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Resumen

Aeromonas salmonicida subsp salmonicida es una bacteria Gram negativa de interés para la
industria de la acuicultura, por su papel como agente etioldgico de la forunculosis. Esta
enfermedad afecta a los peces y provoca una alta mortalidad, lo que se refleja en una

disminucién de la produccién y grandes pérdidas econdmicas.

El mecanismo por el que la bacteria patdogena causa esta enfermedad esté relacionado con
sus sistemas de captacion de hierro, concretamente con la produccion y liberacion del
sider6foro amonabactina al medio extracelular. Los sideréforos actian como quelantes de
Fe (IIT), un elemento esencial para el metabolismo, y son internalizados de nuevo a través

de receptores de membrana externa, como FstC, y otros presentes en la membrana interna.

El objetivo de este trabajo es la produccidn y purificacion de la proteina FstC para emplearla
como componente activo en la formulacidén de una vacuna contra la forunculosis, mediante
su encapsulacion en liposomas. El desarrollo de esta vacuna permitiria luchar contra la
enfermedad de forma preventiva, asegurando un mayor bienestar animal y aumentando el

rendimiento del proceso de produccion piscicola.

Palabras clave: Acuicultura; Bacterias patogenas; Sider6foros; Purificacion de proteinas;

Liposomas.



Resumo

Aeromonas salmonicida subsp salmonicida ¢ unha bacteria Gram negativa de interés para a
industria da acuicultura, polo seu papel como axente etioloxico da forunculose. Esta
enfermidade afecta aos peixes e provoca una elevada mortalidade, o que se reflicte nunha

disminucién da produccién e grandes perdas econdmicas.

O mecanismo polo que a bacteria patdxena causa esta enfermidade esta relacionado cos seus
sistemas de captacion de ferro, concretamente coa produccién e liberacion do siderdforo
amonabactina ao medio extracelular. Os siderdforos acttian como quelantes de Fe (III), un
elemento esencial para o metabolismo, e entran de novo na célula mediante receptores da

membrana externa, como FstC, e outros da membrana interna.

O obxectivo deste traballo é a produccion e purificacion da proteina FstC para empregala
como componente activo na formulacion dunha vacina contra a forunculose, mediante a sua
encapsulacion en liposomas. O desenvolvemento desta vacina permitiria loitar contra a
enfermidade de forma preventiva, garantizando un maior benestar animal e aumentando o

rendemento do proceso da produccion piscicola.

Palabras clave: Acuicultura; Bacterias patdxenas; Siderdforos; Purificacion de proteinas;

Liposomas.



Abstract

Aeromonas salmonicida subsp salmonicida is a Gram negative bacterium of interest to the
aquaculture industry, due to its role as an etiological agent of furunculosis. This disease
affects fish and causes high mortality, which is reflected in a decrease in production and

large economic losses.

The mechanism by which the pathogenic bacteria cause this disease is related to their iron
uptake systems, specifically with the production and release of the amonabactin siderophore
to the extracellular environment. Siderophores act as chelators of Fe (III), an essential
element for metabolism, and are internalized again through outer membrane receptors, such

as FstC, and others inners membrane receptors.

The aim of this work is the production and purification of the FstC protein, in order to use it
as an active component in the formulation of a furunculosis vaccine, by means of its
encapsulation in liposomes. The development of this vaccine would make possible to fight
against the disease in a preventive way, ensuring greater animal welfare and increasing the

performance of the fish production process.

Keywords: Aquaculture; Pathogenic bacteria; Siderophores; Protein purification;

Liposomes.
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1. Introduccion

1.1. La industria de la acuicultura y su situacion actual
El consumo de pescado forma parte de una dieta saludable y equilibrada. Su composicion
lipidica se basa en 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Omega-3 DHA y EPA),
que ofrecen multiples beneficios para el desarrollo infantil y la salud, como la prevencién de
enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, contiene aminoécidos esenciales y su proteina
tiene una biodisponibilidad de un 5-15% mayor que la derivada de fuentes vegetales.
Ademas, es una fuente importante de vitaminas (A, B y D) y de micronutrientes minerales

(calcio, fésforo, yodo, zinc, hierro y selenio)(APROMAR, 2020).

Con estas cualidades, no es de extrafiar que la produccion y comercializacion de pescado sea
cada vez mas importante a nivel mundial. En sus inicios, los productos acuéticos se obtenian
integramente de los sistemas naturales, pero la creciente demanda alimentaria derivada del
crecimiento poblacional global y la imposibilidad de llevar a cabo una pesca extractiva

sostenible a largo plazo propiciaron la aparicion de la acuicultura.

La acuicultura consiste en la produccion controlada de organismos animales y vegetales en
el agua, y es un sector que ha crecido considerablemente en los tltimos afios, como se puede
observar en la Figura 1. En realidad, no es una actividad complementaria a la pesca, sino su
evolucion natural, como reemplaz6 en su momento la ganaderia a la caza en la mayoria de

las poblaciones humanas (APROMAR, 2020).
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75

PRODUCCIGN (milanes de 1)
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Figura 1. Evolucion de la produccion acuatica mundial (acuicultura mas pesca) en el periodo 1952-2018. Se observa un
considerable incremento de produccion en el sector de la acuicultura, mientras que la pesca permanece estable. Imagen
tomada de APROMAR 2020.



Segun el informe anual mas reciente de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), se estima que en 2018 la produccion mundial de
pescado y productos acuaticos alcanz6 179 millones de toneladas, siendo un 46% procedente
de la acuicultura. Del total producido, 156 millones de toneladas fueron empleados para
consumo humano (20,5 kg per cépita anual), siendo un 52% procedente de la acuicultura, y
los restantes 22 millones de toneladas fueron destinados a otros usos, como la produccion de

alimento para peces o aceite de pescado (FAO, 2020a).

En ese mismo afo, Espafia gener6 34.825 toneladas de productos acudticos, lo que
corresponde a un 25,5% de la produccion total europea, convirtiéndose en el mayor

productor de la UE en el sector de la acuicultura (APROMAR, 2020).

Cabe destacar que la actual pandemia por COVID-19 ha afectado notablemente a la industria
de la acuicultura, por las dificultades de transporte y comercio que tuvieron lugar desde el
pasado marzo de 2020. Esta situacion ha destacado la importancia del sector primario y de
la produccioén local, para evitar escenarios de incertidumbre alimentaria (FAO, 2020b). Por
otro lado, y dadas las circunstancias de la crisis sanitaria, en sus inicios se demostré que los
productos marinos no suponen una via de transmision de la enfermedad (Melba G. Bondad-
Reantaso, Brett Mackinnon, Hao Bin et al., 2020), por lo que son alimentos seguros para el

consumao.

Algunos de los productos derivados de la actividad acuicola son peces, algas, crustaceos,
moluscos y otros invertebrados. En el caso de las especies pisciformes, la acuicultura de
agua salada esta dominada por el salmén Atlantico, cuyo principal productor es Noruega.
Otras especies economicamente importantes son la dorada (Sparus aurata), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y el rodaballo (Scophthalmus maximus), producidas en paises
mediterraneos como Grecia, Italia, Francia, Espafia y Portugal (APROMAR, 2020; FAO,
2020a).

De entre los paises europeos, Espafia es el mayor productor de rodaballo de acuicultura,
aportando un 76,9% del total. En 2019 la cosecha de rodaballo de acuicultura en Espaiia fue
de 8.258 toneladas, un 10,8% mas que la del afio anterior, y Galicia fue la tinica comunidad

autonoma productora (APROMAR, 2020).

Cabe destacar que, a nivel mundial, el 90% del rodaballo se produce en acuicultura y el resto

procede de la pesca extractiva, al contrario de lo que sucede con otros peces como la dorada



o la lubina. Ademas, el rodaballo silvestre es cada vez mas escaso y su produccion mediante

la acuicultura supone el 99% de la produccion total en Espaiia (APROMAR, 2020).

Dada la relevancia del pescado en Galicia, tanto a nivel nutricional como econdmico, supone
todo un reto mejorar los sistemas de acuicultura y solventar los problemas que aparecen
durante el proceso de produccién, con el objetivo de aumentar el rendimiento del proceso y

la calidad de los productos.

1.2. La forunculosis
Las enfermedades infecciosas son uno de los factores limitantes para la expansion y el
desarrollo de la acuicultura sostenible, ya que suponen una disminucidon directa de la
produccion debido a la mortalidad y/o lento crecimiento de las especies afectadas (FAO,

2020a).

Dentro de las enfermedades de etiologia bacteriana, aunque existen gran diversidad de
patogenos, sélo un grupo reducido supone un verdadero problema a nivel mundial. Una de

estas enfermedades es la forunculosis.

De forma clasica, la forunculosis era considerada una enfermedad de agua dulce, pero hoy
en dia es un problema importante también en agua salada, y causa devastadoras pérdidas
econdmicas en el sector de la acuicultura. Originalmente se pensaba que afectaba sélo a
salmonidos, pero hoy se sabe que afecta a muchas otras especies de peces de interés
comercial, como el rodaballo, el lenguado y el fletan, y que presenta una amplia distribucion

geografica (Beaz-Hidalgo et al., 2013; Toranzo et al., 2005).

Aunque el agente patogeno causante de la enfermedad se aislo por primera vez en Galicia
en criaderos de trucha arcoiris y de salmon del atlantico, en 1987 y 1989 respectivamente,
el primer brote descrito de forunculosis en rodaballo de acuicultura fue en 1992. Desde
entonces es una de las enfermedades con mayor prevalencia en los criaderos de produccion
de esta especie, y se ha convertido en un problema importante por la alta mortalidad que
produce y por el rdpido desarrollo de resistencia a los antibidticos (Johansen et al., 2011;

Lago et al., 2012; Toranzo et al., 2005).

La forunculosis debe su nombre a los fortinculos o nédulos que se desarrollan en la piel y
musculatura de los peces afectados (Coscelli et al., 2014; Dallaire-Dufresne et al., 2014). Es

una enfermedad que puede afectar a cualquier etapa del ciclo vital, aunque son mas sensibles



de padecerla los juveniles. Del mismo modo, se puede manifestar de forma crénica o aguda,

siendo esta ultima la mas frecuente.

Se caracteriza por cursar con una septicemia hemorrdgica generalizada, acompafiada de
melanosis, pérdida de apetito y letargo. En la forma subaguda, habitualmente el pez afectado
muere a los 2-3 dias. Ademas, su aparicion es repentina, con pocos signos externos, como
petequias en la base de las aletas al inicio de la enfermedad o nédulos en su forma cronica
(Figura 2). Esto se debe a que las bacterias patdgenas se diseminan por la sangre,
produciendo hemorragia y necrosis de los tejidos internos, fundamentalmente en las paredes
abdominales, visceras y corazon. En ocasiones también pueden causar lesiones ulcerativas
profundas y agrandamiento del bazo (Austin B., Austin, 2016; Dallaire-Dufresne et al., 2014;
Toranzo et al., 2005).

Figura 2. Lesiones macroscopicas provocadas por la infeccion por Ass en rodaballo. A. Pez que muestra una tipica
lesion cutanea nodular bien circunscrita (flechas) en el lado ocular. Recuadro: detalle de un nédulo no ulcerado, que se
caracteriza por una hinchazon firme, de color rosa palido y bien definido. B. Nodulos rodeados por un area variable de
piel hipopigmentada. Un nddulo muestra una superficie palida (flecha), mientras que los otros eran hiperémicos y
levemente hemorragicos (puntas de flecha). C. Nédulo ulcerado con muestra apariencia crateriforme. Imagen tomada
de Coscelli et al. 2014.
forunculosis se manifiesta por la convergencia de multiples factores afiadidos a la presencia
del patogeno. En otras palabras, responde a un modelo de multicausalidad, y los factores que
participan de su aparicion son fundamentalmente tres: los relacionados con el hospedador
(especie de pez, edad, estado de salud inicial, etc), el ambiente (la temperatura, el bajo nivel
de O», factores que provoquen la aparicion de lesiones cutaneas, etc) y el manejo de los
individuos (sobrepoblacion, maniobras que generen estrés o traumatismos fisicos, etc)

(Coscelli Bautista, 2014; Valderrama Pereira, 2016).



El agente causante de esta enfermedad, Aeromonas salmonicida subsp salmonicida, es una
bacteria Gram negativa psicréfila e inmdvil. Es un patoégeno intracelular facultativo, y a
pesar de no ser especie-especifico, la familia Salmonidae es especialmente susceptible a su

infeccion. (Coscelli Bautista, 2014; Austin B., Austin, 2016)

A. salmonicida subsp. salmonicida se libera al medio por las heridas cutaneas de los peces
infectados. Esta bacteria tiene una superficie proteica hidrofobica, llamada capa A, que le
permite adherirse a superficies como particulas de alimento o potenciales vectores,
facilitando su transmisién por el agua. Las vias susceptibles de entrada a un potencial
hospedador son fundamentalmente la branquial, cutanea y digestiva. La branquial es la mas
efectiva porque la bacteria patdgena ingresa directamente al torrente sanguineo, y se
disemina por el organismo, pero también es frecuente la via cutdnea, favorecida por las
lesiones previamente presentes. La via digestiva es la menos efectiva (Coscelli Bautista,

2014).

En resumen, un pez sano puede adquirir el patdgeno por exposicion a agua contaminada con
el mismo o por contacto directo con los peces infectados. Este dato sugiere actuar con
precaucion a la hora de manejar las poblaciones, ya que se ha observado que la transmision
del patogeno es dependiente de la densidad de hospedadores. Es por ese motivo que la
acuicultura es un entorno mas susceptible para el desarrollo de enfermedades (Dallaire-

Dufresne et al., 2014; Johansen et al., 2011).

Ademas, A. salmonicida subsp. salmonicida posee diferentes factores de virulencia que
participan en el desarrollo de la enfermedad, pero el presente trabajo se centra en uno de

ellos: los mecanismos de adquisicidon de hierro.

1.3. Los sistemas de sideroforos como factor de virulencia
El hierro es un nutriente esencial para la mayoria de las bacterias, por su papel como cofactor
en procesos metabodlicos claves. Sin embargo, tiende a formar compuestos insolubles en la
naturaleza y a asociarse con proteinas de alta afinidad dentro de un hospedador. Por este
motivo, a lo largo de la evolucién las bacterias han desarrollado diferentes estrategias para
su adquisicion, dado que es una de las claves de su supervivencia, ademas de contribuir
significativamente a la virulencia en el caso de las bacterias patdgenas (Albelda-Berenguer
etal., 2019; Najimi et al., 2008; Schaible et al., 2004). Una de las estrategias mas habituales

es la sintesis y liberacion de sideréforos.



Los siderd6foros son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que presentan una alta
afinidad por el Fe (III). La expresion de los genes de sintesis de estos metabolitos se activa
bajo condiciones limitantes de hierro y, una vez liberados, son quelantes de Fe (III) en el
medio extracelular, al que se unen formando un complejo llamado ferri-sideréforo. Estos
complejos se internalizan mediante una maquinaria de transporte de proteinas de membrana

dependiente de energia (Beaz-Hidalgo et al., 2013; Mislin et al., 2014; Najimi et al., 2008).

En las bacterias Gram negativas, las proteinas transportadoras de membrana externa
dependientes de TonB (TBDR) reconocen el complejo siderdforo-Fe (III) y lo internalizan
en el periplasma. Una vez alli, se une a proteinas periplasmaticas (PBP), que lo transportan
hasta la membrana interna, donde es reconocido por otras proteinas receptoras: los
transportadores de tipo ABC. El complejo entra en el citoplasma y el Fe (III) es liberado por
reduccidn a Fe (II) o por degradacion del sideroforo. (Goérska et al., 2014; Mislin et al., 2014;
Thode et al., 2018) (Figura 3)
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Figura 3. Mecanismo de transporte de hierro mediante siderdforos en bacterias Gram negativas. PME: proteina de
membrana externa, PMI: proteina de membrana interna, PBP: proteina periplasmatica de union, [Red]: reduccion.

Imagen propia, elaborada con BioRender.com (Martinez Matamoros, 2018)



Es habitual que las bacterias sinteticen diferentes tipos de sider6foros e incluso que tengan
receptores para sider6foros que producen otras especies (xenosiderdforos). Este fendmeno
se denomina ‘pirateria’ de sideréforos, y es una estrategia muy comuin empleada por las
bacterias, porque la sintesis de estos metabolitos conlleva un elevado gasto de energia. Por
ello, la utilizacion de xenosider6foros es una ventaja competitiva bajo presion selectiva

(Cordero et al., 2012).

En el caso de A. salmonicida subsp. salmonicida, el analisis del genoma revel6 la presencia
de dos clusters de genes involucrados en la sintesis de los sider6foros acinetobactina,
producido también por el patégeno humano Acinetobacter baumanii, y amonabactina. Cada
uno de estos clusters contiene respectivamente los genes fstB y fstC, que codifican para los
receptores de membrana externa dependientes de TonB (TBDR), encargados de la
internalizacion de los sider6foros. El receptor FstC en concreto estd ampliamente distribuido
en el género Aeromonas, apareciendo incluso en el patogeno humano A. hydrophila (Balado

etal., 2017; Lemos et al., 2010; Rey-varela et al., 2019).

1.4. La necesidad de nuevos tratamientos
Antibioticos como la oxitetraciclina, el acido oxolinico o el sulfafurazol son un tratamiento
habitual en los sistemas de acuicultura, para controlar la aparicién de brotes de enfermedad
causadas por bacterias Gram negativas (Romero et al., 2012). Sin embargo, la presion
selectiva que ejercen estos farmacos, sobre todo cuando se utilizan de forma profilactica ya
que permanecen durante mucho tiempo en el agua, proporciona las condiciones ideales para
la emergencia y seleccion de cepas bacterianas resistentes, ademas de estimular la

transferencia horizontal de genes (Santos et al., 2018).

Aeromonas salmonicida subsp salmonicida presenta una gran variedad de plasmidos que
contienen diferentes genes de resistencia a los antibiodticos, y frecuentemente se han
detectado cepas multirresistentes. Esta heterogeneidad plasmidica tiene grandes
consecuencias en términos del tratamiento de la enfermedad, pero es también preocupante
porque puede existir un flujo significativo de genes de resistencia a los antibioticos entre
bacterias acuaticas (Vincent et al., 2014). Un ejemplo es el caso de la sulfonamida, que se
empleod en 1950 para el control de este patdgeno y la resistencia a este farmaco aumento, con

una prevalencia de mas del 75% (Romero et al., 2012).



Debido a esta creciente resistencia a los antibidticos, se ha convertido una necesidad para la
industria de la acuicultura investigar nuevas estrategias para controlar y prevenir la
enfermedad. En Noruega, las epidemias estdn controladas desde 1993 gracias a la
introducciéon de vacunas que contienen células inactivadas del patdégeno, comunmente
denominadas bacterinas. Estas vacunas son un tratamiento eficaz durante largos periodos de
tiempo en salmonidos, pero su eficacia es practicamente nula en rodaballo, por lo que son

necesarias otras estrategias (Martinez Matamoros, 2018; Toranzo et al., 2005).

Las proteinas receptoras de sideréforos, como FstB o FstC, son potenciales antigenos para
generar una respuesta inmune en el hospedador, porque se encuentran en la membrana
externa de la bacteria. En los ensayos de vacunacion recientemente realizados por la Dra.
Martinez con estas dos proteinas, se observd que rFstB era mas inmunogénica que rFstC.
Sin embargo, la reduccidn de la mortalidad fue mayor con rFstC. Al analizar la regulacién
génica se observo que rFstC tiene unos niveles de expresion mucho mas altos que rFstB, lo
que puede explicar una mayor proteccion contra la enfermedad. Por ello, en este trabajo se
parte de rFstC como el mejor candidato para su posible uso en la formulacion de una vacuna

contra A. salmonicida subsp. salmonicida (Martinez Matamoros, 2018).

En el caso de otras enfermedades infecciosas de acuicultura, como la pasteurelosis, también
se realizaron ensayos de vacunacion con la proteina rFrpA, receptora de sideréforos de su
agente etioldgico. En ellos se observo una supervivencia de los individuos muy similar a la
conseguida por las bacterinas (Valderrama Pereira, 2016). Estos resultados demuestran que
las proteinas receptoras de siderdforos son el camino adecuado en el desarrollo de vacunas

efectivas para la prevencion de estas enfermedades.

1.5. Liposomas
Los liposomas son vesiculas esféricas y microscopicas, formadas por una o varias bicapas
lipidicas que rodean una fase acuosa de pequefio volumen. Su tamafio puede variar entre la
escala nanométrica y micrométrica, aunque el grosor de la bicapa lipidica ronda los 4 nm,
pero el tamafio ideal para su aplicacion en liberacidon de farmacos se encuentra entre 50-150

nm (Has et al., 2020).

Actualmente son de gran utilidad en la industria farmacéutica, por su versatilidad y
plasticidad. De hecho, en los ultimos afios se han empleado, con éxito, para vehiculizar

antigenos y/o adyuvantes en diferentes formulaciones de vacunas.



La ventaja clave de los sistemas de liberacion basados en liposomas es que su composicion
y preparacion puede ser disefiada para conseguir las propiedades deseadas. Por ejemplo, es
posible variar diferentes pardmetros como la naturaleza de los lipidos, carga, tamafio,
distribucion de tamaifio, encapsulacion de los compuestos e incluso en la localizacion de los
mismos dentro del liposoma. Dependiendo de las caracteristicas quimicas del compuesto de
interés, éste puede alojarse en su interior (en el caso de moléculas hidrofilicas) o intercalarse

en la bicapa lipidica (en el caso de moléculas lipofilicas) (Schwendener, 2014).

La formulacién lipidica de los liposomas estd compuesta por fosfolipidos. Dependiendo del
grupo presente en la cabeza polar, los lipidos tendran carga negativa (por ejemplo, con acido
fosfatidico o fosfatidilglicerol) o neutra (con fosfatidilcolina o fosfatidiletanolamina) en pH
fisioldgico. Ademas, las colas lipidicas insaturadas por la presencia de alquenos disminuyen
las temperaturas de transicion de sélido a liquido, promoviendo la formacion de liposomas
a temperatura ambiente. Por otro lado, para estabilizar la bicapa lipidica, debe incorporarse
colesterol en la formulacién y/o modificar la superficie del liposoma con polietilenglicol

(PEG) (Fan et al., 2021).

Una ventaja que tienen los fosfolipidos en comparacion con otros materiales inorganicos y
poliméricos es que son biocompatibles, por lo que pueden traspasar barreras bioldgicas, y
que tienen la capacidad de auto ensamblarse, permitiendo una encapsulacion eficaz.
También permiten mejorar la estabilidad del antigeno y su presentacion a las células
inmunocompetentes, pudiendo realizar una liberacidon lenta y controlada (Schwendener,

2014).

2. Objetivos
El objetivo principal del presente trabajo es la formulacidon de una vacuna contra la infeccion
por Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida mediante la encapsulacién de la proteina
recombinante FstC en liposomas. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

o Expresion de la proteina recombinante FstC en la cepa de E. coli BL21C43(DE3)
/pET20b (+)-C6His-FstC.

o Purificacidn de la proteina rFstC.

o Preparacion de liposomas y encapsulacion de la proteina rFstC.



3. Materiales y métodos

3.1. Eleccion de la cepa de expresion
Para la produccion de la proteina FstC se emple6 la cepa de expresion Escherichia coli BL21
C43 (DE3) transformada con un plasmido recombinante pET20b (+) FstC C-ter 6-His, que
fue resultado de uno de los objetivos de la Tesis Doctoral de la Dra. Martinez (Martinez

Matamoros, 2018). Esta cepa estaba conservada a -80 °C.

El plasmido pET20b (+) (Figura 4) es un vector de 3716 pares de bases, y el gen
correspondiente de la proteina FstC estd clonado bajo el control del promotor T7. Dicho
promotor se puede inducir por IPTG (B-D-1-tiogalactopirandsido de isopropilo) para obtener
la proteina recombinante con una cola de 6 histidinas (6-His-tag) en el extremo C-terminal,
lo que permite su posterior purificaciéon mediante cromatografia de afinidad. Por otro lado,
el plasmido cuenta con una secuencia pelB, que se une al extremo N-terminal de la proteina
recombinante para que sea transportada al periplasma una vez sintetizada. Esto evita la
acumulacidn de proteinas toxicas en el citoplasma y generalmente, incrementa la estabilidad
de las proteinas de membrana producidas. Ademas, también se incluye un gen de resistencia

a ampicilina (Martinez Matamoros, 2018; Rosano et al., 2014).
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Figura 4. Mapa del plasmido pET20b (+) (imagen tomada de
http://www.helmholtzmuenchen.de/fileadmin/PEPF/pET vectors/pET-20b_map.pdf)




3.2. Cultivo de E. coli BL21C43(DE3) /pET20b (+)-C6His-FstC para la
produccion de FstC

En primer lugar, se realiz6 un precultivo en 100 mL de medio LB (Luria bertina high salt)

suplementado con ampicilina (100 ug/mL) y se dejo crecer toda la noche (aprox. 16 horas)

con una agitacion de 200 rpm a 37°C.

Posteriormente, 1 L de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) fue inoculado
con 1 mL del precultivo, que se incubd a 37°C agitando a una velocidad de 200 rpm.
Mediante espectrofotometria se midio la turbidez del cultivo (MySpec) hasta llegar a un
rango de ODegoo entre 0.4 y 0.6 se indujo la expresion con IPTG (ImM). El cultivo
permanecid en crecimiento 3 horas. Una vez finalizado el tiempo de expresion, los cultivos
fueron centrifugados a 6760 gy 4°C durante 15 minutos (Hitachi CR22N). Los sedimentos
obtenidos se resuspendieron con tampdn de lisis (TNI-10: Tris-HC1 50 mM, pH 8.0, NaCl
500 mM, imidazol 10 mM) y se centrifugaron a 7197 g a 4°C durante 15 minutos (Centrifuge
5430R, Eppendorf). Finalmente, se retir6 el sobrenadante y los sedimentos se conservaron a

-20°C.

3.3. Lisis y separacion de membranas
Los sedimentos se dejaron descongelar sobre hielo y se resuspendieron, con 5 mL de tampdn
de lisis (TNI-10 con inhibidor de proteasas) por cada gramo de sedimento. Tras disolver el
sedimento agitando con vortex, se afiadieron 10 pL de ADNasa (2mg/mL) y 10 pL de
lisozima (50 mg/mL) por cada 5 mL de tampon de lisis. Posteriormente, la muestra se dejo

en un agitador de balanceo a 4°C durante 1 hora.

A continuacion, se lisaron las células empleando particulas de zirconio/silice (glass beads)
en un disruptor celular, realizando 4 ciclos de 30 s de lisis y 4 minutos de descanso a 4°C.
Los restos celulares se retiraron por centrifugacién a 7197 g y 4°C, durante 15 minutos

(Centrifuge 5430R, Eppendorf).

Posteriormente, a la fraccion soluble se le afiadio lauril sarcosinato de sodio (1%) y se sonicd
en un bafio de ultrasonidos. La suspension se centrifugd a una velocidad 125000 g a 4°C
durante 1 hora (Hitachi CS 150NX). Seguidamente, el sobrenadante fue retirado y el
sedimento (las membranas externas) se suspendio con TNI-10 (con inhibidor de proteasas)
Elugent al 5%, y se mantuvo durante toda la noche (12-16 horas) en un agitador de balanceo
a 4°C con el fin de solubilizar al méximo la proteina rFstC contenida en las membranas

externas.



Al dia siguiente, se centrifugd a 125000 g y 4°C durante 1 hora (Hitachi CS 150NX) y se

conservo el sobrenadante, que contiene la proteina solubilizada, para su purificacion.

3.4. Purificacion de la proteina rFstC

a. Cromatografia de afinidad
La proteina rFstC presente en el sobrenadante se purificé mediante FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography NGC Quest 10 Plus, de Bio-Rad) y una columna de niquel de 1 mL
(GE Healthcare Life Sciences). Para ello, se emplearon como fases moviles el tampén A,
compuesto por Tris-HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 50 mM y Elugent al 0.25
% (TNI-50), y el tampon B, compuesto por Tris-HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol
250 mM y Elugent al 0.25 % (TNI-250). Ambas disoluciones se filtraron al vacio

previamente a su uso con membranas de policarbonato de 0.45 um (FilterLab).

b. Recarga de columnas de niquel
En las cromatografias de afinidad fue necesario recargar el niquel de las columnas después
de varias purificaciones. Para ello se empled un programa automatizado en el FPLC,
utilizando como fases mdviles 12 CV de tampon de limpieza (NaCl 0,5 M, NaH>PO4 20
mM, EDTA 50 mM), 8 CV de tampdn de carga (NPI-20: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl,
20 mM imidazol), 8 CV de solucion de niquel (NiSO4 0,1 M) y 8 CV de etanol al 20%

(EtOH) para su conservacion.

c. Cromatografia de exclusion por tamafio
Se empled una columna de sefarosa HiPrep Size Exclusion 26/60 S-200HR GE Healthcare
Life Sciences. Como fases moviles se utilizaron un tampon A ‘H>0 Milli-Q’ y un tampén B

‘LDAO’ (Tris-HCI 25 mM pH 8.0, NaCl 350 mM y LDAO al 0.1%).

d. Concentracion de fracciones
Se tomaron las fracciones en las que se observd presencia de la proteina rFstC tras la
cromatografia de exclusion por tamafio y se concentraron con PBS (1X) empleando un filtro

Amicon 30 kDa durante 15 min a 5000 g y 4°C. El concentrado se mantuvo a 4°C.

Las fracciones obtenidas de ambas cromatografias y de la concentracion de las fracciones se

analizaron por SDS-PAGE y Western Blot.



3.5. Analisis de fracciones por SDS-PAGE y Western Blot

a. SDS-PAGE
Se prepar6 un gel de separacion al 12% empleando 6 mL de acrilamida al 40% (NZYtech),
5 mL de tampon Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M), 200 pL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%,
8.7 mL de agua Milli-Q, 10 uL de TEMED y 100 pL de persulfato de amonio (APS) al 10%.
El gel concentrador al 4% se preparé empleando 1 mL de acrilamida al 40%, 2.52 mL de
tampdn Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M), 100 pL de SDS al 10%, 6.32 mL de agua Milli-Q, 10 uL
de TEMED y 50 uL de APS al 10%. Tras cargar las muestras con el tampon Laemmli sample
buffer 2X (SDS 4%, glicerol 20%, Tris-Cl pH 6.8 (0.125 M), DTT 10% y azul de bromofenol
0.04%), la electroforesis se llevo a cabo en la fuente PowerPacTM (Bio-Rad), con tampdn
Tris-Glicina 1X (3 g Tris, 14.4 g glicina, 1 g SDS en 1L de H20), a 160 V durante 75 min.
El marcador de peso molecular empleado fue NZY Colour Protein Marker Il y la tincion del
gel se realiz6 afiadiendo revelador Blue Safe (NZYTech). Finalmente, se visualizd en el

fotodocumentador (Chemidoc, Bio-Rad).

b. Western Blot
Se lavo la membrana de PVDF en metanol durante 30 s y en agua Milli-Q durante 2 minutos.
A continuacion, se realiz6 la electrotransferencia del gel a la membrana empleando tampdn
Tris-Glicina (200 mL de etanol, 3 g de Tris base, 14.4 g de glicina y 1 mL de SDS al 20%,
en 1 L de agua Milli-Q), a 300 mA durante 1h. Posteriormente se bloqued con 35 mL de

Skim milk, en un agitador de balanceo a temperatura ambiente, durante 45 minutos.

Se lavé la membrana 3 veces (5 min/vez) usando tampdén PBS 1X con detergente Tween 20
al 0.05%. Se afiadieron 1.5 pL de anticuerpo primario (Monoclonal Anti-polyhistidine
antibody produced in mouse, Sigma) diluidos en 15 mL de Skim milk y se dej6 incubar
durante 1 h a temperatura ambiente. De nuevo, se lavo la membrana 3 veces con PBS-Tween

20 (5 min/vez) en un agitador de balanceo.

Posteriormente, se diluyé 1.5 pL de anticuerpo secundario (1.5 pL, Anti-mouse IgG,
Horseradish Peroxidase linked whole antibody, GE Healthcare) en 15 mL de PBS-Tween
20 y se dejo en contacto con la membrana en un agitador de balanceo durante 45 minutos.
Se lavo 2 veces con PBS-Tween 20 (10 min/vez). Finalmente se afiadieron 6 mL de revelador
(NZY Advanced ECL, NZYTech) para visualizar en el fotodocumentador (Chemidoc, Bio-
Rad).



3.6. Cuantificacion por Nanodrop
En el software de Nanodrop se selecciond ‘Protein’>’Protein 280°>’Small sample’ y a
continuacion se eligié el tamafio de la proteina rFstC en la base de datos (74 kDa). Para el
blanco se tomaron 2 pL. de tampén LDAO, directamente sobre el pedestal del Nanodrop.
Una vez registrada la medida, se limpio el pedestal, se tomaron 2 uL de la fraccidn purificada

y se midi6 la concentracion de rFstC.

3.7. Encapsulacion de FstC en liposomas
Para la preparacion de la monocapa lipidica, se agregé 1 mL de solucién de fosfatidilcolina
(95%)- colesterol (5%) en cloroformo a un balén de fondo redondo de 100 mL. El baldn se
coloco en un rotavapor (Buchi) y se inici6 la rotacidn a velocidad media, antes de hacer
vacio e introducirlo parcialmente en un bafio a 40°C. Una vez se evaporo el disolvente, se
conectd el balon a una linea de vacio para eliminar completamente cualquier resto de

cloroformo.

A continuacion, se agregd 1 mL de solucidon de rFstC en PBS al balon que contenia la
monocapa lipidica y se mantuvo el balén a 4°C durante toda la noche. Se despeg6 la capa de
lipidos en un bafio de ultrasonidos durante 2-4 min. Se carg6 la suspension de rFstC y lipidos
en una jeringa y se realizaron 12 ciclos de extrusidn empleando una membrana de

policarbonato de 0.2 pm (Avanti Polar Lipids, Inc.).

Posteriormente, para recuperar los liposomas obtenidos, se vertio la solucion de la jeringa

en un tubo eppendorf ‘low bind protein’y se centrifugd durante 30 min a 15000 g y 4°C.

El sobrenadante, que contiene la proteina no encapsulada, se mantuvo a 4°C en un tubo
eppendorf ‘low bind protein’ y se empled para realizar la cuantificacion de proteina
encapsulada y la eficiencia de la encapsulacion. Los liposomas se conservaron también a

4°C.
3.8. Cuantificacion de la proteina encapsulada

La cuantificacion se realizé mediante el método Folin-Ciocalteu y para ello se emplearon
los siguientes reactivos y soluciones: NaxCO3 20%, CuSQOg, tartrato monobadsico de potasio,
dodecilsulfatosédico (SDS), NaOH 8 M, deoxicolato de sodio (DOC), acido tricloroacético
(TCA) al 72% en agua y CTC (cobre-tartrato-carbonato). Para la preparacion del reactivo A
se afiadieron volumenes iguales de CTC, NaOH, SDS y agua Milli-Q y para la preparacion

del reactivo B se diluy¢ el reactivo de Folin-Ciocalteu en relacion 1:5 con agua Milli-Q.



Se realiz6 un tratamiento del sobrenadante antes de cuantificar. En primer lugar, se tomaron
500 pL del sobrenadante y se completaron a 1 mL con PBS en un tubo eppendorf ‘low bind
protein’, se afiadieron 100 uL de DOC, se homogeneizd con el virtex y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min. En segundo lugar, se afiadieron 100 pL. de TCA, se
homogeneizd con el vortex y se centrifugd a 3000 g durante 15 min, a temperatura ambiente.
Finalmente se descarto el sobrenadante y se conservo el sedimento, que contiene la proteina

precipitada.

Posteriormente, se resuspendid el sedimento con 1 mL de PBS y se homogeneiz6 con vortex.
Se transfirié a un vial de vidrio, asi como el resto de las soluciones patrén que se emplean
para trazar la curva de calibracion (tomando como proteina de referencia BSA), detalladas

en el cuadro que se presenta a continuacion:

Patron | Volumen de BSA 1 mg/mL (uL) | Volumen de PBS (uL)
1 10 990
2 50 950
3 100 900
4 200 800
5 500 500

Se afiadié 1 mL de reactivo A a los viales con blanco, patrones y sobrenadante y se incubd
10 min a temperatura ambiente. Del mismo modo, se afiadieron 500 uL de reactivo B y se
incub6 30 min a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Finalmente, se midid la
absorbancia a una longitud de onda fija de 750 nm, se realiz6 una curva de calibracion en
Excel y se calculd la concentracion de proteina y la eficiencia de la encapsulacion del

siguiente modo:

Absorbancia a 750 nm
[rFstC] = - x Volumen del sobrenadante
pendiente de recta

m
=7 — [rFstC]
mg
1oL

* 100

%Eficiencia de encapsulacion (EE) =

3.9. Medida de potencial Z y tamafio de los liposomas mediante ELS y DLS
Se homogenizé el sedimento de liposomas en 1 mL de PBS al vortex para disminuir la
cantidad de surfactante (LDAQ) presente en la muestra, de 0.1% a 0.01%. Posteriormente
se tomaron 20-50 pL de esa solucidon y se completaron hasta 2 mL con H>O Milli-Q en una

celda de plastico, en la que se realizaron las mediciones.



Para el DLS se introdujo directamente la cubeta de plastico con la muestra en el aparato, que
mide el coeficiente de dispersion de la luz para determinar una estimacién del tamafio de las

particulas en la suspension.

Para el ELS se introdujo la cubeta con un electrodo, que mide la diferencia de potencial entre
el electrodo en si y las particulas en suspension por atraccién-repulsion, para determinar el

potencial Z de dichas particulas.

3.10. Visualizacion de liposomas mediante TEM/SEM
La muestra de rFstC encapsulada en los liposomas se traslad6 al Servicio de Apoyo a la
Investigacién (SAI), donde se obtuvieron imagenes en el microscopio electrénico de
transmision (TEM) y de barrido (SEM). A partir de las imagenes panordmicas de los
liposomas obtenidas por TEM, se realiz6 la medicidon de su tamafio mediante el programa
informatico ImagelJ y se obtuvo un histograma de la distribucidn de los tamafios mediante el

programa Origin8.



4. Resultados y discusion

4.1. La expresion heterdloga de la proteina FstC se produce correctamente

Antes de iniciar la produccion a gran escala de la proteina rFstC, se comprobd que su
expresion heterdloga en la cepa de E. coli seleccionada se producia correctamente. Para ello,
se inici6 el proceso de expresion, lisado y separacion de membranas y se analizaron las
fracciones obtenidas de cada fase por SDS-PAGE (Figura 5), empleando sonicacion para

romper las células bacterianas en el caso de las bandas 1y 2.

MM 1 2 .3 4 .5 6

Figura 5. Gel de SDS-PAGE con marcador de peso molecular (MM) y las fracciones del cultivo de E. coli recombinante
antes de la induccién con IPTG (1), después de la induccion (2), después del lisado (3), membranas internas solubles con
laurilsarcosinato (4), membranas externas insolubles (5) y fraccion soluble de membranas externas (6).

Teniendo en cuenta este resultado, podemos decir que la expresion se lleva a cabo
correctamente, ya que se observa la banda a 74 kDa, que es el peso molecular aproximado
de rFstC. Ademas, la cantidad de proteina aumenta tras la induccion con IPTG (diferencia
de la banda 1 a la 2) y disminuye a medida que se realiza la separacion de las membranas
debido a que parte de la proteina exportada al periplasma forma cuerpos de inclusion que no
se solubilizan con el detergente, pero también se clarifica la banda, como consecuencia de

la purificacion.

Inicialmente se prepararon 10 litros de cultivos para su produccion a gran escala, siguiendo
el procedimiento que se describe en el apartado de materiales y métodos inicialmente

empleado por la Dra. Martinez en su Tesis Doctoral.

A la hora de purificar rFstC por cromatografia de afinidad, se analizaron dos muestras: la
obtenida de la solubilizacién de las membranas externas con Elugent al 5%, donde la

proteina esta en forma nativa, y la obtenida de la solubilizacion de las membranas internas
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con LS, que también contiene rFstC, pero en su forma no nativa. Este es un aspecto
importante, ya que a partir de la fraccion de las membranas internas podemos obtener la
proteina rFstC que haya quedado en el periplasma, pero no se haya insertado en la membrana
externa. Aunque no esté plegada en su forma nativa, es util porque actiia como indicadora
de que tiene lugar el transporte del citoplasma a la membrana y ademéas podriamos emplearla

también como componente en la formulacion de una futura vacuna.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para las fracciones de membranas
externas (Figura 6) e internas (Figura 7). En ambos casos se muestra el cromatograma

obtenido del FPLC y el analisis de las fracciones por SDS-PAGE.
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Figura 6. Separacion de membranas y purificacion de rFstC. A. Gel SDS-PAGE con marcador de peso molecular
(MM), lisado (1), membranas internas solubles con LS (2), membranas externas insolubles (3), fraccion soluble de
membranas externas (4), fracciones de elucion de FPLC (5-7), concentrado de rFstC (8) y fraccion no retenida (9). B.
Cromatograma obtenido por cromatografia de afinidad en FPLC. No se observa ningun pico de elucion.
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Figura 7. Purificacion de rFstC a partir de las membranas internas. A. Gel SDS-PAGE con marcador de peso
molecular (MM), fracciones de elucion de FPLC (1-3), concentrado de rFstC en dichas fracciones (4) y fraccion no retenida
(5). B. Cromatograma obtenido por cromatografia de afinidad en FPLC. Se observa un pico de elucion a un tiempo de
retencion de 50 min.

4.2. Optimizacion de la produccion de rFstC por temperatura

Teniendo en cuenta que no se observo sefial de rFstC en el cromatograma durante la
purificacion de la fraccion soluble de las membranas externas, y bajo la hipotesis de que la
proteina recombinante no se estaba dirigiendo a ellas de forma eficaz, se decidid realizar de
nuevo 10 litros de cultivos, pero esta vez reduciendo la temperatura de 37°C a 30°C. La
finalidad es aumentar la produccién de rFstC en su forma nativa, ya que existen evidencias
de que la disminucién de la temperatura reduce la formacién de cuerpos de inclusion

(Valderrama Pereira, 2016).

En este caso de expresion heterologa, la produccion de la proteina tiene lugar como
consecuencia de un inductor (IPTG). Ademas, la temperatura dptima de crecimiento para
E.coli es de 37°C, por lo que el metabolismo estd enfocado a la supervivencia y la fase
exponencial tiene lugar de forma muy rapida, llegando mucho antes a la etapa de muerte
celular. Al reducir la temperatura de cultivo a 30°C, y por tanto ralentizar la fase exponencial,

las células presentes dedican mas tiempo a la sintesis de proteina. Una temperatura menor
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también disminuye el ritmo metabodlico y los procesos de transporte a la membrana, por esta
razén es importante que el tiempo de incubacion post induccioén sea mayor, con la finalidad
de acumular mucha biomasa bacteriana y dar tiempo a que las proteinas sean dirigidas al
periplasma en mayor concentracion, buscando una menor formacion de cuerpos de inclusion.
A continuacién, se muestran los resultados de la purificacion de las fracciones solubles de
membranas externas (Figura 8) e internas (Figura 9), obtenidas a partir de cultivos

realizados a 30°C.
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Figura 8. Separacion de membranas y purificacion de rFstC, de cultivos a 30°C. A. Gel SDS-PAGE con marcador de
peso molecular (MM), lisado (1), membranas internas solubles con LS (2), membranas externas insolubles (3), fraccion
soluble de membranas externas (4), fracciones de elucion de FPLC (5-7) y fraccion no retenida (8). B. Cromatograma
obtenido por cromatografia de afinidad en FPLC. Se observa un pico de elucién, a un tiempo de retencion de 44 minutos,
que se corresponde con las bandas observadas en las fracciones 5-7 del gel.
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Figura 9. Purificacion de rFstC a partir de las membranas internas, de cultivos a 30°C. A. Gel SDS-PAGE con
marcador de peso molecular (MM), fracciones de elucion de FPLC (1-3) y fraccion no retenida (4). B. Cromatograma
obtenido por cromatografia de afinidad en FPLC. Se observa un pico de elucidn, a un tiempo de retencion de 65 minutos.

4.3. Western Blot

Al mismo tiempo que se realizd la purificacidn con las condiciones anteriormente
mencionadas, se realizo el inmunoensayo Western Blot, en el que se emplea un anticuerpo
primario que tiene afinidad por la cola de poli-histidinas de rFstC, y un anticuerpo secundario

para poder visualizar dicha union especifica mediante quimioluminiscencia.

En la Figura 6 se puede observar el andlisis de las bandas de las diferentes etapas de

purificacion de los cultivos realizados a 30° C (Figura 10).

En ambas fracciones se observa una degradacion de la proteina, ya que la sefial aparece en
pesos moleculares menores. Las causas de la degradacién no se conocen de forma exacta,
pero podria deberse a una ruptura de la cadena de frio en el proceso de conservacion de las
muestras, o al tiempo que transcurrio desde su obtencion hasta la realizacidon del analisis. En
principio, no se contempla que se deba al calentamiento del tampdn de electrotransferencia
que se emplea para realizar la fase inicial del Western Blot, aunque no se descarta dicha

posibilidad, dado que es una de las fuentes de error de la técnica (MacPhee, 2010).
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Figura 10. Membrana de PVDF de Western Blot tras el revelado. Se observa sefial en las bandas 1 y 2, que representan
fracciones de lisado (1) y lisado con LS (2). En el resto de las fracciones (3-9) no se observo presencia significativa de
sefial.

Ademas, la proteina se detecta sélo en las fracciones iniciales, que estdn menos purificadas.
Esto podria deberse a que, en las fracciones purificadas, hay poca concentracion de proteina,
por lo que no es posible observar la sefial de quimioluminiscencia. Por lo tanto, podemos
afirmar que el rendimiento en la obtencion de rFstC disminuye en cada paso de la

purificacion.

Por ultimo, cabe destacar que el anticuerpo primario empleado en el Western Blot esta
disefiado para la deteccion de cola de poli-histidinas en el extremo N-terminal de la proteina
recombinante, y en este caso, la proteina rFstC tiene la cola de poli-histidinas en el extremo
C-terminal. Esta caracteristica podria dificultar no solo la deteccion por Western Blot, sino
también la purificacion, ya que la cola de poli-histidinas en esta posicidn esta espacialmente
menos expuesta (Wimley, 2003) (Figura 11). Este hecho puede dificultar la interaccion con
el niquel en la columna de afinidad, lo que podria explicar por qué se pierde bastante proteina

en la fraccion no retenida, tal y como se observa en los analisis SDS-PAGE (Figuras 6-9).
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Figura 11. Estructura en barril beta de una proteina de membrana externa transportadora de sider6foros dependiente de
TonB. Se compone de 22 laminas beta que se alojan en la membrana y contienen un dominio C-terminal en su interior
(verde), mientras que el dominio N-terminal esta mas expuesto (violeta). El siderdforo se representa en rojo. Imagen tomada
de Mislin et al., 2014.

4.4. Optimizacion de la purificacion de rFstC

Bajo la hipotesis de que la temperatura no debia ser el verdadero obstaculo en la obtencion
de la proteina, sino la purificacion en si, se realizaron algunos cambios en la metodologia,
manteniendo la condicién inicial de cultivo a 37°C, con el objetivo de obtener la mayor

cantidad de rFstC posible. Para esto se llevaron a cabo las siguientes variaciones:

- Se aumento la cantidad de preinoculo de 1 mL a 10 mL por litro de medio de cultivo.

- Los sedimentos obtenidos se disolvieron en 20 mL de tampdén TNI-10 con inhibidor
de proteasas junto con 40 uL. de DNAasa y lisozima para concentrar el lisado.

- Los siguientes pasos se mantuvieron igual hasta llegar a las ultracentrifugaciones,
donde se redujo el tiempo de 1 hora a 45 minutos, y al dia siguiente de 1 hora a 20
minutos. Esta modificacion de tiempo se realizd para evitar que la proteina
solubilizada pudiera precipitar junto a los cuerpos de inclusion y dejara de estar
disponible en el sobrenadante que se emplearia para la purificacion.

- Por otro lado, se reemplaz6 TNI-50 por TNI-20 para la solubilizacion de rFstC de las
membranas externas, con el objetivo de bajar la concentracion de imidazol presente
en la muestra, que potencialmente pudiera unirse al niquel de la columna y desplazar

a la proteina de interés.

A pesar de todas estas modificaciones, no se consiguieron cambios significativos en la
obtencidn de rFstC a partir la fraccion soluble de las membranas externas. En ese momento
fue cuando se presto atencidn a un factor que actu6é como limitante durante todo el periodo

del experimento: la columna de niquel.
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En los primeros ensayos ya se observaba una pérdida de proteina en la fraccion no retenida
(Figuras 6-9), lo cual, hacia pensar que no quedaba debidamente unida a ella, y por lo
tanto que no estaba funcionando correctamente. Para solucionar el problema, se realizaron
purificaciones tanto con columnas nuevas como rehabilitadas, donde se realiza un proceso
de regeneracion de niquel. Sin embargo, no estaba claro cuantos usos era capaz de soportar
una columna hasta que dejaba de funcionar correctamente. Después varios intentos, se
observd que las columnas rehabilitadas funcionaban mejor que las nuevas, y que tenian una

duracion maxima de tres purificaciones.

Ademas del factor columna, el uso del tampon TNI-20 permitid que la proteina se uniera de
forma mas eficiente al niquel de la columna. Aunque no se obtuviera tan pura, se observé

como la cantidad de rFstC disminuy¢ en la fraccion no retenida (Figura 124).

El conjunto de todas las modificaciones previamente explicadas fue lo que hizo posible la
obtencion de un pico de elucion notable en el FPLC (Figura 12B) y la presencia de la

proteina de forma clara en el gel de SDS-PAGE, en las fracciones 7-8. (Figura 124).
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Figura 12. Separacion de membranas y purificacion de rFstC. A. Gel SDS-PAGE con marcador de peso molecular
(MM) y fracciones de la purificacion de rFstC a partir de las membranas externas: lisado (1), lisado con LS (2), membranas
internas solubles con LS (3), membranas externas insolubles (4), fraccion soluble de membranas externas (5), fracciones
de elucion de FPLC (6-8) y fraccion no retenida (9). B. Cromatograma obtenido por cromatografia de afinidad en FPLC.
Se observa un pico de elucidn, a un tiempo de retencion de 50 minutos, que corresponde con las fracciones 6-8 del gel.

24



Como hemos podido observar, las proteinas de membrana son biomoléculas dificiles de
purificar. Esto se debe fundamentalmente a que la mayoria de las proteinas de membrana
estan presentes a baja concentracidon y, ademads, se encuentran embebidas en la bicapa
lipidica, por lo que necesitan la eleccion de un detergente adecuado para ser solubilizadas.
De hecho, no se puede definir un tnico protocolo de purificacion de proteinas, especialmente
en el caso de las proteinas de membrana, ya que cada una de ellas posee unas caracteristicas
fisicas determinadas, una preferencia de detergente y diferentes condiciones de purificacion
(Lin et al., 2009). Por este motivo, en el presente trabajo se decidid optimizar el proceso
tanto en la produccién (alterando la temperatura de cultivo y cantidad de preindculo) como
en la purificacion (alterando otros parametros como los tampones de trabajo, tiempos de

centrifugacion, etc).

Para futuros ensayos, seria interesante mejorar la parte de la produccion, con el fin de
disponer de una mayor cantidad de proteina desde el inicio. Una posibilidad muy
prometedora seria emplear mutantes de la cepa de E. coli BL21 (DE3) que presenten
deleciones en genes codificantes de proteinas de membrana externa propias. De este modo,
se podria potenciar la expresion de proteinas de membrana externa recombinantes, como

rFstC (Meuskens et al., 2017).

Otra forma de optimizar el proceso podria ser afiadir mas histidinas al plasmido pET20b (+)-
C6His-FstC para tratar de mejorar la purificacion de la proteina recombinante por
cromatografia de afinidad, dado que la cola de poli-histidinas se encuentra en el extremo C-

terminal, menos expuesto.

4.5. Cromatografia de exclusion por tamafio
Una vez obtenida rFstC de forma clara en SDS-PAGE y en el cromatograma, se realizé una
segunda cromatografia, esta vez de exclusion por tamafio, con el objetivo de obtenerla lo

mas pura posible.

En el cromatograma obtenido (Figura 13B) se observaron tres picos, las fracciones se
reunieron, y se concentraron en un filtro Amicon de 30 kDa por centrifugacion. Después

fueron analizadas por SDS-PAGE para localizar la banda correspondiente a rFstC (Figura
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134). La proteina fue observada en el concentrado 1 y se conservo a 4°C para su posterior

cuantificacion y encapsulacion.
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Figura 13. Resultados de la cromatografia de exclusiéon por tamafio. A. Gel SDS-PAGE con marcador de peso
molecular (MM) y concentrados de los picos de absorbancia observados en el FPLC (1-3). B. Cromatograma obtenido por
cromatogratia de exclusién por tamafio en FPLC. Se observan tres picos, correspondientes a las fracciones 1-3 indicadas
en el gel de SDS-PAGE.

4.6. Cantidad final de rFstC

El concentrado seleccionado tenia un volumen de 60 pL. Mediante su cuantificacion por
Nanodrop que se comprobd que se habian obtenido 0.4 mg/mL de rFstC, a partir de 2 L de
cultivos. En comparacién con los resultados de la Dra. Martinez, se obtiene menor cantidad,

pero de mayor pureza, como consecuencia de la cromatografia de exclusion por tamafio.

4.7. Encapsulacion en liposomas
Al concentrado de rFstC se afiadieron 940 pL. de PBS 1X, con el objetivo de bajar la
concentracion LDAO de 0.1% a 0.01%. La encapsulacion de rFstC en liposomas se llevo a

cabo segun el procedimiento descrito en materiales y métodos, y para la formacion de la
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monocapa lipidica se empled una solucion de 95% de fosfatidilcolina y un 5% de colesterol

en cloroformo, por ser la formulaciéon mas habitual en la preparacion de liposomas.

Tras recuperar los liposomas por centrifugacion, se cuantificd la proteina presente en el
sobrenadante para calcular la eficiencia de la encapsulacion, mediante el método de Folin.
La absorbancia obtenida para la muestra de proteina rFstC sin encapsular fue de 0.082 y la

eficiencia de encapsulacion, como se muestra a continuacion, fue del 90.8%.

[rFstC]= 0.082/1.0885 x 0.5 mL= 0.03766 mg/mL
%EE= (0.4-0.037) / 0.4 x 100=90.8 %
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Grdfica 1. Curva de calibracion de BSA por el método de Folin

Las proteinas de membrana como FstC presentan una gran afinidad por la bicapa lipidica e
interaccionan mejor con el liposoma durante el proceso de extrusion, debido a su caracter
hidrofobico, por lo que es un resultado esperado, en contraposicion a como se comportaria
una proteina polar (por ejemplo, BSA), alojandose en el interior del liposoma durante la

extrusion.

En comparacion con los resultados de la Dra. Martinez, que obtuvo un porcentaje de
encapsulacion de rFstC mayor, esta diferencia de encapsulacion podria deberse a la
influencia del detergente LDAO empleado en la cromatografia de exclusion por tamafio, ya
que es un detergente anidnico (mientras que Elugent es un detergente neutro). Esto podria

provocar la disolucién de los lipidos y, por lo tanto, una menor encapsulacion. Por ello es
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importante retirar la maéaxima cantidad de detergente posible antes de realizar la

encapsulacion.

4.8. Caracterizacion de los liposomas

4.8.1. Comportamiento en disolucion
Tras diluir los liposomas en 1 mL de PBS, se observo su comportamiento en disolucion

mediante el uso del DLS/ELS. En ambos casos las mediciones se realizaron por triplicado.

El DLS mide el coeficiente de dispersion de la luz para realizar una estimacién del radio
hidrodinamico de las particulas en una suspension. En el caso de los liposomas, el didmetro
efectivo fue de 204.83 nm (Figura 14A). Esto nos indicaria su comportamiento en una
solucidn, lo cual es mas proximo a la realidad. Dado que para el proceso de extrusion y
encapsulacion se empled una membrana de 0.2 um (con el objetivo de formar liposomas de

200 nm), el valor obtenido fue un resultado esperado.

Un pardmetro importante a tener en cuenta en el DLS es la polidispersion de la muestra.
Debe ser menor de 0.5 para garantizar que la suspension de particulas sea homogénea y

estable. En este caso el valor fue de 0.065, lo que verifica su estabilidad (Figura 144).

El ELS mide la diferencia de potencial entre el electrodo y las particulas en suspension por
atraccion-repulsion, para determinar su potencial Z. A mayor valor absoluto del potencial Z,
mayor es la estabilidad de la muestra, en otras palabras, el valor numérico nos indica que las
particulas no tienden a formar agregados, sino que estan dispersas en la solucion. En este
caso, los valores indican que la suspension tiende a ser estable (Figura 14B). En cuanto a su
carga, de las tres mediciones realizadas, una de ellas fue de signo positivo y las dos restantes,
de signo negativo. Estos resultados nos indican cémo se comportan los liposomas en

solucidn acuosa y salina (Figura 14B).

Para el uso fisiologico de los liposomas, seria interesante que tuvieran carga positiva, ya que
podrian entrar facilmente en el interior de las células por diferencia de potencial, pero los
resultados indican que fundamentalmente tienen carga superficial negativa, por lo que son
parecidos a los de una célula. En realidad, el objetivo de los liposomas es actuar como
vehiculo y adyuvante en la formulacion de la vacuna, asi que, aunque no tengan carga
positiva para entrar en el interior de las células, el organismo podria detectarlos como un

cuerpo extrafio. Es necesario realizar un ensayo de vacunacion en peces para comprobar esta
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hipotesis y observar el comportamiento de los liposomas, ademas de evaluar la eficacia de

la inmunizacién.

A B
Type|  Start Date/Tme Sampie ID E"tn[:;“ Polydispersity | | Type|  Start Date/Time Sampie ID m[m“’
DLS | 2B/05/2021 12:03:31 |Liposomas FatC 26-05-2| 203,29 0,03 |ELS | 2B052021 13:28:21 | Liposomas FeiC 28-05-2 1,85
DLS | 2B/05/2021 12:05:46 |Liposomas FaaC 26-05-2| 208,21 0,026 |ELs | 28052021 13:37:01 |Liposomas FAC 28-05-2 -30,79
oS 2B{052021 12:08:00 |Liposomas FC 28-05-2 203,00 0,128 |ELS 2EFO5/2021 13:41:33 | Liposomas FeiC 28-05-2 -33,04
Mean] 204,63 0,065 Mean: -13,62
St Err 1,64 0,051 St Err 7,58
Std Dev| EEE | 0,054 Sid Dev: 13,65

Figura 14. Tablas resumen de los resultados obtenidos en DLS (A) y ELS (B).

4.8.2. Tamaifio y morfologia
El tamafio medido por TEM y SEM es el tamaiio real de los liposomas. En las imagenes
panoramicas (Figura 15) se observa que presentan una morfologia esférica, con una
distribucion de tamafio homogénea. Por otro lado, en la imagen detalle de TEM (Figura 154)
podemos observar la doble capa lipidica del liposoma y su interior. La proteina rFstC no

podemos visualizarla, pero probamos su encapsulacion con la cuantificacion del

sobrenadante.

Panoramica Detalle

Figura 15. Imagenes de TEM (A) y SEM (B), a modo panoramico (izquierda) y en detalle (derecha).
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Para la medicion de los liposomas se analizd una imagen panoramica de TEM con el
programa ImagelJ. Se tomaron 35 medidas al azar y los datos obtenidos se procesaron con el
programa Origin, obteniendo un histograma con la distribucion de dichas medidas (Grdfica

2).
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Grdfica 2. Histograma de distribucion de los tamafios de los liposomas obtenido mediante ImageJ y Origin. La mayor
parte de la muestra tiene un tamafio de unos 28-40 nm.

5. Conclusiones

- Laexpresion de la proteina rFstC se consiguid con éxito, tanto a 37 como a 30°C, lo
cual se demostro por analisis Western Blot.

- La purificacién de rFstC se alcanzo tras las modificaciones realizadas durante el
proceso y pone de manifiesto la dificultad de purificar proteinas de membrana,
ademads de la importancia del buen estado de las columnas de cromatografia. Sin
embargo, es necesario seguir investigando en futuras optimizaciones que permitan
una mayor obtencion de proteina.

- Se obtuvo una buena eficiencia de encapsulacion de rFstC, y los liposomas
presentaron las caracteristicas apropiadas de morfologia, tamafio y comportamiento

en solucion.

Finalmente, serd necesario realizar un ensayo de vacunacién en peces con la proteina
rFstC encapsulada en liposomas, para comprobar su comportamiento y realizar una

valoracion de la inmunogenicidad y proteccion que confiere contra la enfermedad.
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