL7, mediante ensayos tipo ELISA.

5. Evaluar los niveles de células T en los ratones inmunizados con las proteinas recombinantes

mediante Citometria de flujo.
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