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Introduccion

Helicobacter pylori es un agente infeccioso que coloniza la
mucosa gastrica de la mitad de la poblacién mundial. Esta bacteria
ha sido reconocida como carcindgeno perteneciente al grupo 1 por
la OMS por su papel en el desarrollo de gastritis, Glceras pépticas
y cancer2, Debido al aumento de la resistencia a los antibidticos
utilizados en la terapia convencional anti-H. pylori, el desarrollo
de una vacuna eficaz es una alternativa de gran interés, que sigue
siendo un desafio3. Por lo tanto, es necesario un disefio de vacuna
racional, estratégico y eficiente contra H. pylori donde el uso de
las herramientas bioinformaticas mas actuales pueda ayudar a
lograrlo®. En este estudio, se empled un enfoque de
inmunoinformético para disefiar una nueva vacuna oral multi-
epitopo contra H. pylori.

Metodologia

Se realiz6 una analisis de prediccion de epitopos
inmunogénicos de células B y T de once proteinas de H. pylori en
base a su afinidad con los diferentes alelos del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) para humano y ratdn mediante
herramientas bio e inmunoinformaticas. Se utilizaron los
algoritmos de VaccineCAD (EpiVax Inc., RI, EE. UU)) y
EpiToolKit 2.0 para optimizar el orden de los epitopos y disefio de
la vacuna. Ademads, se afiadieron secuencias espaciadoras Gly-
Pro-Gly-Pro-Gly (GPGPG) y Lys-Lys (KK) entre cada epitopo.
Las secuencias de la subunidad B de toxina del célera (CTB) y
CKS9 (péptido de localizacion de células M) se agregaron al
modelo de vacuna en los extremos N- y C-terminal,
respectivamente. Posteriormente, la estructura secundaria del
antigeno multi-epitopo se predijo usando PSIPRED v3.3. El
modelado de la estructura en 3D se realiz6 utilizando el servidor
I-TASSER y posteriormente el modelo de mayor calidad fue
refinado. Se evalud la antigenicidad, alergenicidad, solubilidad y
caracteristicas fisicoquimicas de la vacuna.

Por Gltimo, la secuencia de DNA codificante fue sintetizada y
clonada en el vector lanzadera E. coli-L. lactis pNZ8048. La
construccion final fue transformada el L. lactis NZ900 mediante
electroporacidn. Se seleccionaron las clonas recombinantes y la
expresion proteica se confirmé por SDS-PAGE y Western Blot.

Resultados y discusion

Nuestra vacuna multi-epitopo estd compuesta por CTB que se
usa como adyuvante de la mucosa para mejorar la
inmunogenicidad oral. CTB fusionado con once epitopos

predichos de proteinas de H. pylori relacionada a los mecanismos
patogénicos (UreBai7o-189, VacAusg-a7s, CagAii0s-1122, GGT106-126,
NapAso-44 Y OipAai1-230) Y colonizacion (HpaAss-sz, FlaAdsr-s0s,
FecAusr-as6, BabAizg-149 Y SabAsao-ss0) proteinas (tabla 1). Un
péptido CKS9 (CKSTHPLSC), que dirige la vacuna hacia las
células epiteliales de micropliegue para mejorar su absorcion
intestinal (Figura 1).

La vacuna estd compuesta por 373 aminoécidos y la prediccion
de la estructura secundaria mostré que contiene un 35% de hélices
alfa, un 14,0% de laminas beta y un 49,0% de otras estructuras
(bobina aleatoria y giro beta). Nuestros resultados indicaron que
la calidad y la estabilidad del modelo 3D refinado final se
mejoraron notablemente en base a las predicciones Ramachandran
(Figura 2).

Se obtuvo una puntuacion de antigenicidad de 0.5547. La
prediccion de alergenicidad, demostr6 que la vacuna no es
alergénica. El peso molecular y el pl tedrico de la proteina fueron
40.7 kDa y 9.36, respectivamente. La solubilidad en la
sobreexpresion en E. coli fue de 0.821589. La vida media se
estimé en 30 h en los reticulocitos de mamiferos, >20 h en
levaduray >10 h en E. coli. La vacuna fue catalogada como estable
con un indice de inestabilidad (Il) de 32.58. Los valores de
GRAVY e indice alifatico fueron -0.485 y 67.77, respectivamente.
Por otro lado, se introdujeron los sitios de restriccion Ncol y
Hindlll para su clonacién en pNZ8084 para formar una
construccion plasmatica de 4,566 bp, que fue confirmada por PCR
y secuenciacion (Figura 3).

Se observo una banda de un peso aproximado de ~40 kDa en
SDS-Page y Western blot tras la induccion con 10 ng/mL de nisina
durante 5 h a 37°C en condiciones anaerobias (Figura 4).

Conclusiones

Nuestro nuevo disefio de vacuna oral podria ser una buen
candidato contra H. pylori. Sin embargo, para validar los efectos
profilacticos y terapéuticos de nuestro disefio de vacuna oral, se
requieren estudios inmunolégicos in vitro e in vivo.
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