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RESUMEN

La triquinelosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial cuyos
agentes causales pertenecen al género Trichinella spp. El hombre se infecta al
ingerir carne contaminada con larvas viables del parasito de un animal
previamente infectado; entre las especies domésticas transmisoras del parasito
al humano, se encuentra el cerdo. Aunque existe un tratamiento farmacoldgico
a base de bencimidazoles, tanto en nuestro pais como en otras partes del
mundo, aun se siguen reportando brotes de esta enfermedad. Un aspecto de
suma importancia es el hecho de que a nivel de campo veterinario existe una
alarmante y creciente resistencia a muchos farmacos con actividad
antiparasitaria, lo que obliga a desarrollar otras alternativas para el control de
esta enfermedad (especialmente en el cerdo), entre las cuales, las vacunas
juegan un papel central. En este contexto, se han empleado de manera exitosa
cepas vacunales atenuadas de Sa/monella entérica, como acarreadores de
antigenos heterdlogos de virus, bacterias y parasitos. El fundamento de estas
vacunas es que la inmunizacién con acarreadores vivos “quiméricos” genera
una respuesta inmune local (mucosas) y sistémica tanto en contra de
Salmonella, como en contra del antigeno heterdlogo. Para tales fines, ha sido
necesario expresar estos antigenos en la superficie bacteriana mediante
proteinas de membrana externa pertenecientes a la familia de los auto
transportadores; considerando su sencillez y versatilidad para expresar y
translocar péptidos hacia la superficie bacteriana. Por otra parte, existe
evidencia acerca de la importancia de la respuesta humoral a nivel de mucosa
intestinal en contra de los antigenos de superficie y de excresidn/secrecion de 7.
spiralis, particularmente contra aquellos que muestran motivos de tivelosa
(como los TSL-1). La inmunidad generada a este nivel, puede afectar la
sobrevivencia y numero de parasitos adultos asi como su capacidad para
reproducirse. Este tipo de inmunidad intestinal, puede ser activada mediante
infeccion natural 6 por vacunacion. En este contexto, se ha demostrado que la
vacunacion intranasal con un péptido de 30 aminoacidos derivado de la
glicoproteina de 43 kDa (p4319%9) con CTB, induce una respuesta protectora

en ratones NIH y que fueron infectados con 7. spiralis.



En el presente trabajo se analizd el uso de una cepa vacunal de
Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261 que expresa el antigeno p43
(210239) de 7. spiralis en la superficie bacteriana mediante el autotransportador
ShdA, en la induccion de una respuesta inmune humoral local (mucosas) y
sistémica. Los resultados demostraron que el autotransportador ShdA puede
ser usado para translocar eficientemente antigenos heterdlogos hacia la
superficie bacteriana. Asi mismo, se observé que los anticuerpos inducidos por
la proteina de fusidon que contiene una forma recombinante del antigeno,
reconocieron a la proteina nativa presente en el parasito (en estadio L; 6 LM).
De manera interesante, la vacunacién intranasal con el acarreador bacteriano
generd una reduccién de un 62% en la carga parasitaria de organismos adultos

en ratones BALB/c al dia 8 post-infeccion.

Estos hallazgos sugieren que Salmonella entérica serovar Typhimurium
SL3261 puede ser empleado como vector vacunal con la finalidad de generar
una respuesta inmune a nivel de mucosas que permitan reducir la carga
parasitaria en ratones infectados con 7. spiralis. Esto Ultimo ofrece ciertas

ventajas sobre el empleo de la vacunacion con antigeno solo 6 con adyuvante.



ABSTRACT

Trichinellosis is a worlwide zoonosis caused by parasites of the genus 7richinella
spp. Human are infected by consumption of meat containing live muscle larvae
of the parasite. Pigs are the main source of transmission to human. Although
there is a treatment based on use of benzimidazole drugs, in our country and
some parts of the world outbreaks of this disease still occur. An important
aspect in the veterinary field is the fact that parasites become resistant to the
antihelmintic drugs. This has prompted the design of novel alternatives for the
control of trichinellosis particularly in pigs. Among these alternative control
measures vaccines play a central role. In this context, Salmonella attenuated
live vaccines have been successfully used as carrier of heterologous antigens
from virus, bacteria and parasites. This approach is based on the fact that the
immunization with live “chimeric” carriers results in the induction of local
(mucosal) and systemic immune responses to both Salmonella and the
heterologous antigen. Moreover attenuated Sa/monella strains are particularly
attractive as potential live vector because they can be administered at the
mucosal level and stimulate a local humoral response. An optimal way to induce
immunity is to express heterologous antigens on the bacterial surface. This can
be achieved by using outer membrane proteins of the auto transporter family,
based on their simplicity and versatility. Several studies have showed the
importance of the induction of humoral response at the intestinal level to
surface and secretory/excretory antigens from 7. spiralis, particularly against
those which bear tivelose (TSL-1 antigens). The immunity induced at this level
affects the survival and number of adult parasites and their reproduction ability.
The intestinal immune response can be elicited by infection or vaccination. In
this context, it has been shown that the intranasal vaccination with a 30-mer
peptide from glycoprotein-43 kDa (p4321%2*?) with CTB induces a protective

response in mouse NIH after infection with 7. spirals.

In the present work Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261

expressing the antigen (p4321%239 on the bacterial surface through the ShdA



auto transporter was used as a live vector to induce local (mucosal) and

systemic humoral immune responses against 7richinella spiralis.

The results obtained in this work showed that the ShdA auto transporter can
be used to translocate efficiently the heterologous 7. spiralis peptide to the
bacterial surface. Antibodies elicited in the mice by immunization with the
fusion protein recognized the native protein on the surface of the muscle larvae.
Interestingly, the intranasal vaccination with bacterial carrier resulted in the
reduction about 62% in the adult parasite load in BALB/c mice at day 8 post-

infection.

All together the results obtained in this work suggest that Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261 may be used as a life vector to elicit mucosal and
systemic responses. This results in the reduction of adult parasite load in 7.
spiralis-infected BALB/c mice. This strategy offers advantages over the

vaccination with parasite antigens alone or with adjuvant.



ABREVIATURAS

p43(210-239) Péptido de 30 residuos derivado la glicoproteina de 43 kDa de
7. spiralis, y cuya secuencia de aminoacidos es:
RLEMYGSFLAKVMVVNMRIWAVTDNTLQTT

ag30 Secuencia de nucledtidos (DNA) que codifica para el p43(1929),
AT Autotransportador

CN Célula nodriza

DHB Acido dihidroxibenzoico

ET Extracto total de la LM de 7. spiralis.

FLAG Péptido bandera para detectar la expresion de la proteina de fusion.
p43 kDa Glicoproteina de 43 kDa de 7. spiralis.

IFA Inmunofluorescencia indirecta

kDa kiloDaltons

LA Larva 6 parasito adulto

LM Larva muscular

LRN Larva recién nacida

LTB Secuencia sefial de trafico LTB (subunidad B de la toxina termolabil

de £. coli). Es una senal de trafico sec-dependiente.
mA miliamperes

nirB Promotor nir B inducible en anaerobiosis 6 en condiciones
microaerofilicas /n vitro e in vivo.

p.i postinfeccion

rpm revoluciones por minuto

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.
ShdA Autotransportador ShdA, su nombre proviene de Shedding,

que significa eliminar.

\" volts



INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (GI) son los agentes causales de la
gran mayoria de las infecciones adquiridas cominmente en todo el mundo,
afectando aproximadamente a un cuarto de la poblacién humana (Chan et al.,
1994). Aunque causan una mortalidad relativamente baja, estas infecciones
resultan en altos niveles de morbilidad, ademas de ser mas severas en ninos,
cuyo desarrollo fisico y mental se afecta. Por otra parte, pueden causar
pérdidas econdmicas significativas en animales infectados (Cooper et al., 1992;
Lanusse y Prichard, 1993; Wakelin, 2000). Los nematodos GI pueden ocupar
una variedad de nichos dentro del intestino, tales como el lumen (i.e. Ascaris
spp, Nippostrongylus brasiliensis); superficie de las mucosas (Ancylostoma spp.
y Necator spp.); tejido intraepitelial (7richinella spiralis, Trichuris spp.) 0
penetrar tejido (Heligmosomoides polygyrus, Strongyloides spp.). La patologia
(enteropatia) asociada a estos parasitos puede variar de acuerdo a la particular
combinacion huésped-parasito, pero puede tener algunas causas que incluyen
dano directo inducido por la adhesién, migracién/penetracion del parasito, 6
dano secundario resultante de infecciones bacterianas oportunistas 6 de la

respuesta inmune del huésped hacia el parasito o bacteria (Garside et al., 2000).

Triquinelosis

Entre las helmintiasis que pueden afectar el tracto gastrointestinal se
encuentra la triquinelosis, una zoonosis producida por nematodos del género
Trichinella spp, los cuales tienen una amplia distribucion mundial (Dupoy-Camet,
2000). Esta infeccion puede afectar al humano y a especies animales tanto
domésticas (cerdo, caballo) como de vida silvestre (osos, zorros, aves, reptiles)

(Capd y Despommier, 1996).

Actualmente se han descrito 7 especies de T7richinella'y solo 3 genotipos
sin asignacion de especie (Ts, Ts ¥ Tg), con distintas capacidades de generar la
enfermedad (Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas generales de las especies y genotipos de T7richinella.
(Tomado de Bolas-Fernandez, 2003).

Especie Genotipo Encapsulado Distribucién Infectividad/
geografica caracteristicas
bioldgicas.
T. spiralis T1 Si Cosmopolita Alta para roedores y
. cerdo
T. nativa T2 Si Regiones del Artico Muy Baja para roedores
y subartico y cerdo
T. britovi T3 Si Zonas templadas Baja para roedores y
cerdo
T. pseudospiralis T4 No Cosmopolita Infectiva para aves
T. murrelli T5 Si Region del No resiste el
Neoartico congelamiento
T6 Si Region del Relacionada a T. nativa
Neodrtico
T. Nelson T7 Si Africa ecuatorial Muy baja infectividad
) para roedores y cerdo
T8 Si Africa subtropical Relacionada con T
britovi
T9 Si Japo6n Relacionada  con
britovi
T. papuae T10 No Papua Nueva Infectiva para roedores
Guinea y cerdo, no infectiva

para aves.

Este género ha evolucionado de manera politipica, dando lugar a los
genotipos conocidos, de los cuales 7 tienen una especie asignada, como
consecuencia de la adaptacion del parasito a los distintos huéspedes de
diferentes regiones geograficas y bajo condiciones ambientales muy variables.
A este respecto, la presidon selectiva durante la coevolucién huésped-parasito,
favorece la propagacion de los parasitos que estan genéticamente
preadaptados a sobrevivir en un “nuevo” huésped vy estos en virtud de su
capacidad de sobrevivir y reproducirse, desarrollan distintos genotipos vy
eventualmente evolucionan en nuevas especies. Por su parte, las nuevas
especies parecen diferir en algunas de sus caracteristicas biologicas de la forma
ancestral y consecuentemente, su capacidad para sobrevivir y propagarse en el
huésped original y en otros, parece estar limitada (Bolas-Fernandez, 2003).

El hombre es un huésped accidental, a partir del cual no hay transmision
del parasito a otro huésped. La infeccion en este, se produce por consumo de
carne cruda o insuficientemente cocida de un animal previamente infectado.

(Capd y Despommier, 1996). La enfermedad se manifiesta como un sindrome



con signos y sintomas clinicos de intensidad variable, dependiendo del grado de
invasion, la especie de Trichinella implicada y la respuesta inmune del huésped
(Kociecka, 2000).

Cabe destacar que 7. spiralis es una de las especies mas infectivas para
el humano, ademas de ser una de las especies mejor adaptadas a los
huéspedes domésticos como el cerdo. Por su parte, el consumo de carne de
cerdo, ya sea cruda 6 cocida inadecuadamente, representa la principal fuente
de infeccidn para el humano, tanto en nuestro pais como en otras partes del
mundo (Ortega-Pierres et al., 2001; Pozio, 2001), por lo que resulta especie

de particular interés para el presente trabajo.

Ciclo de vida de 7. spiralis.

T. spiralis es un nematodo intracelular que lleva a cabo todo su ciclo de vida
en un solo huésped. Mamiferos y aves pueden infectarse cuando consumen

carne cruda o cocida inadecuadamente, de un animal previamente infectado

El ciclo de vida se caracteriza por tener 2 fases (fig. 1):
1. Entérica, representada por el parasito adulto.
2. Sistémica, conocida también como parenteral, la cual esta representada

por la larva muscular (LM) y la larva recién nacida (LRN).

La primera fase comienza cuando un huésped potencial ingiere carne de
un animal previamente infectado (que contiene LM viables de 7. spiralis).
Estas LM al ser liberadas por accion de los jugos gastricos, migran hacia el
epitelio columnar y la ldmina propia del intestino delgado, preferentemente
hacia el duodeno. Tres O cuatro dias después de la infeccion, la LM se
desarrolla al estadio adulto en el intestino delgado. Este sitio es donde se inicia
el proceso de diferenciacion sexual (aprox. 8 h después de la infeccion). El
parasito sufre 4 mudas en menos de 30-40 h, hasta llegar al estadio adulto. En

este momento la mayoria de los parasitos estan completamente diferenciados



en hembras y machos. La copulacidon comienza a tener lugar
aproximadamente a las 48 h. Por razones aun desconocidas, el macho es
expulsado después de ocurrir la fecundaciéon, en tanto que las hembras
aumentan de tamafio y se fijan a la mucosa, ya que la penetran a través de las
microvellosidades de la misma. Cada hembra puede liberar de 500 a 1500 LRN
(Wakelin D, 1983), pero este numero varia dependiendo del estado

inmunoldgico del huésped y la especie infectante de parasito (Despommier,
1983; Wakelin y Denham, 1983).
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Figura 1. Ciclo de vida de 7. spiralis. Tomado de Capo y Despommier, 1996.

La embriogénesis dura alrededor de 90 h, ya que en el caso de T.
spiralis, las LRN son liberadas al quinto dia postinfeccién (p.i.). Posteriormente,
las LRN atraviesan la mucosa intestinal y entran a la circulacién arterial y
linfatica, via conducto toracico, pasando por corazén y pulmones y de aqui a
su tejido blanco: el musculo esquelético. Entre musculos que son pobres en
glucogéno, pero con gran actividad como: diafragma, intercostales, cuadriceps,
lengua maceteros etc., se pueden localizar las larvas a partir del séptimo dia.

Inmediatamente después de la penetracién a la célula muscular, la larva



comienza un periodo prolongado de crecimiento y desarrollo post-embrionario
sin cambio de muda. A partir del dia 13 los parasitos pueden ser infectivos para
un nuevo huésped (Despommier, 1990).

El desarrollo de la LM induce en el huésped una serie de cambios a fin
de asegurar la supervivencia del parasito y que culminan en la formacién de
un complejo parasito-célula muscular huésped, llamado célula nodriza (CN),
en un periodo de 20 dias p.i. Sin embargo, la mayoria de los cambios se
completan entre el dia 12 y 15 p.i. (Despommier, 1993; Boireau et al., 1997).
Estos cambios se resumen en la tabla 2.

A diferencia de la mayoria de los parasitos intracelulares, 7richinella
invade a la célula huésped sin producir su muerte y de esta manera asegura su
supervivencia a largo plazo. A este respecto, se sugiere que el parasito
reprograma la expresion gendmica de la célula huésped, transformandola hasta
completar la formacion de la CN. Esta es una de las razones por las cuales
Trichinella spp es considerado uno de los parasitos mejor adaptados, debido a
que su estrategia que le permite extenderse en una gran variedad de
huéspedes (Despommier, 1998).

Como resultado de la infeccidon con el parasito, en el huésped se genera
una reaccion inflamatoria, ademas de que hay alteracion del sarcolema
muscular, afluencia de macréfagos y eosindfilos, hipertrofia de fibras
musculares, hiperplasia histocitaria y del tejido conjuntivo intersticial. Se forma
una capsula de forma elipsoidal con el eje mayor en sentido de las fibras
musculares, que mide 400 pm de largo por 250 um de ancho, en cuyo interior

se encuentra la LM viva, la cual crece hasta 900 pm de longitud.



Tabla 2. Cambios inducidos durante la formacion de la célula nodriza en una
infeccion por T. spiralis.

Cambio Caracteristicas observadas Dia
Pérdida de proteinas Actina, miosina y creatina cinasa indetectables. 8 p.I.
musculares
Alargamiento del nicleo Existe una division nuclear y la replicacién del 4-5 p.I.
del miocito. DNA que resulta en la generacién de un DNA

4n en cada nucleo y en aproximadamente en
40-60 nucleos por célula nodriza.

Daifno mitocondrial. Vacuolizacion de la matriz mitocondrial 5 p.L.
interna.

Sintesis de colageno tipo Célula nodriza rodeada por una capsula de 7y8p.lL

IV y tipo VI colageno tipo IV y VI, ambos sintetizados por
ésta. Durante el periodo de sintesis de
colageno todo el nucleo alargado queda
transcripcionalmente activo lo cual da lugar a la
sobrexpresion de estos dos tipos de proteinas
colageno. Posteriormente al dia 26 p.i., la
sintesis de colageno tipo IV se detiene,
mientras que la de tipo VI continua en bajo
grado durante la infeccidn, asi se deduce que
estos dos genes estan regulados por dos
mecanismos diferentes.

Angiogénesis. Durante el desarrollo de la LM se inicia un 9p.I
programa de angiogénesis, precedido por un
evento hipdxico dentro de la célula nodriza,
que resulta en la sobrerregulacién del factor de
crecimiento endotelio-vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés) el cual dirige la construccion
de redes de capilares vascularizadas, sobre la
superficie de la capa de colageno externa, con
el fin de asegurar una fuente constante de
metabolitos de bajo peso molecular

Secrecion de proteinas La LM de 7. spiralis, secreta mas de 40 12-15p.1

tivelosiladas proteinas diferentes, la mayoria de ellas
glicosiladas con un azlcar poco usual
altamente antigénico, llamado tivelosa (3,6
dideoxi-arabinohexosa).

p.i.= post-infeccion., p.I.= post-invasion a la célula muscular. Elaborada a partir de
los datos descritos por Despommier, 1998.

En la CN hay tejido conectivo, tejido fibroso y en los polos glébulos de
grasa que aparecen tardiamente e indican la degeneracion del mismo,

presentandose poco tiempo después la calcificacién. La pared de la célula



nodriza resulta de la reaccion tisular del huésped sin intervencion activa de la

larva. (Bolas Fernandez, 2003).

Antigenos de Trichinella

Debido a que el ciclo de vida de T7richinella incluye estadios tanto intra
como extracelulares, este parasito promueve activamente interacciones
huésped-parasito que facilitan el reconocimiento de antigenos por el sistema
inmune del huésped. La mayoria de los antigenos representan potenciales
inmundgenos ademas de ser estadio-especificos. De manera interesante, los
antigenos del parasito juegan un importante papel en la proteccién contra el
ambiente proporcionado por el huésped a lo largo de todo el ciclo de vida,
ademas de tener efectos inmnoestimulatorios en el huésped (Dea-Ayuela y
Bolas-Fernandez, 1999).

Al igual que en otras especies de helmintos, los antigenos de T7richinella
pueden dividirse en tres componentes, dependiendo de su localizacién: de
superficie (S), de excresion/secrecion (ES) y componentes somaticos residuales.
(Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999). No obstante, existen otras
clasificaciones en las cuales los antigenos se han caracterizado mediante el uso
de anticuerpos monoclonales, principalmente mediante la técnica de Western-
blot (Appleton, et al, 1991; Ortega-Pierres et al., 1996). En los primeros
estudios, tres estadios antigénicos pudieron establecerse para identificar
epitopos inmunodominantes de los estadios de larva infectiva o LM, adultos y
LRN. La mayoria de estos estudios se enfocaron en el estadio de LM con la
finalidad de identificar antigenos inmunodominantes (Parkhouse y Ortega-
Pierres, 1984; Kehayov et al., 1991).

1. Antigenos de superficie
Se asume que este tipo de antigenos representan el blanco principal del
sistema inmune, debido a que proporcionan la interfase huésped-parasito,

sin embargo también ha sido demostrado que antigenos internos pueden



ser expresados en la cuticula interna y de esta manera mimetizar aquellos
cuyo origen es de superficie. La LRN presenta 4 antigenos principales de
20-, 30-, 58-, y 64-kDa, en tanto que la LM tiene 4 principales antigenos de
47-, 55-, 90- y 105 kDa, de los cuales el de 55 y 105 kDa, tienen la
capacidad de unirse a lentil-lectina. Asimismo, se identificd otro grupo de
antigenos en la cuticula de los estadios L2-L4, cuyos pesos moleculares son
de 20-, 33-,40- y 56 kDa. Entre estos antigenos, el de 56 kDa se diferencid
del de 55 kDa de la LM. Por su parte, de los antigenos presentes en L4,
sblo aquellos con peso molecular bajo se encuentran también en el estadio
adulto (Phillipp M., 1980). Los a-esticocitos o a-granulos son la principal
fuente de los antigenos de superficie, los cuales posteriormente son

secretados via esofago.

2. Antigenos de Excresion/Secrecion (ESP)

Estos antigenos estan localizados exclusivamente dentro de la célula
nodriza (i.e. en el citoplasma, nucleo hipertréfico, esticocitos y cuticula del
parasito). Pueden favorecer la sobrevivencia del parasito, bloqueando el
sistema inmune del hospedero. Dentro de ésta categoria se agrupan muchas
glicoproteinas. Alrededor del dia 15 p.i., estos epitopos se encuentran
localizados a lo largo de todas las fibras musculares, en mdusculos
adyacentes, nucleos hipertroficos, esticocitos y cuticula del parasito. Mas
tarde, al dia 30 p.i. existe un aumento marcado en la intensidad vy
distribucién de los ESP a nivel de musculo (Li et al., 1999). Entre algunas de
las proteinas funcionales que se agrupan dentro de los ESP de 7. spiralis se
encuentran proteinas de choque térmico, endonucleasas, serin proteasas,
endonucleasas, proteinas de unidn a DNA, inhibidores de serin proteinasas,
aunque los ESP de 7. pseudospiralis estan mas bien implicados en eventos

de inmunosupresion y de union a DNA (Nagano et al., 2004).

3. Componentes somaticos residuales
Los antigenos somaticos constitutivos tienden a ser moléculas

ampliamente distribuidas y conservadas. Juegan un importante papel



después de la muerte y destruccién del parasito, particularmente en algunas
reacciones patoldgicas (Parkhouse y Harrison, 1989). De hecho muchos de
ellos resultan de gran importancia para diagndstico de la enfermedad.
Algunos de los antigenos somaticos son comunes a los ESP, tales como 49-,
52-,54-,60- y 62 kDa, parecen ser similares a aquellos cuyos pesos fueron
45-, 49- y 53 kDa y a 48- y 50-55 kDa de los ESP (Boireau et al., 1997;
Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999). Mediante diversos estudios
inmunocitoquimicos se ha demostrado la presencia de sustancias
antigénicas en estructuras reproductivas del parasito adulto, lo que sugiere
que la respuesta contra este estadio, pudiese estar implicada en la
proteccion por interferencia con la capacidad reproductiva del parasito
(Takahashi et al., 1994).

Tabla 3. Antigenos de 7. spiralis. Elaborada a partir de los datos descritos por Dea-
Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999.

Localizacion en el parasito Tamaio molecular (kDa)
43-, 47-, 55-, 90- y 105-kDa (LM)
Superficie 20-, 58-y 64 kDa (LRN)

20-, 33-, 40-, 56-kDa (adulto)

43-, 49-, 53-, 48-, 52-, 50-55-, 97-,
Excresién/secrecion (ESP) 105 kDa (LM).
Componentes somaticos residuales 49-, 52-, 54-, 60- y 62-kDa (LM)

Antigenos TSL-1

Durante las décadas recientes se han dedicado muchos de los esfuerzos
a la caracterizacion de los antigenos de Trichinella producidos durante las fases
entérica y muscular. Los patrones de reconocimiento obtenidos a partir del
analisis por inmunolectrotransferencia o Western-blot con anticuerpos
monoclonales y policlonales permitid el establecimiento de 9 familias de
antigenos conocidas como TSL-1 a TSL-8 y TSA-1. (Appleton et al., 1991;
Ortega-Pierres et al., 1996). Un analisis mucho mas minucioso, basado en la
localizacion, tamaio, inmunoreactividad con ESP y productos solubles estadio-
especificos, condujo a una clasificacién mas extensa de 11 grupos antigénicos

(Boireau et al., 1997). Anticuerpos monoclonales dirigidos contra los TSL-1,



reaccionan con los surcos de la cuticula de la LM. A este respecto, el patrén de
inmunotincién obtenido con diferentes anticuerpos monoclonales que reconocen
estructuras cuticulares, reveld la antigenicidad y la complejidad de la parte
externa del parasito, estableciéndose al menos 7 estructuras antigénicas en la
cuticula (Boireau et al., 1997).

Otros estudios han mostrado que la respuesta a los antigenos de
Trichinella estd dominada por los antigenos que muestran a la fosforilcolina
(PC) (antigenos TSL-4) durante la fase entérica y los antigenos tivelosilados
(TSL-1) durante la fase muscular (Ubeira F, 1987; Romaris F, 2002). La
glicoproteina de 43 kDa (p43) es una de las moléculas mas estudiadas y que

pertenecen al grupo de los TSL-1.

Caracteristicas de la glicoproteina de 43-kDa (p43)

Entre las 40 diferentes proteinas sintetizadas por los a-esticocitos de la
LM de 7. spiralis y que son secretadas hacia la célula huésped, se encuentra la
glicoproteina de 43 kDa (p43). Esta molécula tiene un peso de 32 kDa cuando
es deglicosilada. Se trata de un producto de excresidon/secrecion y de
localizaciéon a nivel de superficie de parasito, constituida por 344 aminoacidos
con una secuencia senal tipica y 2 sitios de N-glicosilacion (Vassilatis et al.,
1992) (fig. 2). Asimismo, posee 2 residuos de tivelosa (3,6-dideoxi
arabinohexosa) cuya configuracion es conferida por los o-esticocitos de la LM,
ya que ninguna de las proteinas secretadas por el estadio adulto es tivelosilada
(Ortega-Pierres et al., 1996). El estadio adulto no expresa esta glicoproteina
(Wu et al., 2002), ya que la produccion del transcrito del gen de la p43 esta
restringida al estadio muscular del parasito (13-33 dias p.i.) (Nagano et al.,
2004).
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Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina de 43 kDa (p43) de 7. spiralis. Se muestra
cada una de las regiones estudiadas en cuanto a niveles de proteccion a nivel intestinal, generados
por la inmunizacién con péptidos sintéticos. (Elaborada a partir de los datos generados por Robinson
et al., 1995, McGuire et al., 2002).

Una de las caracteristicas de su estructura, es que posee un motivo de
dimerizaciéon de hélice-asa-hélice (HLH), una caracteristica comun de las
proteinas reguladoras a nivel transcripcional de musculo (Vassilatis et al., 1992;
Murre et al., 1989), sin embargo el hecho de que carece de una region
precedente de aminoacidos basica como ocurre con IkBe (un inhibidor del
NFkB), descartan la posibilidad de que esta glicoproteina pueda tener tal
funcion. No obstante, tiene un elevado grado de homologia con el regulador
negativo de diferenciacion miogénica Id y la proteina emc de Drosophila
(Vassilatis et al., 1992). Estos aspectos llevaron a plantear la posibilidad de que
la p43 estuviese implicada en la formacién de la célula nodriza. A este
respecto, estudios realizados con lineas celulares de mioblastos de ratdn
transformados de manera estable con el cDNA de la gp-43, no revelaron efecto
alguno sobre la diferenciacion del mioblasto. Por otra parte, anticuerpos
especificos contra la p43 no permitieron la deteccién de la glicoproteina en
extractos nucleares de la CN, lo que hace suponer que la p43, no esta implicada
en la formacion de la CN, sino mas bien es almacenada en los a-esticocitos de
la LM y secretada en el intestino del siguiente huésped (Vassilatis et al.,

1996). Otra evidencia experimental consistente con lo anterior, es que LRN



irradiadas con ®°Co detuvieron su desarrollo de los esticocitos, incluyendo
aquellos que producen a la p43, de hecho, este tipo de células (en la LM
resultante) no produjeron cantidades detectables de la glicoproteina. De forma
interesante, células musculares infectadas con las LM resultantes mostraron
todas las caracteristicas tipicas de una célula infectada con 7. spiralis. En este
mismo estudio, se aislaron extractos nucleares de células infectadas y se
enfrentaron con anticuerpos dirigidos Unicamente a la p43, encontrandose
reactividad con cuatro proteinas cuyos pesos fueron de 71, 79, 86 y 97 kDa
(Jasmer DP, 1994). Por otra parte, existen otras proteinas inmunolégicamente
relacionadas a la p43 a nivel de citoplasma y nucleo de célula nodriza
(Vassilatis et al., 1992, Jasmer et al., 1994) y pueden estar implicadas en la
desdiferenciacion de la célula muscular/formacion de la célula nodriza

(Vassilatis et al., 1996), pero es necesario realizar mas estudios a este respecto.

Funcion de la p43

En tanto su molécula blanco no sea identificada y funcionalmente
definida, el papel de la p43 continuara siendo objeto de intenso estudio. Sin
embargo existe la posibilidad de que la LM use la tivelosa de esta glicoproteina
(al igual que la de otros de sus productos tivelosilados) para ganar entrada 6
para mediar la invasién a su nicho intramulticelular a nivel de intestino delgado
(Mcvay et al., 2000). A este respecto, estudios in vivo han demostrado que
anticuerpos anti-tivelosa de la clase IgG, protegen al epitelio de la invasion y
causan que la larva establecida de 7. spiralis abandone el nicho. (McVay et al.,
1998). Por otra parte, cuando se cocultivaron LM con anticuerpos anti-tivelosa,
se observaron diferentes actividades inhibitorias, tales como exclusion de la
larva de las células epiteliales, obstaculizacién de la larva tan pronto como
migra dentro de la monocapa epitelial e interferencia con la mudas (McVay et
al., 2000). La reacciéon entre los anticuerpos y la tivelosa a nivel de cavidad
cefalica de la larva, conducen a la formacion de una capa formada por el

depdsito de complejos inmunes en esa porcidon, que probablemente pudiera



estar bloqueando la recepcion sensorial o actuando como una barrera fisica que
impide penetrar a la célula epitelial (McVay et al., 1998). Por otra parte, en
ratas que fueron inmunizadas pasivamente con anticuerpos monoclonales vy
policlonales anti-TSL-1, se observd una expulsion rapida de los parasitos
adultos, en la cual, los anticuerpos cubrieron la superficie de la LM y
promovieron la captacidon de la larva a través del moco intestinal, aunque de
manera reversible sin que esto implique proteccion (Appleton et al., 1993), de
hecho la tivelosa no parece ser esencial para la proteccién (Jarvis et al., 1992),
sino la parte peptidica. De hecho, estudios con ratones NIH inmunizados con
BSA-tivelosa desarrollaron anticuerpos en contra de este carbohidrato, sin
embargo estos anticuerpos no protegieron durante la etapa intestinal de la
infeccion, sugiriendo la posibilidad de que la tivelosa protege epitopos
peptidicos importantes desde el punto de vista funcional para el parasito (Goyal
et al., 2002). Por otra parte, estudios en los cuales se inmunizaronratones NIH
por via oral con un péptido derivado de la p43 (de 40 aminodcidos, p43(*}%?)
con la subunidad B de la toxina colérica (CTB, por su siglas en inglés) mostrd
un aumento en la respuesta humoral mediada por IgA en mucosa intestinal,
pero no de IgG; mientras que la inmunizacidn intranasal resulté en una elevada
respuesta mediada por IgA e IgG; a nivel de mucosas, sugiriendo una
respuesta tipo Th2 (Robinson et al., 1995a 1995b, 1995c). Por otra parte, la
inmunizacion intranasal con un péptido sintético de 30 aminoacidos derivado de
la p43 (p43%1%%9) con la subunidad B de la toxina colérica (CTB), redujo de
manera significativa la carga parasitaria en ratdbn NIH a los 8 dias p.i. La
respuesta inmune parece haber sido mediada por IgG; y por IgG,.. En este
modelo, se generd una respuesta de tipo Th2, necesaria para promover la

proteccion contra el parasito intestinal (McGuire et al, 2002).

Respuesta inmune a 7. spiralis

La respuesta inmune limita y en algunos casos elimina las infecciones
producidas por nematodos (Viney, 2002). La respuesta inmune contra
Trichinella ha sido ampliamente estudiada tanto en infeccién natural como en

experimental, siendo que el principal interés se ha enfocado a aquellos epitopos



relevantes capaces de despertar una respuesta inmune que sea protectora
contra la reinfeccion y que sean de interés como propuestas de diagndstico
(Bolas—Fernandez, 2003).

El epitelio intestinal es el primer sitio de contacto con el huésped para que la
LM de 7. spiralis comience la infeccion. Eventos como la invasion y la
penetracion a las células intestinales son cruciales, sin embargo los mecanismos
usados por este parasito en el establecimiento de su nicho intra y multicelular
son desconocidos. La invasion requiere de un factor mecanico y otro de
comunicacién huésped-parasito, pero se desconocen que proteinas participan
en estos eventos, aunque existe la posibilidad de que los productos de
excresion/secrecion (ESP) liberados por la LM y el adulto, tengan un papel a
este nivel (Despommmier, 1983). Estudios /n vitro demostraron que
anticuerpos capaces de unirse a la tivelosa protegen al epitelio de la invasion y
causan que la LM abandone el nicho (McVay et al., Appleton y Romaris, 2001).
En el raton, 7. spiralis induce una fuerte respuesta inflamatoria (Larsh, 1975),
cuya cinética es variable entre distintas cepas de raton. Sin embargo, existe un
pico en la respuesta inflamatoria, la cual coincide con la expulsion de los
parasitos adultos del intestino (Kamal et al., 2001). El mecanismo de expulsion
de los parasitos adultos de 7. spiralis del intestino delgado es un proceso
inmunoldgico complejo donde participan células Th2 activadas y células
cebadas de la mucosa (MMC) (Helmby et al., 2002). Esta demostrado que las
MMC vy las citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-9, IL-13) tienen un papel en la expulsion
del parasito adulto (Khan et al.,, 2001; 2003; Finkelman et al., 1997). En
ratones inmunocompetentes, la inflamacidon es caracterizada por atrofia de las
vellosidades intestinales, hipertrofia de las criptas, mastocitosis en mucosas,
incremento en la permeabilidad de las mucosas, hiperplasia y respuesta
aumentada de las células caliciformes (Garside et al., 1992), esta ultima debida
probablemente a los efectos aditivos de las citocinas Th2 (IL-4, IL-13) y de la
IL-9, lo cual estimula a su vez, la contraccién muscular intestinal y por lo tanto
acelera la eliminacion de los parasitos (Khan et al., 2003). Por otra parte, la

respuesta tipo Th2 inducida por la IL-4 regula la produccién de anticuerpos y el



cambio de isotipo a IgG; e IgE y la activacion de las células cebadas. La IgE
se concentra en los enterocitos del lumen intestinal con la finalidad de unirse a
7. spiralis para prevenir la invasion (Negrao-Correa, 2001; Watanabe et al.,
2005). Asi, Gurish et al., (2004) observaron depositos de este isotipo en la
periferia de la LM, sugiriendo un mecanismo protector contra la larva asi como

un aumento en la eliminacion del parasito adulto.

Tratamiento y profilaxis de la triquinelosis

El tratamiento de la triquinelosis se basa principalmente en el uso de
bencimidazoles (albendazol, mebendazol) y en algunos casos con prednisolona
para atenuar los efectos de la inflamacibn como resultado de |la
invasion/penetracion de la LM a los tejidos (Capo y Despommier, 1996). La
mayoria de los farmacos con actividad antiparasitaria son seguros, econdmicos
y altamente efectivos contra un amplio espectro de parasitos. Sin embargo, el
alarmante incremento en el nimero de especies de parasitos resistentes a estos
farmacos, los aspectos relacionados con los residuos de éstos en la cadena
alimenticia y la carencia de nuevos farmacos, estimulan el desarrollo de
métodos alternativos de control, dentro de los cuales, las vacunas tienen un

papel central (Vercruysse et al., 2004).

Vacunas propuestas contra parasitos protozoarios y nematodos

Los parasitos helmintos son mas complejos que los parasitos de vida
libre, debido a que han evolucionado mecanismos de acuerdo con los diferentes
microambientes proporcionados por sus huéspedes y a las condiciones en las
que viven. Los helmintos presentan al huésped una variedad mas amplia de los
antigenos en los diferentes estadios de desarrollo, lo cual induce distintos
mecanismos inmunes. Por otra parte, la expresion diferencial de genes en los
diferentes estadios de desarrollo, puede representar también un obstaculo en
el desarrollo de vacunas al igual que los cambios en los patrones de migracion y
capacidad para evadir la respuesta inmune del huésped, mecanismos inmunes
aun no definidos, variacién en el tipo de respuesta inmune, bajo nimero de

antigenos potenciales, asi como la falta de entendimiento preciso acerca de las



interacciones huésped-parasito comparado con virus y bacterias (Colley et al.,
2001; Geary y Thompson, 2003; Vercruysse et al., 2004).

Ademas existen también algunas consideraciones practicas que dificultan
el desarrollo de una vacuna antihelmintica, como la dificultad de cultivar
parasitos helmintos ya sea in vitro & en modelo animal. Generalmente el
tiempo que se requiere para cultivar estos parasitos es largo, ademas de que
los cultivos requieren de multiples transferencias en diferentes huéspedes.
Desafortunadamente, las manipulaciones genéticas tales como transfeccion de
genes y el uso de RNA de interferencia aun no han sido desarrolladas para la

gran mayoria de helmintos (Colley et al., 2001).

Por otra parte, aunque las vacunas contra los parasitos en la actualidad
siguen siendo raras, existen algunas disponibles comercialmente y constituyen
un futuro prometedor para el control de muchas enfermedades parasitarias
(Dalton y Mulcahy, 2001). La gran mayoria de las vacunas disponibles
comercialmente estan dirigidas a parasitos protozoarios, basadas en
microorganismos vivos atenuados, salvo ciertas excepciones y cuyo objetivo
principal es iniciar una infeccion de bajo nivel en el huésped que estimule una
respuesta inmune protectora (Cornelissen y Schetters, 1996; Vercruysse et al.,
2004). Son muy pocas las vacunas contra protozoarios basadas en parasitos
muertos 6 fracciones de antigeno purificado. Ejemplos de ello son una vacuna
basada en taquizoitos muertos de N. caninum, la cual reduce el aborto inducido
por el mismo parasito (Schetters et al., en prensa); las vacunas basadas en
antigenos de parasito solubles de uno 6 mas especies de Babesia, que reducen
la enfermedad clinica en perros debida a B. canis (Schetters et al., 2005) y una
vacuna para la prevencidén de signos clinicos de giardiasis y reduccion de la
eliminacion de los quistes en perros y gatos que esta comercialmente disponible
en EUA. Esta Ultima vacuna se obtuvo alterando axénicamente trofozoitos

completos de Giardia duodenalis en cultivo (Olson et al., 2000).

Por otra parte, los parasitos helmintos al ser mas complejos que los

protozoarios, se encuentran ante distintos mecanismos inmunes que operan en



los diferentes estadios de desarrollo. De aqui que, el acierto del inmunodlogo
debe ser identificar los blancos apropiados a los cuales van dirigidas las
vacunas para que la respuesta inmune sea capaz de inhibir su funcion. No
obstante, la vacunacidon contra parasitos helmintos se ha vuelto una realidad
con el desarrollo y registro de vacunas basadas en proteinas recombinantes
(Knox, 2000).

Desarrollo de vacunas contra nematodos intestinales

El conocimiento de los genes de los parasitos podria conducir a la
identificacion de antigenos utiles (Vercruysse et al., 2004). En los afos
recientes se concluyd con la secuenciaciéon de los genomas del humano,
Drosophila melanogster y Caenorhabditis elegans y un nuimero creciente de
microorganismos patdogenos y de importancia econdmica (McClelland et al.,
2001; Tettelin et al., 2001; International Human Genome Sequencing
consortium, 2004). Muchos métodos en la actualidad, estan siendo
desarrollados para entender como esta informacion puede ser traducida en un
conocimiento significativo en la estructura y funciéon de las proteinas y como
puede ser aplicado a la comprension de enfermedades y consecuentemente al
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas (Dalton JP, 2004). En relacion a
los genomas nucleares, mas de 50,000 secuencias de genes para cada uno de
los helmintos tipo filaria y Schistosoma spp, actualmente estan disponibles en el
GenBanK. Mas aun, los proyectos de secuenciaciéon de genomas de algunos
otros parasitos helmintos, tales como Strongyloides stercoralis, Echinococcus
spp, Echinostoma paranese, Fasciola hepatica 'y T. spiralis han comenzado.
(Peregrin-Alvarez et al., 2005). A partir de secuencias de interés, se podrian
generar proteinas recombinantes como parte de una estrategia para evaluar su
inmunogenicidad, pero para llevarlo a cabo es necesario elegir apropiadamente
el sistema de expresién para producir la proteina recombinante en cantidad
suficiente. De hecho, la respuesta inmune hacia un antigeno (en su forma
recombinante) puede estar influenciada por la estabilidad del vector de
expresion, la estabilidad del antigeno in vivo y la localizacion de la proteina

recombinante dentro del vector bacteriano (acarreador bacteriano) (Galen y



Leving, 2001). Por ejemplo, la proteina recombinante puede resultar tdxica
para la célula huésped 6 el nivel de expresion puede estar restringido, debido a
que el uso preferencial de coddn, difiere del correspondiente en el parasito U
organismo de origen. El analisis de la proteina nativa y el gen que la codifica
puede proporcionar informacidon importante para orientar acerca del tipo de
sistema o estrategia de expresion que debera emplearse en la generacion de
una proteina recombinante. Por ejemplo, si la proteina es secretada o
glicosilada, si los epitopos protectores dependen soélo de la estructura
secundaria o si es necesario obtener una conformacion terciaria, si tiene una
actividad enzimatica, etc. Todos estos aspectos deben ser cuidadosamente
considerados antes de seleccionar el sistema de expresion (Andersen vy
Krummen, 2002).

En la actualidad, la expresién de antigenos heterdlogos en bacterias
representa la forma mas sencilla y econdmica de obtener una proteina
recombinante en suficiente cantidad. £. coli sigue siendo la bacteria de
eleccion para una produccion eficiente de proteinas recombinante debido a que
es una bacteria bien caracterizada y cuenta con una gran variedad de
promotores que la habilitan para ello, pero tiene el inconveniente de que
muchas de las proteinas que expresa son insolubles y acumuladas en forma
inactiva como cuerpos de inclusién. No obstante, algunas otras proteinas a
nivel de citoplasma se encuentran en su forma soluble y pueden ser secretadas
hacia el periplasma (véase mas adelante) y expresadas en la membrana

externa 0 ser exportadas hacia el ambiente extracelular (Baneyx, 1999).

Importancia de la inmunidad a nivel de mucosas en el desarrollo de
vacunas

La mayoria de los agentes patdgenos penetran al huésped a través de
las superficies de las mucosas. Las superficies de las mucosas son consideradas
el sitio primario de interaccion entre un organismo y su medio ambiente
(Dietrich, et al. 2003). Estas se encuentran recubriendo el tracto
gastrointestinal, el tracto respiratorio y el aparato genitourinario y representan

la mas importante entrada para algunos patégenos como bacterias, virus y



parasitos, los cuales pueden replicarse y promover la enfermedad tanto a nivel
de mucosas (sitio primario 6 inductor) como a nivel sistémico, invadiendo
tejidos, después de diseminarse via torrente sanguineo (Moldoveanu et al.,
1995). A nivel de las superficies de las mucosas existen mecanismos de
proteccion no especificos contra una gran variedad de agentes patdgenos,
estos incluyen la produccion de moco, lisozima, lactoferrina y lactoperoxidasa.
Adicionalmente el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en
inglés) protege a las mucosas de la agresion exdgena, discriminando entre la
incorporacién esencial de nutrientes & antigenos dafiinos, microorganismos
comensales y microorganismos patdgenos. Por otra parte, la respuesta inmune
de las mucosas se inicia generalmente en los sitios inductores, tales como
placas de Peyer (PP) en el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal
(GALT, por sus siglas en inglés) y en sus sitios equivalentes en la nasofaringe
(NALT, por sus siglas en inglés). Todos estos tipos de MALT, tienen como
caracteristicas en comun la presencia de células M (6 microfold), macrdfagos
(M®), células dendriticas (DC's), células T CD4+, CD8+ y células B productoras
de IgA de secrecion (IgA-s). Todas estas células, tienen una funcion importante
en el inicio de la respuesta inmune de las mucosas mediante la incorporacion,
transporte, procesamiento y presentacion de antigenos microbianos (Neutra et
al., 1996; Kiyono et al., 2004). Es importante sefialar que el principal isotipo de
anticuerpo implicado en la respuesta inmune a nivel de mucosas es la IgA-s,
que es cuantitativamente la mas abundante, ya que la producen
aproximadamente el 75% de las células B presentes. La IgA-s es secretada
hacia el fluido gastrointestinal, saliva, lagrimas, orina y otras secreciones
(Kiyono et al., 2004). Cabe destacar que una de las caracteristicas adicionales
de la IgA-s es su participacién en la eliminacién de antigenos mediante
mecanismos  principalmente relacionados con las consecuencias de la
inflamacion.  Ademas la IgA-s puede facilitar la expulsion de patdgenos y
toxinas del cuerpo mediante su transporte hacia las secreciones exdcrinas y
biliares (Mazanec et al., 1993).

La induccién de un mecanismo inmune local y especifico del MALT se

puede lograr mediante la aplicacion directa de un antigeno o propiamente la



vacuna en la superficie de las mucosas, resultando en un éptimo inicio de una
respuesta inmune mediada por células (CMI) 6 de tipo humoral. La aplicacion a
nivel de mucosas puede también inducir de manera muy efectiva una respuesta
inmune sistémica (Berzofsky et al., 2001). La estimulacién o aplicacion local del
antigeno o de la vacuna es la mejor manera de inducir una respuesta inmune
en sitios efectores especificos (Moldoveanu et al., 1995). La tabla 4 muestra
ciertas ventajas de utilizar la inmunizacién via mucosas sobre la inmunizacion

sistémica.

Tabla 4. Rutas de inmunizaciéon. Tomado de Medina y Guzman, 2001.

Parametros Administracion en mucosas Administracion parenteral
Reactividad Baja Alta

Aceptacion Alta Baja, dolorosa
Estimulacion de los sitios Directa No directa

inductores

Tipo de respuesta inmune Local (mucosas) y sistémica Sistémica
estimulada

Proteccion Contra la enfermedad y la Sdlo contra la enfermedad
infeccion
Seguridad Alta sin riesgo de Riesgo potencial de
contaminacion contaminacion
Aplicacion Sencilla Requiere de personal
entrenado
Costo Bajo Alto

Por otra parte, otro aspecto relacionado con la inmunizacién a nivel de
mucosas, es la capacidad para generar proteccion a largo plazo. Para ello, se
recomienda que el antigeno sea aplicado directamente en la superficie de la
mucosa (Kaul et al., 1998; Medina y Guzman, 2001). El inicio exitoso de la
inmunizacion a nivel de mucosas depende en gran parte de los siguientes
criterios:

e Aplicacién efectiva del antigeno a sitio inductor (por ejemplo, células
epiteliales de las PP).

e Aumento de la respuesta inmune de las mucosas mediante el uso de
cepas atenuadas vivas, mejoramiento de los sistemas de aplicacion, uso
de inmunomoduladores tales como enterotoxinas (CTB y LTB) y citocinas.

e Eleccion del régimen y ruta de inmunizaciéon para inducir respuesta

protectora a nivel local, asi como sistémico (Medina y Guzman, 2001).



Diferentes estrategias se pueden emplear con la finalidad de aplicar el
antigeno via mucosas (Tabla 5), entre ellas, el uso de acarreadores bacterianos,
probablemente constituye la estrategia mas estudiada. Se ha reportado que un
gran numero de antigenos producidos por acarreadores bacterianos vivos y
atenuados estimulan respuestas inmunes celulares y humorales, tanto a nivel

sistémico como a nivel local.

Tabla 5. Estrategias de vacunacion. Tomada de Medina y Guzman, 2001.

ESTRATEGIA

Acarreadores bacterianos y virales (vectores vivos)
Adyuvantes de mucosas: LTB y CTB.

Particulas virales

ISCOMs

Liposomas

Microparticulas

Plantas transgénicas

La aplicacibn de antigenos via mucosas, esta asociada a 2 principales
problemas: 1) que los antigenos expuestos por esta via son pobremente
inmunogénicos y 2) se necesita que una buena parte del antigeno sea
protegido de la degradacion. Para resolver estos problemas, se ha recurrido a
diferentes estrategias, tales como uso de liposomas, microesferas
biodegradables, producciéon de antigenos mediante vectores virales vy

bacterianos atenuados (Medina y Guzman, 2001).

Aunqgue la gran mayoria de vacunas que acttian a nivel de mucosas son
aplicadas oralmente, existen otros sitios de aplicacién y que involucran a las
mucosas descritas anteriormente. Las fosas nasales, vagina y colon, también
pueden ser sitios para administrar las vacunas, ya que la inoculacidon en alguna
de sus superficies puede conferir inmunidad en otros sitios y el sitio de
administracion puede tener un impacto significativo en el tipo de respuesta
inmune (Johansson et al., 2001; Kutteh et al., 2001). Algunos estudios que han
evaluado a los vectores vivos para la inmunoterapia del cancer, han usado la

via intravenosa para administrar bacterias atenuadas (Chabalgoity et al., JA,



2002). Por su parte, la administracion intranasal de vacunas con efecto a nivel
de mucosas, ha sido ampliamente usada en modelos animales. Otros estudios
revelaron la presencia de titulos de anticuerpos mucho mas altos cuando el
acarreador es administrado intranasalmente, en comparacion con los titulos de
anticuerpos obtenidos después de haber inmunizado oralmente con el
acarreador bacteriano (Galen et al., 1997). Este tipo de estudio ain no ha sido
realizado en humanos. Dada la proximidad del sistema nervioso central (SNC) a
las fosas nasales, pueden existir complicaciones de invasion directa en cerebro
(por ejemplo, la sinucitis por vector), que desafortunadamente no pueden ser

predecibles a partir de los modelos animales (Kotton y Hohmann, 2004).

Acarreadores bacterianos como vehiculos de inmunizacion

Se entiende por acarreador bacteriano toda aquella bacteria viva
atenuada capaz de producir una 6 varias proteinas heterdlogas (6 antigenos de
especies alejadas filogenéticamente), que puedan inducir la generacién de una
respuesta inmune en contra de dicho antigeno e inclusive, proteccion contra el
agente patogeno-infeccioso (Jean-Claude et al., 1999). Lo ideal es que estos
vectores vivos puedan generar una respuesta protectora, con memoria
inmunoldgica con los minimos efectos secundarios después de ser aplicada en 1
0 2 dosis. (Ellis, 1999). Esta estrategia constituye la forma clasica de
vacunacion. Un ejemplo de esto es el uso del bacilo de Calmette-Guérin (BCG),
O Mycobacterium bovis atenuado mediante 231 subcultivos sucesivos durante 13
anos (Weill-Halle, 1957). Sin embargo, muchas bacterias patdgenas pueden
ser atenuadas mediante ingenieria genética é tecnologia del DNA recombinante.
No obstante, la atenuacidon excesiva del acarreador bacteriano puede resultar
en una pobre inmunogenicidad. Por otro lado, cuando la atenuacidon es poco
adecuada o insuficiente se produce una infeccion sintomatica, especialmente en
pacientes inmunosuprimidos (Hohmann et al., 1996; Garmory et al., 2002).

Las aplicaciones mas comunes han incluido el empleo de enterobacterias,
las cuales pueden inducir inmunidad a nivel de mucosas contra el antigeno 6
epitopo heterdlogo, aun cuando éste sea aplicado por via oral. (Ellis, 1999). El

uso de acarreadores bacterianos es de bajo costo y la sencillez asociada con la



que se producen en bioreactores, los cuales a su vez, facilitan la transferencia

de tecnologia. (Medina y Guzman, 2000).

Tabla 6. Acarreadores bacterianos cominmente usados. Tomada Guzman de
Medina y Guzman, 2000.

Cepa Localizacion Potencial para desarrollar Respuesta inmune
vacunas de DNA que genera *

Salmonella spp Fagosoma + S, M, Ab, Th, CTL

Shigella spp Citoplasma + S, Ab, Th

Listeria spp Citoplasma + S, M, Ab, Th, CTL

(en estudios /n vitro)

Vibrio spp Extracelular - S, Ab

S. gordonii Extracelular - S, M, Ab, Th
comensal

Lactobacillus spp  Extracelular - S, M, Ab, Th
comensal

Abreviaturas*: respuesta mediada por anticuerpos (Ab), repuesta a nivel de mucosas (M), respuesta
mediada por linfocitos T citotéxicos (CTL); repuesta a nivel sistémico (S); respuesta mediada por T
colaborador (Th).

Dentro de las bacterias que han sido atenuadas para tales fines se
incluyen varias cepas de Escherichia coli, Salmonella enterica (serovar
Typhimurium y Typhi), Vibrio cholerae, Shigella flexnery, Lactobacillus spp vy
Mycobacterium bovis (BCG) (Higgins et al., 1999; Germanier y Fuer, 1975;
Capozzo et al., 2004, Hone et al., 1991; Tacket et al., 1997; 1992; Bellanti et

al., 1993; Medina y Guzman, 2000).

Las bacterias atenuadas mimetizan la infeccién natural, ya que su
capacidad para propagarse y colonizar las mucosas les permite persistir por
periodos relativamente prolongados, favoreciendo la inmunoestimulacion. La
administracion por via oral de los acarreadores, sobre todo en los sitios
inductores como el GALT, MALT y NALT, estimulan respuestas tanto locales
como sistémicas del tipo humoral y en algunos casos hasta celular,
dependiendo de la cepa bacteriana usada como vacuna. Por otra parte, el uso
de acarreadores bacterianos, elimina el uso de adyuvantes, ya que muchos
componentes de la bacteria, tales como la pared celular y secuencias CpG,
pueden funcionar como inmunomoduladores. (Dietrich et al., 2003). Por otra
parte, entre las ventajas que ofrecen, es que la produccion de antigenos
pueden ser inducible in vivo, bajo ciertas condiciones, permitiendo asi que el

antigeno no resulte toxico para el acarreador (Galen y Levine, 2001). Sin



embargo, estas propiedades dependen en gran medida de encontrar el correcto
balance entre la atenuacion de la bacteria (para seguridadad y mantenimiento
de la inmunogenicidad) y la produccién estable del antigeno (para producir una
vacuna eficaz). (Galen y Levine, 2001; Dietrich et al., 2003). Por tales razones,
muy pocas cepas bacterinas con fines de vacuna se encuentran actualmente
registradas (Dietrich et al., 2003).

Salmonella spp. como acarreador de antigenos heterologos

Las cepas atenuadas de Sa/monella que funcionan como acarreadores de
epitopos heterdlogos, probablemente constituyen la estrategia mas estudiada,
debido a la relativa facilidad con la que se puede manipular (Curtiss III et al.,
1994; Everest et al., 1995; Schodel et al., 1995; Kotton y Hohmann, 2004).
Esta especie bacteriana fue la primera en usarse como vector recombinante
para exponer antigenos (Curtis III et al., 1994). En los Ultimos 17 afos ha
habido un sustancial y creciente nimero de publicaciones que han explotado el
uso de Salmonella enterica (Typhimurium y Typhi) como vector con fines de
vacuna (Curtiss RIII, 2002).

Salmonella spp. normalmente ingresa al huésped via oral. Una vez en el
intestino, la bacteria interactiia con la superficie de las mucosas para establecer
la infeccion invasiva e inducir una respuesta inmune sistémica y local a nivel de
mucosas (Garmory et al., 2003). La mayoria de las infecciones son controladas
a nivel de mucosa, causando un cuadro tipico de gastroenteritis (Dougan y
Maskell, 1989). Las consecuencias de la infeccidn estan determinadas por un
lado por la expresién coordinada de los genes de virulencia (disefiada para
evadir, disminuir e inclusive abatir la respuesta inmune) y por otro lado por los
mecanismos de defensa del huésped (disefados para restringir la supervivencia
bacteriana y la replicacion) (Raupach y Kaufmann, 2001). El delicado balance
entre la virulencia de Sa/monella y los mecanismos de inflamacién/inmunidad
del huésped, tiene importantes implicaciones para el desarrollo de vacunas
basadas en esta bacteria (Raupach y Kaufmann, 2001). Al igual que muchas
otra bacterias patogenas, Salmonella se puede atenuar mediante ingenieria

genética o tecnologia del DNA recombinante con la finalidad de usarlo sdlo



como acarreador de antigenos o péptidos heterdlogos (Ellis, 1999). La
atenuacion se logra mutando genes (aroA, aroC y aro D) implicados en
importantes rutas de biosintesis de aminoacidos aromaticos, 6 de purinas (purA,
purE). La atenuacion de Salmonella enterica serovar Typhimurium mutantes
en aroA, se basd en sus propiedades auxotroficas. En general, la auxotrofia
puede interferir con la replicacion bacteriana dentro del huésped, siempre y
cuando el metabolito esté ausente en él, o esté presente en cantidades
insuficientes para el crecimiento bacteriano en el compartimento donde la
bacteria reside (Stocker, 1988). En el caso de Salmonella mutante en el gen
aroA, la bacteria depende de la adicion extrinseca de acido p-aminobenzoico y
de acido 2,3-dihidrobenzoico para la sintesis de aminoacidos aromaticos y el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, estos dos componentes no estan
presentes en células de huéspedes mamiferos (Hoiseth y Stocker, 1981;
Raupach y Kaufmann, 2001).

En algunas de las cepas de Salmonella (incluyendo Typhi y Typhimurium)
han desarrollado la capacidad de penetrar mas profundamente en el huésped,
causando la infeccidn sistémica diseminada. Dichas cepas parecen resistir a la
accién microbicida de algunas células como macroéfagos y otras células de la

respuesta inmune (Dougan y Maskell, 1989).

Existen numerosos trabajos que han detallado el uso de Salmonella
como acarreador de antigenos heterdlogos (Tabla 7); en los cuales, las vacunas
bivalentes demostraron ser Utiles en la induccion de proteccién en contra del

patdgeno del cual se deriva el antigeno heterdlogo. (Garmory et al, 2002).

Tabla 7. Uso de Salmonella spp como acarreador de antigenos heterélogos. Se
indica el tipo de respuesta que induce y los niveles de proteccion.

Antigeno heterdlogo Localizacion del Tipo de respuesta Referencia
antigeno en el
acarreador



Typhimurium p60 de Citoplasma Citotdxica Gentschev et al.,
L. monocytogenes CD 8+ 1995.
(proteccion)

Typhi Antigeno O de Superficie Humoral Formal et al.
Shigella spp. (proteccién 1981.
parcial)
Typhi, LTB de £ coli Periplasma Humoral y Green et al.
Typhimurium Celular 1996.
Typhimurium NANP (CsP) de Superficie Humoral Ruiz-Pérez et al.,
P.falciparum (MisL) 2002.
Typhimurium EalA y EaSC2 de Eimeria Citoplasma Citotdxica Vermeulen, et al.
stiedae CD 8+ 1998.
Proteccion parcial
Typhimurium PspA de Steptococcus Secretado Humoral Kang et al., 2002
pneumoniae (protectora)
Periplasma Celular y humoral
Celular.
Citoplasma

La capacidad de algunos acarreadores bacterianos para replicarse
intracelularmente, puede aumentar la habilidad para expresar péptidos
heterdlogos y generar una respuesta inmune celular en contra del respectivo
agente patdgeno. En este sentido, S. entérica serovar Typhi, también ha sido
foco de atencidon para desarrollar una cepa con fines de vacuna que exprese

péptidos y/6 proteinas heterdlogas. (Ellis, 1999).

Finalmente, cabe mencionar que con el transcurso de los afios han
emergido varios problemas en el desarrollo de las vacunas basadas en
Salmonella como vector, resultando en reportes de vacunas poco efectivas o
inefectivas (Galen y Levine, 2001). Sin embargo, los avances en esta tecnologia
en afos recientes, han proporcionado algunas soluciones a estos problemas.

Algunos de los problemas mas comunes son los siguientes:

1. Inestabilidad 6 bajo nivel de expresion del antigeno heterdlogo. La
expresion a niveles muy bajos ¢ insuficientes se vera reflejado en el
grado de inmunogenicidad. Si el vector con fines de vacuna es poco
inmunogénico, el uso de plasmidos de alto nimero de copias para
incrementar la  produccion del antigeno puede mejorar la

inmunogenicidad. (Covone et al.,, 1998). Alternativamente, el uso de



promotores inducibles como el nirB podria ser de gran utilidad (Chatfield
et al., 1992). En este sentido, la expresidén de antigenos heterdlogos en
Salmonella bajo el promotor nirB, ha mostrado estimular mejor la
respuesta inmune en comparacion a la respuesta generada por las cepas
similares que expresan el mismo antigeno bajo el control de promotores
constitutivos. (Chatfield et al., 1992; McSorely et al., 1997; Dunstan et
al., 1999). Por otra parte, el uso de plasmidos de alto nimero de copias
puede dirigir la produccion de una gran cantidad de antigeno heterdlogo
que pueda resultar tdxico. Para tal caso, se recomienda emplear

plasmidos de bajo nimero de copias con promotores inducibles.

2. Baja inmunogenicidad. Una posible solucion podria ser la estrategia de
construccion basada en repetidos en tandem del antigeno heterdlogo,
asi como la clonacién de adyuvantes como la subunidad B de la toxina
termolabil de E. coli (LTB) y la subunidad B de la toxina colérica (CTB).
También la baja inmunogenicidad puede estar determinada por la

sublocalizacion del antigeno en el acarreador. (Garmory et al., 2002)

3. Uso de marcadores de seleccion. EI mantenimiento del plasmido en el
acarreador depende del agente de seleccidn. Entre ellos, se encuentra la
resistencia a antibidticos. Sin embargo, debido a que algunos plasmidos
que llevan genes de resistencia a ciertos antibidticos, su uso en
humanos aun esta siendo cuestionado e inclusive descartado. Para ello,
se recomienda hacer integracion cromosomica del gen codificante del

antigeno heterdlogo en el acarreador bacteriano (Lee et al., 2001).

Localizacion del antigeno heterodlogo en el acarreador
La expresion del antigeno heterdlogo en la membrana externa de la

bacteria (gramnegativa) 6 la secrecion del antigeno, parecen ofrecer ciertas



ventajas desde el punto de vista inmunoldgico (Gentschev et al., 1998; Hess et
al., 1996). Varias lineas de investigacion han demostrado que los antigenos
que son secretados pueden ser mas inmunogénicos que su contraparte
citoplasmica. Por ejemplo, Salmonella enterica serovar Typhimurium que
expresa y secreta el antigeno PspA de Streptococcus pneumoniae, fue capaz
de inducir un incremento de 10* en los titulos de IgG con respecto a los niveles
generados por la contraparte citoplasmica y periplasmica (Kang vy Curtiss III,
2003). Para llevar a cabo tales fines, diversos estudios han recurrido al uso de
los sistemas de secrecion tipo I, III y V de las bacterias gramnegativas para
secretar antigenos & péptidos heterdlogos. En estos trabajos, el gen que
codifica para el antigeno foraneo se ha fusionado a genes que de manera
natural estan implicados en la secrecién de factores de virulencia. Un ejemplo
de ello es el empleo del sistema I de secrecidn: el de la Hemolisina A (H/yA) de
coli uropatdégena. En este caso, los antigenos heterdlogos se insertan en una
version truncada de la H/lyA 'y son secretados por el aparato secretor a nivel de
membrana. Se han reportado mas de una docena de antigenos foraneos que
son secretados por este aparato de secrecidn. (Gentschev et al., 2002; Ryan et
al.,, 1997). Por su parte, el sistema de secrecidon tipo III de Salmonella y
Yersinia spp., también ha sido explotado para la exposicién y secrecion de
antigenos foraneos, evento conocido también como autoexposicion (del inglés
“autodisplay”) (Evans et al., 2003; Gundel et al., 2003, Russmann et al., 1998;
Angelakopoulos y Hofmann; 2000; Evans et al., 2003).

El sistema de secrecidn tipo V 6 de autotransportador también ha sido
ampliamente usado para mostrar & translocar en la superficie bacteriana
determinantes antigenicas, como parte de las estrategias de vacunacion
basadas en acarreadores bacterianos (Kramer et al., 2003). Este sistema de
secrecidn, sera explicado en detalle, puesto que es de interés para el presente
trabajo.

Finalmente, cabe mencionar que existen otros métodos para mejorar la
presentacion del antigeno al sistema inmune y que incluyen las fusiones a la

subunidad B de la toxina termolabil (L7B) de E. coli (Jagusztyn-Krynicka, et al.,



1993), la sefal de exportacion Ma/E (Kirschmann et al., 1995), insercion del
antigeno en algunas proteinas de superficie como componentes flagelares de
Salmonella FIiC (Newton, et al., 1989) y la fimbrias P87 (Chen et al., 2000),
LamB (Hayes et al., 1991), TolC (Spreng et al., 2003) y PhoE (Janssen y

Tommansen, 1994) de £. coli.

El sistema de secrecion tipo V (autotransportador)

En contraste con las bacterias grampositivas, las cuales poseen soélo una
membrana celular, la envoltura de las bacterias gramnegativas esta compuesta
por dos membranas celulares: la interna y la externa. Esta doble envoltura
representa un real desafio para el transporte y secrecion de moléculas. De
hecho, la capacidad que pueda tener una bacteria para infectar, depende en
gran parte de la secrecidon de factores de virulencia proteicos, como adhesinas,
toxinas, enzimas y mediadores de motilidad. Lo anterior implica la existencia de
sistemas de secrecidén para que los factores de virulencia puedan ser dirigidos
hacia sus células blanco dentro del huésped (Desvaux et al., 2004). A la fecha
se han descrito cinco sistemas de secrecidn que permiten la secrecion de
proteinas solubles hacia la cara externa de las bacterias (Henderson et al.,
2000; Salmond et al., 1993). Entre ellos, se encuentra el quinto sistema de
secrecién conocido como el de “Autotransportador” (AT), el cual se describid
por primera vez, tomando como modelo de estudio, a la proteasa de IgAl
producida por Neisseria gonorrhoeae (Pohlner et al., 1987). Desde entonces,
un gran numero de proteinas han sido identificadas como AT.

Los autotransportadores (ATs) representan a un conjunto de proteinas
secretadas en bacterias gramnegativas (Yen et al., 2002), que desde el punto
de vista filogenético, esta restringido al phylum Proteobacteria (Henderson y
Lam, 2001), cuya estructura primaria es modular y compuesta por 3 dominios:
la secuencia seial, el dominio pasajero y la unidad de translocacion. (fig. 3).

En el extremo N-terminal se encuentra una secuencia sefal que permite
el tréfico de la proteina hacia la membrana interna, para su posterior

exportacion hacia el espacio periplasmico, sitio donde finalmente es cortada.



Por otra parte, el dominio pasajero confiere las diversas funciones efectoras de
los AT. En el extremo C-terminal de la proteina, se encuentra la unidad de
translocacion que consiste en una region /inker muy corta que posee una
estructura secundaria a-hélice y un dominio p que adoptara una estructura
secundaria de B-barril insertado en la membrana externa (Maurer et al., 1999;
Renauild-Mongenie et al., 1996). Los autotransportadores son sintetizados en
forma de pre-pro-proteina en el citoplasma bacteriano y son liberados en el
periplasma en forma de pro-proteina. La translocacion a través de la membrana
externa finaliza la secrecién del autotransportador del citoplasma al medio
extracelular. Dependiendo del autotransportador, la pro-proteina puede ser
cortada del dominio B-barril 6 permanecer asociado a éste (Henderson et al.,
1998; Henderson et al.,2000; Henderson et al., 2001 a; Henderson et al., 2001
b; Desvaux et al.,2004).

Algunos autotransportadores exhiben secuencias sefiales largas que
consisten en 42-50 aminoacidos, e inician en el extremo N-terminal con el
motivo MNKIYSLKY(S/C/H) seguido de un segundo motivo que contiene
residuos hidrofdbicos y aromaticos conservados (i.e. GLIAVSELAR) (Henderson
et al., 1998) lo cual, puede proporcionar caracteristicas adicionales, tales como
secrecion a través de la membrana interna de una manera Sec-independiente
(Fernandez y Weiss, 1994) 6 el reclutamiento de proteinas accesorias como la
particula de reconocimiento sefial (SRP, por sus siglas en inglés), necesaria
para llevar a cabo el plegamiento de proteinas por el sistema Sec de las

bacterias gramnegativas (Desvaux et al.,2004).
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Figura 3. Sistema de secrecion tipo V 6 autotransportador (AT). (A) Estructura primaria del
AT. Cada uno de los dominios principales implicados en la secrecion es indicado. (B)
Secrecion del dominio pasajero a través de la membrana externa. Paso 1: insercion del
dominio B en la membrana externa y formacion del poro central comin en el B-barril. Paso
2: La region linker dirige la secrecion a través del poro. Paso 3: El dominio de
autochaperona activa el plegamiento del dominio pasajero tan pronto como este emerge
del B-barril. Paso 4: Una vez plegado el dominio pasajero, este es expuesto en la superficie
de la bacteria y finalmente la molécula efectora se libera hacia el medio extracelular
después de un corte proteolitico. Los cuadros representan la forma plegada 6 madura del
polipéptido. Peri: periplasma; EM: medio extracelular; OM: membrana externa. (Tomada de
Desvaux, et al., 2004)

Por su parte, el dominio B de la mayoria de los autotransportadores
contiene 250-300 residuos y exhibe 14 hojas anfipaticas y antiparalelas que
consisten 9-12 residuos cada una (Loveless y Saier, 1997; Yen et al., 2002).
Ademas la secuencia consenso (Y/V/I/F/W) X (F/W) localizada hacia el extremo
C-terminal y que también se encuentra en las proteinas de membrana externa,
parece ser necesaria para el correcto plegamiento y la estabilizacion del
autotransportador. Durante la insercidén del dominio B en la bicapa lipidica de la
membrana externa, la primera y la Ultima hoja B pueden formar puentes de
hidrégeno en forma antiparalela permitiendo la formacién del poro central del

B-barril (Henderson et al., 1998). Ademas del pB-barril, el cual permite la



translocacion del dominio pasajero, la region /inker localizada rio arriba del
dominio B, es escencial para la secrecion. Estos 2 dominios en conjunto forman
la unidad de translocacion (Loveless y Saier, 1997; Oliver DC, 2003). Mas que
el dominio B, la unidad de translocacion es una definicidon operacional
apropiada para el dominio transportador. La region /inker consiste de 21-39
aminoacidos de la region a-hélice que precede al dominio B y esta
probablemente implicada en la formacion de una estructura tipo “harpina” que
conduce a la secrecidon del dominio pasajero a través del canal formado por el
B-barril (Henderson et al., 1998).

Para la gran mayoria de los autotransportadores, se ha propuesto un
modelo estructural monomérico, pero para el caso de la proteasa de IgAl
(IgA1-P) el dominio pasajero es secretado a través de un poro central hidrofilico
de 2 nm de didametro y resultante de una estructura oligomérica que esta
constuida por un minimo de 6 B-barriles (Veiga et al.,, 2002) la estructura
exacta del anillo oligomérico aun esta bajo investigaciéon, ya que se especula

que pudiera tratarse de 6-10 mondmeros implicados.

Uno de los modelos que explican el mecanismo de secrecion de los
autotransportadores establece que la secrecion es proceso a dos pasos, en el
cual la insercién de la unidad translocadora en el extremo C-terminal ocurre en
la membrana externa y asi la translocacion del dominio pasajero (no plegado)
ocurre a través del poro central hidrofilico formado por un B-barril monomérico
(Klauser et al., 1990, 1992, 1993a, 1993b). La secuencia sefal es cortada por
peptidasas inespecificas a nivel de periplasma y reciclada. El plegamiento del
dominio pasajero se lleva a cabo a nivel de periplasma, antes de pasar por la
membrana externa (Veiga et al., 1999). Este modelo sigue siendo el mas

aceptado.

Por otra parte, el dominio pasajero puede tener diversas funciones que
corresponden a la molécula secretada efectora (Henderson et al., 2001). A la

fecha, todos los atutransportadores funcionalmente caracterizados han sido



implicados en funciones de virulencia ya sea por (i) mostrar actividad
enzimatica (proteasas, peptidasas, lipasas, esterasas), (ii) mediar la motilidad
bacteriana promovida por actina, 6 por actuar como (iii) adhesinas, (iv)
toxinas/citotoxinas, (v) proteinas inmunomodulatorias, 0 mas recientemente
demostrado (vi) permitiendo la maduracion de otros factores de virulencia
(Coutte et al., 2001; Henderson et al., 1998; Henderson y Nataro, 2001).

Ademas de las funciones de virulencia, algunas investigaciones han
revelado la explotacion del potencial biotecnoldgico del sistema de secrecion
tipo  autotransportador; nombrado asi por su capacidad de autoexponer
proteinas heterdlogas en la superficie bacteriana (Henderson et al., 2004); una
caracteristica ampliamente usada para: (i) la presentacion de receptores 6
ligandos para ensayos de purificacion y de union (Valls et al., 2000); (ii)
expresion de librerias peptidicas para el mapeo de epitopos o ensayos de
especificidad de anticuerpos (Konieczny et al., 2000); (iii) analisis funcional de
dominios de proteinas heterdlogas (Casali et al., 2002); (iv) bioconversion por
expresion de actividad enzimatica en la superficie bacteriana (Jose y Bernhardt,
2002) y (v) exposicion de determinantes antigénicas para el desarrollo de
vacunas (Kramer et al., 2003). Ejemplo de esto Ultimo es la expresion de
epitopos funcionales de células T de Yersinia insertados en sitios permisivos de
AIDA-I y expuestos en la superficie de £ coli (Konieczny et al., 2000). La
misma forma recombinante de AIDA-I se produjo en Salmonella enterica
atenuada viva con el objeto de hacer una vacuna, de tal forma que se observd
una respuesta muy pronunciada de las células T contra el epitopo insertado, en

un modelo animal de vacunacién (Kramer et al., 2003).

Actualmente la lista de AT conocidos y bien caracterizados se esta
incrementando. Se conocen cerca de 60 proteinas que cumplen con las
caracteristicas propias de la familia de los de ATs (Henderson y Nataro, 2001;
Desvaux et al., 2004). El analisis filogenético ha permitido clasificar a los AT en
11 grupos (fig. 4) (Henderson I, 2004).
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Figura 4. Arbol filogenético de los ATs que muestra a los 11 grupos. Elaborado a partir de los
alineamientos correspondientes a cada uno de los dominios C-terminal. (Tomado de Henderson, et al.,
2004).

El autotransportador ShdA

ShdA es el AT que se ha descrito mas recientemente. Pertenece a los
grupos 3y 4 (6 familia de AIDA-I) (Henderson et al., 2004). Se describidé como
una proteina de membrana externa restringida a Salmonella enterica serovar
Typhimurium, cuya estructura primaria reunia las caracteristicas propias de la
familia de los AT. El gen shda tiene un tamafio de 6831 pb y que esta
localizado en una isla de patogenicidad (PAI), lo que desde un principio sugirié
que esta proteina podria tener un importante papel en la virulencia de
Salmonella (Kingsley et al., 2000). El locus que contiene a shda esta insertado
en la region xsed-yfgK relacionada al cromosoma K-12 de E£. coli. La secuencia
de esta regidn, y aquellas que la flanquean, reveld la existencia de PAI de 25
kb, designada como CS54 la cual contiene ademas de shda (fig. 5), algunos

otros genes que incluyen ratA, ratB, sivliy sivH (Kinsgley et al., 2003).
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Figura 5. Marco de lectura abierto (ORF) de la isla de patogenicidad CS54 de Sa/monella entérica
serovar Typhimurium cepa ATCC 14028 que contiene al gen shdA. (Tomado de Kinsgley et al.
2003.

Este AT posee un dominio C-terminal conformado por 447 residuos. La
secuencia de esta regién presentd homologia con 440 residuos del dominio C-
terminal de AIDA-I de £. coli lo que equivale a un 34% de identidad (Benz I,
1992). También presenta homologia en un 36% con el AT MisL de Sa/monella
(Blanc-Potard et al., 1999; Ruiz-Pérez et al., 2002) y en un 30% con IcsA (VirG)
de Shigella flexneri (Bernardini et al., 1989). Adicionalmente, el extremo C-
terminal contiene 5 copias de un repetido de 12 aminoacidos, el cual no exhibi6
homologia a secuencias disponibles en la base de datos Contiene una
secuencia sefal atipica, similar a las encontradas en AIDA, MIsL e IcsA, con un
sitio de corte seguido de una alanina en posicion 60: (LAMA/DNQV) (Kingsley
et al., 2000) (fig. 6). El dominio N-terminal (dominio pasajero: aminoacidos 61-
1553) no exhibid homologia a las secuencias disponibles en el gene-bank, pero
contiene 9 copias de repetidos de 63 aminoacidos y 3 copias de repetidos de
102 aminoacidos. (Kinsgley et al., 2004).
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Figura 6. Estructura primaria de ShdA. Hacia el extremo amino se ecuentra la secuencia seiial, la
cual es cortada por proteasas a nivel de periplasma. El dominio pasajero que es propiamente la
proteina madura por secretar 6 translocar hacia la superfie bacteriana y el dominio translocador
que es la region con capacidad para insertarse en la membrana externa de la bacteria. Tomada de
Kingsley et al., 2004.

ShdA sélo se expresa por aquellos serotipos de Salmonella enterica
subespecie 1 que estan frecuentemente asociados con la infeccién en especies
de sangre caliente. Por su parte, las subespecies II a VII de Salmonella enterica
asociadas a la infeccidon en reptiles carecen del gen shdA (Kinsgley et al.,
2000).

La inactivacién mutacional del dominio pasajero de ShdA resulta en la
eliminacion de un bajo nimero de bacterias en las heces en un corto periodo
de tiempo, de aqui el nombre de ShdA (de la palabra en inglés shedding, que
significa eliminar). Por su parte, las bacterias mutantes en shda que fueron
recuperadas en heces mostraron una reduccién en la capacidad de colonizar el
intestino grueso, un érgano que sirve como principal reservorio del serotipo
luminal en modelo murino (Kinsgley et al.,, 2003). El analisis
inmunohistoquimico de la mucosa del intestino demuestra que el serovar
Typhimurium coloniza la mucosa en el borde ciliado del epitelio y las areas de
erosion epitelial donde la matriz extracelular esta expuesta al lumen intestinal
(Kinsgley et al., 2000). La fibronectina de la matriz extracelular es un receptor
de ShdA (Kinsgley et al., 2000). La union formada por ambas proteinas es
sensible a la heparina y ocurre entre el dominio pasajero de ShdA y el
domininio Hep-2 de la fibronectina, via interaccidn con al menos un residuo

catiénico presente en la superficie del médulo repetido *FnIII que también es



el sitio de union del lipolisacarido de la heparina. Un hallazgo importante es
que los anticuerpos antifibronectina no fueron capaces de abatir por completo
la unién de ShdA, conduciendo a la posibilidad de que otros receptores también
pueden jugar en la adherencia mediada por Shda (Kinsgley et al., 2002).  Por
otra parte, ShdA también se une a una segunda proteina de unién a heparina,
el colageno I, por un mecanismo sensible a heparina, sugiriendo que la
actividad de union de ShdA es una forma de mimetismo molecular de unién que
usa la heparina (Kingsley et al, 2004a). Colectivamente, todos estos datos
aportan la idea de que la union a la matriz extracelular mediada por ShdA,
puede ser un mecanismo de persistencia intestinal acarreado por el serovar
Typhimurium. De hecho, anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de uno
de los epitopos (repetido A3) a nivel del dominio pasajero, inhibieron la union
de ShdA a la fibronectina. Esta region repetida A3, compuesta por 97 residuos
parece ser la responsable directa de la union a la fibronectina, de hecho es muy
similar a las regiones repetidas identificadas en otras adhesinas, tales como
AIDA-I, TibA y en el AT MisL. El hecho de que se encuentre repetida, solo
implica un aumento en la afinidad de unién a su ligando. Por otra parte, se
conoce que la regidon no repetida de ShdA tiene una actividad de unién
completamente independiente, lo cual sugiere la posibilidad de que esta region
puede no ser necesaria para la secrecion 6 correcta presentacion del dominio
de unién al ligando (regidn repetida) en la superficie de la bacteria y de esta
manera, solo ser requerida para facilitar la interaccién con la fibronectina u
otros ligandos durante las infecciones naturales (Kingsley et al., 2004b).

El uso de los ATs en el desarrollo de estrategias de vacunacion basadas
en acarreadores bacterianos vivos y atenuados ha sido recientemente
explorado por nuestro grupo de investigacion. Se ha demostrado la utilidad del
autotransportador MisL para presentar en la superficie de £. coli DH5a vy de
Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261, el epitopo inmunodominante
de celulas B NANP y la proteina circunsporozoitica (CSP) de la cual se deriva,
ambos de P. falciparum (Ruiz-Pérez et al., 2002; Ruiz-Olvera et al., 2003). De
manera similar, también se ha demostrado la utilidad de 3 formas

recombinantes de ShdA para translocar hacia la superficie de £. coli DH5a y de



Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261 los antigenos NANP, CSP (de
P. falciparum) (Pompa-Mera EN, 2002; Calderdn-Corona JP, 2004; Osorio-Ledn
JF, 2004; Pompa-Mera et al., 2006 en prensa; y ESAT-6 de M. tuberculosis
(datos no publicados). En resumen, estos estudios demuestran la gran utilidad
del dominio translocador de ShdA para presentar péptidos y proteinas
heterélogas en la superficie bacteriana. AlUn queda por demostrar si la
inmunizacién con los acarreadores bacterianos que producen la proteina de
fusion que contiene a ShdA es capaz de inducir niveles de respuesta inmune

humoral satisfactorios.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La triquinelosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial y que
puede ser considerada emergente y remergente, dependiendo de la localizacion
geografica. La mayoria de los farmacos con actividad antiparasitaria del tipo de
los bencimidazoles son seguros, econdémicos y altamente efectivos contra el
parasito, sin embargo, la alarmante y creciente resistencia a estos farmacos
obliga a desarrollar otros métodos alternativos de control de esta enfermedad,
particularmente en animales como el cerdo, cuya carne constituye la principal
fuente de infeccion para humanos en nuestro pais y en otras partes del mundo.
Entre las estrategias de control, las vacunas tienen un papel central. Entre las
vacunas actualmente disponibles se encuentran los acarreadores bacterianos
como lo son algunas cepas atenuadas de Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261. Estas han sido empleadas como vectores bacterianos
para la expresidon de antigenos heterdlogos y han generado inmunidad
protectora de tipo humoral y celular tanto a nivel sistémico como a nivel local
contra infecciones bacterianas, virales y parasitarias. Por otra parte, existen
varias evidencias que demuestran que la localizacion celular del antigeno
heterdlogo en el acarreador bacteriano es un factor muy importante que
determina el tipo y la calidad de la respuesta inmune hacia dicho antigeno. Asi,
cuando un antigeno se expresa en los compartimentos subcelulares mas
externos (membrana interna, periplasma, membrana externa) o es secretado
hacia el medio externo, la repuesta inducida sera favorablemente del tipo
humoral. Por otra parte, se ha demostrado que el péptido p43‘%1%9 de T.
spiralis, se puede usar para inducir una respuesta inmune protectora a nivel
intestinal en ratones, en contra del parasito. En este contexto, resulta atractivo
el uso del AT ShdA para translocar péptidos heterdlogos hacia la superficie
bacteriana de Salmonella, ya que una de las ventajas de usar a ShdA como
parte de un sistema de expresidon en Sal/monella, podria ser la inducidon de una
respuesta inmune en ratones en contra del antigeno p43?1%%% de la LM de T.
spiralis y en contra del acarreador; cuyos componentes celulares sirven de

inmunomoduladores. Ademas la respuesta inmune se llevaria a cabo en las



mucosas, incluyendo aquellas a nivel intestinal, las cuales son un sitio de

transito natural para 7. spiralis.

En base a esto, proponemos construir una cepa candidato a vacuna de
Salmonella entérica serovar typhimurium SL3261 que exprese a p43?1923) de
T. spiralis, en la superficie bacteriana del acarreador mediante el
autotransportador ShdA, capaz de generar inmunidad humoral protectora

contra la LM en modelo murino de triquinelosis.



OBJETIVO GENERAL

Construir una cepa candidato a vacuna de Salmonella entérica serovar

Typhimurium SL3261, que exprese un péptido de 30 aminoacidos derivado de

la gp-43 kDa (p43‘*1%2)) de 7. spiralis, en la superficie bacteriana del

acarreador mediante el AT ShdA, capaz de generar inmunidad humoral

protectora contra la LM del parasito en modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir un plasmido que garantice la expresion estable e inducible en

condiciones microaerofilicas /in vitro e in vivo de p43'*1%%9 de 7. spiralis

en la superficie de Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261.

. Producir la proteina de fusién que contenga a p43©1%%9 y obtener el
anticuerpo en contra de ésta, con la finalidad de analizar la
inmunogenicidad de la forma recombinante asi como la localizaciéon del

epitopo p43#1%29) en el parasito.

. Evaluar el nivel de proteccién a nivel intestinal en un modelo murino de
triquinelosis generado por la inmunizacién con el acarreador bacteriano y

el reto con la LM de 7. spiralis.

. Evaluar el tipo de respuesta humoral generada por el acarreador

bacteriano, asi como el tipo de respuesta generada por el epitopo
p43(210-239)



MATERIAL Y METODOS

1. Ingenieria genética
Cepas bacterianas:

Tabla 8. Cepas bacterianas empleadas en el presente trabajo.

Cepa

Genotipo

Referencia

Escherichia coli DH5«a

thi-1re1Al

SupE44 [ lac 1690 80lac Z[IM
15hsd R17 recAl endAl gyrA 96

Invitrogen®

Salmonella enterica

AroA:: Tn 10

Hoiseth SK, et

serovar Typhinurium al. 1981
SL3261
Tabla 9. Oligonucledtidos empleados en el desarrollo del sistema de

expresion.*Todos los oligonucleétidos fueron sintetizados por Invitrogen®.

NOMBRE

SECUENCIA

CARACTERISTICAS

Flag-1

5 CT_AGA GAT TAC AAG GAT
GAC GAC GAT AAG_GCT AGC ATG
CATG 3

Sentido. Contiene a Ia
secuencia FLAG y los sitios de
restriccion Xbal, Nhel, Nsi Iy
BamH I (subrayados)

Flag-2

5_GA TCC ATG CAT GCT AGC
CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA
ATCT 3’

Antisentido. Contiene a la
secuencia FLAG vy los sitios de
restriccion Xbal, Nhel, Nsi Iy
BamH I (subrayados)

Linker-1

5" GCT AGG ACT AGT GTC GAC
CTC GAG GAT TAC AAG GAT GAC
GAC GAT AAG GCT 3’

Sentido. Contiene a los sitios
de restricciéon Spel, Sal Iy
Xho I (subrayados)

Linker-2

5" GCT AGG ACT AGT AAG CTT
TCT AGA TCC GTG TGC ACA TAG
AGA GGA TAG TAA 3’

Antisentido. Contiene a los
sitios de restriccion Spel
Hind III y Xba. I
(subrayados)

Triqui-1

5" CTC TAG AAG CTT CGC CTG
GAG ATG TAT GGT TCG TTC CTG
GCC AAG GTG ATG GTT GTG AAC
ATGCGTATT T3

Sentido. Contiene secuencia
codificante del epitopo Ag30
y el sitio de restriccion Hind
IIT (subrayado)

Triqui-2

5" CGC CGC CTC GAG GAG CTC
CGT GGT CTG CAG GGT ATT ATC
AGT CAC CGC CCA AAT ACG CAT
GTT CACAACC 3

Antisentido. Contiene
secuencia  codificante  del
epitopo Ag30 vy el sitio de
restriccion Xho I (subrayado)

PNIR-1

5 TTC AGG TAA ATT TGA TAC
ATC AAA 3’

Sentido. Contiene al promotor
nirB del gen de la enzima
nitrato reductasa de E. col.




Caracteristicas de los plasmidos

Todos los plasmidos (a excepcion de pucl9 CSP) que a continuacidn se
describen, tienen en comun: el promotor de la enzima nitrato reductasa de E.
coli nirB (inducible en anaerobiosis in vitro € in vivo), la secuencia sefial LTB
(que asegura el trafico de la proteina de fusidon hacia el periplasma) y el
marcador de seleccion de resistencia a la ampicilina (Tabla 10). Los
mapas de aquellos plasmidos generados en el presente trabajo se representan

como parte de la figura 7.

Plasmido pnirB LTB. Unicamente contiene el promotor nirBYy la secuencia senal
LTB. No contiene péptido heterdlogo y La proteina de fusidn resultante es de

sublocalizacion periplasmica.

Plasmido pnirB LTB NANP [-ShdA. Ademas de los elementos antes sefalados,
posee la secuencia que codifica para una proteina de fusion conformada por 4
repetidos del tetrapéptido NANP (Asparagina-Alanina-Asparagina-Prolina) y el
dominio B translocador completo del autotransportador ShdA (277 aa) mas 110
aminoacidos del dominio a. La proteina de fusién es de sublocalizacion tanto

periplasmica como de superficie bacteriana.

Plasmido pASM-A. Contiene los mismos elementos mencionados en el plasmido
anterior, salvo que la secuencia que codifica para el dominio a del AT ShdA,
esta constituida por 37 aa., dando un total de 314 aa. Esta forma acotada de

ShdA también sera referida como forma acotada A.

Plasmido pnirB LTB NANP FLAG. Contiene los elementos del plasmido pnirBLTB,
rio abajo de LTB se encuentra la secuencia que codifica para el tetrapéptido
NANP, seguido por una secuencia que codifica para el péptido bandera FLAG, el
cual es un octapéptido que permite la deteccion de todas las proteinas de
fusidn de interés. La proteina de fusion es de sublocalizacion periplasmica.

Plasmido pFLAG ShdA-A. Contiene los elementos sefialados en el plasmido

anterior, pero carece de la secuencia NANP. Rio abajo de la secuencia



codificante de la bandera FLAG, este plasmido tiene subclonada una forma
acotada del AT ShdA, designada como A4, y que contiene 111 pb del dominio,
831 pb del dominio B, dando un total de 314 aminoacidos del dominio
translocador del AT. ShdA-A se inserta en la membrana externa de la bacteria,

mientras que la bandera FLAG es dirigida hacia la superficie bacteriana.

Plasmido pENP-01. Tiene como estructura base al plasmido pnirBLTB, rio abajo
de la LTB contiene un sitio multiple de clonacion artificial (LINKER) con 5 sitios
de restriccion para las enzimas Xba I, Hind III, Spe I, Sal I'y Xho I, seguido por
la secuencia codificante de FLAG y la forma acotada A de ShdA (ShdA-A). El
destino final de la proteina de fusidon es la superficie de la bacteria, toda vez

que su secuencia nucleotidica sea subclonada en el linker y rio arriba de FLAG.

Plasmido pAg30. Este plasmido es una modificacion del plasmido pENP-01, la
cual consiste en la subclonacién del epitopo p43?1%%9 de la LM de T. spiralis
flanqueada los sitios HindIII y Xhol. La funcidon de este vector de expresion,
consiste en que una vez que la bacteria se encuentre en condiciones
anaerdbicas 6 microaerofilicas, se induce /n vivo la expresion de la proteina de
fusién que contiene al epitopo p43?1%39), puesto que la proteina de fusién
también contiene al AT ShdA-A, se asegura asi, que p43‘*1%% se transloque

hacia la superficie bacteriana.

Plasmido pUC19 CSP. Contiene a la secuencia que codifica para la proteina
circunsporozoitica (CSP) de Plasmodium falciparum, cuya region central contiene
42 repetidos del tetrapéptido NANP. Esta proteina se encuentra bajo el control
del promotor /acy la localizacién del producto en el acarreador bacteriano, es

exclusivamente a nivel de citosol.
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Figura 7. Estrategia general para la construccion de los plasmidos. A partir del plasmido pnirB LTB
NANP ShdA-A (pASM-A) se genera el plasmido pnirB LTB NANP FLAG, retirando el gen de ShdA y
subclonando el adaptador FLAG. Posteriormente el gen de ShdA se regresa y el plasmido resultante
(pFLAG ShdA) es mutado por PCR para generar el plasmido pENP. Finalmente la secuencia ag30 que
codifica para p43*'®?? que es subclonada en pENP-01, para generar el plasmido pAg30, el cual
codifica para el epitopo de interés.



Tabla 10. Resumen de las caracteristicas mas relevantes de los plasmidos
empleados en el presente trabajo.

Plasmido Gen o secuencia Tamafo Referencia
codificada - (pb)
pnirB LTB Promotor nirB y secuencia 2425 Ruiz-Pérez F, et. al.,
sefal de la L7B 2002
pnirB LTB NANP B-  Fusion LTB-epitopo (NANP),4- 3880 Ruiz-Pérez F, et. al.
ShdA dominios a y B del AT ShdA 2006. £n prensa
pUC19 CSP CSP de P. falciparum 3686 Gonzaélez-Bonilla C.,
et al., 1994.
pASM-A Fusion LTB-epitopo (NANP),- 3463 Ruiz-Pérez F, et. al.
forma acotada A del AT ShdA 2006. £n prensa
(ShdA-A)
pnirB LTB NANP Fusion LTB-(NANP),-FLAG 2515 Este trabajo
FLAG
pFLAG-ShdA-A Fusion LTB -(NANP),-FLAG- 3342 Este trabajo
ShdA-A
pENP-01 Fusion LTB —LINKER- FLAG- 3450 Este trabajo
ShdA-A
pAg30 Fusion LTB —LINKER- FLAG- 3546 Este trabajo

ShdA-A- p43(10-239)

Técnicas de DNA recombinante

La preparacion de las cepas bacterianas, la manipulacién genética, asi
como las técnicas de biologia molecular, como obtencidn y preparacion del DNA,
PCR, electroporacién, transformacion con los plasmidos, se realizaron de
acuerdo a los protocolos de Sambrook (Sambrook, 2001) y de acuerdo a las
indicaciones de los kiits comerciales empleados en la extraccion y purificacion de
DNA plasmidico (Plasmid Midi purification QIAGEN®) y QIAquick Gel Extraction
Kit QIAGEN® para la purificacion de los productos de digestién enzimatica. Por
su parte, todas las enzimas de restriccion utilizadas fueron de New England
Biolabs®, mientras que los oligonucledtidos fueron sintetizados por
INVITROGEN®.,

Estrategia general para la construccion de cada uno de los plasmidos
Se tomd como punto de partida al plasmido pASM-A, el cual fue digerido

con las enzimas de restriccion BamHI y Nhel con la finalidad de retirar

temporalmente la region codificante del AT ShdA-A (fragmento de 942 pb, el




cual se reserva para ser usado mas adelante). Posteriormente se ligd el
plasmido abierto resultante (2.7 kb) con el fragmento codificante de FLAG (36
pb) (amablemente donado por el Dr. Rosendo Luria), empleando 15 U de T4
DNA ligasa. El plasmido resultante (pnirB LTB NANP FLAG) se transformé en £
coli DH5a por choque térmico. La seleccién de clonas positivas se realizo
mediante la extraccion de plasmido por la técnica de miniprep (Sambrook,
2001) y se analizd el patrén de restriccion con la enzima Ns/ 7, un sitio nuevo
incorporado  al plasmido obtenido. Una vez confirmada la entrada de la
secuencia FLAG, el plasmido pnirB LTB NANP FLAG se digirid con las enzimas
Nhe I'y BamH I para generar extremos cohesivos que permitan la insercién de
la secuencia que codifica para ShdA-A, con la subsecuente pérdida del sitio Ns/
L. El plasmido resultante pFLAG NANP ShdA-A, nuevamente se transformo en £.
coli DH 5a y se seleccionaron las clonas positivas por analisis de restriccion
utilizando la enzima Nsi I, ya que la pérdida de este sitio sugiere la posibilidad
de clonas positivas. Para generar el vector de clonacion pENP-01 a partir del
plasmido pFLAG NANP ShdA-A, se procedié a realizar una reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) (véase condiciones mas adelante) con la finalidad de
mutar la region que codifica para NANP vy sustituirla por una regién linker que
contenga los sitios de restriccion Xba 1, Hind III, Spe I, Sal I, Xho I que
permitan la posterior clonacién de secuencias que codifiquen para epitopos de
interés. Una vez seleccionadas las clonas positivas, se procedio a realizar una
doble digestion del plasmido pENP-01, con las enzimas Hind III'y Xho I El
plasmido abierto pENP-01, se ligd con la secuencia codificante del epitopo Ag30
(véase mas adelante) en presencia de T4 DNA ligasa. Finalmente, el plasmido
resultante pAg30 se analizd con las enzimas de restriccion Xba 1, Hind III, Spe I,
Sal I'y Xho I Se consideraron clonas positivas todas aquellas clonas que
perdieron los sitios Spe I y Sal I e incrementaron su tamafo en 108 pb. La
estrategia de clonacidn se representa en la figura 7.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la obtencion de
PENP-01

Se prepard una reaccidon a un volumen final de 30 pL y que contenia 7.8

ng de DNA templado (plasmido pFLAG ShdA-A), amortiguador de amplificacion



(Tris-HCI/KCl),  MgCl, 1.5mM, mezcla de los 4 desoxirribonucledtidos
trifosfatados (dANTP’s) 2mM, 20 picomoles de cada uno de los oligonucleétidos
LINKER-1 y LINKER-2, agua destilada estéril y 2.5 U de 7aq polimerasa platinun
(Accesolab®). La reaccion se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf
Mastercycler gradient®. El programa de temperaturas usado incluyd un ciclo de
desnaturalizacion previa a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion
(94°C por 15 segundos), alineamiento (58°C por 2 minutos) y extension (72°C
por 5 minutos), seguidos de un ciclo de extension final de 72°C por 10 minutos.
El producto de la amplificacidén se separd por electroforesis en geles de agarosa
al 1%, tefidos con 1pL de bromuro de etidio (10mg/mL) y se analizd en un
Equipo analizador de imagenes Kodak® ID 3.6 adaptado a una camara digital
EDAS 290. Se incluyd un marcador de tamafios moleculares de 1 kb para

verificar el peso del producto.

Generacion de la secuencia codificante del péptido p43?1%-239)

La generacion de la secuencia Ag30 se llevd a cabo mediante una PCR
por acoplamiento en ausencia de templado. Se prepard una reaccién en un
volumen final de 30 pyL y que contenia 20 picomoles de cada uno de los
oligonucledtidos Triqui-1 y Triqui-2, amortiguador de amplificacién (Tris-
HCI/KCl), MgCl, 1.5mM, mezcla de los 4 desoxirribonucledtidos trifosfatados
(dNTP’s) 2mM, agua destilada estéril y 2.5 U de T7ag polimerasa platimun
(Accesolab®). La reaccidén se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf
Mastercycler gradient®. Se realizd un gradiente de temperaturas, cuyo rango
comprendi6 de 65.9 a 77°C. Una vez establecida la Tm éptima, el programa de
temperaturas usado incluyd un ciclo de desnaturalizacion previa a 94°C por 3
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 15 segundos), alineamiento
(77°C por 1 minuto) y extension (72°C por 1 minuto), seguidos de un ciclo de
extension final de 72°C por 10 minutos. El producto de la amplificacion se
analizd por electroforesis en geles de agarosa al 2.5%, tefidos con 1uL de
bromuro de etidio (10 mg/mL) y se analiz6 al igual que el plasmido pENP-01.
Se incluyd un marcador de tamafios moleculares de 100 pb Invitrogen® para

verificar el peso del producto. Posteriormente 600 ng de este producto se



cortaron con 40 U de las enzimas Hind III'y Xho I. Previo al siguiente paso, en

todos los casos se realiza una purificacion por columna Gene-clean Qiagen®.

Secuenciacion automatizada de los plasmidos pENP-01 y pAg30

En este proceso, se realizd una reaccion adicional de PCR en la que se
utilizd el it Big Dye terminator (Applied Biosystems®) y pladsmido pAg30 como
templado (purificado por la técnica de Midiprep). La reaccidon se realizo
preparando un volumen de 30 yL el cual contenia 10 ng de plasmido pAg30, 4
UL de la solucidn kit Big Dye terminator, 20 pmoles de oligonucledtido PNIR-1 y
la cantidad necesaria de agua destilada estéril libre de DNAasa para completar
20 pL de volumen. El programa de amplificacion incluyd: desnaturalizacion a
97°C por 30 segundos, alineamiento a 56°C por 15 segundos y extension a
60°C por 4 minutos. El producto de amplificacion se purificé en una columna
Centrises®. El producto de amplificacion recuperado se resuspendié en 25 pL
de amortiguador de carga TSR (Applied Biosystems®) y se desnaturaliz a 95°C
durante 5 minutos. Finalmente, la muestra se colocd en el secuenciador
automatizado Genetic Analyzer 310 de Applied Biosystems®, y se inicid el

analisis siguiendo las indicaciones del equipo.

Electroporacion de Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261
Los plasmidos pENP-01'y pAg30 generados primero en E. coli DH5a, se
introdujeron en bacterias electrocompetentes de la cepa Salmonella entérica
serovar Typhimurium SL3261 mediante electroporacién. Se partié de un cultivo
bacteriano de 250 mL con una D.O.= 1 el cual se centrifugé a 3000 x g y se
cosechd hasta obtener una pastilla bacteriana, la cual se lavd 3 veces con agua
desionizada estéril bajo condiciones de esterilidad y en frio. La pastilla final se
resuspendi® en 2 mL de solucion de agua desionizada-glicerol 20% y se
prepararon alicuotas de 100 pL en viales de 500 pL c/u, los cuales se
congelaron a -70°C hasta su uso. Para la electroporacién, se procedidé a
descongelar los viales anteriores en hielo a 4°C por 30 minutos. Al término de
este tiempo se adicionaron 0.1 pg de cada uno de los plasmidos de interés y se

colocd la mezcla en una celda para electroporar colocada en el equipo Equibio



Easyject Plus® con las condiciones: r=2500; c=0025; nr R= 0201: T= 0005.
Posteriormenete a mezcla se sometid a un pulso eléctrico e inmediatamente las
bacterias se depositaron en 2 mL de medio SOC (0.5 % de extracto de levadura,
2% de triptona, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl 10 mM, MgSO4 20 mM, glucosa
20 mM) y se incubaron 1 hora a 37°C en un agitador orbital (Orbit Lab-line
Environ-Shaker®) a 200 rpm. Finalmente las bacterias se sembraron en placas
de BHI agar suplementado con 2ulL de 2,3-acido dihidroxibenzoico (DHB)

(Sigma®) y 3uL de ampicilina (Sigma®) por cada mL de medio de cultivo.

Curvas de crecimiento

Se llevaron a cabo curvas de crecimiento de las cepas bacterianas de
Salmonella spp, transformadas con los diferentes plasmidos con la finalidad de
ver su efecto sobre la viabilidad. Para ello, se cultivaron las cepas en 250 mL
de medio tioglicolato (suplementado con 100 pg de ampicilina y DHB 0.01%) a
370°C en un agitador orbital (Orbit Lab-line Environ-Shaker®) a 200 rpm. Se
tomaron muestras de 1 mL a los tiempos 0, 2, 4, 5, 6, 10, 15 y 24 horas. Se
midid la densidad éptica (DO) a 540 nm. La cepa de Salmonella entérica
serovar Typhimurium SL3261 sin plasmido se crecid Unicamente en medio en
presencia de DHB 0.01%.

I1. Evaluacion de la expresion de la proteina de fusion

Induccion en condiciones microaerofilicas in vitro

Se cultivaron las cepas de E. coli DH5a y Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261 con los distintos plasmidos en condiciones microaerofilicas
in vitro. Para ello, se tomd una asada en condiciones de esterilidad, y se
inocularon las cepas en 45 mL de medio liquido tioglicolato suplementado con
135uL de ampicilina y 90 uL de DHB al 0.01%, de acuerdo con lo descrito por
Ruiz-Olvera y colaboradores (2003). Los cultivos se incubaron a 37°C con
agitacion constante en un aparato Orbit Lab-line Environ-Shaker® hasta lograr
un crecimiento bacteriano con densidad Optica DOsso nm de 1.0

(aproximadamente 5-6 horas de incubacion). Este cultivo se utilizd para los



ensayos de SDS-PAGE, Western-blot, inmunofluorescencia indirecta y citometria

de flujo.

Extraccion de proteinas totales

A partir de un cultivo inducido, se tomé una alicuota de 1 mL
(equivalente a 1X10° UFC/mL), se cosechd la pastilla bacteriana en una
microcentrifuga (modelo ALC 4214) a 2000 x g T°C ambiente. Se descarté el
sobrenadante y el botén bacteriano se lavd 4 veces con 1.5 mL de solucion
salina isoténica (SSI) estéril. La pastilla bacteriana final se resuspendié con
50uL de agua destilada y se adiciond 50uL de solucion amortiguadora-muestra
(SDS 25%, Glicerol 25%, Tris-base 200mM, Azul de bromofenol 0.025%) para
proteinas. Las muestras se desnaturalizaron por ebullicidon durante 10 minutos,
se dejaron enfriar, se pasaron por jeringa Hamilton a fin de homogenizar. Se

tomd una alicuota de 3 YL para cuantificar segun el método de Bradford.

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones
reductoras (SDS-PAGE)

Las proteinas se ajustaron a una concentracion de 30ug/mL y se
separaron en un gel de poliacrilamida al 12.5% (para ver expresion) en
condiciones reductoras segun el método de Laemmli (Laemmli, 1970). La
separacion se llevd a cabo en una cdmara de electroforesis vertical BioRad®
(modelo Mini-Protean 3 Cell). Se utilizd solucion amortiguadora de corrimiento
Tris-Glicina (Tris base 25mM, glicina 250 mM, SDS 0.01%, pH 8.3) y las
condiciones del corrimiento fueron a 35 mA por una hora. Este gel se transfirid
a una membrana de nitrocelulosa (véase mas adelante). De manera paralela se
corrid otro gel bajo las condiciones antes sefialadas, el cual se fijo por 3 horas
con soluciéon metanol, ac. Acético y agua (proporcion 45:10:45), posteriormente
las bandas de las proteinas totales se tifieron con azul de Coomassie por 30 min
y se decolor6 con solucion decolorante (metanol: ac. acético: agua, 30:10:60)
hasta obtener una visualizacion nitida 6 clara de las bandas de las proteinas.
Finalmente el gel de poliacrilamida se sec6 en medio de una membrana (Gel

drying Promega®) que se encuentra en un soporte de acrilico.



Western-blot 6 Inmunoelectrotransferencia (IET)

Las proteinas separadas por SDS-PAGE, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa 6 de nylon cargada positivamente (Boehringer-
Mannheim®), usando una cdmara vertical de transferencia (BioRad® Mini Trans-
Blot Cell 2005). La transferencia fue llevada a cabo a 150 V por una hora, a
40C. Posteriormente, la membrana fue bloqueada con PBS-leche al 5% toda
la noche. Al dia siguiente se lavé con 10 mL de PBS 1X y se incubd durante
toda la noche con 5mL del anticuerpo monoclonal (Ac Mo) anti-FLAG biotinilado
Sigma-Aldrich® en dilucién 1:250. Tanto la solucidén de bloqueo, como la del
primer anticuerpo, fueron suplementados con azida de sodio a una
concentracion final de 0.05%, a fin de evitar contaminacién. Al dia siguiente,
se realizaron tres lavados de 5 minutos con 10 mL con PBS 1X. Se adicionaron
5 mL de Streptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) diluido
1:500. Se incubd durante 2 horas. Nuevamente se realizaron tres lavados con
PBS 1X de 10 mL y con una duracidon de 5 minutos cada uno. Todas las
incubaciones y los lavados se realizaron en un horno de hibridacién Amersham
Pharmacia Biotech®, a temperatura ambiente (TA) y a 25 rpm.  Finalmente
para revelar la membrana, ésta se puso en contacto con una mezcla de 50 mL
de PBS (pH 7.4), 30 mg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 10 mL de metanol y
100 pL de perdxido de hidrégeno; durante 10-20 segundos. Al final la reaccién

se detuvo con agua destilada 6 PBS (pH 7.4).

Citometria de flujo

Se cultivaron las cepas bajo las condiciones microaerofilicas
anteriormente descritas hasta lograr una D.Os4 nm de 1.0. Se tomd una
alicuota equivalente a 1X10° bacterias y se depositd en tubo eppendorf de 1.5
mL, la cual se lavo tres veces con PBS 1X estéril, centrifugando a 2000 x g en
cada caso, eliminando el sobrenadante. El botdn bacteriano se resuspendio en
60 uL de Ac Mo Anti-FLAG biotinilado (dilucion 1:50). Se incubd durante 90 min
a 37°C con agitacion constante de 250 rpm en un aparato Master mixer
eppendorf®. Transcurrido este tiempo, las bacterias se centrifugaron a 2000 x

g y se lavaron dos veces con 1.5 mL de PBS 1X estéril. El boton bacteriano se



resuspendid con 60 uL de anticuerpo secundario anti-IgG de ratdn (hecho en
cabra) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Zymed®) en una
dilucion 1:100. Se incubd a 37°C con agitacién y en la oscuridad por 30
minutos. Se centrifugd a 2000 x g y el botdon bacteriano se lavd dos veces
con PBS para retirar el exceso de anticuerpo secundario sin reaccionar. Al final
el botdn bacteriano se resuspendid en 500uL de PBS 1X. Finalmente se
analizaron las muestras en un equipo de Citometria de flujo Becton-Dickinson,
utilizando el Software CELLQuestR®.

Inmunofiluorescencia indirecta (IIF) de Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261

A partir del cultivo bacteriano para citometria de flujo, se tomd una
alicuota equivalente a 1X10® bacterias y se depositd en tubo eppendorf de 1.5
mL y se centrifugd a 2000 x g para recuperar el boton bacteriano. Este Gltimo
se lavd tres veces con PBS 1X estéril, centrifugando a 2000 x g en cada caso.
El botdn bacteriano resultante se resuspendié en 60 uL de Ac Mo anti-FLAG
biotinilado diluciéon 1:50 y se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacion
constante. Se lavaron las bacterias dos veces con 1.5 mL de PBS 1X estéril,
centrifugando a 2000 x g en cada caso. El botdn bacteriano, se resuspendio
con 60 uL de anticuerpo secundario streptavidina-FITC (ZYMED®), a una
dilucién 1:100 y se incubd a 37°C en agitacidon y en la oscuridad. Al término de
este tiempo las bacterias se centrifugaron a 2000 x g y el boton bacteriano se
lavd dos veces con PBS 1X para retirar el exceso de streptavidina sin
reaccionar. Al final el botdn bacteriano se resuspendié en 500uL de PBS, se
realizaron frotis en portaobjetos y se les afiadié 0.5 uL de vecta-shield® antes

de ser analizadas en microscopio de epifluorescencia Olympus BX40 .

Preservacion del ciclo de vida del parasito
Ratas machos de la cepa Sprague Dawley fueron infectadas con 3000 LM
respectivamente por via oral con ayuda de una sonda gastrica. Los animales

se mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio (25°C, 12 horas luz



alternados con 12 horas oscuridad y alimentacién ad /ibitum) durante un

minimo de 21 dias, tiempo en el cual se completa el ciclo de vida del parasito.

Obtencion de larva muscular (LM)

Las LM de 7. spiralis se obtuvieron de acuerdo a lo descrito previamente
por Denis y colaboradores (1970). Los ratones de la cepa BALB/c fueron
sacrificados al dia 21 post-infeccion. Posteriormente, los animales fueron
despojados de piel, cabeza, cola, visceras, extremidades, dejandose Unicamente
el muasculo esquelético y diafragma. El muasculo esquelético se cortd en
pequefios pedazos y se sometieron a digestion artificial con solucién de
pepsina al 1% (p/v) y con HCl 1% (p/v) en agua destilada, durante 3 horas a
37°C. El producto de digestion se pasé a través de un tamiz de acero
inoxidable y se depositd en un aparato de Bearman modificado con una gasa
estéril como tamiz. Las LM se dejaron sedimentar durante 20 min. Las LM
sedimentadas se lavaron 3 veces con PBS (pH 7.4), tratando de eliminar la
mayor cantidad de restos de tejido muscular. Las larvas se recuperaron y se
diluyeron 1:10 en PBS. Se procedi6 a contarlas LM presentes en unas 5 gotas

de 5pL y se obtuvo el promedio de todas éstas.

Evaluacion de la inmunogenicidad de la proteina de fusion

Obtencion del suero anti-proteinas de fusion

El epitopo p43?1%2%) recombinante y la proteina de fusién codificada por
el plasmido producido por E. coli DH5a, se purifico a partir de geles
preparativos de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Una vez evidenciada la
banda de interés, se cortd y se homogenizd con un volumen minimo de PBS
estéril, y se inmunizé de acuerdo con el procedimiento descrito por Igarashi y
colaboradores (2000). Ratones machos de la cepa BALB/c de 10 semanas de
edad (pesos 25-30g) se inmunizaron por via i.p., con la solucidon que contiene la
proteina de fusién mezclada 1:1 con adyuvante, en un volumen de 100 pL. Se
usé adyuvante completo de Freund para la primera inmunizacién y adyuvante

incompleto de Freund para las siguientes 2 inmunizaciones; todas llevadas a



cabo a intervalos de 1 semana. Se colectaron muestras de sangre, del plexo
retro-orbital empleando capilares heparinizados, tanto antes de la inmunizacion,
como al final de la Ultima inmunizaciéon. Se separd el suero de la fraccion

celular por centrifugacion a 1500 x g y se congeld a -80°C hasta su uso.

Reconocimiento del epitopo p43?'°2?3% pativo en la superficie de la
LM de T. spiralis, por los sueros anti-proteinas de fusion

Se fijaron 300 LM completas de 7. spiralis con solucion de
paraformaldehido al 4% (en PBS, pH 7.4) durante 30 minutos, en un microtubo
de 1.5 mL. Se realizaron 6 lavados con 1mL de PBS (pH 7.4), centrifugando a
1000 x g en cada caso y eliminando el sobrenadante. Los sueros dirigidos
contra las proteinas de fusidon de interés, se adsorbieron durante 4 h con £. coli
DH5a vy se incubaron toda la noche (a 37°C) con las LM en un aparato Master
mixer eppendorf®, en diluciones 1:50. Como control positivo se utiliz suero
inmune de ratdon (de 28 dias de infeccion con 7. spiralis) y suero preinmune
como control negativo; ambos diluidos 1:50 en PBS estéril (pH 7.4). Al dia
siguiente se retird el suero y las LM nuevamente se lavaron 6 veces Yy se
incubaron con 600 pL de anticuerpo anti-IgG de ratdn acoplado con FITC
(Zymed®) en dilucién 1:100. Las LM se incubaron en la oscuridad durante 90
minutos y a 37°C en agitacion constante. Las LM se lavaron 4 veces con PBS, y
se resuspendieron en un volumen final de 500 uL con PBS. Se tomd una
alicuota de 20 pL, la cual fue depositada en un portaobjetos con 1 pL de
Vecta-shield® para finalmente analizarla al microscopio de epifluorescencia
Olympus BX40.

Reconocimiento del epitopo p43**

0-23%nativo a nivel de estructuras
internas del parasito, por los sueros de ratones inmunizados con

proteinas de fusion

Se congelaron 2000 LM en nitrégeno liquido a -70°C, empleando 1.5 mL
de tissue-tek®. Se realizaron criosecciones de 5 um a -20°C (Microm® HM520),

las cuales fueron depositadas en portaobjetos electrocargados de 25 x 75 x 1.0



mm. (Fisherbrand colorfrost**/Plus, Fisher Scientific®). Los cortes se lavaron
durante 3 minutos con agua destilada y se prefijaron con acetona al 80%
(diluida en etanol absoluto) por un minuto a 4°C. Posteriormente se realizd una
segunda fijacion con solucidon de paraformaldehido al 4%. Se lavaron los cortes
2 veces con PBS por 3 minutos. Estas criosecciones se incubaron en una
camara humeda durante 2 horas a 37°C, con los sueros dirigidos contra las
proteinas de fusion (previamente adsorbidos) diluidos 1:10, 1:50. Los controles
empleados en esta part, fueron los mismos sefialados en el ensayo para LM
completa. Se retird el suero y se realizaron 4 lavados con PBS. Posteriormente,
se incubd con anticuerpo con 50 pL de anticuerpo anti-IgG de ratén acoplado
con FITC (Zymed®) en dilucién 1:100. Las LM se incubaron en la oscuridad
por 90 minutos a 37°C y en agitacion de 300 rpm. Finalmente para observar
los cortes al microscopio de fluorescencia modelo Zeiss Axios Kop 2 MOT, éstos
se lavaron 4 veces y se adicionaron 20 pL de PBS con 1 pL de Vecta-shield®

antes de sellar con el cubreobjetos.

II1. Ensayos de proteccion

Inmunizacion con acarreador bacteriano y reto con el parasito

Grupos de ratones machos BALB/c de 7-8 semanas de edad, se inmunizaron
con 10° UFC de Salmonella recombinante inducida, recuperada en la fase
logaritmica de crecimiento. La figura 8 muestra el esquema de inmunizacion, y
como se alternaron las tomas de muestra sanguineas con las inmunizaciones
con el acarreador y en qué momento se procedio a retar con el parasito. Los

animales se inmunizaron intranasalmente aplicando 20 pyL de la carga



Sangria

Inmunizacion i.n. con el acarreador bacteriano

V¥ Reto con el parasito

g Recuperacion de los parasitos adultos (8°. dia p.i.)

Figura 8. Esquema de inmunizacion empleado en el presente trabajo. Se realizé una sangria previa
a la primera inmunizacion el mismo dia. Posteriormente, cada inmunizacion se realiz6 cada 3
semanas, mientras que la obtencion del suero inmune se realizé cada 15 dias hasta el dia 60. Al dia
55 se procedio a retar con el parasito (10 dias después de la ultima inmunizacion). Finalmente, los
parasitos adultos, se recuperaron al dia 8 p.i. (63 dias después de haber iniciado el esquema). Los
animales se inmunizaron via i.n. con 10° UFC.

bacteriana, en cada fosa nasal, en 3 ocasiones, espaciadas por 3 semanas.
Durante todo el esquema de inmunizacién, los animales recibieron por via oral
ampicilina en el agua a una concentracion de 0.6 mg/mL. Se colectaron
muestras de sangre del plexo retro-orbital a los dias 0, 15, 30 y 45 y se obtuvo
el suero, el cual fué almacenado en microtubos de 500 pL y congelado a -80°C.
Antes de iniciar el esquema de inmunizacion, se colectd también suero
preinmune. Diez dias después de la Ultima inmunizacion se procedid a
retar/infectar a los animales con una carga parasitaria de 300 LM de 7. spiralis
via i.g. Los parasitos adultos fueron recuperados de acuerdo al procedimiento
descrito por Dennis y colaboradores (1970), con algunas modificaciones.
Brevemente, 24 h antes de la obtencion de los parasitos adultas, se retird por
completo el alimento a los animales. Los ratones fueron sacrificados al octavo
dia post-infeccion (8 p.i.). Posteriormente, la zona abdominal se limpid con

etanol al 70% y se procedid a realizar una incisién longitudinal en esta region,



cuidadosamente se sacaron los intestinos, se separd el intestino delgado y se
cortd longitudinalmente. El contenido intestinal se recuperd en una caja petri
que contenia 5 mL de solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS pH 7.4). El
intestino se cortd en pequefias porciones de 1 cm de largo y se depositaron en
un aparato de Bearman modificado que contenia PBS en su interior. Los
intestinos se incubaron a 37°C durante 3 h. Al término de este periodo, los
adultos sedimentados en el tubo de ensayo se lavaron con PBS y se procedio a

realizar una cuenta total en microscopio de luz con objetivo de 10X.

IV. Evaluacion de la respuesta inmune

Determinacion de anticuerpos contra Salmonella spp mediante ensayo
inmunoenzimatico (ELISA)

En este ensayo se us6 como antigeno total a la bacteria completa de
Salmonella de acuerdo al método descrito por Salas-Rojas M (2005). Se partid
de un cultivo bacteriano de la cepa SL3261 en medio liquido BHI
(suplementado con DHB al 0.01%) y se incubd durante 18 h a 37°C con
agitacion constante. Se ajustd en el nefelometro a 0.5 en la escala de McFaland
(1.5 x 10® UFC) con solucién salina formalizada al 0.6%. Placas de 96 pozos
(NUNC 475094) fueron sensibilizadas con 100 pL de la solucién antes
mencionada y se incubaron a 37°C por 30 minutos y luego a 4°C toda la noche.
Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con solucién de PBS-Tween 20 al 0.3%
(200 pL por pozo) y se bloquearon con PBS-leche descremada 5% (Sveltes®) a
temperatura ambiente (TA) por 30 minutos. Por duplicado, se adicionaron los
sueros a evaluar en diluciones seriadas en PBS-leche descremada 5%. Las
placas se incubaron a 37°C por 1 hora en agitador (Rocker Platafom Bellco
Glass®). Se realizaron 3 lavados y un bloqueo como se describié anteriormente
y se adiciond el anticuerpo secundario anti-IgG (H+L) de raton acoplado a
peroxidasa de rabano (HPO) (Zymed®) en dilucién 1:1000 en PBS-leche 5% y
se incubd a TA durante una hora a 37°C con agitacion. El revelado consistio en
utilizar reactivo TMB (3,3',5,5-tetrametilbenzidina (R&D systems®) de acuerdo
a las especificaciones del proveedor; posteriormente la reaccion se detuvo con

50 pL de HSO4 2 N y se registraron las lecturas a 450 nm usando un filtro de



referencia a 540 nm en un lector de ELISA (Modelo Multiscan Ascent). Se usé
como control positivo: un anticuerpo primario contra el antigeno somatico de
Salmonella typhimurium (O:B) diluido 1:50 y como control negativo anticuerpo
anti-capsular VI de Salmonella typhi, ambos hechos en conejo, por lo que se
usé como anticuerpo secundario un anti-IgG (H+L) de conejo acoplado a HPR
(Zymed®) en dilucién 1:2000.

Determinacion de anticuerpos contra antigenos de T. spiralis
mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (NUNC 475094) con 100 uL de
antigeno total (ET, 20 ug/mL) de 7. spiralis y de péptido sintético p43(210-239
(Anaspec®, tabla 11), este Ultimo disuelto previamente en DMSO y a una
concentracion de 5 pg/mL en solucién amortiguadora de carbonatos (Na,COs
mM, NaHCOs, pH 9.0). En la tabla 11 se presenta la secuencia de aminoacidos
del péptido p43?1%2%9), Las placas se incubaron toda la noche a 4°C y con
agitacién constante. Al dia siguiente se elimind el exceso de antigeno por
inversion de las placas y se bloquearon con 200 pL de solucion PBS-BSA (3%)-
Tween 20 (0.05%) y se incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente se
elimind el exceso de bloqueador mediante 3 lavados con PBS-Tween 20
(0.05%) por 5 minutos c/u. Se adicionaron por duplicado los sueros a evaluar
en diluciones seriadas 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200 en PBS-BSA (3%)-
Tween 20 (0.05%). Se incubaron las placas toda la noche a 4°C. Se us6 como
control positivo suero inmune de raton BALB/c con 28 dias de infeccién con 7.
spiralis 'y como control negativo suero preinmune, ambos se diluyeron 1:50.
Después de 24 horas de incubacion, se hicieron 4 lavados con PBS-Tween 20
(0.05%) y se adiciond un anticuerpo secundario anti-IgG (H+L) de ratdn
acoplado a peroxidasa HRP (Zymed®) en dilucién 1:500 en PBS-BSA (3%)-
Tween 20 (0.05%) y se incubd 1 h a 37°C con agitacién constante. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos c/u. Al final se procedid a revelar de acuerdo

a lo descrito anteriormente.



Tabla 11. Péptido sintético p43(21°'239).

Nombre Secuencia Referencia

Péptido derivado McGuire et al.,

de la p43- kDa RLEMYGSFLAKVMVVNMRIWAVTDNTLQTT | 2002.
(p43(21o-239))




RESULTADOS

Construccion del plasmido pnirB LTB NANP FLAG

La estrategia de clonacion sefialada en la figura 7, nos muestra que a
partir del plasmido pnirB LTB NANP ShdA-A (pASM-A), se construyeron los
plasmidos pnirB LTB NANPFLAG vy pnirB LTB NANPFLAG ShdA. En principio, el
dominio a del AT ShdA contiene 110 residuos y 277 aminoacidos del dominio B.
Por su parte, el plasmido pASM-A, contiene una forma acotada del
autotransportador ShdA (ShdA-A), cuyo dominio a consta de 37 aminoacidos.
En base a experimentos previos realizados por nuestro grupo de trabajo, se
demostrd que esta forma acotada era la que conservaba gran parte de la region
linker (situada hacia el extremo amino, ademas de que permite el paso del
dominio pasajero y de esta manera, translocarse de manera mucho mas
eficiente que con el dominio completo a de ShdA (Osorio-Ledn JF, 2004;
Pompa-Mera, et al., manuscrito en preparacion). Otra de las ventajas que
ofrece el usar la forma acotada ShdA-A, es que se pueden fusionar a este
autotransportador, proteinas 6 péptidos de mayor tamafio, sin comprometer la
funcionalidad de la regidn /inker. Debido a la necesidad de contar con un gen
cuyo producto fuera de facil deteccién y de esta manera se pudiera evaluar a
futuro la expresion de las proteinas, se considerd la subclonacién de un
adaptador que codifica para el péptido FLAG, cuyo anticuerpo se encuentra
disponible comercialmente. Por otra parte, los extremos del adaptador FLAG
poseen a los sitios de restriccion para las enzimas Xba Iy Bam HI, 1o que obligd
a retirar la secuencia shda-a del plasmido pASM-A, con la finalidad de dejar los
sitios Mhel y Bam HI como sitios de insercién para el adaptador de FLAG. El
fragmento correspondiente a shda-a (fig. 7) de 942 pb, se reservd para
después ligarlo al plasmido. La construccién resultante (pnirB LTB NANP FLAG)
de 2515 pb (fig. 9 A) se analizd por restriccion, empleando las enzimas Nhe I,
Xba I, Bam HI'y Nsi I. La ganancia de este ultimo sitio, confirmé la positividad
de las clonas para esta construccion, ya que el adaptador FLAG tiene integrado
el sitio Nsi I (fig. 9 B, carril 5).
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Figura 9. Caracterizacion y funcionalidad del plasmido pnirB LTB NANP FLAG. Panel A: Mapa del
plasmido; panel B: Analisis de restriccién, carriles 1 Marcador de tamafios moleculares (1 kb NEB®); 2
Control sin digerir, 3,4,5 y 6 digestion del plasmido con las enzimas Nhe I, Xba I, Nsi I y Bam HI,
respectivamente. Panel C: Esquema de la no translocacion de la proteina de fusion codificada por el
plasmido. Panel D: IFA de E. coli DH5a portando el plasmido pnirB LTB NANP FLAG, la cual no presenta
en la superficie la bandera FLAG. En la IIF Se usé anticuerpo monoclonal anti-FLAG biotinilado y
revelado con streptavidina-FITC. Abreviaturas: membrana externa (EM), periplasma (P), membrana
interna (IM). La flecha indica el tamafio del plasmido cuando este es cortado por las enzimas de
restriccion anteriormente seiialadas.

Construccion del plasmido pnirB LTB NANPFLAG ShdA

El plasmido pnirB LTB NANP FLAG sirvié como punto de partida, el cual
se sometié a una digestidén doble con las enzimas Nhe Iy Bam HI, para dejar
los mismos sitios cohesivos que poseia el fragmento de shda-a (fig. 7). De esta
manera, al ligar plasmido abierto y el fragmento codificante de shda-a en
presencia de T4 DNA ligasa, se obtuvo un plasmido con un tamafio de 3445 pb
(fig. 10 A). Se realizd un analisis de restriccion con este plasmido, empleando
las enzimas Sa/ I, Nsi I, Spe I, Xba I y Xho I y una doble digestion con Nhe IJ
Bam HI. La pérdida del sitio Ns/ I (fig. 10 B, carril 5) y la generacion de un
fragmento de 942 pb con Nhe IJ] Bam HI (fig. 10B, carril 4) comprobd la

positividad de las clonas para la construccion en cuestion.
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Figura 10. Caracterizacion y funcionalidad del plasmido pnirB LTB NANP FLAG ShdA-A. A) Mapa del
plasmido; B) Analisis de restriccion, carriles 1 Marcador de tamafios moleculares (1 kb NEB®); 2
Control sin digerir, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 digestion del plasmido con las enzimas Sa/ I, Nhe I/Bam HI, Nsi I,
Spe I, Xba I'y Xho I, respectivamente. C) Translocacion de la proteina de fusion codificada por el
plasmido. D) IIF que demuestra la translocacion de la proteina de fusion en la superficie de E. coli
DH5a que porta el plasmido; empleando anticuerpo monoclonal anti-FLAG biotinilado y revelado con
streptavidina-FITC.

Construccion del plasmido pENP-01

La creacidn del plasmido pENP-01 tiene por objeto el tener un vector de
clonacion que sea versatil, con capacidad de aceptar en la regién polilinker
secuencias que codifiquen para péptidos, epitopos, proteinas, etc., que puedan
ser translocados y presentados en las superficie de E coli DH5a y de
Salmonella spp., a través del AT ShdA-A; con la facil deteccidn de la proteina de
fusion usando un anticuerpo monoclonal comercial (no necesariamente el
anticuerpo dirigido hacia la proteina pasajera). En este contexto, la secuencia
correspondiente al tetrapéptido NVANP (derivado de la CSP de P. falciparum)
localizado rio arriba de shda-a, se deleté y se sustituyd por un polinlinker
artificial que contiene los sitios de restriccion para las enzimas Xba 1, Hind I11,

Spe I, Sal I, Xho I que permitan posteriormente clonacion de secuencias que



codifiquen para epitopos de interés. Para ello se llevd a cabo una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), empleando 6 ng del plasmido pnirB LTB
NANPFLAG ShdA como templado. Los oligonucledtidos usados en esta reaccion
incluyen los mismos sitios que el polilinker. El plasmido resultante pENP-01 se
analizd con las enzimas de restriccién Xba 1, Hind I1I, Spe I, Sal I, Xho I (fig. 11
A) También se realizé una digestién doble con las enzimas Nhe I'y Bam HI. Se
obtuvo un total de 4 clonas positivas para este analisis de restriccion y los
resultados mostraron una digestion parcial con la enzima XbaI (fig. 11 B, carril
6) y la generacion de 2 fragmentos con enzima Sa/ I (fig. 11 B, carril 7)
ademas de los cortes esperados con el resto de las enzimas. Cabe mencionar
que con la digestion doble, empleando las enzimas Nhe Iy Bam HI se cortd el
gen shda-a (942 pb), el cual pudo apreciarse (fig. 11B, carril 8). La secuencia
del plasmido pENP-01 confirmd el marco de lectura de todos sus elementos
(fig. 11 E)

Generacion de la secuencia codificante ag30

La secuencia de aminoacidos que conforman el epitopo p43(31023) se
obtuvo a partir de la secuencia descrita por Vassilatis et al.,(1992) y McGuire et
al., (2002). En principio se obtuvo su correspondiente secuencia de nucledtidos
en DNA, considerando aquellos codones de preferencia tanto para £. colj, como
para Salmonella spp. Lo anterior se tomd en cuenta para disefiar los 2
megaprimers de 70 pb, los cuales alineaban entre si en 20 pb (fig. 12 A). Se
realizd un gradiente de PCR para establecer la Tm, cuyo intervalo de
temperaturas abarcé de 65.9-77°C. Los resultados mostraron que a 77°C se
obtuvo el producto esperado, cuyo peso fué de 120 pb (fig. 12 B, carril 9 y fig.
12 C). Este Ultimo, se sometié a una digestion doble con las enzimas Hind IITy
Xho I, dando como resultado un fragmento de 108 pb. La minima diferencia de
tamano del inserto digerido y no digerido, solo pudo ser visualizada a través de

un gel de poliacrilamida al 20% (fig. 12 D, carriles 2 y 3).
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Figura 11. Caracterizacion y funcionalidad del plasmido pENP-01. A) Mapa del plasmido; B)
Analisis de restriccion, carriles 1 Marcador de tamaiios moleculares (1 kb NVEB®); 2 Control sin
digerir, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 digestion del plasmido con las enzimas Hind II1, Spe I, Xho I, Xba 1, Sal Iy
Nhe I/Bam HI, respectivamente. C) Translocacion del péptido bandera FLAG, codificado por el
plasmido. Panel D: IIF que demuestra la translocacion de FLAG en la superficie de E. coli DH5a A
mediante el AT ShdA-A. En este ultimo ensayo, se utilizé anticuerpo monoclonal anti-FLAG
biotinilado y revelado con streptavidina-FITC. E) Secuencia de las principales regiones del
plasmido pENP-01.
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Figura 12. Estrategia para obtener la secuencia (ag30) que codifica para el
epitopo p43?1%23) de 7. spiralis. A) Secuencia de aminoacidos del epitopo p43(31%
239 con su correspondiente secuencia de DNA codificante, considerando los
codones de preferencia para E. coli y Salmonella spp. Las flechas indican los
nucleétidos que conforman a cada uno de los oligonucleétidos empleados para
obtener la secuencia codificante de interés, flanqueada por los sitios de restriccion
Hind III y Xho I. B) Productos de amplificacion de la secuencia ag30 obtenidos
mediante un gradiente de PCR, cuyas 7m empleadas fueron 65.5, 66.2, 67.2, 68.7,
70.5, 72.6, 74.8 y 77°C (carriles 2-9), respectivamente. C) Amplificacion de la
secuencia de interés a una Tm de 77°. Tanto en B y C, el carril 1 corresponde al
marcador de tamafios moleculares de 100 pb (Invitrogen®), asi como la
concentracion del gel de agarosa fué de 2.5%. D) Electroforesis en gel de
acrilamida al 20% de la secuencia ag30; carril 1 y 4: marcador de tamaiios
moleculares (100 pb Invitrogen®); carril 2: producto ag30 sin digerir, carril 3
producto ag30 doblemente cortado con las enzimas de restriccion Hind III y Xho I.
Los tamanos de las secuencias en cada caso, son indicadas por las flechas.

Construccion del plasmido pAg30

El fragmento ag30 resultante de 108 pb (fig. 12 D, carril 3) que codifica
para el epitopo p43©1929, se ligd con el plasmido pENP-01 previamente abierto
con las enzimas Hind IIl'y Xho 1. E. coli DH5a vy Salmonella enterica serovar
Typhimurium SL3261 se transformaron con este plasmido. Las clonas positivas
para esta construccidon se revelaron por analisis de restriccion con las enzimas
Hind IIl'y Xho I. Se compararon los tamafios de los plasmidos, a partir del
analisis de restriccion de los plasmidos pENP-01y pAg30 (fig. 13 B). Las
diferencias entre ambos pudieron ser observadas en un gel de agarosa al 1.8%,
mostrandose una ligera disminucion en el tamafio de la banda generada por la
digestién de pAg30 con Hind IIT'y Xho I, con respecto al tamafio de la banda
generada con el plasmido pENP-01, bajo las mismas condiciones (fig. 13 B,

carriles 2 y 3). Las diferencias en tamano de pAg30y pENP-01 a través de la



digestién con Hind III, muestra que el plasmido pAg30 tiene un tamafio
relativamente mayor con respecto al tamano del plasmido pENP-01, lo que
demuestra la correcta insercion de la secuencia codificante ag30 (fig. 13 B,
carriles 4 y 5). Al igual que el plasmido pENP-01, el plasmido pAg30 fué
secuenciado para confirmar el marco de lectura abierto de la secuencia p43©?*
239 (fig. 13 E).
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Figura 13. Caracterizacion y funcionalidad del plasmido pA4g30. A) Mapa; panel B) Analisis de
restriccién, carriles 1 Marcador de tamaiios moleculares (1 kb NEB®); 2 digestion doble de pAg30
con Hind IITy Xho I; 3 misma digestion con el plasmido pENP-01; 4 y 5 digestion con Hind III de
PAg30y pENP-01, respectivamente. Carriles 6 y 7 controles pAg30 y pENP-01, respectivamente. C)
Translocaciéon de la proteina de fusion FLAG-p43(31°239) codificada por el plasmido. D) IIF que
demuestra la translocacion de la proteina de fusion FLAG-Ag30 en la superficie de E. coli DH5a,
empleando anticuerpo monoclonal anti-FLAG biotinilado y revelado con streptavidina-FITC. E)
Secuencia de ag30 flanqueado por los sitios de restriccion de HindIII y Xho I en el plasmido
pAg30.

Finalmente cabe mencionar que el anadlisis de restriccion de las

construcciones pENP-01 y pAg30, solo fueron evaluadas en E. coli DH5 a. No



obstante los estudios subsecuentes para evaluar la funcionalidad de los mismos,
se realizaron tanto en £. coli DH5 a (datos no mostrados), como en Salmonella

enterica serovar Typhimurium SL3261.

Evaluacion de la expresion de las proteinas de fusion en E. coli y
Salmonella mediante Western-blot

Para evaluar la expresion de las proteinas de fusion (codificadas por los
plasmidos pENP-01y pAg30) en E. coli DH5 a (figura 14) y Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261 (fig. 15), se extrajeron proteinas totales de las
cepas bacterianas inducidas en condiciones microaerofilicas y se separaron por
SDS-PAGE al 12%. Para tener una mayor resolucion de las bandas
correspondientes a las proteinas expresadas en Sa/monella, se usaron geles de
acrilamida al 10% (SDS-PAGE-10%) y se detectaron por la técnica de Western-
blot, empleando el Ac Mo anti-FLAG biotinilado. La banda correspondiente a la
proteina quimérica codificada por el plasmido pENP-01, tuvo un peso
correspondiente a 38.64 kDa (fig. 14 B, carril 3), mientras que la codificada por
pPAg30 de 42.24 kDa. Estas caracteristicas en cuanto a tamafio, también se

observaron en extractos totales de Sa/monella (Figura 15 B, carriles 5-7)
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Figura 14. Analisis electroforético y por Western-blot de la expresion de las proteinas de
fusion codificadas por los plasmidos pENP y pAg30, en E. coli DH5a inducida
anaerdbicamente. A) SDS-PAGE 12% de los extractos proteicos totales de la bacteria
transformada con los plasmidos. Carriles 1 marcador de pesos moleculares en kDa; 2 cepa
pnirB (control negativo); 3 pENP-01 (control positivo); 4-7 clonas positivas para pAg30. B)
Western-blot de las muestras del panel A, empleando el anticuerpo primario anti-FLAG
biotinilado en dilucion 1: 250. Se us6 el marcador de tamaiios moleculares de proteinas
Prestained protein marker, Broad Range NEB®
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Figura 15. Analisis electroforético y por Western-blot de la expresion de las
proteinas de fusion codificadas por los plasmidos pENPy pAg30, en Salmonella
enterica serovar Typhimurium SL3261 inducida anaerdbicamente. A) SDS-PAGE
10% de los extractos proteicos totales de la bacteria transformada con los
plasmidos. Carriles: 1 marcador de pesos moleculares en kDa; 2 cepa pnirB (control
negativo); 3 pnirB LTB p-ShdA; 4 pASM-A; 5 pENP-01, 6-7 clonas positivas para
PAg30. B) Western-blot de las muestras del panel A, empleando el anticuerpo
primario anti-FLAG biotinilado en dilucién 1:250.



Evaluacion de la expresion de las proteinas de fusion en la superficie
de Salmonella mediante inmunofluorescencia indirecta (IIF) y
citometria de flujo

Una vez que se comprobd que las cepas bacterianas producen la
proteina de interés, era necesario demostrar que la proteina pase a la superficie
bacteriana, demostrando que el sistema de AT ShdA esta translocando
eficientemente la proteina heterdloga. Para ello se realizé una IIF con cultivos
inducidos en condiciones microaerofilicas /in vitro de Salmonella, los cuales
portaban los plasmidos mostrados en la figura 7. Las bacterias se incubaron
con Ac Mo anti-FLAG biotinilado. Los resultados mostraron que Sa/monella que
porta los plasmidos pENP-01 y pAg30 expresan en la superficie bacteriana el
péptido bandera FLAG (fig. 16 A y 16 B), mientras que las cepas pnirB LTB
ShdAy pnirB LTB NANP ShdA-A no lo hacen (fig. 16 Ay 16 B).
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Figura 16. Expresion del péptido FLAG en la superficie de Sa/monella enterica serovar
Typhimurium SL3261. Se muestran las inmunofluorescencias (IIF) realizadas con cada una de
las cepas de Sa/monella portando los diferentes plasmidos: A) pnirB LTB ShdA; B) pnirB LTB
NANP ShdA-A; C) pENP-01; D) pAg30. En la parte media de la figura se representa para cada
caso un modelo de la translocacion del epitopo heterélogo a nivel de membrana externa (EM),
mientras que la parte inferior muestra como esta constituida cada una de las proteinas de
fusion. Las regiones que forman parte de la proteina de fusiéon se indican en el recuadro
inferior izquierdo.

Estos resultados fueron confirmados en 3 ensayos independientes y se

correlacionaron con los resultados de la citometria de flujo (fig. 17). En estos



experimentos, se aprecia que Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261
no expresa el péptido FLAG. De manera similar tampoco es expresado por la
misma bacteria aun cuando ésta porta el plasmido pUCI9CSP, el cual codifica
para la proteina circunsporozoitica (CSP) de Plasmodium falciparum y cuya
localizacién en la bacteria es a nivel del citoplasma (fig. 17 A), esta cepa se usé
como control negativo para el AT ShdA y para el epitopo en estudio. Resultados
muy similares se obtuvieron con Sal/monella que porta el plasmido pnirB LTB
(fig. 17 B) y con la cepa pnirB LTB NANP B-ShdA, la cual ya tiene una forma
completa del autotransportador ShdA que transloca al epitopo
inmunodominante heterdlogo llamado NANP y que forma parte de la CSP (fig.
17 C). Esta cepa fué usada como control negativo para el epitopo Unicamente.
Por otra parte, al analizar los histogramas de la cepa pENP-01 (cepa que
expresa ShdA y FLAG sin epitopo) se observa un desplazamiento de la curva
correspondiente de hasta 2 unidades logaritmicas de luz fluorescente, con
respecto a la cepa que no porta plasmido alguno (fig. 17 D) y con respecto a la
cepa pnirB LTB NANP B-ShdA (fig. 17 E). Por su parte el histograma
correspondiente a Salmonella que porta el plasmido pAg30 muestra un
desplazamiento de 2.5 unidades logaritimicas con respecto a la cepas SL3261
(fig. 17 F) y pnirB LTB NANP [-ShdA (fig. 17 G). Finalmente, cuando se
comparan los histogramas de las cepas pENP-01 y pAg30, se observa que
ambos tienen un desplazamiento de 2 unidades logaritmicas e intensidades
medias de fluorescencia (IMF) de 329.81 y 332.20 respectivamente. Sin
embargo, en el caso de la cepa pENP-01 se observan 2 poblaciones: una que
expresa el péptido FLAG y otra que no lo hace (fig. 17 H). Esto puede estar
estrechamente relacionado con la viabilidad, ya esta cepa retarda su
crecimiento 30 minutos con respecto a la cepa pAg30. Es importante subrayar
que Sa/monella transformada con pAg30 tuvo la expresion mas elevada,
ademas de tener un sélo tipo de poblacion. En la fig. 17 panel I se muestra

detalladamente las IMF para cada cepa.
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Figura 17. Analisis de la expresion del péptido FLAG en la superficie de Sa/monella
enterica serovar Typhimurium SL3261 mediante citometria de flujo. Histograma de
las poblaciones sin permeabilizar de la bacteria transformada con distintos plasmidos
e inducidas en condiciones microaerofilicas /n vitro. Se utilizé anticuerpo monoclonal
anti-FLAG biotinilado y estreptavidina conjugada con FITC. La intensidad media de
fluorescencia (IMF) de cada una de las cepas se indica en el recuadro superior.




Inmunogenicidad de la forma recombinante de p43(?19-23%

Uno de los aspectos mas importantes en la tecnologia de las proteinas
recombinantes, es el hecho de que éstas conserven las mismas propiedades
que la forma nativa correspondiente, como estructura, conformacion,
propiedades funcionales e inmunogenicidad. Para comprobar si el p43(19-239)
recombinante (como parte de una proteina de fusion producida por de £. coli
DH5a) mantiene sus propiedades estructurales e inmunogénicas, se
inmunizaron ratones por via intraperitoneal (i.p) con la proteina de fusion antes
mencionada. Posteriormente se emplearon los sueros de los animales a fin de
determinar si eran capaces de reconocer al epitope nativo p43?1%%9 presente
tanto en extractos totales (ET) de la LM de 7. spiralis, como a nivel de
superficie del parasito. Para ello, primero se realizd un ensayo tipo Western-blot
en el cual se separaron proteinas totales de Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261 transformada con los diferentes plasmidos (fig. 18 A,
carriles 2-5) y ET de LM de 7. spiralis (fig. 18 A, carril 7). Se analizd la
reactividad del suero anti-p431%%9 y se observd que este suero reconocio la
banda correspondiente a la p43 nativa presente en el ET de la LM (fig. 18 D,
carril 7) y otras bandas de peso superior (datos no mostrados) y las bandas de
las proteinas codificadas por los plasmidos pnirB LTB NANP B ShdA-A, pENP-01
y pAg30 (fig. 18 D, carriles 3-5 respectivamente). Es importante sefalar que
estos sueros no se titularon previamente al realizar el ensayo tipo western-blot.
Por su parte, el suero inmune (de raton con 28 dias de infeccion con el
parasito) solo reconoce las bandas correspondientes a los antigenos de
superficie de la LM de 7. spiralis (fig. 18 C; carril 7) pero no reconoce las
proteinas de fusidn codificadas por los plasmidos pnirB LTB NANP S, ShdA-A 'y
PENP-01 (fig. 18 C, carriles 2-4). Sin embargo, llama la atencién que este
suero reconocid® muy levemente la banda correspondiente a la proteina
quimérica que contiene a p43?1%29 de Sa/monella. Finalmente, empleando
suero preinmune como control negativo, no se observo reaccidon alguna con las

proteinas de fusion en estudio (fig. 18 B).
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Figura 18. Analisis de la inmunogenicidad de la proteina de fusion mediante SDS-
PAGE y Western-blot. A) SDS-PAGE 10 % de extractos proteicos totales de
Salmonella transformada con los diferentes plasmidos; carriles 1) marcador de
tamafios moleculares en kDa; 2) pnir B LTB, 3) pnirB LTB NANP ShdA-A, 4) pENP-
01, 5) pAg30, 6) sin muestra y 7) ET de LM de 7. spiralis . B) Western-blot con las
mismas muestras del panel A, incubadas con suero preinmune de ratén (1:250).
C) Muestras incubadas con suero inmune de 28 dias de infeccion en raton. D)
Muestras incubadas con suero anti-p43(21%23% (dilucién 1:200). En todos los casos
se us6 como anticuerpo secundario anti-IgG de raton acoplado a HPO en dilucion
1:500.

Reconocimiento del p43?'°?*°) en su forma nativa por los sueros
anti-p4. 3(210-239)

La expresion de la p43 en la superficie y en el ET de la LM de 7. spiralis
es estadio-especifica y exclusiva de la LM (Vassilatis et al., 1996). Con la
finalidad de evaluar si los sueros dirigidos contra la forma recombinante de
p43(210-239) (syeros anti-p43?1%2) podian reconocer a la forma nativa del
epitopo p43?1%23) tanto en la superficie, como a nivel de estructuras internas
del parasito, se llevd a cabo una inmunofluorescencia indirecta (IIF) empleando
LM completa de 7. spiralis y criosecciones del mismo parasito. Este ensayo se
realizd con sueros preinmune, inmune, anti-pENP-01 y anti-p43?19239 3 2
diluciones (1:10 y 1:50). En ambos casos los resultados son muy similares. En
la figura 19 D se puede apreciar que los sueros anti-p4321%%% reconocen de
manera muy leve antigenos en la superficie de la LM completa con respecto al
reconocimiento por parte del suero inmune de ratdn con 28 dias de infeccion
(control positivo) (fig. 19 B). No hubo reconocimiento de antigenos en la

supercie de la LM incubada con suero preinmune ni con suero anti-pENP-01 (fig.



19-C y 19-A, respectivamente). Sin embargo es necesario realizar un estudio de
inhicion para demostrar que este reconocimiento a nivel de la superficie del

parasito es especifico para p43?19239,

Cuando se realizaron los ennsayos en
criosecciones de LM tratadas con los sueros antes sehalados, se observaron
resultados muy similares (fig. 20). De manera interesante, las criosecciones
incubadas con suero anti-p43?1%29 (fig. 20 F) mostraron un patrén de
fluorescencia caracteristico, ya que existen regiones en la LM que no fueron
tefidas, sugiriendo la posibilidad de que los sueros reconocieron zonas en las
cuales pudieran encontrarse las células llamadas a-esticocitos, los cuales son
responsables de producir a la p43. Por su parte, el suero preinmune de los
ratones BALB/c (fig. 19-D); asi como los sueros dirigidos a la proteina quimérica
codificada por el plasmido pENP-01, no reconocieron a los antigenos presentes
en las criosecciones de la LM de 7. spiralis. Estos resultados sugieren que
p431029) ain como parte de una proteina de fusién, muy probablemente

mantiene sus propiedades antigénicas e inmunogénicas.



Figura 19. Analisis por IIF del reconocimiento del epitopo nativo p43(*'®23*9 en la superficie de 7.
spiralis por los anticuerpos inducidos por la proteina de fusiéon FLAG-p43?1°23) en ratones BALB/c.
Inmunofluorescencia indirecta (IIF) de: A) LM incubada con suero preinmune (control negativo), B)
LM incubada con suero inmune (control positivo), C) LM con suero anti-pENP y D) LM con suero anti-
p43?1%-239)_Todos los sueros se adsorbieron previamente con E, coli DH5q, se usaron en dilucién 1:50
y se revelaron con un anticuerpo anti-IgG de raton conjugado con FITC dilucion 1: 1:100.

Figura 20. Analisis por IIF
del reconocimiento del
epitopo nativo p43(210239 4
nivel de estructuras internas
de la LM de 7. spiralis por los
anticuerpos anti-p4319-239),
Criosecciones de: A-B) LM
incubada con suero inmune
(control positivo), C-D) LM
incubada con suero
preinmune (control
negativo), y E-F LM con suero
anti-pa3®*®), A, C y E
corresponde al contraste de
fases; B, D y F corresponde a
epifluorescencia. Se usaron
los mismos sueros
especificados en la figura 19
y se revelé6 con anticuerpo
anti-IgG de raton conjugado
a FITC en dilucién 1:100.

Curvas de crecimiento

Con la finalidad de observar un posible efecto en la viabilidad de las
cepas de Salmonella transformadas con los plasmidos, asi como el determinar
la fase logaritmica de crecimiento se procedi6 a realizar curvas de crecimiento
con las cepas que se usaron para inmunizar via i.n. a los animales. Se analizo el
comportamiento del crecimiento de las cepas de Sa/monella que contienen a
los plasmidos pENP-01y pAg30. La fase logaritimica se alcanza alas 4 hy se
completa a las 6 h para el caso de la cepa pENP-01; mientras que para la cepa

pAg30, esta fase tiene lugar de las 4.5 h y concluye a las 7 h. Lo anterior se



tomd en cuenta para ajustar el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) para inmunizar a los ratones BALB/c. De esta manera, previo a realizar el
esquema de inmunizacién, se crecié primero la cepa pAg30y una hora después
la cepa pENP-01 (fig. 21).
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Figura 21. Curva de crecimiento bacteriano de Sa/monella enterica serovar
Typhimurium SL3261.

Cinética de expresion de las proteinas de fusion

Otro de los parametros relevantes a considerar antes de llevar a cabo la
inmunizacién de los ratones, es que la bacteria acarreadora de péptidos
heterdlogos produzca la proteina en suficiente cantidad y en la fase logaritmica,
ya que es en esta etapa de crecimiento bacteriano donde se recuperan las
bacterias para inmunizar a los animales. En la figura 22 se muestra que la
produccién de las proteinas quiméricas codificadas por los plasmidos pENP-01 y
pPAg30 (que codifica para p43©?1923)),  es detectable a partir de las 6 h de
crecimiento, tiempo que coincidié con la fase logaritmica de crecimiento. Por
otra parte, es posible observar que existen algunas diferencias en cuanto a
tamafio de las bandas correspondientes a las proteinas de fusidon codificadas
por los plasmidos pENPy pAg30 a las 6 y a las 10 horas de crecimiento. De

hecho, a las 10 horas existe una ligera disminucion del tamafio de la banda



correspondiente a la proteina de fusidon. Lo anterior se debe a que en el
citoplasma los ATs son producidos como una pre-pro-proteina (Desvaux et al.,
2004), posteriormente estas proteinas de fusion se encuentran como
preproteinas (ya que contienen la secuencia sefial de trafico fusionada al AT
ShdA), y finalmente son translocadas hacia la superficie bacteriana una vez
que la secuencia sefal de la LTB es cortada a nivel de periplasma. Al final, el AT
ShdA, permanece anclado a la membrana celular externa, siendo el epitopo de
interés y el péptido FLAG, las Unicas regiones expuestas en la superficie

bacteriana sin ser secretadas.
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Figura 22. Determinacion de la cinética de expresion de las proteinas de fusion de Sa/monella entérica
serovar typhimurium SL3261 en el transcurso de 10 horas empleando Western-blot. Expresion de: A)
FLAG-PENP, B) FLAG-p43(210-239). Se usoé anticuerpo primario anti-FLAG 1:250 y para el revelado anti-
IgG de raton conjugado con HRP en dilucion 1: 500.

Ensayos de proteccion

La reduccidén de la carga parasitaria del adulto de 7. spiralis a nivel
intestinal resulta de gran utilidad como medida directa de los niveles de
proteccion inducidos por Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261,
como acarreador del epitopo heterdlogo p43©1%29), Diez dias después de la
ultima inmunizacién i.n. con el acarreador, se procedid a retar a los animales
con 300 LM de T. spiralis, administradas por via i.g. Ocho dias posteriores al
reto, se recuperaron los parasitos adultos, de acuerdo a lo descrito por McGuire
et al., (2002). La figura 23 muestra los resultados de las cargas parasitarias de
los grupos de animales a los 8 dias p.i. Los animales inmunizados i.n. con la

cepa pAg30 mostraron una reduccion del 61.83 % (86.25 parasitos adultos



+19.62) con respecto al grupo control de infeccién (226 parasitos adultos +
35.45); esta reduccion resultd estadisticamente significativa (p<0.001). Los
grupos controles tratados con vehiculo de inmunizacion (PBS) y con la cepa
PENP-01, sOlo mostraron una reducciéon del 18.14 % y 2455 %
respectivamente, las cuales no son estadisticamente significativas con respecto
al control (p= 0.061, p= 0.007). Tampoco se encontrd diferencia

estadisticamente significativa entre estos 2 ultimos grupos controles (p= 0.787).

300

250

N

o

o
I

<)
o
——

a
o
I

Numero promedio de parasitos adultos
recuperados (+SD)
@
o =)

Infeccion PBS pENP-01 pAg30

TRATAMIENTOS

Figura 23. Niveles de proteccion generados por Sa/monella entérica serovar Typhimurium
SL3261 acarreando el epitopo heterélogo p43?'%239) de T. spiralis. Namero parasitos adultos
de T. spiralis recuperados a los 8 d.p.i. (promedio + SD). Grupos de ratones BALB/c (n= 8)
fueron desafiados con una carga parasitaria de 300 LM después de haber sido inmunizados
via i.n. con Sa/monella portando los diferentes plasmidos. (*)Grupo con una reduccion
estadisticamente significativa de la carga parasitaria intestinal (p<0.005), con respecto a los
grupos controles de infecciéon natural e inmunizacién con vehiculo.

Respuesta inmune contra el acarreador y contra el epitopo heterologo

Para evaluar si el acarreador de epitopos heterdlogos Salmonella
enterica serovar Typhimurium era capaz de inducir una respuesta de tipo
humoral en los animales inmunizados por via i.n., se realizd un ensayo de
ELISA empleando bacteria completa como antigeno y los sueros a una dilucion
1:100. Se determinaron lecturas Opticas a 450 nm correspondientes a la IgG
total de los dias 0, 15, 30 y 45 del esquema de inmunizacion (fig. 24). Se
puede apreciar un aumento significativo de IgG total sérica desde el dia 30,
pero mas evidente al dia 45 (p=0.006), tanto en los sueros de animales
inmunizados con la cepa que contiene al plasmido pENP-01, como en los sueros

de los ratones inmunizados con la cepa pAg30, no asi en los sueros de los



animales que recibieron tratamiento con PBS como vehiculo de inmunizacion.
Estos resultados demuestran la generacién de una respuesta inmune humoral
en contra del acarreador bacteriano aunque por los tiempos analizados, no se

pudo determinar el momento en el cual los anticuerpos declinan.
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Figura 24. Valores de D.O obtenidas de los ensayos de ELISA para determinar IgG total
contra el acarreador Sa/monella entérica serovar Typhimurium SL3261 durante 45 dias
previos al reto con el parasito . Se usé bacteria completa como antigeno total. Los sueros se
usaron en una dilucion de 1:100. Se revelaron Los anticuerpos anti-CHA se evaluaron por
ELISA. Las D.O. Todos los sueros se diluyeron 1:100 y se revelaron con anticuerpo secundario
anti-IgG de ratéon (H+L) acoplado a HPO en dilucion 1: 1000. El grupo control de
inmunizacion corresponde al grupo inmunizado solo con vehiculo (PBS). Por otra parte, se
incluyen 2 sueros control negativo (preinmune) y control positivo (inmune de ratéon con 28
dias de infeccion con el parasito).

Por otra parte, para evaluar la IgG total y los isotipos IgG1l, IgG2a e
IgG2b generados por la forma recombinante del epitopo p43‘%1%23) (expresado
en la superficie del acarreador bacteriano de Sa/lmonella SL3261) se realizaron
ensayos de ELISA, en los cuales se emplearon ET de LM de T.spiralis y péptido

31029 como antigenos. Para llevarlo a cabo, primero se realiz6

sintético p4
este ensayo para evaluar a los sueros de animales inmunizados con Sa/monella
SL3261 que porta el plasmido pENP-01 (el cual no codifica para p4319239), Al
dia 45 del esquema de inmunizacion, las lecturas épticas correspondientes a los
sueros que se incubaron con ET del parasito resultaron bajas con respecto al

control positivo (suero inmune de raton con 28 dias de infeccion) vy



comparables al control negativo (suero preinmune) (fig. 25 A). Resultados
similares se obtuvieron al incubar los mismos sueros con el péptido sintético
p4321023) 3 |os dias 0, 15, 30 y 45 del esquema de inmunizacién. Estos
resultados demuestran que no existe un reconocimiento inespecifico por parte
de los isotipos anteriormente sefialados dirgidos contra la p43‘*1%3 (fig. 25 B).

Por otra parte, se determinaron las densidades dpticas correspondientes
a la IgG total, IgG1, IgG2a e IgG2b en contra del ET del parasito (fig. 26 A) y
del péptido sintético p43?1%2 (fig. 26 B) en los sueros de los animales
inmunizados con Salmonella que expresa al epitopo p43©?1%29: en ambos
experimentos se registrd un incremento progresivo en las lecturas Opticas de
IgG total sérica a partir del dia 15 hasta el dia 45 de inmunizacion. No se
determind en qué momento estos anticuerpos declinan. De manera interesante
estos resultados sugieren que gran parte de respuesta humoral de IgG total
parece estar dirigida contra p43‘*%% en el modelo de estudio. En contraste,
los isotipos IgG1l e IgG2b no se incrementaron de manera importante durante
el esquema de inmunizacion. Sin embargo, la IgG2a de los sueros incubados
con ET de LM de 7. spiralis se incrementd ligeramente al dia 45 del esquema de
inmunizacion (fig. 26 A). Por su parte, la IgG2a de los sueros incubados con
péptido sintético p43©1%2 qumentd desde el dia 30 pero disminuyeron al dia
45 del esquema de inmunizacion. De manera interesante, las lecturas Opticas
correspondientes a todos los isotipos estudiados muestran datos muy similares

a las lecturas opticas correspondientes al suero control positivo. (Fig. 26 B).
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Figura 25. Respuesta de IgG total, IgG1, IgG2a e IgG2b en sueros de ratones BALB/c inmunizados
con Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261 que porta el plasmido pENP-01. (A)
Lecturas opticas de los diferentes isotipos de IgG digidos contra: (A) ET de T. spiralis al dia 45 de
inmunizacion. (B) Nivel de anticuerpos dirigidos contra el péptido sintético p43(210-239) durante
los dias 0, 15, 30 y 45 de inmunizacién. Los anticuerpos anti-ET se evaluaron por ELISA. Todos
los sueros se diluyeron 1:100 y se revelaron con anticuerpo secundario anti-lgG de ratén (H+L)
acoplado a HPO en dilucion 1: 1000.

Finalmente, la figura 27 representa la respuesta de IgG total presente
en los sueros de los animales inmunizados con cepas de Salmonella acarreando
los diferentes pladsmidos, que reconocieron al péptido sintético p43‘%1%239), En
conjunto, estos resultados sugieren que la respuesta humoral esta dirigida en

gran parte en contra del epitopo en estudio. Sin embargo, seria de gran utilidad



realizar un estudio de inhibicion para reforzar este hallazgo, ademas de evaluar
otros péptidos de la p43, asi como estudiar la memoria a largo plazo de estos

anticuerpos.
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Figura 26. Respuesta de IgG total, IgGl, IgG2a e IgG2b en sueros de ratones BALB/c
inmunizados con Sa/monella pAg30. (A) Anticuerpos dirigidos contra el ET de la LM de 7.
spiralis y (B) Lecturas opticas de los anticuerpos contra el péptido sintético p43(210-239).
Los sueros se colectaron a los dias 0, 15, 30 y 45 del esquema de inmunizacion. Los
anticuerpos se evaluaron por ELISA. Todos los sueros se diluyeron 1:100 y se revelaron con
anticuerpo secundario anti-IgG de raton (H+L) acoplado a HPO en dilucion 1: 1000.
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Figura 27. Especificidad de la IgG total de sueros de ratones BALB/c inmunizados
con las diferentes cepas de Sa/monella y contra el péptido sintético p43(21°-23°) E|
reconocimiento especifico se evalué mediante ELISA, usando p43(%-239 gjintético a
una concentracion de 5 pg/mL; mientras que los sueros en estudio se diluyeron
1:100 y se revelaron con anticuerpo secundario anti-IgG de raton (H+L) acoplado a
HPO en diluciéon 1: 1000. Se incluyé suero control de animales que recibieron
unicamente tratamiento con PBS.



DISCUSION DE RESULTADOS

La vacunacidn constituye la herramienta mas efectiva para la profilaxis
de las enfermedades infecciosas (Levine y Sztein, 2004). Muchos patégenos
ganan acceso al huésped mediante el transito por las mucosas en las primeras
etapas de la infeccidon. Por lo tanto, la generacion de una respuesta inmune
eficiente a este nivel resulta de gran interés. Existen diferentes estrategias
para liberar 6 exponer el antigeno a nivel de mucosas, entre las cuales se
encuentra el uso de acarreadores bacterianos. A este respecto, la utilizacién de
Salmonella spp., como acarreador de epitopos heterdlogos con fines de vacuna
ha permitido la generacidn de una respuesta hacia el patdgeno mismo, asi
como una respuesta especifica hacia el antigeno heterdélogo (Medina y Guzman,
2001). Al igual que Shigella, Salmonella estimula el sistema inmune innato y
tiende a ser modestamente inmunogénica, ademas puede ser administrada en
las mucosas para generar una amplia respuesta inmune humoral y celular
(Levine y Sztein, 2004).

En principio, todas aquellas proteinas que son secretadas también se
exponen al sistema inmune del huésped y por lo tanto representan excelentes
candidatos en el desarrollo de vacunas. Es importante que el epitopo sea
accesible al sistema inmune, ya sea como epitopo conformacional 6 lineal
expresado en la superficie (Dalton et al., 2003). La aplicacion de la tecnologia
del DNA recombinante para el estudio de los parasitos gastrointestinales,
inicialmente requiere una gran esfuerzo para identificar moléculas y vias de
sefalizaciéon en la respuesta inmune contra el parasito. Sin embargo, la
complejidad de los datos obtenidos con estos procedimientos, requiere de una
cuidadosa seleccion de los sistemas bioldgicos que permitan la obtencion de
informacion atil y que permita entender los mecanismos que se generen
durante la respuesta inmune (Newton y Meeusen, 2003). Es posible que los
enfoques para controlar las infecciones gastrointestinales producidas por
parasitos, ya sea mediante vacunacidon con antigenos recombinantes o uso de
inmunoterapia pasiva tienen mas perspectivas de generar un conocimiento

detallado acerca de la respuesta inmune del huésped, asi como en la seleccion



de aquellos antigenos protectores. Generalmente, el tracto gastrointestinal,
responde pobremente a antigenos “no vivos”, lo cual debe considerarse en el
disefio de una vacuna (McDonald, 2003). Ademas se debe seleccionar un
epitopo 6 antigeno que genere proteccién. En relacién con 7. spiralis, se han
realizado estudios en los cuales se han inmunizado ratones NIH con péptidos
sintéticos derivados de productos de excresién y secrecién, mostrando

diferentes grados de proteccion (Robinson et al., 1995a; McGuire et al., 1992).

Por esta razon se disefid un sistema de expresion en Salmonella, que
permitiera la expresidn de un epitopo (péptido derivado de la p43) en la
superficie bacteriana, mediante el AT ShdA. Por un lado, esta forma de
exposicion del epitopo favoreceria una respuesta tipo humoral a nivel de
mucosas, las cuales tienen un importante papel en una infeccion por helmintos
gastrointestinales y por otro lado, se favoreceria la produccién en cantidades
suficientes de la proteina recombinante /n vivo. Cabe mencionar que, aunque
ShdA de Salmonella enterica, se describid inicialmente como un factor de
colonizacion (Kingsley et al., 2000; 2002; 2003; 2004a; 2004b), tiene otras
funciones relevantes para la presistencia de la bacteria a nivel intestinal.
Nuestro interés con respecto a esta proteina se centrd Unicamente en utilizar
su dominio translocador. Asi en este contexto, no se considerd a las secuencias
adyacentes, tales como el péptido sefial y el dominio pasajero (de unién a
fibronectina) en la construccion de los plasmidos. Recientemente se
construyeron en nuestro grupo de trabajo, diferentes formas acotadas del
dominio o (Aa), conservando todo el dominio translocador (Osorio-Ledn,
2003; Pompa-Mera et al.,, manuscrito en preparacion). De estas formas
acotadas, la denominada A (ShdA-A) (AF140550, bases: 5161-6103, 314
aminoacidos), mostré una mejor eficiencia para presentar en la superficie de
Salmonella enterica serovar Typhimurium, el epitopo inmunodominante NANP
de P. falciparum. Por esta razén, se eligid a esta forma acotada, como una
herramienta para translocar hacia la superficie bacteriana, péptidos y/6
proteinas heterdlogas de importancia inmunoldgica. Por otra parte, para

asegurar el destino hacia la membrana externa de la bacteria, fue necesario



considerar a la secuencia sefal de trafico de la subunidad B de la toxina
termolabil (LTB) de £. coli ETEC, con la finalidad de asegurar la translocacién
de la proteina de fusion hacia el periplasma de la bacteria y hacia la membrana
externa. Esta secuencia Sec-dependiente, ha sido ampliamente usada por
nuestro grupo de trabajo (Ruiz- Pérez F, 2002). Por su parte, el promotor de la
nitrato reductasa (n/r B), el cual es inducible en anaerobiosis y en condiciones
microaerofilicas (Chatfield, 1992), permitid la expresién de todas las proteinas
de fusidon bajo condiciones reductoras y microaerofilicas. EI empleo de esta
estrategia supone que este promotor permite la expresidn de la proteina
recombinante /n vivo, ya que la bacteria encuentra un ambiente microaerofilico
en las mucosas, incluyendo las del intestino. También es importante sefalar
que para evaluar todas las proteinas de fusion, se requirid de subclonar el
péptido bandera FLAG, ya que se encuentra comercialmente disponible

anticuerpos contra éste péptido.

Para evaluar la funcionalidad de nuestro sistema de expresion, fué
necesario detectar la presencia de las proteinas de fusidn LTB-FLAG-pENP-
ShdA-A y LTB-FLAG-(p43(319-239)-ShdA-A usando técnicas de SDS-PAGE y
Western-blot con extractos totales de £ coli DH5a y Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261. El nivel de expresion fué eficiente en ambas
cepas bacterianas, ya que se obtuvieron las mismas caracteristicas en cuanto a
tamano molecular y patron de migracion en los ensayos de SDS-PAGE vy
Western-blot en ambos tipos de bacteria. Otro de los aspectos importantes a
evaluar de nuestro sistema fué la translocacién de p43©1%23) hacia la superficie
bacteriana a través del AT ShdA-A (el cual se inserta en la membrana externa),
para este objetivo, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IIF)
y citometria de flujo. Los resultados demuestran de nuevo que en ambos tipos
de bacteria, la proteina de fusion que contiene al péptido FLAG es translocada
eficientemente hacia la superficie bacteriana mediante el autotransportador
ShdA-A. De hecho, la cepa de Salmonella que expresé en mayor grado la
proteina de fusidn, correspondid a la que portaba el plasmido que codificaba

3(210-239)

para el epitopo p4 Ninguna de las construcciones, ni la subclonacion



del epitopo p43©1%23) tuvo efecto letal sobre la viabilidad bacteriana, como
pudo apreciarse en las curvas de crecimiento, pero cabe aclarar que la cepa
pAg30 tiende a retrasarse 30 minutos para alcanzar la fase logaritimica. Por
esta razon se ajustaron tiempos durante el crecimiento bacteriano, ya que esto
determina directamente la cantidad de UFC necesarias para generara un mayor
titulo de anticuerpos (Galen et al., 1997; Pasetti M et al., 2000). De hecho para
la inmunizacién intranasal se requiere de 1 x 10® a 1-4 X 10° UFC de cada una
de las cepas de Sa/monella (Galen et al., 1997). Por debajo de esta cifra la
respuesta de anticuerpos es pobre, por el contrario, 1 x 10'° UFC representa
una dosis letal (Pasetti M et al., 2000).

Por otra parte, las proteinas de fusidon se producen originalmente para
facilitar la obtencidn y purificacion de la proteina heteréloga (Bayneyx et al.,
1999), pero también deben de ser exhaustivamente analizadas, sobre todo para
probar la conservacion de sus propiedades estructurales, conformacionales,
enzimaticas e inmunogénicas (Dalton et al, 2003). A este respecto, la proteina

de fusibn que contiene a p43*10%9)

, generd anticuerpos en ratones BALB/c
que reconocieron a la glicoproteina p43 nativa presente en el ET de 7. spiralis,
tal como pudo apreciarse en los ensayos tipo western-blot, indicando que el
epitopo p43%1%29 aln en su forma recombinante, conservd sus propiedades
inmunogénicas. Adicionalmente, los anticuerpos anti-p43©1%239 reconocieron
moléculas de peso de superior, las cuales parecen estar inmunolégicamente
relacionadas. Sin embargo, este reconocimiento fue de menor intensidad.
Otros autores, han realizado estudios en los cuales, extractos nucleares de
células infectadas con 7. spiralis, fueron aislados y probados con anticuerpos
dirigidos Unicamente en contra de la p43, encontrandose reactividad con cuatro
proteinas de cuyos pesos fueron de 71, 79, 86 y 97 kDa (Jasmer DP, 1994).
Lo anterior llevd a la posibilidad de que algunos de los antigenos nucleares
deriven en los productos de excrecion/secrecion (ESP), sin embargo esto
implicaria la existencia de modificaciones de los ESP, resultando en un peso
molecular mayor en la célula huésped. Otra posibilidad que aun no ha sido

explorada es si diferentes moléculas de los ESP comparten ciertos epitopos.



Interesantemente, los sueros contra la forma recombinante de p43(10-239)

reconocieron epitopos a nivel de superficie de la LM del parasito y a nivel de
estructuras internas, particularmente los a-esticocitos, que son responsables de
sintetizar los productos tivelosilados. Estos datos sugieren la posibilidad de que
aun en su forma recombinante, el epitopo conserva sus propiedades

inmunogénicas.

La respuesta inmune del huésped limita y en algunos casos elimina las
infecciones producidas por nematodos. No obstante, estos responden con una
amplia variedad de estrategias, contrarrestando los mecanismos efectores del
huésped (Maizels et al., 1993). De esta manera, la relacién entre los nematodos
y la respuesta inmune del huésped puede ser vista como la interaccion entre
dos fuerzas opositoras en donde los nematodos activamente intentan persistir.
Sin embargo, desde la otra arista los efectos de la respuesta inmune del
huésped sobre el nematodo, pueden ser evaluadas en base a la reduccion de la
fecundidad, sobrevivencia, tamafio, pérdida de la capacidad de invasion y en
ultima instancia, reduccion de la carga parasitaria como resultado de la
expulsion (Viney, 2002). En el caso de 7. spiralis, existen estudios en los que
ha quedado demostrado que se puede generar proteccién parcial usando
antigenos de la LM de 7. spiralis. En estos estudios se ha evaluando la carga
parasitaria intestinal como medida directa de los niveles de proteccion (Gamble
et al., 1985; Ortega-Pierres et al., 1989; McGuire et al., 2002).

En el presente estudio, evaluamos la capacidad de Salmonella entérica
serovar Typhimurium, que expresa en la superficie el epitopo heterdlogo
p43(19239) de T. spiralis para generar inmunidad y proteccion contra el parasito
a nivel intestinal. Una de las ventajas que ofrece la vacunacion con los
acarreadores es que se puede eliminar el uso de adyuvante, ya que algunos de
los componentes de la pared celular bacteriana pueden actuar como
inmunomoduladores; lo cual significa que representa una alternativa sencilla y
relativamente econdmica (Ellis, 1999; Medina y Guzman, 2000; Garmory,
2002). Mas aun, la inmunizacion por via i.n. con Sa/monella genera titulos

mucho mayores de anticuerpos dirigidos contra el epitopo heterdlogo que



aquellos titulos de anticuerpos generados depués de la inmunizacién por via
i.g. (Galen, et al., 1997). Por otro lado, la inmunizacion i.n puede generar una
respuesta de tipo humoral caracterizada por IgG sistémica e IgA de secrecion
en las mucosas (Jones et al., 2001). En base a estos antecedentes, se llevo a
cabo un esquema de inmunizacién por via i.n. con el acarreador bacteriano que

expresa el epitopo p43(210-239)

. Al concluir nuestro esquema de inmunizacién, se
encontrd que la carga parasitaria se redujo de manera significativa al dia 8 p.i.,
hasta en un 61.83 % con respecto al control de infeccién solo (p<0.001).
McGuire y colaboradores (2002) emplearon el péptido sintético p43‘%1%%9) de 7.
spiralis en conjunto con la CTB para inmunizar ratones por via i.n. Los autores
realizaron 6 inmunizaciones, cada una con 100 pg del péptido, logrando una
reduccion de la carga parasitaria estadisticamente significativa al dia 8 p.i. En
contraste con nuestros resultados, es posible que la accién inmunomoduladora
de todos los componentes bacterianos tenga un efecto mayor que la del
adyuvante CTB solo. De hecho, el efecto adyuvante de la CTB consiste en
aumentar la inmunogenicidad del antigeno, resultando en una masiva
infiltracion de células mononucleares en pulmdn y activando a nivel sistémico
una respuesta de tipo Th2, con produccion de IL-4, citocina estrechamente
relacionada con el proceso de expulsion del adulto de 7. spiralis (Laurence et
al., 1998). De hecho, la inmunizacidn del péptido p43‘%1%2% con CTB resulté en
una respuesta de tipo Th2 (McGuire et al., 2002). Sin embargo, la LTB resulta
ser un mejor adyuvante de mucosas que la CTB, pero principalmente estimula

la respuesta de tipo Thl (Jones et al., 2001; Yamamoto et al., 2001).

Es posible que la reduccion de la carga parasitaria observada en el
presente estudio, se deba al bloqueo de un epitopo muy importante implicado
en la penetracion del parasito. Este epitopo forma parte de un producto
tivelosilado, perteneciente a la familia de los TSL-1 (Ortega-Pierres et al.,
1996). Aunque la tivelosa es la porcién inmunodominante de los antigenos
glicoproteicos de 7. spiralis se ha demostrado que ésta no tiene un efecto
protector a nivel intestinal (Goyal et al., 2002). Otros estudios sugieren que es

la parte peptidica de los antigenos tivelosilados la responsable de generar



proteccion, por ejemplo, dos regiones peptidicas de la glicoproteina de 43 kDa
(40-80 y 210-230) son protectoras, mientras que  aquellas regiones
tivelosiladas no lo son (Robinson et al., 1995a, 1995b; McGuire et al., 2002).
Sin embargo, los antigenos sintéticos son menos inmunogénicos que las
vacunas inactivadas 6 el extracto total, salvo en los casos en donde se recurre
al uso de un adyuvante (Deville et al., 2005); de hecho algunas pruebas de
vacunacion contra 7. spiralis parecen haber sido completadas con éxito en
ratones, usando extracto total (ET) (Sun et al., 1994; Raefa et al., 1996).
Destacan también el uso de los productos de excresion/secrecion de la LM del
parasito dentro de microcapsulas hechas de copolimero (Dea-Ayuela et al.,
2006) y la vacunacion con DNA que inducen una respuesta de tipo humoral
(Wang, et al., 2006).

Los resultados en este estudio muestran que se generaron anticuerpos
de la clase IgG total contra Sa/monella. Por su parte, Sa/monella atenuada es
particularmente prometedora entre los diversos vectores vivos debido a su
capacidad para estimular una amplia variedad de respuesta inmune cuando
ésta es usada para inmunizar via superficie de las mucosas (Gonzalez CR, 1998;
Chatfield SN, 1992). Cuando Sa/monella enterica serovar Typhimurium SL3261
es administrado oralmente a ratones induce una respuesta inmune a proteinas
heterdlogas, pero que administrado i.n. genera titulos mucho mas elevados
(Galen et al.,, 1997). Esta es la razon por la cual se eligidé la via i.n. para
inmunizar a los animales en el presente trabajo. Se observaron elevados niveles
de IgG total contra el acarreador mismo, asi como en contra del péptido
heterdlogo, los cuales se incrementaron significativamente al dia 30 (entre la
223 y 32 inmunizacidn) pero debido a los tiempos evaluados, no se determind el
momento al cual declinan. Los animales vacunados con las cepas pENP-01 y
PAg30 mostraron lecturas Optica de IgG total muy similares, lo que demuestra
que ambas cepas generaron una respuesta contra el acarreador

independientemente del péptido heterdlogo que éstas producen.

Por otro lado, el tipo de respuesta humoral en contra del péptido

heterdlogo resulta de gran importancia para evaluar la utilidad del acarreador



bacteriano con fines de vacuna. Nuestros datos muestran una gran la presencia
de IgG total especifica contra el péptido sintético p43?1%%9, Sin embargo se
evidencié una pobre respuesta de IgG2a e IgG2b contra este péptido, contrario
a lo reportado por McGuire y colaboradores (2002). No obstante, se observd
que la IgG2a especifica de p43©1%29 se incrementa al dia 30 (25 dias
después de haber iniciado el esquema de inimunizacion) y disminuyen al dia 45.
Ademads se observd un incremento de IgG1 especifica de p43?1%%9 hacia el
dia 45, cuyos valores de D.O. resultaron similares a los obtenidos con el suero
de infeccidn. Desafortunadamente, se desconocen los niveles de estos isoptipos
previos al reto. Sin embargo, se sabe que la respuesta de tipo humoral mediada
por IgG1 relacionada con Th2, resulta en la expulsion del parasito adulto.
Nuestros resultados de proteccion (61.8% de reduccién de la carga parasitaria),
sugieren que en los dias previos al reto con el parasito, los anticuerpos de la
clase IgG1 eran los predominantes y se ha asociado este isotipo a la expulsion
del adulto. No obstante, es recomendable determinar la presencia de este
isotipo al momento del desafio y al 8 p.i., asi como la titulacion de estos

SUEros.

Es interesante notar la IgG total detectada en los animales inmunizados
con el acarreador cepa pAg30, parece estar dirigida en gran parte hacia el
péptido p43©1%29 recombinante. Sin embargo, para precisar la reactividad de
estos isotipos de IgG seria de gran utilidad la realizacion de un ensayo de
inhicidn, asi como evaluar otros antigenos, especialmente aquellos con tamafio
molecular mayor que la p43 y que también forman parte de los productos de

excresion/secrecion.

Por otro lado el epitopo presente en p43 podria estar relacionado
inmunoldgicamente con otros epitopos de los antigenos y productos de
excresion/secrecion de mayor peso molecular. Este hallazgo parece reforzar la
hipotesis de Jasmer y colaboradores (1994); aunque es necesario obtener
mayor evidencia experimental a este respecto. Interesantemente, el epitopo
nativo p43?1%29 en el pardsito no se encuentra tivelosilado, pero si estd

localizado entre dos epitopos que poseen 2 motivos de tivelosa (Vassilatis et al.,



1992). De hecho la tivelosa (Wisnewski et al., 1993) confiere inmunogecidad a
las glicoproteinas, pero los anticuerpos que induce no juegan un papel
importante en la proteccion contra los estadios intestinales de 7. spiralis (Goyal
et al., 2002). La tivelosa ¢ las proteinas a las cuales se une desempefian una
funcidn critica en la supervivencia del parasito dentro del huésped, ya que los
anticuerpos anti-tivelosa de la clase IgG protegen al epitelio de la invasion
(McvVay et al., 1998; Bolas-Fernandez F et al.,, 2006). Nuestros resultados
correlacionan con la idea propuesta por Jarvis y colaboradores (1992), acerca
de que la tivelosa no parece ser esencial para la proteccion, puesto que en este
trabajo se clond y se demostrd que un epitopo de naturaleza peptidica,
expuesto en la superficie de un acarreador, redujo la carga parasitaria casi en
un 62%.

Finalmente, seria muy interesante conocer el papel del epitopo p43*1*
239 en la penetracién e invasion de células epiteliales por el parasito durante la

fase intestinal de la infeccion.



CONCLUSIONES

1. Los datos presentados en este trabajo demuestran y confirman la
utilidad de la forma acotada A del autotransportador ShdA de Salmonella
enterica serovar Typhimurium, para translocar hacia la superficie
bacteriana, el epitopo heterdlogo p43?1%29 derivado de la glicoproteina
de 43 kDa de 7. spiralis.

2. Se demostrd la funcionalidad /n vitro del sistema de expresién para la
produccion de epitopos heterélogos, especificamente el p43?1929 de
T. spiralis;, el cual parecié conservar sus propiedades inmunogénicas aun
en su forma recombinante.

3. La inmunizacion intranasal con Salmonella enterica serovar Typhimurium
SL3261 que expresa el epitopo p43?123) de 7. spiralis, fué capaz de
inducir una reduccion de la carga parasitaria intestinal en un 61.83%.



PERSPECTIVAS

Evaluar la respuesta de tipo humoral generada a nivel intestinal en los
animales vacunados con el acarreador bacteriano.

Evaluar la presencia de citocinas en el microambiente intestinal inducidas
durante la vacunacion con el acarreador bacteriano y previo al reto.

Determinar el papel del epitopo p43?°?*) en la invasién del epitelio
intestinal.

Por otra parte, seria interesante estudiar la duracion de la respuesta inmune
generada en los animales inmunizados con el acarreador bacteriano.

Evaluar la participacion de otros epitopos en la induccién de la respuesta
inmune empleando el acarreador bacteriano.
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