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RESUMEN

La triquinelosis es una zoonosis de amplia distribucién mundial producida por nematodos
del género Trichinella spp., cuyo ciclo de vida comprende una fase intestinal y una fase
sistémica (muscular). Esta parasitosis puede afectar al humano y a especies animales
domeésticas vy silvestres, produciendo complicaciones intestinales, musculares, cardioldgicas
y del sistema nervioso central. Su principal mecanismo de transmisién es a través del
consumo de carne de cerdo infectada con el parasito. El tratamiento de la triquinelosis a
nivel veterinario se basa en el uso efectivo y seguro de compuestos bencimidazélicos. Sin
embargo, los casos de reinfeccion y de falla terapéutica debida a la farmacorresistencia de
los parasitos, han llevado a cuestionar sobre la factibilidad de su uso a nivel veterinario,
como parte de las estrategias de control; por lo que las vacunas podrian proponerse como
medidas de control alternativas. La seleccién de antigenos protectores, de los sistemas de
entrega de antigeno, de la via de inmunizacién, asi como de los adyuvantes a emplear en
los esquemas de inmunizacién, son factores de suma importancia que determinan la
eficacia de una vacuna.

Considerando estos aspectos, en un modelo de triquinelosis experimental, nuestro grupo
de investigacién evalud en estudios previos la proteccion contra la infeccion por T. spiralis,
inmunizando a ratones por via intranasal con el vector Salmonella enterica serovar
Typhimurium SL3261 que expresa en su superficie al péptido de 30 aminodcidos (Ag30)
proveniente de la p43 de la larva muscular de T. spiralis (Salmonella pAg30). En este
estudio se indujo una proteccion parcial (62.8%) contra la infeccion. Con la finalidad de
incrementar la proteccién conferida por Salmonella pAg30, en el presente estudio, se
explord el uso de tres copias del dominio minimo de unién (P28) de C3d como adyuvante
molecular, fusionado a Ag30 (Ag30p28s3), ademas se evalud la inmunogenicidad de la
proteina fusién Ag30p28; expresada en la superficie de Salmonella o en su forma
secretada. Para esto, ratones BALB/c se inmunizaron por via intranasal con las diferentes
vacunas recombinantes y se desafiaron por via oral con 300 larvas musculares,
recuperandose los organismos adultos del intestino de los animales al dia 8 post-infeccion
(p.i). Los resultados mostraron que la inmunizacién con Salmonella que secreta in vivo la
fusion Ag30-p28s contribuyd a reducir la carga parasitaria a nivel intestinal en un 92.8%,
mientras que la proteina de fusion Ag30-p28s; que solo es expresada en la superficie del
acarreador bacteriano, redujo 42% la carga parasitaria de adultos. La respuesta inmune
inducida por las vacunas estuvo compuesta por un perfil de citocinas Th1/Th2 con
predominancia de la respuesta Th2, la cual se caracterizd por la presencia de IgG1,
produccion de IgA intestinal y secrecidon de IL-5. El enfoque del presente estudio puede
contribuir al desarrollo de plataformas tecnoldgicas eficientes para el desarrollo de
estrategias de vacunacién, en contra de parasitos intestinales.
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ABSTRACT

Trichinosis is a worldwide distribuited zoonosis caused by nematodes of the genus
Trichinella. Parasite life cycle includes intestinal and systemic (muscle) stages and affects
humans and domestic and wild species. This parasitosis produces intestinal, muscle, cardiac
and central nervous system complications. Although trichinosis treatment with
benzimidazole compounds is effective and safe, reinfection and treatment failure raise
concerns over the feasibility of its use for long-term control at veterinary field. Vaccines
represent an alternative strategy to control trichinellosis. Factors as delivery of antigen,
route of immunization and the type of adjuvant used in the schedule of immunization are
essential to determine the efficacy of a vaccine. In an effort to develop an efficient vaccine
against enteral stages of T. spiralis, in the present study, BALB/c mice were immunized with
recombinant attenuated Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261 that produce a
30-mer peptide (Ag30) derived from the gp43 of T. spiralis muscle larvae, fused to three
copies of the molecular adjuvant P28 (Ag30-P28s) and it was either display on the bacterial
surface or secreted in vivo by recombinant Salmonella strains. Salmonella strain secreting
Ag30-P28s, reduced 92.8% the adult worm burden following a challenge with T. spiralis
muscle larvae compared to 42% achieved by recombinant Salmonella displaying Ag30-P28s
on the bacterial surface. The protection induced in mice by secreted Ag30-P283 was
associated with a mixed Th1/Th2 response with predominance of Th2 phenotype, which
was characterized by the production of 1gG1, intestinal IgA antibodies as well as IL-5
secretion. This approach could provide an efficient platform technology for the design of

novel vaccination strategies against enteral parasites.



INTRODUCCION

Los helmintos son algunos de los agentes infecciosos mas extendidos en todo el mundo y
que siguen afectando a aproximadamente 2 mil millones de personas en todo el mundo,
especialmente en regiones marginadas, de bajos ingresos y recursos limitados (Harris,
2011; WHO, 2012). Se estima que mas de mil millones de personas en las regiones en vias
de desarrollo de Africa subsahariana, Asia y América, se infectan con una o mas especies de
helmintos (Hotez et al., 2006). Aungue causan una mortalidad relativamente baja, los altos
niveles de morbilidad tienen un estrecho vinculo con la pobreza, ejerciendo un impacto
negativo en el desarrollo fisico y cognitivo, especialmente en nifios (Cromptony Nesheim,
2002), obstaculizando el desarrollo socioecondmico. Por otra parte, las infecciones por
helmintos pueden acentuar el efecto de otros agentes patdgenos importantes, tales como
los causantes de malaria y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), asi como atenuar la
respuesta a una serie de vacunas (Hotez et al., 2008; Lustigman et al.,, 2012) y causar
importantes pérdidas econdmicas a nivel veterinario (Cooper et al., 1992; Lanusse vy
Prichard, 1993; Wakelin, 2000).

La mayoria de las helmintiasis en humanos son causadas por parasitos helmintos
gastrointestinales (Gl) (Hotez et al.,, 2008). Los pardsitos gastrointestinales (Gl),
protozoarios y helmintos tienen un fuerte impacto en la salud humana, aunque estas
infecciones generalmente no son fatales, si tienen un alto grado de morbilidad, en los
paises en desarrollo. En particular, los nematodos gastrointestinales (GI) pueden ocupar
una variedad de nichos dentro del intestino, tales como el lumen (i.e. Ascaris spp,
Nippostrongylus brasiliensis, Necator americanus); superficie de las mucosas (Ancylostoma
spp. and Necator spp.); tejido intraepitelial (Trichinella spiralis, Trichuris spp.) o penetrar
tejido (Heligmosomoides polygyrus, Trichinella spiralis, Strongyloides spp.). La patologia
(enteropatia) asociada a estos pardsitos puede variar de acuerdo a la particular
combinacién huésped-parasito, pero puede tener algunas causas que incluyen dafio
directo inducido por la adhesién, migracién/penetracion del parasito, 6 dafio secundario
resultante de infecciones bacterianas oportunistas 6 de la respuesta inmune del huésped
hacia el parasito (Garside, 2000).

Dentro de las helmintiasis, la triquinelosis es una zoonosis con impacto en la salud publica
humana, considerada emergente y re-emergente que ha sido documentada en 55 paises
del mundo (Murrell y Pozio, 2011; Thompson, 2013).



Triquinelosis

La trigquinelosis es una enfermedad producida por nematodos del género Trichinella.
Esta parasitosis se manifiesta como un sindrome con signos y sintomas clinicos de
intensidad variable, dependiendo de ciertos factores, tales como el grado de invasion, la
carga parasitaria, la especie de Trichinella implicada y la respuesta inmune del huésped
(Kociecka, 2000). El humano se puede infectar a través de la ingestién de carne cruda o
insuficientemente cocida de un animal infectado y que contiene larvas musculares (LM)
viables de Trichinella (Capd y Despommier, 1996). La triquinelosis, puede volverse una
grave enfermedad, particularmente en personas de edad avanzada, donde las
complicaciones mas intensas, tales como miocarditis y encefalitis, pueden conducir a la
muerte (Bruschiy Dupouy-Camet, 2014).

Esta parasitosis esta fuertemente ligada al consumo de carne cruda é mal cocida, por lo
gue los factores culturales que influyen en la preparacién de platillos preparados con carne
cruda (carne tartara) 6 cocida inadecuadamente, juegan un papel importante en la
epidemiologia de esta zoonosis. En general el cerdo doméstico y sus derivados cdarnicos,
siguen siendo la principal fuente de infeccién en humanos, especialmente los cerdos que
son criados en condiciones sub-éptimas ¢ deficientes de controles sanitarios, como ocurre
en la cria de traspatio (Gottstein et al., 2009). El humano es un huésped accidental, en el
cual el parasito no encuentra salida (Capd y Despommier, 1996).

Aspectos epidemiolégicos de la triquinelosis

La triguinelosis humana ha sido reportada en 55 paises, por lo que sigue siendo una
importante enfermedad zoondtica a nivel mundial (Fig. 1) (Pozio, 2007; Bruschi y Dupoy-
Camet, 2014). En la década de 1990, la prevalencia mundial de la triquinelosis fue de
aproximadamente 11 millones de personas infectadas (Dupoy-Camet, 2000). Aunque los
aspectos epidemioldgicos de esta zoonosis no han sido completamente estudiados,
recientemente se ha estimado una incidencia anual a nivel mundial de 10,000 infecciones,
dato estimado a partir de las mas altas incidencias en diversos paises a lo largo de 10 afios
(Pozio, 2007).

Diversos factores tales como la recoleccion insuficiente de datos de algunas regiones, los
problemas en la seleccion de criterios de diagndstico, asi como el hecho de que gran parte
de la atencion se ha centrado en el control de la infeccién por T. spiralis en entornos
domésticos (involucrando principalmente cerdos y especies sinantropicas como la rata),
han dificultado la precision de datos epidemioldgicos (Pozio y Zarlenga, 2013). En nuestro
pais, existen lugares en donde los cadaveres de animales (caballos, cerdos) destinados a la
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produccion de alimentos, no son inspeccionados antes de su consumo humano y por
consiguiente estos son responsables de los brotes de triquinelosis humana (Arriaga et al.,
1995; Ortega-Pierres et al., 2000).

Figura 1. Localizacién geografica de brotes de triquinelosis entre 1998-2013. Tomado de: Bruschi y
Dupoy-Camet, 2014.

Por otra parte, Murrell y Pozio (2011) analizaron los datos de reportes correspondientes
a 1986-2009 y encontraron que en 41 paises hubieron 65,818 casos y 42 muertes en ese
periodo (Murrell y Pozio, 2011). La distribucion global de Trichinella junto con los
diferentes habitos alimenticios de cada cultura representan los principales factores que
favorecen las infecciones en el humano en paises industrializados y en desarrollo. El cerdo
constituye la principal fuente de infeccién (64% de los casos), aunque también lo ha sido
el consumo de carne de caballo cruda (16%) en ciertas regiones, al igual que el consumo de
carne de especies obtenidas por caza deportiva, tales como osos (12%) y otras especies
silvestres (8%) (Pozio, 2001; Liciardi et al., 2009; Murrell and Pozio, 2011).

En paises como China, se registraron de 2004 a 2009, 15 brotes de triquinelosis humana,
un total de 1387 casos y 4 muertes (Cui et al., 2011). Lo anterior coloca a la triquinelosis no
solo en el interés de la salud publica, sino también como un problema econdmico que
puede afectar e incidir en la produccion animal porcina y en la seguridad alimentaria (Cui y
Wang, 2011; Wang et al., 2013a).

Sin embargo, en nuestro pais la triquinelosis es considerada una enfermedad rara o casi
inexistente (Secretaria de Salud, 2000; Cervera-Castillo et al., 2009). Desde el punto de
vista epidemioldgico, llama la atencidn el contraste entre las cifras documentadas en
Europa y algunos paises sudamericanos, cuyos reportes son numerosos y pueden



considerarse zonas endémicas, mientras que en México en 2004 se dejé de registrar la
morbilidad de esta parasitosis, aun cuando se han detectado casos en zonas urbanas y
suburbanas de la ciudad de México (Cervera-Castillo et al., 2009). De hecho, en México, la
mayor parte de los reportes corresponde a brotes epidémicos, principalmente por
consumo de cerdo y sus derivados; se han detectado caballos infectados, lo cual constituye
un factor de riesgo, ya que su carne se consume debido a factores econémicos. También se
han identificado infecciones en perros, gatos, ratas y algunos animales exdticos en
zooldgicos. Los estados de mayor endemicidad son Zacatecas, Durango, Puebla, Estado de
México y Distrito Federal. Jalisco, Chihuahua y Michoacan reportan una incidencia media. El
menor numero de casos se ha encontrado en Querétaro, Guerrero, Guanajuato, Colima,
San Luis Potosi, Aguascalientes, Nuevo Ledn, Oaxaca, Veracruz y Sonora (Ortega-Pierres et
al., 2000).

En la actualidad se cuenta con datos suficientes acerca del mantenimiento de Trichinella
spp., en una variedad de ciclos de transmisién de la fauna y por consiguiente, también se
ha estudiado el impacto de los seres humanos en estos ciclos, el cual es central para la
transmision zoonotica del parasito (Reiteova et al.,, 2009). De hecho, la NORMA Oficial
Mexicana NOM-017-SSA2-2012, para la vigilancia epidemioldgica, en su Ultima
actualizacion del 19 de febrero de 2013, establece que la triquinelosis en nuestro pais es
objeto de vigilancia epidemioldgica y la notificacion de casos por esta infeccion en
humano debe ser semanal (Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012).

Trichinella spp.

Los nematodos del género Trichinella son parasitos zoondticos con una distribucion
cosmopolita (Murrell y Pozio; 2011). A la fecha, se reconocen 9 especies y 3 genotipos
(Tabla 1), divididos en 2 clados (Fig. 2). El primero clado agrupa especies encapsuladas en el
tejido muscular del huésped, seguido de la reprogramacién de la célula muscular y que
exclusivamente infecta a especies de mamiferos. Por su parte, el segundo clado agrupa
especies que no se encapsulan (Zarlenga et al., 2006; Pozio et al., 2009). Cabe mencionar
gue estas definiciones estan dadas con base en la presencia de capsula de colageno que
rodea a la larva muscular del pardsito, caracteristica que tiene implicaciones filogenéticas
para el parasito (Mitreva y Jasmer, 2005). Entre las tres especies del segundo clado solo T.
pseudospiralis infecta aves y mamiferos vy las otras 2 (T. papuae y T. zimbabwensis parasitan
aves y reptiles (Pozio et al., 2009).



Todas las especies son potencialmente zoondticas y solo 6 de ellas se han detectado en
humanos. Ademas del interés econdmico y sanitario, el género Trichinella representa un
modelo interesante para el estudio de los mecanismos bioldgicos de transmision zoondtica
entre el amplio espectro de huéspedes, el cual incluye a mas de 100 especies de
mamiferos, aves y reptiles (Pozio y Zarlenga, 2005).

T. nativa
TrichinellaT6
TrichinellaT9

T. murrelli

TrichinellaT8

— _: T. britovi

T. patagoniensis

encapsuladas

T. nelsoni
T. spiralis

— T.papuae
[ L Tzimbabwensis no encapsuladas

T. pseudospiralls

Figura 2. Cladograma del género Trichinella spp. El cladograma se generd a partir de datos analizados de DNA

mitocondrial y de la subunidad grande ribosomal, asi como del gen Cox 1. Modificado de: Pozio y Zarlenga,
2013.



Tabla 1. Relaciones entre Trichinella spp. y sus hospederos.

Genotipo

Distribucion

Hospederos

Resistencia a la congelacion

T. spiralis (T1) Cosmopolita Domeéstico Cerdos, roedores, Si, en musculo de caballo
y silvestre caballos
T. nativa (T2) Regiones del Carnivoros Si, en musculo de animales
Artico de Asia, Silvestre silvestres: 0S0s, carnivoros
América y morsas
Europa
T. britovi (T3) Europa, Asia, Silvestre vy Mamiferos Si, en musculo de animales
Norteamérica, Domeéstico silvestres (osos, carnivoros y de caballo
Oeste de zorros, chacales) vy
Africa domeésticos
(caballos, cerdos)
T. pseudospiralis (T4)  Cosmopolita Silvestre y Mamiferos No
Doméstico silvestres (aves) vy
domeésticos (cerdos)
T. murrelli (T5) EUA, Sur de Silvestre Carnivoros No
Canada silvestres (0sos) vy
caballos
Trichinella (T6) Canads, Silvestre Carnivoros Si, en musculo de animales
Alaska silvestres carnivoros
T. nelsoni (T7) Sureste de Silvestre Mamiferos No
Africa silvestres  (jabali,
potamoéquero  de
rio)
Trichinella (T8) Sur de Africa, Silvestre Carnivoros No
Namibia silvestres
Trichinella (T9) Japon Silvestre Carnivoros No
silvestres
T. papue (T10) Papua, Nueva Silvestre Cocodrilos de agua
Guinea, salada, cerdos No
Tailandia silvestres
T. zimbabwensis Zimbabwe, Cocodrilos del Nilo,
(T11) Mozambique,  Silvestre reptiles, iguanas. No
Etiopia, Sur de
Africa
T. patagoniensis (T12)  Argentina Silvestre Pumas Desconocido

Modificado de: Gottstein et al., 2009.

Trichinella spiralis

Trichinella spiralis (T. spiralis) fue la primera en descubrirse y ha sido la mejor caracterizada

debido a la gran importancia como agente causal de triquinelosis ¢ triquinosis humana.

Aunque la infeccién por este parasito muestra una prevalencia relativamente alta en

especies domésticas y silvestres; posee una alta infectividad en modelos animales de

laboratorio (ratdon). Por otra parte,

es una especie perfectamente adaptada al cerdo

doméstico vy silvestre (Sus scrofa), el cual representa el mdas importante reservorio para este




parasito (Pozio y Murrell, 2006; Pozio y Zarlenga, 2013). En México, se tienen evidencias
de la presencia de T. spiralis en cerdo y caballo, a través de estudios de seroprevalencia y
triquinoscopia de muestras de diafragma de cerdos mantenidos en cria de traspatio
(seroprevalencia del 12%) y de caballos mantenidos en rastros (Martinez-Marafién, 1983;
Cabral-Soto et al., 1990; Arriaga et al.,, 1995; Monroy et al., 2001). La seroprevalencia
encontrada en estos estudios es del 12%, mientras que la prevalencia por
triquinoscopia/digestion artificial encontrada fue del 1.25% (Vega-Alarcén y Romero,
1992).

Ciclo de vida de Trichinella spp.

Trichinella es un nematodo intracelular que lleva a cabo todos sus estadios de desarrollo en
un solo huésped (Fig. 3); ocupando compartimentos intestinales (fase intestinal) y
extraintestinales (fase sistémica o parenteral) durante su ciclo de vida (Fabre et al., 2009a).

Después de la ingestion de carne que contiene larvas musculares (LM) o L1 viables del
parasito, por accion de los jugos gastricos (pepsina y el acido clorhidrico), las LM son
liberadas en el intestino delgado, donde invaden el epitelio columnar (Mitreva y Jasmer,
2005). Posteriormente, las LM permanecen en el tejido epitelial y sufren 4 mudas antes de
madurar a larvas 6 parasitos adultos (A). Una vez alcanzada la madurez sexual (2 dias p.i),
los pardsitos adultos hembras y machos se reproducen. La embriogénesis de nuevas larvas
dura alrededor de 90 horas y una vez completada, las hembras pueden producir de manera
continua y liberar entre 500 y 1500 larvas recién nacidas (LRN) en la mucosa intestinal (4-5
d.p.i.), antes de que sean expulsadas a la luz intestinal (Liu et al.,, 2001), aunque este
numero puede variar, dependiendo del estado inmunoldgico del huésped y la especie
infectante de parasito (Despommier, 1983). Posteriormente, las LRN atraviesan la mucosa
intestinal, entran a las vénulas mesentéricas y mediante la circulacién arterial y linfatica
llegan a diversos tejidos: higado, pancreas, corazén, nodulos linfaticos, cerebro, retina,
pulmones y de aqui a su tejido blanco: el musculo esquelético. De hecho, solo las LRN que
alcanzan el musculo esquelético, logran sobrevivir (Bruschi y Murrell, 2002). Los musculos
de predileccién para este parasito, tienen la caracteristica de ser pobres en glucégeno,
pero con gran actividad, tales como: diafragma, musculos intercostales, cuadriceps, lengua
maceteros etc., en donde se puede localizar LM a partir del séptimo dia. Las LM pueden
ser infectivas de nuevo para un segundo huésped, a partir del dia 13 (Despommier et al.,
1990). Una vez que el pardsito completa su desarrollo en el musculo (21-30 dias), éste
puede seguir siendo infeccioso durante meses o afios, de hecho, en el humano se sabe que
T. spiralis puede permanecer viable en musculo hasta por 30 afios (Froscher et al., 1988).
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Figura 3. Ciclo de vida de T. spiralis. El ciclo consta de 2 fases: una entérica (intestinal) y una sistémica.
Modificado de: Capo et al., 1996.

Cambios durante la formacién de la célula nodriza

Posterior a la penetracion a la célula muscular, la larva comienza un periodo prolongado de
crecimiento sin cambio de muda. De manera paralela a este desarrollo, una serie de
cambios se inducen en la célula muscular invadida, a fin de asegurar la supervivencia del
parasito, resultando en la formaciéon de un complejo llamado célula nodriza (CN), cuyo
desarrollo culmina en un periodo de 20 d.p.i. y representa una nueva interaccion huésped-
parasito (Boireau, 1997). Estos cambios también correlacionan con profundas alteraciones
en la expresion génica de la célula muscular huésped. La transcripcién de los genes
especificos de musculo se abate drasticamente (Jasmer, 1993), mientras que la sintesis de
sindecano-1 es inducida (Beiting et al., 2006). Por otra parte, muchos de estos cambios
fenotipicos en las células musculares son permanentes e incluyen, alineamiento de nucleos
celulares satélites en el eje mayor de la célula muscular, sobrexpresion de factores de
regulacion miogénica (MyoD y miogenina) (como parte de la regeneraciéon muscular) (Wu
et al., 2013).
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Por su parte, la célula infectada re-ingresa al ciclo celular (Jasmer, 1993), remodela la
matriz del citoplasma celular (Despommier, 1975), sintetiza una cdpsula de coldgeno (IVy
VI) que rodeard al complejo CN, ambos sintetizados por la célula nodriza (Ock et al., 2013).
De hecho el nivel de transcripcién de los genes de coldgeno se incrementan (Polvere et al.,
1997). La angiogénesis de novo en la CN también es otro de los cambios fenotipicos
durante la fase muscular de la infeccion. La transcripcién del gen del factor de crecimiento
endotelio-vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) se incrementa (Capd et al., 1998) y 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 (Capod et al., 1998; Dupouy-Camet et al., 2001). La timosina B4, es una proteina
considerada un potente inductor de VEGF y que se expresa en las primeras etapas de la
infeccion muscular de T. spiralis (Ock et al., 2013). En respuesta al dafio tisular, las células
musculares inician un programa de regeneracién similar al sistema de la reparacién del
musculo antes mencionado. La observacion por microscopia electrénica ha mostrado un
alineacion lineal de nucleos de células de satélite en la periferia de células musculares
infectadas a lo largo del eje largo de sus células musculares (Matsuo et al., 2000; Wu et al.
2008; Wu et al., 2013).

Poco se sabe sobre los mecanismos moleculares que conducen a la des-diferenciacion de
células musculares después de la infeccidon por Trichinella, aunque estudios basados en
microarreglos de cDNA han proporcionado genes candidatos que pudieran estar implicados
(Wu et al., 2005, Wu et al., 2008; Dabrowska et al., 2008). A este respecto, entre los genes
sobrerregulados estan: MyoD , miogenina , Myf5 , M- cadherina, Numb, Pax7 y NFAT,
todos relacionados con la miogénesis vy la diferenciacién de células satélite, asi como los
genes MEF2, galectina 1, galectina 3 y Nanog, los cuales inducen la produccion de factores
miogénica y promueven la diferenciacion terminal de células del musculo y MSX1 y Pbx1,
gue estan implicados en la regulacion de la proliferacion y la diferenciacion mediante la
regulacion la expresién de factores reguladores miogénicos (Dabrowska et al, 2008).

Otro aspecto relevante en el ciclo de vida de T. spiralis, es que a diferencia de la mayoria de
los parasitos intracelulares, T. spiralis invade a la célula huésped sin matarla y de ésta
manera asegura su supervivencia a largo plazo, o que le permite distribuirse por todo el
mundo y asi extenderse a una gran variedad de hospederos (Despommier, 1998).

Aspectos clinicos de la triquinelosis

Durante la fase entérica, bajas dosis infectivas del parasito pueden producir una infeccién
asintomatica, pero una carga parasitaria elevada puede iniciar un cuadro de gastroenteritis
asociado con vémito, ndusea, diarrea, dolor abdominal y fiebre a los 2 dias post-infeccién
(d.p.i) (fase aguda intestinal). Después de la digestién gastrica de la carne infectada, las
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larvas musculares son liberadas en el estdmago y estas arriban al intestino delgado, vy
maduran hasta el estadio adulto (5 dpi). La infeccion intestinal induce cambios patoldgicos
en el intestino, los cuales se asocian con la eventual expulsion (Knight et al., 2004). Entre
estos cambios que ocurren durante la invasion intestinal de T. spiralis se encuentran las
modificaciones en el epitelio intestinal, un proceso inflamatorio a nivel de intestino
delgado e infiltracién de células cebadas de mucosas, atrofia de las microvellosidades, la
hiperplasia de las criptas intestinales y de las células de globet, asi como hiperplasia de las
células de Paneth (ManWarren et al., 1997; Garside et al., 2000; Knight et al., 2008; Blum et
al., 2013). Por otra parte, también ocurre apoptosis de células epiteliales durante la
infeccion por T. spiralis (Piekarska et al., 2009; Yu et al., 2014b).

La fase sistémica 6 muscular se caracteriza por un proceso inflamatorio y una respuesta
alérgica a la invasién del musculo esquelético por la LRN (estadio migratorio). Las LRN
pueden producir dafio a las células musculares ¢ inducir de manera indirecta la infiltracién
de células inflamatorias (células cebadas, eosindfilos, monocitos y linfocitos) que
contribuyen a una respuesta de tipo Th2 (Bruschi y Dupoy-Camet, 2014). Durante esta
fase, se producen mialgias, malestar general, edema facial y palpebral, dolor de cabeza,
hemorragias subungueales o conjuntivales, erupcidén cutanea y edema periférico, asi como
eosinofilia e incremento sérico de las enzimas musculares tales como la creatinin
fosfocinasa (CPK), la deshidrogenasa lactica (LDH), (Capd y Despommier, 1996; Dupoy-
Camet y Bruschi, 2007; Gottstein et al., 2009; Bruschi y Dupouy-Camet, 2014). Por otra
parte, la liberacién de productos como histamina, bradicininas, prostaglandinas (PGE2,
PGD2 vy PGD2) y serotonina, pueden producir cambios en la permeabilidad capilar. La
fiebre es de los sintomas que pueden persistir de 8-10 dias 6 prolongarse hasta por 3
semanas. Los eosindfilos pueden contribuir a la inmunopatologia debido a que estos
liberan histaminasa v aril-sulfatasa. La erupcion cutanea y el edema periférico también son
sintomas de la fase sistémica y que forman parte del sindrome clasico de la triquinelosis
(Capo y Despommier, 1996; Dupoy-Camet y Bruschi, 2007; Gottstein et al., 2009; Bruschi y
Dupouy-Camet, 2014).

Con menor frecuencia, se pueden producir complicaciones cardioldgicas y del sistema
nervioso central (Dupoy-Camet et al., 2002). La miocarditis es producida por la invasién de
la larva migrante y por la activacidon de los eosindfilos y la degranulacion de células cebadas,
segln hallazgos experimentales en ratas (Paolocci et al.,, 1998) y observaciones
histopatoldgicas (Bruschi et al., 2008). Por su parte, la neurotriquinelosis representa la
mayor complicacion de esta parasitosis y es causada principalmente por la vasculitis y la
reaccion granulomatosa inflamatoria; especialmente por la degranulacién de los
eosinodfilos, los cuales liberan la neurotoxina derivada de eosindfilo (EDN) (Bruschi y
Dupouy-Camet, 2014). Las lesiones inflamatorias y multiples infartos en la zona del
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parénguima cerebral también han sido reportados (Gelal et al., 2004). Por otra parte, es
frecuente la dificultad para establecer el diagndstico diferencial de esta parasitosis, ya que
sus manifestaciones clinicas se confunden con los de otras enfermedades, como el
sindrome de fatiga crdénica (Dupoy-Camet y Bruschi, 2007) poliomiositis, edema angio-
neurdtico, septicemia, vasculitis, enfermedades autoinmunes y otras infecciones
parasitarias (Cervera-Castillo et al., 2009).

Medidas de control y tratamiento de la triquinelosis

El control de la triquinelosis en humanos se basa principalmente en medidas sanitarias de
inspeccion en rastros, asi como practicas de consumo seguro (ingesta de carne
completamente cocida) (Gamble et al., 2000; Gamble et al., 2007; Nockler y Kapler, 2007).
La prevencién de triquinelosis en humanos esta basada en tres enfoques. 1) Educacién al
consumidor, acerca del riesgo de consumir carne cruda ¢ semicocida no inspeccionada y
procedente de animales domésticos (e.g. cerdos, caballos y perros) y de animales de la vida
silvestre (osos, zorros, armadillos, cocodrilos, etc.) que pueden ser hospederos
intermediarios de parasitos del género Trichinella; 2) Supervisién en granjas de produccion
porcina (ya que esta especie animal es representa la principal fuente de infeccién para los
humanos); 3) Control y vigilancia epidemioldgica de animales susceptibles (tanto de vida
doméstica y de vida silvestre) mediante digestién artificial en los rastros (Gottstein et al.,,
2009). La acreditacion y los controles de calidad deben implementarse en los laboratorios
veterinarios a fin de detectar carga parasitaria de larvas de Trichinella, especialmente en
carne derivada de cerdos, caballos y de animales de caza deportiva (Forbes et al., 2005).

La quimioterapia es el método de control mas eficaz de la triquinelosis en el campo
veterinario. Estd basada principalmente en el uso de compuestos bencimidazodlicos y sus
derivados (albendazol, mebendazol y sulféxido de albendazol). Estos fdrmacos también se
usan en el control de la triquinelosis humana, en conjunto con el uso de glucocorticoides
para tratar la vasculitis y la miositis (Pozio et al., 2003; Fourestie et al., 1993). El
tratamiento con compuestos bencimidazdlicos es efectivo durante la fase intestinal, sin
embargo, la baja hidrosolubilidad de estos compuestos disminuye la biodisponibildad del
farmaco a nivel de musculo. Los bencimidazoles tienen como blanco la inhibicion de la
polimerizacién de B-tubulina de los microtubulos del parasito (Rodriguez et al., 2009). Entre
otras medidas de control de esta parasitosis a nivel veterinario, también destaca el uso de
productos farmacéuticos aprobados por la SAGARPA, que contienen compuestos anti-
helminticos como levamisol, el cual también va dirigido a cepas de helmintos
gastrointestinales resistentes a los bencimidazoles, tales como albendazol (SAGARPA,
2014). De hecho, la Comisién Internacional de Triquinelosis (ICT) recomienda que los casos
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de triquinelosis animal y humana sean informados a las organizaciones de salud publica
federal/nacional de cada pais (ICT, 2014).

En nuestro pais, a través de la NOM-064-Z00-2000, “Lineamientos para la Clasificacion y
Prescripcion de Productos Farmacéuticos Veterinarios por el nivel de Riesgo de sus
Ingredientes Activos” y del “Acuerdo por el que se establece la clasificacion y prescripcion
de los productos farmacéuticos veterinarios por el nivel de riesgo de sus ingredientes
activos”, publicado el 12 de julio de 2004 en el Diario Oficial de la Federacion; se
establecen programas de control que incluyen: la evaluacion de farmacos antihelminticos
mas efectivos y la seleccion del fdrmaco antiparasitario mas adecuado, a fin de evitar las
resistencias.

Si bien los bencimidazoles son farmacos econémicos, eficaces y seguros contra una amplia
variedad de parasitos, también existen problemas en la actualidad que han llevado a
cuestionar su uso sostenido, como parte de las estrategias de control a nivel veterinario. De
hecho, el uso indiscriminado de los bencimidazoles ha resultado en la emergencia de
farmacorresistencias, casos de reinfeccién, asi como problemas asociados con los residuos
(metabolitos secundarios) en la cadena alimenticia y en el medio ambiente (Kaplan, 2002;
Wolstenholme et al., 2004; Bethony et al., 2006; Vercruysse et al., 2007; Jacob et al.,
2013). Por otra parte, la falla terapéutica por el uso de bencimidazoles en el tratamiento de
triquinelosis también ha sido documentada. Por ejemplo, en febrero de 1998, un brote de
triquinelosis humana tuvo lugar en Piacenza, Italia; en el cual 92 individuos que
consumieron carne de caballo, recibieron tratamiento con mebendazol, farmacos
antinflammatorios y anti-alérgicos (metilprednisolona 6 prednisona). 10-16 meses después
de la infeccion, se obtuvo biopsia del musculo deltoides de 4 individuos y se recuperaron
las LM, las cuales no sufrieron cambios morfolégicos ni alteraciones y solo se rodearon de
una delgada cdpsula de tejido conectivo. De manera interesante, estas larvas resultaron
infectivas para ratones de la cepa CD1, corroborando que una vez iniciado el proceso de
encapsulacion de T. spiralis, las LM se vuelven resistentes al tratamiento con
bencimidazoles (Lépez-Garcia et al., 1997; Pozio et al.,, 2001; Matadamas-Martinez et al.,
2013).

De hecho, la resistencia a bencimidazoles es altamente prevalente a nivel mundial y ha sido
reportada en mas de 21 paises (Kaplan, 2002; Diawara et al., 2013). Es por ello que ante la
evidencia de inmunidad adquirida de manera natural contra T. spiralis y otras helmintiasis,
la vacunaciéon representa una alternativa viable para el control a largo plazo de esta
parasitosis, con aplicacion a nivel veterinario (Harris y Gause, 2011; Vercruysse et al.,
2007). Sin embargo, para el desarrollo de una vacuna es necesario en primera instancia,
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conocer los antigenos del parasito que confieren proteccién contra la infeccidn, asi como
las caracteristicas de la respuesta inmune protectora.

A continuacién se describen los antigenos de T. spiralis de interés en la produccién de una
vacuna.

Antigenos de Trichinella

Durante todo el ciclo de vida de Trichinella spiralis, el parasito produce antigenos estadio-
especificos que promueven activamente las interacciones huésped-parasito. Si bien estos
antigenos juegan un importante papel en la proteccion del pardsito contra el
microambiente proporcionado por el huésped; también son potenciales inmundgenos,
pero sobretodo pueden tener efectos inmunomodulatorios en el huésped (Dea-Ayuela y
Bolas-Fernandez, 1999).

Los antigenos de T. spiralis pueden dividirse en tres grupos, dependiendo de su
localizacion: 1) de superficie, 2) de excrecion/secrecion (ES) y 3) componentes somaticos
residuales (Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999). 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). Los antigenos de superficie representan el blanco principal del sistema
inmune, ya que proporcionan la interfase huésped-parasito, sin embargo también ha sido
demostrado que antigenos internos pueden ser expresados en la cuticula. Los a-
esticocitos, componentes celulares del esticosoma, érgano secretor del parasito, son la
principal fuente de los antigenos de superficie. Entre los antigenos de superficie
identificados, se encuentran proteinas cuyos tamafios moleculares son 43-, 47-, 55-, 90- y
105-kDa para la LM; 20-, 58- y 64 kDa para LRN y 20-, 33-, 40- 56-kDa para el parasito
adulto (Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999). A este grupo también pertenece la
paramiosina (Ts-Pmy), una proteina miofibrilar expresada en la membrana externa de la
LRN y el A, el cual juega un importante papel en la evasién del sistema del complemento
del huésped, ya que se une fuertemente a los componentes C8 y C9 del complemento,
inhibiendo la polimeracién de C9 durante la formacién del complejo de ataque a
membrana (MAC) (Zhang et al., 2011).

Por su parte, los antigenos 6 productos de Excrecion/Secrecion de T. spiralis (TsES), son
producidos por los esticocitos del esticosoma y parecen favorecer la sobrevivencia del
parasito, blogueando el sistema inmune del hospedero. En la célula nodriza, éstos se
localizan en el citoplasma y nucleo hipertrofico de la célula. Entre algunas de las proteinas
funcionales que se agrupan dentro de los TsES de la LM de T. spiralis se encuentran
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proteinas de choque térmico, endonucleasas, proteasas de serina, proteinas de unién a
DNA, inhibidores de proteasas de serina y otras proteinas, cuyo tamafio es 43-, 49-, 53-,
48-, 52-, 50-55-, 97-, 105 kDa (Nagano et al., 2009). El antigeno Ts-87 es una proteina
de 38 kDa que se encuentra en la cuticula del parasito adulto que también forma parte de
este grupo (Gu et al., 2013).

Finalmente, los componentes somaticos residuales son moléculas  ampliamente
distribuidas y conservadas que juegan un importante papel después de la muerte y
destruccién del parasito, particularmente en algunas reacciones patolodgicas (Parkhouse y
Harrison, 1989). Existen algunos antigenos somaticos compartidos con los TsES, tales como
las proteinas de 49-, 52-,54-,60- y 62 kDa, las cuales parecen ser similares a aquellas cuyos
pesos fueron 45-, 49-y 53 kDa y a 48-y 50-55 kDa de los TsES (Boireau et al., 1997; Dea-
Ayuela y Bolas-Fernandez, 1999). A esta lista se suma la aminopeptidasa de T. spiralis
(TsAP) una proteina de 54.7 kDa, localizada de manera primaria en el citoplasma y otros
organos internos de la LM (Zhang et al., 2013).

Antigenos TSL-1

Diversos estudios han permitido la caracterizacion de los antigenos de Trichinella
producidos durante las fases entérica y muscular. Muchos de estos estudios, se han
basado en el analisis de patrones de reconocimiento por anticuerpos monoclonales y
policlonales, permitiendo la identificacion de ocho familias de antigenos de la LM
denominados TSL1 a TSL-8 (Appleton et al.,, 1991; Ortega-Pierres et al., 1996; Bolds-
Fernandez y Corral Bezara, 2006; Yépez-Mulia et al., 2007). Otros estudios han clasificado a
los antigenos de la familia TSL, en 11 grupos antigénicos con base en su localizacion,
tamafio, inmunoreactividad con los TsES y otros productos solubles estadio-especificos
(Boireau et al., 1997).

La caracteristica principal de los TSL-1, es la de poseer residuos de tivelosa (3,6-dideoxy-D-
arabinohexosa), un carbohidrato inusual (Wisnewski et al., 1993) (Appleton et al., 1991;
Ortega-Pierres et al., 1996). En particular, los antigenos TSL-1, son abundantes en los TsES.
Son producidos y almacenados en granulos contenidos en células llamadas a, B, v-
esticocitos en el esticosoma del pardsito. Estos antigenos son estadio-especificos y suelen
perderse durante el proceso acelerado de muda que caracteriza a cada estadio de
desarrollo del pardsito. También son moléculas inmunomoduladoras y blancos del sistema
inmune. Aunque aun no se sabe la funcidén exacta de la tivelosa, se sabe que este
carbohidrato confiere la inmunodominancia a los TSL-1 (Denkers et al.,, 1990; Bol3s-
Fernandez y Corral Bezara, 2006; Yépez-Mulia et al., 2007). Otros estudios sugieren que la
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tivelosa tiene un papel en el proceso de invasion de la célula intestinal, ya que anticuerpos
anti-tivelosa, no solo protegen de la invasién in vitro de la LM, sino también contribuyen a
la exclusion de la larva e inhiben el proceso de muda del parasito (McVay et al., 2000;
Gagliardo et al.,, 2002) y de manera importante, pueden conferir proteccién contra la
infeccion por Trichinella en ratas neonatas (Carlisle et al., 1991). Entre los TSL-1 que
predominan, se encuentran las glicoproteinas de 43 kDa (p43), 45-kDa, 52 kDa y el
antigeno TsSP-1 proteasa de serina (Yépez-Mulia et al., 2007). De éstas, la gp43, es la que
principalmente se ha caracterizado.

La glicoproteina de 43 kDa

La glicoproteina de 43 kDa (p43) es un antigeno de superficie y un TsES estadio especifico,
producido y almacenado por los a-esticocitos de la LM de T. spiralis (Vassilatis et al., 1996).
El estadio adulto no expresa esta glicoproteina (Wu et al., 2002), ya que la produccién del
transcrito del gen de la p43 estd restringida al estadio muscular del parasito (13-33 dias p.i.)
(Nagano et al., 2004). Tiene localizacion a nivel de superficie de parasito, constituida por
344 aminodacidos con una secuencia sefial tipica y 2 sitios de N-glicosilacién (Fig. 4)
(Vassilatis et al.,, 1992). Asi mismo, posee 2 residuos de tivelosa (3,6-dideoxi arabino-
hexosa) cuya configuracion es conferida por los a-esticocitos de la LM, ya que ninguna de
las proteinas secretadas por el estadio adulto se encuentra tivelosilada (Ortega-Pierres et
al., 1996). Tiene un motivo de dimerizacion de hélice-asa-hélice (HLH), una caracteristica
comun de las proteinas reguladoras a nivel transcripcional de musculo y que se asemeja al
factor de diferenciacion muscular MyoD (Vassilatis et al., 1992), aunque su efecto sobre la
diferenciacion del mioblasto aun no ha sido demostrado. Por otra parte, la p43 parece ser
responsable de la formacion de la capsula que se produce inmediatamente después de la
entrada a las células musculares por las LRN, debido a que el gen de la p43 y diversas
isoformas de la misma, parecen expresarse en LM inmaduras (Mitreva et al., 2004).

De manera interesante, la secuencia de aminodcidos de la p43 de T. spiralis guarda una
homologia del 84% con una glicoproteina de 38 kDa de T. pseudospiralis (Nagano et al.,,
2004). Por otra parte, existen otras proteinas inmunoldgicamente relacionadas a la p43 a
nivel de citoplasma y nucleo de célula nodriza (Vassilatis et al., 1992, Jasmer et al., 1993)
que pueden estar implicadas en la des-diferenciacion de la célula muscular/formacion de
la célula nodriza (Vassilatis et al., 1996). Por otra parte, los estudios realizados por Jasmery
Kwak (2006) sugieren que la p43 podria tener funciones de una DNAasa llo (una
endonucleasa acida) (Jasmer y Kwak, 2006; Maclea et al., 2003), aunque esta funcionno
estd aun demostrada.
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MRIYIFLSAFWVILHNCLOTHAANCTCRTATDDTEWFLLFKPVG
LLKAKIISPANAGWANDGANMNTDSGHALVQTLAEWMGPILDDMTALGY SNTPPKSTI
TSQTTSSKGILMFGNETT D
NVPLIVPALQYQEVVIYFGQVSSEKATEFADLTSLIDGSLPTITPPLWNQQTITTLNS
ALSTVVYSKTSSSRLEMYGSFLAKVMVVNMRIWAVTDNTLOTTCGGKIGEVKVVKSPV
TIDGTONDRSKDKSQWAVIDDKPVEFCEFTTNGYSTKOQRTVAGSATCITQQOVVSNLEFATS
AANFIPCPYS

Figura 4. Secuencia primaria de la p43 de T. spiralis. Se muestran los 344 aminoacidos que constituyen la p43,
asi como cada de los epitopos evaluados en estudios de proteccion contra la fase intestinal del parasito. Los 2
sitios de N-glicosilacién son sefialados en color rojo. Los péptidos de 40 aminoacidos sefialados en color azul y
amarillo no confirieron protecciéon. Los péptidos de 40 (verde) y de 30 aminoacidos (rosa) son los Unicos
epitopos protectores derivados de esta glicoproteina, hasta ahora descritos. Esquema elaborado a partir de
los datos disponibles en el GenBank M95499.1 y los datos reportados por Vassilatis et al., 1992; Robinson et
al., 1995a, Robinson et al., 1995b, McGuire et al., 2002.

Respuesta inmune contra T. spiralis

T. spiralis es un pardsito Unico que puede colonizar el intestino delgado (estadio de A)
(Blum et al., 2013), estar en circulacion (LRN) y posteriormente alojarse en los musculos
del mismo huésped (en estadio de LM). Por lo tanto, la infeccién por T. spiralis representa
un gran reto para el sistema inmune del hospedero, por la presencia de diversos
componentes y antigenos del parasito en cada uno de estos estadios de desarrollo
(Gruden-Movsesijan et al., 2011).

Respuesta inmune a nivel intestinal. La respuesta inmune durante la fase intestinal ante la
invasiéon y colonizacién de T. spiralis representa una compleja interaccién entre
mecanismos inflamatorios inespecificos y adaptativos (Ishikawa et al., 1998). Inicialmente,
existe una respuesta celular de tipo celular T-colaboradora tipo 1 6 Thl (con presencia de
IFN-y, IL-2 y TNF-a) con posterior predominio de la respuesta Th2 (Wakelin, 1993; llic et al.,
2012; Ashour, 2013), lo cual parece ser un mecanismo que el hospedero adopta para
atenuar la respuesta inflamatoria (Khan et al., 2002; Liu et al., 2009). Esta respuesta Th2,
es protectora y se caracteriza por la presencia de produccion de citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e
[L-13 (Grencis, 1997). Existe ademas, un reclutamiento de basofilos, eosindfilos, activacion
de células cebadas de mucosa (MMC), asi como la hiperplasia de las células de globet
(Koyasu y Moro, 2011), siendo estas dos Ultimas células importantes en el proceso de
expulsion del parasito (entre el dia 8 y 14, dependiendo de la cepa del hospedero) (Knight
et al., 2008). A este respecto, el proceso de expulsién es un mecanismo eficiente para
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eliminar al parasito de la luz intestinal y dependiente de la respuesta Th2, mediada por IL-4
e IL-13 (Garside et al., 2000; Finkelman et al., 2004; Helmby y Grencis, 2002). Ademas, IL-4
e IL-13 también pueden incrementar la contractibilidad del musculo del intestino delgado
(Finkelman et al.,, 2004). El proceso de expulsién también requiere de TNF-a
transmembranal, ya que contribuye a la secrecién de IL-4 y a la produccion de IgE (lerna et
al., 2009). Por otra parte, las células de globet sufren hiperplasia y se les ha asociado con la
sobreproduccion de moco que puede proveer de un medio de atrapamiento de parasitos,
aunque no es esencial durante el proceso de expulsidn rapida en ratas (Bell et al., 1984).

Por otra parte, citocinas y quimiocinas relacionadas al perfil Th2, tales como la
linfopoyetina estromal de timo (TSLP) y la IL-25 (también llamada IL-17E), asi como la IL-33,
son producidas por células epiteliales del intestino y pueden contribuir en la induccion de la
respuesta tipo Th2 a nivel intestinal y a la inflamacién en la superficie de las mucosas,
seguida de la infeccion por helmintos. Mas aun, células de la respuesta inmune innata,
tales como las células colaboradoras naturales (NHC, por sus siglas en inglés), células
progenitoras multipotentes tipo 2 (MPPYP®?), nucitos (nuocytes) y las células innatas
colaboradoras tipo 2 (Ih2), son cruciales para el desarrollo de la respuesta Th2 en el
contexto de infecciones por helmintos, independientemente de la respuesta inmune
adaptativa (Saenz et al,, 2010a; Saenz et al., 2010b; Koyasu y Moro, 2011).

Recientemente, la respuesta mediada por la IL-17 durante la fase intestinal de la infeccion
por T. spiralis, ha recibido atencion. Estudios realizados por Fu y cols., (2009) demostraron
gue la IL-17 influye en la contractibilidad del intestino durante la fase intestinal pero no en
la sistémica (Fu et al., 2009). Otra citocina con efectos similares a nivel intestinal es la IL-9
(Khan et al., 2003). De hecho, la IL-25 intestinal promueve la inmunidad protectora contra
la infeccion de T. spiralis a través de la produccidon de IL-9 antigeno-especifica
(Angkasekwinai et al., 2013).

Otro aspecto importante en la respuesta intestinal, tiene relacion con el intestino delgado y
el grueso, los cuales son sitios anatdomicos, en donde el parasito adulto de T. spiralis
coloniza y que difieren en sus mecanismos de inmunidad. El intestino delgado representa
un microambiente inhdspito para el parasito adulto, el cual se ve obligado a migrar hacia el
intestino grueso ¢ hacia el colon, los cuales representan un ambiente inmunolégicamente
virgen. Por su parte, las citocinas IL-4, IL-5 e IFN-y parecen producirse de manera mas
temprana en el intestino grueso, pero las citocinas responsables de la expulsion (IL-9, IL-
10 e IL-13) se retrasan 6 estdn ausentes en ese compartimento (Blum et al., 2013). La
mastocitosis a nivel de mucosas, es una caracteristica histoldgica de la infeccién por T.
spiralis y cuyo nivel maximo, coincide con el proceso de expulsion (Lawrence et al., 1998).
Las células cebadas de las mucosas (MMC) son fuente de IL-4 y de TNF-a, citocinas
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requeridas para regular la induccién de la respuesta protectora Th2 y la inflamacién
intestinal asociada con el proceso de expulsién (lerna et al.,, 2008). Sin embargo, la
mastocitosis solo estd presente en el intestino delgado, recientemente se demostrd que
coincide con la producciéon maxima de IL-9 durante el proceso de expulsion (Blum et al.,,
2013).

Un ndmero reducido de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) presentes
en los TsES, se les ha identificado como responsables de dirigir la respuesta Thl y Th2,
cuando estos se unen a sus respectivos receptores de reconocimiento de patrén (PRRs)
presentes en células de la respuesta inmune. En este contexto, el receptor de manosa
(MR) de macrofagos, parece estar involucrado durante la estimulacion in vitro con
antigenos ricos en oligomanosa y de esta manera resultar en la produccién de oxido nitrico
(NO) y de IL-6 (Gruden-Movsesijan y Milosavljevic, 2006). Por otra parte, dado que los
TSL-1 son N-glicanos, estos pueden ser reconocidos via los receptores tipo Toll (TLR) y de
esta manera, activar a las células cebadas (Dawicki y Marshall, 2007). En este contexto, un
estudio reciente realizado por Scalfone y cols. (2013), encontrd que la molécula MyD88, la
cual sirve de molécula adaptadora para una gran variedad de miembros de TLR y otros
receptores de la familia de la IL-1, juega un importante papel en la generaciéon de una
respuesta Th2. De manera contraria, la deficiencia de MyD88 parece debilitar la respuesta
Th2 a través de la disminucion de la produccién de citocinas IL-5, IL-4, IL-10 e IL-13,
ademas de retrasar el proceso de expulsion (Scalfone et al., 2013).

Los anticuerpos también participan en la respuesta inmune contra T. spiralis,
particularmente en la reduccion de la carga parasitaria en modelo murino. Generalmente la
presencia de IgG1 e IgE acompafa las infecciones intestinales por nematodos, incluyendo la
de T. spiralis. De hecho, es posible detectar anticuerpos de la clase I1gG desde el dia 30 p.i.
cuando la dosis infectiva de T. spiralis es baja (Reiterova et al., 2009) y desde el dia 14 a
dosis elevadas. Durante la infeccidon por T. spiralis en ratas, existe una rapida respuesta de
células B en el intestino delgado (en placas de Peyer), ya que es posible detectar desde el
dia 3 p.i. células B productoras de anticuerpos IgA, IgE, 1gM, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG2c.
Estas células pueden seguir proliferando, hasta 7-10 dias p.i. (Wagner et al., 2004). En
ratas, la IgE tiene participacidn en el proceso de expulsién, blogueando la invasién de las
células epiteliales por parte de los organismo adultos de T. spiralis. Elevados niveles de Igk
se asocian con la resistencia a la re-infeccién en el raton (Gurish et al.,, 2004). La Igk
también es necesaria para el reclutamiento de MMC y de basdfilos, los cuales requieren de
IgE unido a través del receptor FcERI. El entrecruzamiento de la IgE en las células cebadas
por el antigeno, activa la degranulacion de las células cebadas, resultando en la liberacién
de mediadores preformados, tales como histamina, heparina, citocinas y proteasas
(Negrao-Correa, 2001).
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Por otra parte, estudios in vivo han demostrado que anticuerpos anti-tivelosa de la clase
lgG, pueden proteger al epitelio de la invasion y causar que la larva establecida de T. spiralis
abandone el nicho, ademas de interferir con la quimiorrecepcién sensorial del parasito
(McVay et al., 1998). Por su parte, los anticuerpos intestinales de clase IgA reducen la
fecundidad en las larvas hembras, el tamafio de la LA, ademas de impedir el
establecimiento de la larva infectiva en el intestino de raton (Inaba et al., 2003a; Inaba et
al., 2003b). Es importante destacar que la IL-4 regula la produccion y el cambio de isotipo a
IgE (Gurish et al., 2004), mientras que la IL-5 parece tener mas participacion en el cambio
de isotipo a IgA (Koyasu y Moro, 2011).

Respuesta inmune durante la fase sistémica. El arribo de la LRN al musculo esquelético es un
proceso que coincide con la respuesta inmune celular Th2, la cual es responsable del
proceso de expulsiéon de los parasitos adultos e inductora de eosinofilia tisular y sanguinea
(Fabre et al., 2009a). La fase intestinal de la infeccion puede influir en la fase muscular, ya
que la ruta natural de infeccion puede determinar el grado de eosinofilia en el musculo. A
este respecto, ratones infectados por via intravenosa con LRN (donde la etapa intestinal de
la infeccion esta ausente) mostraron niveles disminuidos de eosinofilia, en comparacion
con los ratones infectados por via oral y que experimentaron la fase intestinal de la
infeccion (Fabre et al., 2009b). Como en muchos casos, al huésped le resulta extrafio la
infeccion por T. spiralis generandose una reaccion inflamatoria, ademads de una alteracion
del sarcolema muscular, afluencia de macrofagos y eosindfilos, hipertrofia de fibras
musculares, hiperplasia histocitaria y del tejido conjuntivo intersticial. También se forma
una capsula, la cual es una cubierta elipsoidal con el eje mayor en sentido de las fibras
musculares que mide hasta 400 um de largo por 250 um de ancho y en su interior la larva
viva en continuo crecimiento, hasta llegar a alcanzar hasta 900 um de longitud. En el quiste
hay tejido conectivo, tejido fibroso y en los polos, gldbulos de grasa que aparecen
tardiamente e indican degeneracion del mismo presentandose poco tiempo después la
calcificacion. La pared de la célula nodriza resulta de la reaccion tisular del huésped sin
intervencion activa de la larva (Bolas Fernandez, 2003). Los eosindfilos si bien contribuyen
a la inflamacién en musculo, ya que degranulan productos que pueden dafiar al parasito in
vitro, también pueden dafar al huésped (Lee, 1991; Fabre et al., 2009a) y se cree que estan
involucrados en el proceso de miocarditis en ratas infectadas con T. spiralis. En humanos,
niveles elevados de eosinofilia generalmente estdan asociados con complicaciones
neuroldgicas (i.e. neurotriquinelosis), con dafio en musculo y miocardio (Bruschi et al.,
2008).

T. spiralis induce a nivel de musculo, miopatia & miositis, caracterizada por inflamacion del
musculo y tejido asociado (vasos sanguineos). El proceso crénico de la miopatia se ve
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sostenido por la presencia de un infiltrado celular que incluye neutrdfilos, macréfagos
activados y células T que destruyen el musculo. Cuando las células fagociticas eliminan el
tejido muscular necrotico, el huésped experimenta debilidad y dolor muscular. A medida
que la inflamacion se hace crénica, puede haber atrofia muscular. El dafio no solo es
causado por el pardsito, sino por la presencia de células inflamatorias (macrofagos
activados) capaces de producir elevados niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
radicales libres. El proceso de estrés oxidativo, es revelado por la presencia del marcador
glutation-S-transferasa | y hemo-oxigenasa. Es importante mencionar también que, el
grado de infiltrado celular inflamatorio depende de la cepa de ratéon usado. También los
macrofagos pueden producir la enzima Oxido-nitrico sintasa 2 (NOS 2), la cual transforma la
L-arginina a oxido nitrico, este Ultimo responsable del dafio al parasito, en el contexto de
una respuesta Th1 (Bruschi y Chiumiento, 2011). Por otra parte, la respuesta inmune a T.
spiralis, a nivel sistémico (nédulos linfaticos cervicales) se caracteriza principalmente por un
fenotipo Th2 (IL-5, IL-10 e IL-13), aunque también se ha detectado la presencia de IFN-y
después de la estimulacion con antigenos somaticos del parasito (Beiting et al., 2007). Es
posible detectar IgG1l e IgE durante la infeccién crénica (Beiting et al., 2004). Es raro
encontrar células T CD4+, T CD8+ Ty células B como parte del infiltrado celular alrededor
de la célula nodriza (Bruschi y Dupoy-Camet, 2014).

Las vacunas como medida de control

La vacunacion representa una de las herramientas efectivas para la profilaxis y control de
diversas enfermedades infecciosas con aplicacion a nivel veterinario (Medina y Guzman,
2001; Harris y Gause, 2011; Vercruysse et al., 2007).

Generalmente una vacuna dirigida en contra de pardsitos helmintos, busca activar
mecanismos inmunes efectores que puedan inducir dafio en el parasito, exclusién del nicho
intestinal ¢ tisular, reducciéon de la tasa de fecundidad y por lo tanto afectacién en la
sobrevivencia del parasito (Viney, 2002). Sin embargo aun existen problemas asociados con
el desarrollo de vacunas con actividad anti-helmintica (Geldhof et al., 2007). La complejidad
de los parasitos helmintos (en comparacion con parasitos de vida libre, virus y bacterias),
dada por su capacidad de poseer diferentes estadios de desarrollo, asi como su capacidad
de evocar distintos mecanismos inmunes, puede representar también un obstaculo en el
desarrollo de vacunas (Maizels et al., 1999; Dalton et al., 2003; Meeusen y Piedrafita, 2003;
Meeusen, 2011; Hewitson y Maizels, 2014). Es por ello que es indispensable el
conocimiento acerca de los cambios en los patrones de migracién de los parasitos
helmintos y su capacidad para evadir la respuesta inmune del huésped, asi como el
conocimiento acerca de los mecanismos inmunes aun no definidos, inmunomodulacion,
variacion en el tipo de respuesta inmune, y el tipo de interacciones que se establecen entre
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el huésped y el parasito (Vercruysse et al., 2004). Si bien, la mayoria de los antigenos
seleccionados con fines de vacuna en contra de parasitos helmintos, son seleccionados con
base en su reactividad frente a anticuerpos (Maizels et al., 1999), el advenimiento de
nuevas tecnologias en biologia molecular y en vacunologia reversa ha permitido conocer de
manera mas extensa el genoma de muchos parasitos y la identificacién de nuevos
antigenos como potenciales candidatos a vacuna (Geldohof et al., 2007, Vercruysse et al.,
2007; Sette y Rappuoli, 2010; Schussek et al., 2014).

En el caso de las vacunas contra pardsitos helmintos, existen ciertos factores que han
dificultado su desarrollo. La complejidad de los helmintos en comparacidon con otros
microorganismos (virus, bacterias), dificulta la busqueda de nuevos antigenos potenciales
que puedan usarse con fines de vacuna. Las caracteristicas propias de cada parasito (ciclo
de vida, reproducciéon sexual/asexual, variacion antigénica, tropismo tisular) restringen el
éxito de muchas vacunas, las cuales solo pueden tener una estrecha ventana de proteccién
(Vercruysse et al., 2004). Por otra parte, aun existe un conocimiento escaso acerca de los
mediadores que participan en el proceso de expulsion y de eliminacién de los nematodos
intestinales (Harris, 2011).

La expresion de proteinas funcionales en células huéspedes heterdlogas es una piedra
angular de la moderna biotecnologia (Gustafsson et al., 2004). E. coli es uno de los
organismos de primera eleccién para la produccion de proteinas recombinantes, por su
facil cultivo/crecimiento con alto rendimiento (Baneyx, 1999; Rosano y Ceccarelli, 2014). Si
bien este sistema procariote es uno de los mas caracterizados, existen algunos problemas
asociados a su uso, tales como produccién de proteinas insolubles (cuerpos de inclusidn),
con plegamiento inapropiado y ausencia de modificaciones postraduccionales (Geldhof et
al., 2007).

El uso preferencial de coddn también puede afectar la eficiencia de traduccion y/o sintesis
de proteinas a partir de una secuencia foranea. De hecho, este fendmeno surge como una
consecuencia de las diferencias en la frecuencia de uso de codones sinénimos presentes
en el DNA foradneo vy la célula huésped (E. coli, Salmonella, etc.). En la actualidad existen
diversos abordajes para minimizar la incorporacion inadecuada de aminoacidos
(consecuencia del uso preferencial de coddn), entre las cuales se recurre a la mutagénesis
silente sitio-dirigida 6 la resintesis de un gen (6 partes de éste) para lograr la optimizacion
de codones. En todas estas estrategias, la secuencia de aminoacidos de la proteina
codificada por el DNA foraneo, no se altera, preservando sus propiedades antigénicas
(Gustafsson et al., 2004).
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Modelos de vacunas contra Trichinella spiralis

Diversas estrategias se han empleado en el desarrollo de vacunas con la finalidad de
obtener un alto nivel de proteccion contra los diferentes estadios de desarrollo,
empleando en su gran mayoria modelos de rata y de raton, debido a la intensa inmunidad
que desarrollan a nivel intestinal (Murrell et al., 1985). En el cerdo se ha evaluado la
inmunizacién con antigenos derivados del esticosoma, obteniéndose niveles de proteccion
del 43-55% contra los estadios de LRN y LA (con tasa de fecundidad reducida) (Murrell y
Despommier, 1984; Marti et al., 1987). Muchos de estos candidatos a vacuna (Tabla 2), se
han basado en el uso de diferentes preparaciones antigénicas 6 moléculas que participan
en la interfase huésped-parasito.

La inmunizacién con LM irradiada (atenuada) también ha sido explorada, resultando en
niveles de proteccion superiores al 80% en modelo de ratén (Agyei-Frempong y Catty,
1983), aunque en otros huéspedes este nivel de proteccién no ha sido observado
(Nakayama et al., 1998). Si esta estrategia permitid un elevado grado de proteccion, tiene
el inconveniente de que se requieren elevadas cantidades de material nativo.

Por otra parte, el conocimiento de las propiedades antigénicas de diversas proteinas de T.
spiralis, ha sido posible gracias al uso de técnicas de inmunotamizaje, usando librerias de
cDNA de diversos estadios del parasito (Zhu et al., 2005; Gu et al., 2008). El antigeno Ts87
de T. spiralis, el cual posee 24% de identidad con la p43 y la p49 del pardsito ha sido
empleado con fines de vacuna. Para ello, el antigeno Ts87 se expresd en sistema
procariote, resultando en una forma recombinante de la proteina (rTs87) de 40 kDa, la cual
se empled para inmunizar via subcutanea con adyuvante completo de Freund a ratones
BALB/c, generando niveles de proteccion de 28.7% de la carga parasitaria muscular. Sin
embargo, en este estudio no se determind el tipo de respuesta inmune asociada a este
nivel de proteccion (Gu et al., 2008). Por otra parte, la inmunizacion de ratones BALB/c con
la forma recombinante de la paramiosina de T. spiralis (rTs-Pmy) también mostré una
reduccion del 36.2% de la carga parasitaria de musculo. En este estudio, se detectaron
elevados niveles de anticuerpos de la clase IgG anti-Ts-Pmy acompafiados de una respuesta
mixta Th1/Th2, con predominio de respuesta Th2 (Yang et al., 2008). La proteasa de serina
del estadio adulto de T. spiralis (Ts-Adsp) redujo en un 46.5% la carga parasitaria muscular,
con la presencia de una respuesta mixta de citocinas Th1/Th2 (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-
13), ademas de niveles detectables de IgG e IgE (Feng et al., 2013).

El uso de extracto antigénico total de LM, asi como de TsES combinados con adyuvantes
induce la produccion de anticuerpos de las clases IgG1 e IgA, asociadas con una respuesta
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mixta Th1/Th2 a nivel sistémico y de mucosas (Robinson et al., 1995a; Dea-Ayuela et al.,
2006).

De manera interesante, estudios realizados por MacVay y cols., (1998) mostraron que los
anticuerpos anti-tivelosa impedian la invasion del parasito a nivel de células epiteliales,
sugiriendo que este carbohidrato inusual e inmunodominante (Wisnewski et al., 1993)
podria jugar un papel importante en el establecimiento del parasito a nivel intestinal del
ratdon (Appleton y Romaris, 2001), ademas de conferir inmunogenicidad a los antigenos de
la LM de T spiralis (Bolas-Fernandez y Corral Bezara, 2006; Yépez-Mulia et al., 2007).

Por otra parte, anticuerpos anti-tivelosa aceleran el proceso de expulsién en ratas (Ellis et
al., 1994). Sin embargo, cuando ratones de la cepa NIH (altos respondedores) se
inmunizaron con tivelosa, empleando albumina sérica bovina (BSA) como acarreador vy
adyuvante completo de Freund, si bien produjeron altos niveles de IgG1, no protegieron
contra el desafio con el pardsito (Goyal et al., 2002). Estos datos contradictorios, pueden
ser explicados por el hecho de que los anticuerpos anti-tivelosa usados in vitro,
reconocieron una estructura N-ligada en su conformacién tri- y tetra-antenaria con
diferentes especificidades y afinidades, aunado al hecho de que también estd fucosilada
(McVay et al., 2000; Yépez-Mulia et al., 2007).

Por otra parte, la inmunizacidén con péptidos sintéticos derivados de la p43, también ha
sido explorada con fines de vacuna. A este respecto, la inmunizacion por via oral con el
péptido sintético que contiene los aminoacidos 40-80, en combinacién con adyuvante
completo de Freund, redujo el nimero de parasitos adultos hasta en un 64.3%, en
comparacién con el nimero de pardsitos adultos recuperados en los grupos inmunizados
con péptidos que contenian a los aminodcidos 81-120y 121 a 160 (Robinson et al., 1995b).
Otro péptido derivado de la p43 empleado con fines de vacuna, esta conformado por los
aminoacidos 219-239 (RLEMYGSFLAKVMVVNMRIWAVTDNTLQTT), el cual co-administrado
con la subunidad B de toxina del célera (CTB) por via intranasal, indujo una proteccion
aproximada del 40% respecto de los grupos que recibieron solo CTB, a los 8 dias p.i.,
acompafado de una respuesta mixta Th1/Th2, con predominio de respuesta Th2, con la
produccion de 1gG1 e IgA (McGuire et al.,, 2002). Si bien estos niveles de proteccion son
elevados, tienen el incoveniente de que el esquema de inmunizacion requiere de
numerosos refuerzos, elevando su costo. Por otra parte, las proteinas recombinantes y los
péptidos sintéticos son menos inmunogénicos que las vacunas inactivadas, por lo que el
uso de un adyuvante generalmente se incluye en estas estrategias a fin de incrementar la
inmunogenicidad del antigeno.
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Las vacunas de tercera generacion o vacunas de DNA, que codifican para diferentes
antigenos de la LM, empleando pldasmidos para la expresion eucariote, también han sido
materia de investigacion. El antigeno de 31 kDa codificado por el gen de T. spiralis fue
usado para inmunizar empleando biobalistica 6 gene-gun y el plasmido pcDNA-TspE1, via
intramuscular en ratones BALB/c, obteniendo una protecciéon del 37.67% a nivel de
musculo (Wang et al.,, 2006). La inmunizacion con una vacuna de DNA empleando el
plasmido con fines de vacuna pVax, el cual permite la co-expresién del factor inhibitorio de
migracién de macréfagos (Ts-MIF) y el dominio proteico semejante a la cistatina (Ts-MCD-
1); indujo una respuesta Thl (IFN-y), con la produccion de anticuerpos 1gG2a e IgG2b,
dando una respuesta protectora parcial del 23.17% en ratones BALB/C (Tang et al., 2012).

Yang vy cols., (2010b), demostraron que el uso de Salmonella como vehiculo de
inmunizacién para la entrega de plasmido con fines vacunales (pVax-Ts87), resultd en una
reduccion del 29.8% en el numero de organismos adultos y en un 34.2% en la carga
parasitaria muscular. Esta proteccion se caracterizé por la produccion de IgA a nivel de
mucosas y una respuesta mixta TH1/Th2 a nivel sistémico (IFN-y, IL-5, IL-6, IL-10). Sin
embargo, en estos modelos de vacunas de DNA es posible apreciar que el nivel de
proteccion es parcial y menor al 50%.

Recientemente, nuevas tecnologias como el empleo de fagos (T7-Tsp10) que expresan
antigenos derivados del parasito, ha resultado en una reduccion del 62.8% en el nimero de
organismos adultos y en un 78.6% de la carga parasitaria de musculo, después del desafio
con el parasito. Esta proteccidn se asocia a una elevada produccion de IL-4, IL-10 e 1gG1
(Cui et al.,, 2013).

Todas estas estrategias solo han resultado en niveles variables de proteccién contra los
diferentes estadios de desarrollo de Trichinella, induciendo respuestas inmunes de
anticuerpos (lgG, 1gG1, 1gG2a, IgG2b, IgA) y predominantemente de citocinas Th2 (IL-4, IL-
5, IL-9, IL-13). No obtsante, estas formulaciones evaluadas de manera experimental, alin no
pueden garantizar la disponibilidad de una vacuna segura (Bruschi y Dupoy-Camet, 2014).

Al igual que en otros modelos experimentales de vacunas contra parasitos helmintos, la
dificultad para obtener material antigénico nativo en suficiente cantidad, parece ser
frecuente. En este sentido, se han desarrollado sistemas procariotes recombinantes que
han permitido la produccion y expresion de antigeno heterdlogo (Gelhof et al., 2007). Por
lo que el uso de sistemas procariotes basados en el uso de Salmonella enterica serovar
Typhimurium como acarreador bacteriano de antigenos ¢ péptidos heterdlogos también ha
resultado en significativos niveles de proteccion. La inmunizacién intranasal de ratones
BALB/c, con Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261, que expresa en su superficie
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(a través del Autotransportador ShdA) el péptido de 30 aminoacidos (Ag30) derivado de la
p43 de T. spiralis, permitié la reduccion del nimero de pardsitos adultos a los 8 d.p.i.,
alrededor del 62%, superando el 40% logrado con la inmunizacion del péptido reportada
por McGuire y cols., (2002). Esta proteccién se acompafid de una respuesta mixta de
citocinas Th1/Th2 (IFN-y/IL-5), ademds de la produccion de anticuerpos 1gG, 18G1 que
reconocieron a la proteina nativa en la superficie del paradsito (Pompa-Mera et al., 2011).
Otro modelo de vacunacién prime-boost, empleando el mismo péptido pero expresado en
la superficie bacteriana a través del autotransportador MisL de Salmonella, resultd en una
reduccién del 76% en el nimero de organismos adultos y en la produccién de anticuerpos
lgG antigeno-especificos (Castillo-Alvarez et al., 2013). Estos estudios, demostraron la
utilidad de Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261 como sistema recombinante
para la produccion de antigenos heterélogos y como vehiculo de inmunizacion; ya que
permite obtener proteina de una manera sencilla y relativamente econdmica, conservando
sus propiedades antigénicas. De esta manera, el uso de Salmonella, no solo proporciond
mayor inmunogenicidad al antigeno Ag30 de T. spiralis, sino también indujo inmunidad a
nivel sistémico y local (intestinal), permitiendo la expulsién del parasito.
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Tabla 2. Diferentes formulaciones con fines de vacuna, que han inducido proteccién contra Trichinella spiralis en diversos modelos experimentales.

Nivel de proteccion  Referencia
a nivel muscular (%)

Nivel de proteccidén a
nivel intestinal (%)

Hospedero Via de
inmunizacion

Antigeno Adyuvante

Extracto crudo de LRN CFA cerdo i.p. n.d. 78 Marti et al., 1987.

Proteina de fusién Ts39 CFA ratén BALB/c i.p n.d 78 Sun et al., 1994.

Extracto crudo de LA, LRN y LM CFA ratén BALB/c i.p 89 80 Darwish et al., 1996.

Péptido sintético de 30 a.a. de CTB ratén NIH i.n. 40 n.d. McGuire et al., 2002.

la p43

DNA codificante de Ts31 Ninguno raton BALB/c i.m. n.d. 36.5-37.67 Wang Z.Q. et al., 2006.

Extracto total de LM Eudragit L-100 ratén NIH Oral 45.58 53.33 Dea-Ayuela et al., 2006.

Ts87 (phagedisplay system) Ninguno raton BALB/c s.C. n.d. 28.7 Gu et al., 2008.

Ts-HSP-70 CFA ratén BALB/c S.C. n.d. 37 Wang S et al., 2009.

Ninguno Lactobacillus caseiShirota ratén NIHy CD1 i.p. 78.6 (4 d.p.i.) 80.9 Martinez-Gomez et al.,,

98.3 (12 d.p.i.) 2009, 2011.

Ts-paramiosina (Pmy) CFA y Montanide ISA 206 raton BALB/c s.C. n.d. 33-36 Yang et al., 2010a

DNA codificante de Ts87 Salmonella enterica serovar raton BALB/c oral 29.8 (4.d.p.i) 34.2 Yang et al., 2010b
Typhimurium

Péptido recombinante de 30 Salmonella enterica serovar i.n. n.d. Pompa-Mera et al,

a.a.delap43delalM Typhimurium raton BALB/c 61.8% (8 d.p.i.) 2011.

DNA — MIFy MDF plasmido pVax raton BALB/c i.m. n.d. 23-38 Tang et al., 2012, 2013.

Péptido de 30 a.a. de la p43 de Salmonella enterica serovar oral con Castillo-Alvarez et al.,

la LM Typhimurium raton BALB/c refuerzo i.p. 76 56-62 2013.

Tsp-10 (phage display) Fago T7 ratén BALB/c i.p.e id. 62.8 78.6 Cuietal., 2013.

Ts-87 y Ts-Pmy

(multi-epitope system) KLH ratén BALB/c s.C. 18.7-26.3 35 Gu et al., 2013.

rTs-Adsp Hidréxido de Aluminio ratén BALB/c s.C. n.d 46.5 Feng et al., 2013.

rTs-HPS-70 CFA raton BALB/c s.C. n.d. 38.4 Fang et al., 2014.

Modificado de: Bruschiy Dupoy-Camet, 2014.
Abreviaturas: Adyuvante completo de Freund (CFA), subunidad B de la toxina colérica (CTB), Hemocianina del molusco marino Megathura crenulata (KLH), intraperitoneal

(i.p.), intranasal (i.n.), intradérmica (i.d.), subcutdnea (s.c.), intramuscular (i.m), dias post-infeccién (d.p.i.), no determinado (n.d).
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Salmonella como acarreador de antigenos

Las cepas atenuadas de diversas bacterias patégenas (Salmonella spp., Shigella spp.,
Yersinia spp., entre otros) han sido explotadas con fines de vacuna para la expresion y
entrega de antigenos 6 péptidos heterdlogos a través de las mucosas (O'Gaora et al.,,
1990; Garmory et al., 2003; Medina y Guzman, 2001; Barry et al., 2003; Spreng et al., 2006;
Cheminay y Hensel, 2008; Galen y Curtiss, 2014). En este sentido, un sistema de entrega 6
liberacion de antigeno en el contexto de las vacunas, es aquel sistema micro 6
nanoparticulado que promueve y optimiza la presentacién del antigeno vacunal, moléculas
inmunomoduladoras o ambas a las células de la respuesta inmune (Reed et al., 2013). Entre
las ventajas que ofrecen estas bacterias es que sus componentes de la pared celular y de la
membrana externa (OM) de Salmonella pueden funcionar como adyuvantes, gracias a sus
propiedades inmunomoduladoras que les permiten ser reconocidas como patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) (Barat et al., 2012; Roland y Breeemen, 2013
Daleke-Schermerhorn et al., 2014).

Inicialmente, las vacunas recombinantes basadas en Salmonella enterica serovar
Typhimurium 6 Typhi, se modificaron genéticamente con la finalidad de prevenir la fiebre
tifoidea en humanos (Pasetti et al., 2010). Posteriormente estas cepas se modificaron
genéticamente para la generacién de vehiculos de inmunizacién atenuados para la entrega
de diversos antigenos protectores, en niveles apropiados en una sola via (oral, intranasal o
por inhalacion de dosis) en el sitio linfoide inductor apropiado (mucosas gastrointestinal,
nasal, genito-urinaria) (Pathangey et al., 2009).

Una de las ventajas que ofrece Salmonella, es su capacidad de inducir respuestas
humorales y celulares, tanto a nivel local (mucosas) como a nivel sistémico y una
inmunidad protectora y de memoria a largo plazo en contra de diversos antigenos
derivados de tumores (Guo et al., 2003; Zhu et al., 2010), virus (Jazayeri et al., 2012; Yu et
al., 2012; Ault et al., 2013), bacterias (Bumann et al., 2010), parasitos protozoarios (Schorr
et al.,, 1991; Konjufca et al.,, 2006; Yin et al., 2013), helmintos patdgenos intestinales
(Rosenkranz et al., 2003; Pacheco et al., 2005; Petavy et al., 2008; Yang et al., 2010b, Galen
et al.,, 2010; Pompa-Mera et al., 2011; Ding et al., 2013) (Tabla 3).

La atenuacién de una cepa de Salmonella con fines vacunales, mediante ingenieria
genética, tiene el propdsito de conferir propiedades al acarreador que lo habiliten para
mimetizar una infeccién natural con el minimo ¢ nulo grado de patogenicidad. Cabe
destacar que esta atenuacion se logra mediante mutaciones definidas (que no se
revierten), que afectan las funciones metabdlicas 6 los factores de virulencia que son
criticos para la sobrevida de Salmonella (Cardenas et al., 1992; Chatfield y Dougan, 1997).
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Esta atenuacion ademas, debe estar balanceada con su inmunogenicidad a fin de prevenir
la sobreactivacién de la respuesta inflamatoria, la cual resulta en reactogenicidad
considerable (Tacket et al., 1997; Henderson et al., 1998; Bumann, 2000; Galen y Curtiss,
2014).

Tabla 3. Antigenos heterdlogos expresados en Salmonella que evocan diversos tipos de respuesta inmune.
Localizacion del Referencia
antigeno en el

acarreador

Antigeno 6 proteina
heterdloga / patégeno

Cepa de

Tipo de respuesta
Salmonella

S. typhi Proteina pre-S del virus Nardelli-Haefliger
CVD 908 X4632 de hepatitis B Citoplasma Humoral (I1gG) y et al., 1996.

CTL
S. typhimurium  TGEV del virus de Fimbria 'y Chen y Schifferli,

pnirBLTBMisL

gastroenteritis
transmisible

membrana externa
(MisL) (superficie)

Humoral (1gG)

2007.
Ruiz-Pérez et al.,,
2002.

S. typhi LTB de E. coli Periplasma Humoral (1gG) Khan et al., 2007.
MO01ZH09
S. typhimurium  PspA de Streptococcus ~ Vesiculas de Humoral (IgA en Muralinath et al,,

9281

X pneumoniae membrana externa mucosas) 2011.
S. typhi CSP de Plasmodium Citoplasma Humoral (slgA, Gonzélez et al.,
CVD 908 AAroC  falciparum IgG) y CTL 1994,

S. typhimurium
SR-11

Antigenos SERP de

Plasmodium falciparum

Superficie (OmpA)

Humoral (IgG e
IgM)

Schorr et al., 1991

S. typhimurium

Antigenos EASZ240

Forma extracelular

x8879 (esporozoito) y secretada Inmunidad celular ~ Konjufca et al.,
EAMZ250 (merozoito) 2006.
de Eimeria acervulina
S. typhimurium  TSOL18 de Taenia Superficie Humoral Ding et al., 2013.
x4558 solium
S. typhimurium  Tropomiosina (EgTrp) Periplasma y forma
LVRO1 y proteina fibrilar extracelular soluble  Humoral Petavy et al., 2008

similar a la paramiosina

(EgA31), de
Echinococcus
granulosus

El disefio de las vacunas basadas en el uso de Salmonello como acarreador, debe
considerar la adecuada seleccion del sistema de expresién para la produccién del antigeno
o0 proteina heterdloga. En este sentido, los genes que codifican para las proteinas
heterdlogas (derivadas del patdgeno) pueden insertarse en el cromosoma bacteriano 6 en
elementos episomales como los plasmidos recombinantes; siendo estos udltimos una
plataforma muy atractiva que ha permitido la expresion de proteinas recombinantes
heterdlogas e inmunogénicas con fines de vacuna, de manera sencilla y relativamente
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econdmica. De manera general, estos plasmidos incluyen genes de resistencia a
antibidticos, los cuales son usados como marcadores de seleccién para el mantenimiento y
propagacion de un pldsmido, durante la construccion de la vacuna y su evaluacion
experimental (Cheminay y Hensel, 2008).

La sintesis de un antigeno recombinante codificado por un plasmido, supone una carga
metabdlica impuesta para el acarreador bacteriano que puede incidir en su velocidad de
crecimiento, resultar en una sobreatenuacidn bacteriana y en una disminucion en la
capacidad de colonizacién y por lo tanto en su inmunogenicidad (Cheminay y Hensel,
2008).

Por el contrario, la pérdida espontanea de plasmido, si bien modifica alguna carga
metabdlica, también contribuye a que la bacteria sin plasmido tenga un sobre-crecimiento
rapido sobre las bacterias que contienen plasmido, llevando a reducir su inmunogenicidad
(Galen et al., 2009; Wang et al., 2013b; Galen y Curtiss, 2014).

La sintesis de la proteina heterdloga debe ser un proceso estrictamente regulado (Galen y
Curtiss, 2014), lo cual no es sencillo de obtener, si se considera que la carga metabdlica de
la hiperexpresion antigeno a menudo resulta en la pérdida de virulencia y la viabilidad. Los
sistemas ¢ plasmidos de expresion inducibles han sido desarrollados con la finalidad de
minimizar in vitro e in vivo, la carga metabdlica impuesta (Loessner et al., 2008).

El uso de plasmidos de bajo numero de copia que incluyen promotores inducibles in vivo e
in vitro, ha permitido la expresidén del antigeno en niveles deseables sin comprometer la
viabilidad y el metabolismo bacteriano del acarreador (Bumman, 2001; Ruiz-Pérez et al,,
2002; Ruiz-Olvera et al., 2003; Spreng et al., 2006; Galen et al., 2010; Wang et al., 2011).
Una elevada expresidon constitutiva del antigeno en el acarreador, puede resultar en una
carga metabdlica para la cepa atenuada de Salmonella y reducir su estabilidad para
interactuar con los tejidos linfoides y finalmente comprometer de manera negativa la
respuesta inmune. Una solucion a esta situacion, es el uso de sistemas de expresion que
contienen promotores inducibles in vivo, los cuales permiten la sintesis de elevados niveles
de antigeno, pero solo cuando el acarreador bacteriano ha alcanzado su tejido blanco
(Henderson et al., 1998, Wang et al., 2011). De esta manera, se puede evocar tanto
inmunidad local, como sistémica contra el antigeno heterdlogo y en contra del propio
acarreador (Medina et al., 1999; Hopkins et al., 2000; Curtiss et al., 2010) y funcionar como
vacuna multivalente (Galen et al., 2010). De hecho, Salmonella es un patdgeno facultativo
gue ha evolucionado para residir y replicar en células dendriticas y macrofagos en las
placas de Peyer (PP) y en otros drganos linfoides, en donde puede activar la respuesta
inmune (Medina et al., 1999; Hopkins et al., 2000, Spreng et al., 2006), gracias a su
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capacidad para ganar acceso a las células de la respuesta inmune (células profesionales
presentadoras de antigeno; APC) y asi contribuir a la eventual presentacién de antigeno
(Galen et al., 2009; Pasetti et al., 2010).

La localizacién del antigeno heterdlogo en el acarreador de Salmonella, es otro factor
importante que puede determinar el tipo y la calidad de la respuesta inmune (Henderson
et al.,, 1998; Cheminay y Hensel, 2008; Galen et al.,, 2010; Chen et al.,, 2011). De esta
manera, antigenos que son expresados en los compartimentos celulares mas externos del
acarreador bacteriano (espacio periplasmico, membrana externa) ¢ que son secretados, no
solo son mas inmunogénicos (Lee et al., 2000; Gémez-Duarte et al., 2001), sino también
favorecen la respuesta inmune de tipo humoral Por el contrario, antigenos heterélogos
expresados en el citoplasma favorecen mdas una respuesta de tipo celular citotéxico
(Gentschev et al., 1995; Hess et al., 1996; Hess et al., 2000; Kang et al., 2002). Ademas de la
expresion de proteinas heterdlogas antigénicas, la deteccidon por parte de las células TCD4+
requiere del procesamiento y presentacion de antigenos en el contexto de moléculas de
histocompatibilidad clase II (MHC-II) (Barat et al., 2012).

Existen diversos sistemas que permiten la expresién de péptidos y proteinas heterdlogas en
la superficie bacteriana del acarreador (aqutodisplay, auto-mostramiento); entre los cuales
destacan los autotransportadores, las proteinas de membrana externa (OMP) vy las
proteinas asociadas a fimbria (Chen vy Schifferli, 2007; Jose y Meyer, 2007, Pore y
Chakrabarti, 2013).

Por su parte, la secrecion ¢ exportacién de proteinas ¢ péptidos heterdlogos, puede
lograrse mediante el uso de diversos sistemas de secrecién que de manera natural existen
en la bacteria. Estos sistemas incluyen al sistema de secrecién tipo | (cassette de unién a
ATP, hemolisina, Hly) (Gémez-Duarte et al., 2001; Hahn y Specht, 2003), vesiculas de
membrana externa (OMVs) (Muralinath et al., 2011; Bonnington y Kuehn, 2014; Daleke-
Schermerhorn et al., 2014) y el uso de secuencias sefiales de trafico como la B-lactamasa
(Kang y Curtiss, 2003; Choi y Lee, 2004) y secuencias de reconocimiento para proteasas
(sitio para la Omp T proteasa) (Ruiz-Olvera et al.,, 2002; Luria-Pérez et al.,, 2007). La
eliminacién de dominios transmembranales de proteinas heterdlogas, también es una
estrategia para secretar la proteina heterdloga hacia el espacio extracelular (Green et al.,,
2002).

Todos estos aspectos colocan a los acarreadores de Salmonella como una estrategia de
vacunacién relativamente econdmica y prometedora para inducir inmunidad a nivel de
mucosas y a nivel sistémico (Curtiss et al., 2010; Pasetti et al., 2010).
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Otros factores que influyen en la inmunogenicidad de una vacuna

Ademas de las propiedades antigénicas de una proteina, la memoria inmunoldgica
constituye la base de la vacunacién y se define como la capacidad del sistema inmune para
responder con mayor vigor al re-encuentro con el mismo patdégeno 6 inmundgeno de
manera persistente aln en ausencia de antigeno homoldgo (Sallusto et al.,, 2010). De
hecho, esta respuesta puede ser mantenida por un prolongado periodo de tiempo después
de la eliminacion del material vacunal. La induccién de memoria inmunoldgica es un
aspecto central deseable para todos los esquemas de vacunacion. La memoria
inmunoldgica estd constituida por un sistema homeostatico altamente complejo que
involucra a clonas de células B y T, capacitadas para responder al encuentro secundario de
un patégeno 6 un derivado de este (6 encuentro primario en individuos vacunados), de
manera mas robusta y acelerada (Kaufmann, 2007).

Las células B de memoria son la principal fuente pre-existente de anticuerpos
neutralizantes (Pulendran y Ahmed, 2006; Kaufmann, 2007). Es por ello que uno de los
principales intereses del desarrollo de las vacunas cldsicas con fines profilacticos, es la
optimizacién de la respuesta de células B, las cuales se desarrollan en células plasmaticas
productoras vy secretoras de anticuerpos con distintas actividades (Kaufmann, 2007). Una
vez que las células B son activadas por la unién del antigeno (T-dependiente) al receptor
(BCR) en los centros germinales, una parte de estas células (B220+, CD19, CD11B-) adquiere
la capacidad de sobrevivir por un largo periodo de tiempo sin un estimulo antigénico
continuo, gracias a que expresan la proteina antiapoptdtica Bcl-2. Si bien una parte de las
células B virgenes pueden ser retenidas en el 6rgano linfoide donde se generan, las células
B de memoria salen de los centros germinales y recirculan en la periferia listas para un
encuentro secundario con el antigeno. Estas células B de memoria, se caracterizan por
mostrar receptores de antigeno de alta afinidad y varios isotipos de inmunoglobulinas, cuya
produccion se acelera después de un encuentro secundario con el antigeno. La
maduracion de la afinidad de los anticuerpos se incrementa con la estimulacion antigénica
repetitiva y es consecuencia de de la activacion de las células B inducida por las células Ty
por la hipermutacion somatica. Una vez que estos anticuerpos de alta afinidad se
producen, son capaces de neutralizar la infectividad de una amplia variedad de patégenos
(Kaufmann, 2007).

En el caso de las células B de memoria para antigenos T-independientes (B-1, CD19+4,
CD11b+, B220"°") han sido identificadas en la respuesta contra los carbohidratos presentes
en la capsula de Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis (McHeyzer-Williams et
al., 2000).
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Con respecto a las células T de memoria, estas expresan L-selectina (CD62L) vy el receptor 7
para quimiocinas (CCR7), los cuales son marcadores importantes para el homming hacia
los ganglios linfaticos, ya que interactian con las vénulas endoteliales superiores (HEV, por
sus siglas en inglés). Existen de 2 tipos: de memoria central y de memoria efectora. Las
primeras residen en los ganglios linfaticos y se replican eficientemente. Expresan en gran
medida CD62L y CCR7. De hecho, durante un segundo encuentro con el antigeno, se
desarrollaran a células T efectoras totalmente diferenciadas y sufrirdn apoptosis, una vez
qgue hayan realizado sus funciones (Sallusto et al., 2004). Por su parte, las células de
memoria efectoras, residen en los tejidos, se replican de manera menos eficiente vy
expresan pocos niveles de CD62L y CCR7. De tal manera que, la respuesta inmune
protectora inducida por una vacuna (antigeno mas adyuvante ¢ acarreador vivo), induciran
células T de memoria de ambos tipos, con una preponderancia hacia la memoria central de
célula T a largo plazo (Kaufmann, 2007).

Adyuvantes

Los adyuvantes (del latin adjuvare = ayudar), se definen como compuestos que pueden
incrementar y/o modular la inmunogenicidad intrinseca de un antigeno, permitiendo el uso
de dosis antigénicas menores y en pocas aplicaciones. Estos compuestos pueden ser
sintéticos 6 moléculas enddgenas naturales con capacidad para inmunomodular, mejorar
y/o incrementar la respuesta antigeno-especifica, polarizando la respuesta en cierta
direccidn (induccién de respuestas de células T citotdxicas, Thl 6 Th2) (Guy, 2007). Existe
una gran cantidad de adyuvantes disponibles que se encuentran en fase clinica (Tabla 4).
Muchos de ellos han mostrado ser efectivos en modelos animales experimentales (Shibaki
y Katz, 2002; Reed et al., 2013).

El uso de adyuvantes ha proporcionado una manera de aumentar la inmunogenicidad, ya
gue ademas de las propiedades pro-inflamatorias que pueda tener, los adyuvantes pueden
incrementar el tiempo de vida media del antigeno, previniendo su degradacién in vivo y de
esta manera incrementan la posibilidad de exponer el antigeno por mas tiempo, frente al
sistema inmune del hospedero (Perrie et al., 2008).

De manera tradicional, los adyuvantes son clasificados en tres clases: como 1) moléculas
inmunoestimulantes (IM) que incluyen ligandos de TLRs, ligandos de NLRs (NOD-like),
saponinas etc. De hecho, se considera que la inclusidon de estos componentes también
inmunomoduladores, puede incrementar de manera adicional la inmunidad (Perrie et al.,
2008). 2) sistemas de entrega (sistemas basados en plataforma de particula) que
promueven la entrega del antigeno con fines de vacuna (sales de aluminio) y 3) Sistemas
combinados que incluyen moléculas IM y sistemas de entrega de antigeno (Reed et al.,
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2013; Egli et al., 2014). También existen moléculas enddgenas ¢ ligandos de receptores
clave en el curso de una respuesta inmune, que pueden funcionar como adyuvantes
naturales, ya que pueden mimetizan los mecanismos involucrados para generar
inmunidad.

C3d como adyuvante molecular

Diversos estudios han aportado evidencias respecto de los beneficios de usar el adyuvante
molecular C3d. Las proteinas de fusidon que contienen antigenos derivados de patégenos y
multiples copias de C3d, han permitido aumentar la respuesta de anticuerpos antigeno-
especificos, en contra de una gran variedad de agentes patdgenos (Dempsey et al., 1996;
Green et al., 2002; Tong et al., 2006; Kolla et al., 2007; Li et al., 2009; Xu et al., 2010; Musa
et al., 2014). Esta molécula es un producto de degradacién del componente C3 del
complemento, el cual es un sistema de mas de 25 proteinas solubles y de membrana que
se activan en cascada, mediante 3 vias (la via cldsica, la via alternativa y la via de lectinas).
Todas estas vias convergen en la C3 convertasa, la cual corta el tercer componente del
complemento llamado C3. Este evento conduce a las funciones efectoras del sistema del
complemento, las cuales incluyen la formaciéon de anafilotoxinas (e.g. C3a y C5a), la
formacién del complejo de atague a membrana (C5b, C6, C7, C8 y C9) y la opsonizacion de
microorganismos por union covalente de a un residuo de Cisteina (Cys) que queda
expuesto tras la hidrolisis proteolitica. Este residuo de Cys estd presente en todos los
subsecuentes cortes de los fragmentos iC3b, C3dg y C3d (Carroll, 2004; Carroll, 2008;
Toapanta et al., 2010).

Una vez que C3d se ha formado, esta molécula puede unirse al antigeno y de manera
simultanea, unirse al receptor de complemento 2 (CR2 6 CD21)/CD35 (Weis et al., 1984;
lida et al., 1983) presente en las células B y células dendriticas foliculares (FDCs) (Kolla et
al., 2007). CD21 es parte del complejo que incluye al receptor de células B (BCR) de
membrana, al igual que el CD19 y Tapa-1 (CD81) (Matsumoto et a., 1991). La union del
antigeno acoplado a C3d al CR2 facilita su incorporacion por el BCR (IgM de membrana
mas IgBa e Ig B) v el procesamiento del antigeno vy su presentacién a células T CD4+ en
asociacién a moléculas clase Il (MHC Il). El entrecruzamiento del BCR y el CD21 amplifica la
activaciéon simultanea disparada por las moléculas asociadas a estos receptores (IgBa e lg B
y CD19, respectivamente) (Carter y Fearon, 1992; Prechl et al., 2002; Lyubchenko et al.,,
2005), teniendo como resultado la activacion de la via intracelular fosfoinositido 3-cinasa
(PI3K) (Fig. 5). La via de transduccién de sefiales de la via PI3K, es un eje central en el
control de la homeostasis de células B, sobrevida, activacién de la inmunidad humoral y
diferenciacion de células B inmaduras a células B maduras (Pauls et al., 2012). La expresion
del CR2 (CD21) y el CR1 (CD35) también es necesaria para la sobrevida de la célula B
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(Carroll, 2004), ya que ratones deficientes en estos marcadores poseen un repertorio de
células B alterado (Fleming et al., 2002).

Tabla 4. Clases de adyuvantes clinicamente probados

Nombre del Mecanismo ¢ Tipo de Respuesta inmune Fase  clinica 6
adyuvante receptor nombre del
producto autorizado
Andlogos de IM TLR3 Ab, Th1, células T CD8+ Fase |
dsRNA, poly (I:C)
Saponina (QS21) IM Desconocido Ab, Th1l, Th2, células T Faselll
CD8+
Flagelina IM TLR5 Ab, Th1, Th2 Fase |
CpG ODN IM TLR9 Ab, Th1, células T CD8+ Fase Il
Sales de alumnio
(oxihidréxido de PF Nalp3, ITAM, Ab, Th2 Numerosos
alumnio, fosfato entrega de productos
de alumnio) antigenos autorizados
Virosomas PF Entrega de Ab, Th1, Th2 Epaxal, Inflexal V
antigeno
Emulsiones (MF9, PF Reclutamiento de
ASO3, AFO3, SE) células inmunes, Ab, Th1, Th2 Fluad, Pandemrix
incorporacion de
antigeno
ASO4 (MPL, sales C TLR4 Ab, Thl Cervarix
de aluminio)
IC31 (CpG, C TLR9 Ab, Th1, células T CD8+ Fase |
péptidos
catidnicos)
ISCOMs C Desconocido Ab, Th1, células T CD8+ Fase 2

Abreviaturas: Respuesta de anticuerpos (Ab), antigeno (Ag), molécula inmunoestimulante (IM), respuesta T
colaboradora tipo 1 (Th1), respuesta T colaboradora tipo 2 (Th2), formulacion particulada (PF), combinacién
de IM+PF (C), RNA de doble cadena (dsRNA). Tabla modificada de: Reed et al., 2013.

El acoplamiento entre el complejo CD21/CD19/CD81 vy la molécula C3d unido a antigeno,
trabaja de manera sinérgica y de esta manera se disminuye el umbral de activacion de las
células B antigeno-especificas. El efecto es mucho mas significativo que el umbral de
activacion alcanzado solo con el solo antigeno unido al BCR (Carter y Fearon, 1992). Lo
anterior, ademas de permitir el cambio de isotipo, contribuye a la aceleracion de la
maduracion de afinidad de los anticuerpos en los centros germinales, aumentando de
manera significativa los titulos de anticuerpos antigeno-especificos. Es probable que la
union de los conjugados C3d-antigeno a los receptores del complemento (CD21 y CD35)
conduzca a la retencion de antigeno en las FDCs (en el bazo) 6 en la superficie de las
células B y de esta manera, se prolongue la sefializacién por el complejo BCR, el cual a su
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vez conduce a una activacion aumentada en la célula B (Cherukuri et al., 2001; Fang et al,,
1998; Carroll, 2004). La retencion de antigeno-C3d puede incrementar el tiempo de vida
media del antigeno actuando como molécula co-estimulatoria (Bergmann-Leitner et al.,
2006).

Microorganismo
N C3d unido al
antigeno
IgM
% CR2 (CD21)
cD1s
cDa1
Familia de | . LU
las Src b Pl3-cinasa
cinasas A -
(Lyn, Fyn, e v
BIK). SyK \ ........ : J
Activacion de células B

Figura 5. Papel del complemento en la activacién de la célula B. La célula B expresa un complejo que incluye
correceptores CD21 (CR2), CD219 y CD81. C3d puede unirse simultdneamente un antigeno derivado de un
microorganismo y a su receptor CR2 (CD21). El entrecruzamiento producido por la unién del antigeno al BCR
y el C3d unido a CR2 conduce a la activacién de las células B, mediante la cascada de sefializacién intracelular
fosfoinositido-3 cinasa (PI3K). Modificado de: Abbas et al., 2012.

De esta manera, el C3d funciona como un adyuvante molecular natural a través del
complejo ligando-receptor, C3d-CR2, conectando la inmunidad innata con la respuesta
inmune adaptativa, resultando en la activacion de células B, procesamiento y presentacion
de antigeno, asi como produccion de anticuerpos (Toapanta et al., 2010). CD21 también
estd involucrado en la activacion de células B, generacién de memoria inmunolégica,
cambio de isotipo y tolerancia inmunoldgica de células B (Matsumoto et al., 1991; Fearon
and Carter, 1995).

P28: El dominio minimo de union del C3d a su receptor CR2 (CD21)

La molécula de C3d posee propiedades de adyuvante y ha sido evaluada en diversos
estudios. Esta molécula estd conformada por aproximadamente 296 aminodcidos. El
numero de sitios de union de esta molécula a su receptor el CD21 es controversial. Diversos
estudios enfocados a determinar los aminoacidos del domino minimo de union del C3d a su
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receptor CD21, han revelado que los amindacidos 228-239 (1199-1210 del C3) parecen
interactuar directamente con el CD21 (Clemenza e Isenman, 2000). Otros estudios han
demostrado que los aminodcidos en posiciones 83, 84, 170 y 163 son cruciales para la
interaccion con el CD21 (Hannan et al.,, 2005; Toapanta et al., 2010). Sin embargo, un
estudio realizado por Lambris y cols., (1985) demostré que los aminodcidos 1205-1214
(KFLTTAKDKNRWEDPGKQLYNVEATSYA) de la secuencia de C3 correspondia al dominio
minimo de unién al CD21. Este dominio contiene 28 aminoacidos (P28) y puede activar a
las células B, aunque con menos eficiencia que el C3d completo (Lambris et al., 1985; Servis
y Lambris, 1989; Tsokos et al., 1990). No obstante, este dominio minimo de unién al C3d
(P28) ha sido fusionado a diversos antigenos en multiples copias para inducir inmunidad
humoral en elevados niveles en comparacion con los niveles inducidos por la vacunacion
con antigeno solo (Wang et al., 2004; Bower y Ross, 2006; Bergmann-Leitner et al., 2007,
Xu et al,, 2010; Zhang et al,, 2011).

En la Tabla 5, se muestra diversos estudios en los cuales se ha empleado el C3d 6 su
dominio minimo de unién al CD21 (p28) como adyuvante en modelos experimentales de

vacunas dirigidas contra numerosos patdgenos.

Tabla 5. Uso del adyuvante C3d é su dominio minimo de unién (p28) al CD21.

Antigeno (patégeno) Tipo Adyuvante  Respuesta a la inmunizacion Referencia

Hemaglutinina soluble (sHA) Vacuna de Aceleracion de la induccién de

(Virus de Influenza) DNA C3ds anticuerpos neutralizantes y Ross et al., 2000.
proteccion

Hemaglutinina (HA) Vacuna de Inmunidad heterosubtipica y

(Virus de Influenza) DNA C3ds elevados titulos de anticuerpos Mitchell et al., 2003.

y respuesta Th2

gp120 (Virus de Inmunodeficiencia Vacuna de

Respuesta humoral (IgG, IgA)

Bower y Ross, 2006.

humana, VIH) DNA P284 Respuesta de citocinas IL-4 e
IFN-y).
Gonadotropina coriénica (hCGB) de Vacuna de C3ds Respuesta Th2 (IL-4) Wang XL et al., 2006
humano DNA
Glicoproteina C (sgC) Vacuna de Respuesta de anticuerpos IgG,
Virus de la pseudorrabia DNA C3ds respuesta celular mixta Tong et al., 2006.
Th1/Th2.
Proteina circunsporozoitica (CSP) Vacuna de P283 lgG2a Bergmann-Leitner
Plasmodium berghei DNA etal., 2007
Fimbria A tipo | (FimA) de Proteina de IgG elevada y proteccion
Salmonella enterica serovar fusién TF- C3d: 50- 100% Musa et al., 2014
Enteritidis FimA-mC3d:
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La triquinelosis es una enfermedad zoondtica causada por nematodos del género
Trichinella. El mecanismo de transmision de esta parasitosis en humanos es a través del
consumo de carne de cerdo o de animales de caza, cruda ¢ mal cocida, infectados con el
parasito. La infeccidon mds prevalente es causada por T. spiralis, la cual es una especie de
amplia distribucién mundial. En general, las estrategias actuales para la prevencion de la
triquinelosis, incluyen el diagndstico y medidas sanitarias durante la produccién de
productos alimenticios derivados del cerdo, y administracion de farmacos antihelminticos
como la principal medida de control de la triquinelosis. Si bien la mayoria de los farmacos
con actividad antiparasitaria son seguros, econémicos y efectivos contra un amplio
espectro de parasitos, el alarmante incremento en el nimero de especies de parasitos
resistentes a estos farmacos ha propiciado el desarrollo de métodos alternativos para el
control de la triquinelosis, entre los cuales se encuentra el desarrollo de vacunas capaces
de inducir proteccién contra la infeccion por T. spiralis. Diversos antigenos de la LM de T.
spiralis han sido propuestos como candidatos a vacuna; uno de ellos es el péptido de 30
aminoacidos (Ag30) derivado de la p43 del parasito. El uso del péptido sintético (Ag30) en
combinacién con la subunidad B de la toxina del cdlera por via intranasal, indujo proteccion
parcial (40%) contra el adulto de T. spiralis y una respuesta inmune del tipo Th2. Sin
embargo, una limitante en el uso de péptidos sintéticos con fines de vacunacion, es su
reducida inmunogenicidad, requiriéndose su empleo en multiples dosis y refuerzos, lo que
eleva su costo de uso. En nuestro grupo de investigacion hemos explorado la utilidad de la
inmunizacién intranasal de ratones BALB/c, con el Ag30 expresado en la superficie del
acarreador bacteriano S. entérica serovar Typhimurium SL3261, a través del
autotransportador ShdA, con la finalidad de inducir proteccién contra la infeccién por T.
spiralis a nivel intestinal. Aunque se obtuvo mayor proteccion que la conferida con el Ag30
sintético, ésta fue parcial (62 %) y los niveles de IgG1 e IL-5 fueron bajos. Se reconoce que
la respuesta de tipo Th2 es requerida para la inmunidad protectora contra T. spiralis a nivel
intestinal y que hay evidencias de que el adyuvante natural C3d y su dominio minimo de
unién (P28) a su receptor CD21, han sido empleados para inducir respuestas de tipo Th2 y
titulos altos de anticuerpos antigeno-especificas; por lo que resulta de gran interés
evaluar la proteccion conferida contra el adulto de T. spiralis empleando a Salmonella
como acarreador del antigeno Ag30 fusionado a P28. También resulta de interés evaluar la
proteccién conferida contra T. spiralis por la forma secretada de la proteina de fusién
Ag30-P28.
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JUSTIFICACION

A pesar de la eficacia y bioseguridad de los farmacos con actividad antiparasitaria en contra
un amplio espectro de parasitos; el alarmante incremento en el nimero de especies de
parasitos farmacorresistentes, ha propiciado el desarrollo de métodos alternativos para el
control de la triquinelosis, entre los cuales se encuentra el desarrollo de vacunas capaces
de inducir proteccién contra la infeccion por T. spiralis. Considerando el ciclo de vida de
este parasito, la produccién de una vacuna efectiva contra la fase intestinal podria limitar
el desarrollo de la fase sistémica de la infeccion. Por otra parte, diversos estudios han
demostrado la utilidad del uso de Salmonella enterica como acarreador de antigenos en la
induccion de inmunidad a nivel de mucosas contra una amplia variedad de patdgenos
intestinales. Las vacunas basadas en las fusiones de un antigeno conocido al adyuvante
molecular C3d 6 su dominio P28, ofrecen una alternativa viable de incrementar la
inmunogenicidad del antigeno, polarizando la respuesta hacia una de tipo Th2; la cual es
necesaria para la inmunidad y para el proceso de expulsion del pardsito, durante la fase
intestinal de la infeccién. Es por ello que, seria de gran interés para el presente trabajo,
evaluar el potencial del adyuvante P28 en la induccién de la respuesta inmune a nivel local
y sistémico en contra de la infeccidn por T. spiralis, empleando a Salmonella enterica,
como acarreador bacteriano de antigenos derivados de T. spiralis.

HIPOTESIS

La cepa atenuada de Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261 que expresa en su
superficie, el péptido Ag30 de T. spiralis, fusionado a 3 copias del dominio minimo ¢ del
adyuvante molecular P28, inducird mayor proteccidn contra la infeccion intestinal por T.
spiralis que la cepa de Salmonella que solo expresa el antigeno de interés sin el adyuvante
molecular p28, en un modelo de triquinelosis murina.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la proteccion conferida contra T. spiralis a nivel intestinal por cepas vacunales de
Salmonella enterica serovar Typhimurium que acarrean un sistema de expresion basado en
plasmidos y que permite expresar en la superficie de la bacteria de y/o secretar al antigeno
Ag30 del parasito, fusionado a 3 copias del adyuvante molecular P28, en un modelo de
triquinelosis murina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Construir un pldsmido que permita la expresion en la superficie de Salmonella
enterica serovar Typhimurium, del antigeno Ag30 de T. spiralis, fusionado a 3
copias del adyuvante molecular p28 (pAg30-p283), empleando el sistema AT ShdA.

2. Construir un plasmido que permita expresar en la superficie de Salmonella enterica
serovar Typhimurium y eventualmente secretar el antigeno Ag30 de T. spiralis
fusionado a 3 repetidos de p28 (pAg30-p283-SCOT), empleando el AT ShdA y un
sitio de reconocimiento para la Omp T proteasa.

3. Determinar el nivel de proteccion inducido contra T. spiralis a nivel intestinal por la
inmunizacién intranasal con las cepas vacunales Salmonella pAg30-p283 vy
Salmonella pAg30-p28s-SCOT en un modelo murino de triquinelosis.

4. Evaluar la respuesta humoral a nivel intestinal (IgA) y a nivel sistémico (1gG, 1gG1),
evocado por las diferentes cepas recombinates de Salmonella que expresan el
antigeno Ag30 de T. spiralis, en un modelo murino de triquinelosis y previo al reto
con el parasito.

5. Evaluar la respuesta inmune celular mediada por las citocinas IFN-y e IL-5, inducidas
por la inmunizacién con las diferentes cepas vacunales de Salmonella que expresan
el antigeno Ag30 de T. spiralis.
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MATERIAL Y METODOS

De manera general, el disefio experimental se resume en la figura 6. Tres etapas
comprendieron el desarrollo del presente estudio: Ingenieria genética (Tecnologia de DNA
recombinante), 1) Evaluacion de la expresion de proteinas recombinantes en el acarreador
y 1) Evaluacion de la respuesta inmune.

1. Ingenieria genética

2. Ensayos de 3. Evaluacién de la respuesta
expresion inmune

Inmunizacién intranasal con

E. coli DH5a N Salmonella enterica serovar
el acarreador bacteriano

Typhimurium SL3261

inductoras (microaerofilia in
vitro)

[ Cultivos en condiciones

v

Curvas de Recuperacion del acarreador
Construccién del cassette crecimiento Deteccién por PCR de a partir de bazo

p28, la secuencia de

en vector de transito ! interés de los <
(plasmido) pRL-null pldsmidos
recuperados Evaluacion de la proteccion
WAB, dot-blot local (intestinal)

Subclonacién
de secuencia
ScoT
Evaluacién de la respuesta

E. coli XL-10 Inmunofluorescencia inmune humoral

Construcciones finales >
del cassette p28,-5COT- Gola) indirecta (IgG, 1gG1, IgA)

shdA en vector pAg30
> E. coli BL21

Evaluacién de la respuesta

inmune celular

Secuenciacion . .
Citometria de flujo (IL-5, IFN-y)

nucleotidica
automatizada de DNA

Figura 6. Disefio experimental del presente estudio. Se muestran las tres etapas del disefio del estudio: I)
Ingenieria genética, II) Ensayos de expresion y lll) Evaluacién de la respuesta inmune.

l. Tecnologia de DNA recombinante

El desarrollo de vacunas basadas en acarreadores bacterianos requiere de llevar a cabo,
tecnologia de DNA recombinante. Para ello, E. coli DH5a se usé como la cepa huésped para
la construccién de plasmidos. Asimismo, las cepas de E. coli BL21-D3 y XL-10 Gold se
emplearon para la evaluacion de la expresion y funcionalidad del sitio de reconocimiento
para la Omp T proteasa (secuencia de corte SCOT). Por su parte, la cepa atenuada
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261 (Aro A: Tn 10), dependiente de acidos
aromaticos (Hoiseth y Stocker, 1981) se transformo con los plasmidos y se empled como
vehiculo vacunal para la entrega de las proteinas recombinantes expresadas por este
acarreador bacteriano, en un modelo de triquinelosis murino. La tabla 6 resume las
caracteristicas de las cepas empleadas en el presente trabajo. Las preparaciones y
manipulaciones de DNA, asi como las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
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llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones y los protocolos del Manual de
Laboratorio de Clonacién Molecular (Sambrook y Rusell, 2001) y de acuerdo a las
instrucciones de los estuches comerciales empleados. Todas las enzimas de restriccion y de
ligacion fueron de la marca New England Biolabs NEB®. La purificacién de productos de PCR
a partir de geles de agarosa se llevd a cabo con el estuche comercial QlAquick Gel
Extraction Kit — Qiagen®. El analisis de todos los productos de PCR, asi como fragmentos
para llevar a cabo las subsecuentes reacciones, se analizaron en un equipo analizador de
imagenes Kodak® ID 3.6 adaptado a una cdmara digital EDAS 290.

Tabla 6. Cepas bacterianas empleadas en el presente trabajo.

Cepa Genotipo Referencia
Escherichia coli DH5a SupE44 V lac 1690 80lac ZVM 15hsd  Invitrogen®
R17 recAl endAl gyrA 96 thi-1relAl
Escherichia coliBL21-DE3 Omp T proteasa - Stratagene®
Escherichia coli XL-10-Gold ~ Omp T proteasa + Stratagene®
Salmonella enterica serovar Aro A :: Tn 10 Hoiseth SK, et al.
Typhimurium SL3261 1981

Todas las construcciones del presente estudio se derivan del plasmido pAg30 (Pompa-Mera
et al., 2011), el cual codifica para un péptido de 30 aminodcidos (Ag30) derivado de la gp-
43 kDa de T. spiralis (McGuire et al., 2002), el cual es expresado en la superficie de
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261. La expresidon de las proteinas de fusion
de todos los plasmidos derivados se encuentra bajo el control del promotor nirB de la
nitrato reductasa, el cual es inducible en condiciones de anaerobiosis o microaerofilicas in
vitro (Chatfield, 1992; Huang et al.,, 2000). Rio arriba (hacia el extremo 5’) el plasmido
contiene parte del gen que codifica para la secuencia sefial de la subunidad B de la toxina
termolabil de E. coli (LTB), la cual asegura el trafico de la proteina de fusién hacia el
periplasma de la bacteria. Rio abajo (hacia el extremo 3’) se encuentra las secuencias
codificantes de Ag30, seguida del péptido bandera FLAG y del autotransportador ShdA.
Este sistema de expresion cuenta con el marcador de seleccién de resistencia a ampicilina.
Todas las proteinas de fusion codificadas por los plasmidos contienen el péptido bandera
FLAG, por lo que su deteccién se realizd a través de un anticuerpo dirigido hacia este
marcador (Fig. 7). Las caracteristicas particulares de cada uno de los plasmidos se resumen
en la tabla 7.
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Figura 7. Proteina de fusién codificada por el plasmido pAg30. A) Secuencia de aminoécidos de cada una de los
péptidos de interés. B) Modelo hipotético de automostramiento del péptido Ag30.

La estrategia general de clonacién se resume en la figura 8. La construccién de los
plasmidos comprendié primero la generacion de tres copias independientes del dominio
minimo de union p28 del adyuvante C3d (p28a, p28s y p28c) con distintos adaptadores que
permitieron su insercién de manera sitio-dirigida en el vector de transito pRLnull
(Promega®) (Tabla 7). Una vez clonadas en tdndem las tres copias de p28 (p28s), este
fragmento se obtuvo y se clond en los plasmidos pAg30 y pAg30-SCOT. Las condiciones de
PCR llevadas a cabo se muestran en el Apéndice (Tabla Al). A continuacién se describe en
detalle la tecnologia de DNA recombinante realizada.

Tabla 7. Caracteristicas de los pldsmidos.

Plasmido Tamafio* Proteina de fusidn Tamafio*  Localizacién de la Referencia
(pb) codificada (kDa) proteina de fusién
(NH2-----COOH) codificada
pnirBLTB § 2425 LTB 2.64 Periplasma Ruiz-Pérez et al., 2002;
Ruiz-Olvera et al., 2003.
pENP §% 3415 LTB-FLAG-ShdA 39 Membrana externa  Pompa-Mera et al,,
2011.
pAg30 $55 3511 LTB-Ag30-FLAG-ShdA 42 Membrana externa  Pompa-Mera et al,
2011.
pAg30-SCOT 3587 LTB-Ag30-FLAG-ShdA 42 Medio extracelular  Este trabajo
(Ag30-FLAG)
pRL-null 3320 NA NA NA Promega®
pRL-null-p28; 3464 NA NA NA Este trabajo
pRL-null-p28, 3608 NA NA NA Este trabajo
pRL-null-p28; 3752 NA NA NA Este trabajo
pAg30-p283 3943 LTB-Ag30-FLAG-p285-ShdA 61 Membrana externa  Este trabajo
pAg30-p283-SCOT 4019 LTB-Ag30-FLAG-p285-ShdA 61 Medio extracelular  Este trabajo
(Ag30-FLAG-p283)

*Tamafio aproximado, NA = no aplica.  Control negativo sin bandera molecular FLAG. 8 Control negativo con bandera molecular FLAG
(vector vacio). 555 Control positivo con bandera molecular FLAG.
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Construccion de la secuencia p28s. Se disefiaron dos oligonucledtidos (p28-1y p28-2)
(Tabla 8) para generar mediante PCR (PCR1), una copia sencilla de la secuencia codificante
de los 28 aminodacidos (1187-1214) (KFLTTAKDKNRWEDPGKQLYNVEATSYA) que
comprenden el dominio minimo de unidon (p28) del adyuvante C3d a su receptor CD21
murino. El amplicdn resultante (templado p28) también incluydé hacia el extremo 5’, un
conector (6 secuencia linker) compuesto por 2 repetidos de cuatro glicinas y dos serinas
(Ga4S2) vy favorecer el correcto plegamiento de la proteina, de acuerdo a los descrito por
Bower y Ross (2006).

Para optimizar la expresion de las proteinas de fusion en Salmonella, se considerd el uso
preferencial de codén (Miller, 1992) en el disefio de oligonucledtidos. Todos los productos
de PCR que involucran secuencias de p28 se analizaron mediante geles de agarosa
(Invitrogen-GE) al 1.5% pretefiidos con bromuro de etidio 0.001% y se purificaron usando el
estuche comercial QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®). Se incluyd un marcador de
tamafilos moleculares (Tracklt™ 100 bp DNA Ladder, Invitrogen) en el analisis
electroforético. Posteriormente, a partir del templado p28 y mediante tres reacciones
independientes (PCR,, PCR3 y PCR4) se generaron las secuencias codificantes de los
repetidos p28a, p28s, vy p28c respectivamente, con los sitios de restriccion Xhol, Hindlll,
Ndel y Spel que permitieron su clonacion de manera sitio-dirigida. En todos los casos, 350
ng de inserto (copia de p28) se cortaron con 20 U de las enzimas de restriccion
correspondientes y se ligaron con 50 ng de vector de transito (plasmido pRL-null) usando
100 U de enzima T4 ligasa (NEB®) a 16°C durante 12 horas.

El producto de ligacion (pRL-null-p28s) se usd para transformar bacterias E. coli DH5a
mediante choque térmico (Sambrook et al., 2001). La seleccidon de clonas positivas se
realizd seleccionando aquellas clonas, cuyo tamafio de plasmido incrementaron su tamafio
en aproximadamente 432 pb. A partir del plasmido pRL-null-p28s, se realizd una PCR
(PCRs) para amplificar tres copias de la secuencia p28 (p28s), empleando los
oligonucledtidos Null-SEQ-1 y Null-CDS-2. El producto p28s3 se cortd con las enzimas de
restriccion Xbal y BamH1 (p28s/Xbal-BamH1), se purificd y se reservé para las subsecuentes
clonaciones.
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Tabla 8. Oligonucledtidos empleados en el presente trabajo.

Secuencia Sitios
Primer Sentido* (5->3) de
restriccion
S CGAATCTAGAGGCGGTGGCGGTAGCAGCGGCGGTGGCGGCAGCAGCAAATTCCTGACCACCGCGAAAGATAAGAACCGCTGG
p 28_2 A CGCGGCTAGCACTAGTCGCATAGCTGGTCGCAACCACGAAATACAGCTGTTTCCCCGGATCTTCCCAGCGGTTCTTATCTTTCGCGG N h e | S p e |
7
p28_a S TATCCTCGAGGGCGGTGGCGGTAGC XhOl
p28_b A GGCCAAGCTTCGCATAGCTGGTCG Hlnd”'
p28-C S ATAGAAGCTTGGCGGTGGCGGTAGC Hlnd'”
p 2 8_d A GGCCCATATGCGCATAGCTGGTCGC N d e |
p28_e S AATTCATATGCTCGAGGGCGGTGGCGGT Ndel
p 28_f A GGCAACTAGTCGCATAGCTGGTCGC S p e |
Null-SEQ-1 S TGTCTAGAACAGATCTCGAGGGCG Xbal
N u | |-CD52 A AGGATCCATGCATGCTAGCCGCATAGCTGGTCGCTTCCAC Ba m H |/ N Si |’ N he|
SCOt—El S CTAGAAAACGCCCGGGCGGTGGCGGTGGCAAACGCGGCGGTGGCGGTGGCCCGAAACGCGCTAGCATGCATG Xbal
SCOt— E 2 A GATCCATGCATGCTAGCGCGTTTCGGGCCACCGCCACCGCCGCGTTTGCCACCG CCACCGCCCGGGCGTTTT Ba mH |’ N Si |, N h e|
p N | rl TTCAGGTAAATTTGATACATCAAA no a pl ica
FLAG-SEQ-1 GATTACAAGGATGACGAC
shdA-Rv A GAGGGTCTGCATTTGCAG no aplica

Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados por IDT Technologies. *S = Sentido; A = Antisentido
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Construccion de la secuencia SCOT. Dos oligonucledtidos Scot-E1 y Scot-E2 (Tabla 8) fueron
disefiados para generar, por reaccion de acoplamiento, una secuencia corta de DNA (SCOT)
gue codifica para los sitios de escisidon proteolitica para la Omp T proteasa y cuya secuencia
de reconocimiento lo comprenden los aminoacidos KRPGGGGGKRGGGGGPKR (Ruiz-Olvera
et al., 2003; Luria-Pérez et al., 2007). Para la reaccion de acoplamiento se usaron 200 pmol
de cada uno de los oligonucledtidos Scot-E1 y Scot-E2 y 80 plL de MgCl, 100 uM. La mezcla
de reaccion se incubd a 94°C durante 15 minutos y se dejé enfriar gradualmente durante 4
horas hasta llegar a temperatura ambiente. Posteriormente, se conservo a 4°C hasta su uso
en otras reacciones de ligacion.

Construccion de los plasmidos pAg30-SCOT, pAg30-p283 y pAg30-p28s-SCOT. Para
subclonar las secuencias de interés p28s y SCOT, se usé el sistema de isocaudameros de las
enzimas de restricciéon Nhel y Xbal. Brevemente, 100 ng de plasmido pAg30 se cortaron con
las enzimas Nhel y BamH1, desinsertando la secuencia shdA (942 pb), la cual se purificd y
se reservo. Posteriormente 50 ng del plasmido linearizado pAg30/ Nhel-BamH1 se ligaron
con 350 ng de inserto p28s/Xbal-BamH1 bajo las condiciones arriba mencionadas. Este
producto de ligacidn se usé para transformar E. coli DH5a. El tamizaje de clonas consistio
en seleccionar las clonas, cuyo tamafio de plasmido descendiera aproximadamente a 3000
pb respecto del control pAg30 debido a la eliminacion de shdA. Posteriormente, el
plasmido resultante se corté nuevamente con las enzimas Nhel (sitio de novo) y BamH1
para permitir la reinsercion de la secuencia shdA y de esta manera generar el plasmido
pAg30-p28s.. En este caso, la seleccion de clonas positivas consistio en identificar aquellas
clonas cuyo tamafio de plasmido correspondiera a 3943 pb. Por otra parte, la construccion
de las versiones de pAg30-SCOT y pAg30-p283-SCOT se realizdé partiendo de 100 ng de los
plasmidos pAg30 y pAg30-p28s, los cuales se cortaron con las enzimas Nhel y BamH1,
generando la desinsercién de la secuencia shdA (942 pb) (la cual se purificé y se reservo).
50 ng de las formas linearizadas de estos plasmidos (pAg30/ Nhel-BamH1 y pAg30-p28s/
Nhel-BamH1) se ligaron con 350 ng del producto de acoplamiento de SCOT en las
condiciones arriba mencionadas. Posterior a la transformacion de E. coli DH5a con estos
productos de ligacion, se seleccionaron clonas cuyo tamafio de plasmido correspondiera
aproximadamente a 3587 y 2645 pb respectivamente. La secuencia shdA se reinsertd en
los plasmidos intermediarios de interés. Finalmente, se purificd cada uno de los plasmidos
mediante el estuche comercial QIAGEN® Plasmid Purification, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor.
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Figura 8. Estrategia general de clonacion.
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Secuenciacion nucleotidica automatizada. El DNA de todos los plasmidos se verificaron
mediante secuenciacion nucleotidica automatizada de ambas hebras (sentido vy
antisentido) usando los primers pNir y ShdA-Rv (Tabla 8). Se usé un kit de secuenciacion
BigDye Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA), usando 20 ng de DNA templado se
afiadieron en cada reaccidon y el programa de termociclado que incluyd 25 ciclos de
desnaturalizacién a 95 ° C durante 30 s, alineamiento a 50 ° C durante 15 s y extension a
60°C durante 4 min. Las muestras se analizaron en un analizador genético ABI Prism 3130
(Applied Biosystems).

Preparacion y electroporacion de bacterias electrocompetentes de Salmonella entérica
serovar Typhimurium SL3261. Se partié de un cultivo bacteriano de 250 mL de S. enterica
serovar Typhimurium SL3261, en medio liquido BHI (DIFCO®) suplementado con 0.01% de
acido 2,3-acido dihidroxibenzoico (DHB) (Sigma®, St. Louis, M.O), en fase logaritmica de
crecimiento (D.O.= 0.7; 5 h aproximadamente). Se procedid a centrifugar a 3000 x g y se
cosecho el paquete bacteriano. Se realizaron tres lavados con agua desionizada estéril, bajo
condiciones de esterilidad y a 4°C en hielo. El paquete celular se resuspendié en 2 mL de
solucién de agua desionizada-glicerol 20% y se prepararon alicuotas de 100 uL en viales y
se ultra-congelaron a -70°C hasta su uso. Previo a la electroporacion, se descongelaron las
bacterias electrocompetentes en hielo a 4°C por 30 min. Posteriormente, bajo condiciones
de esterilidad, 100 ng de cada uno de los plasmidos (pENP, pAg30, pAg30-SCOT, pAg30-
p283 y pAg30-p283-SCOT) se emplearon para transformar a la bacteria electrocompetente
en celdas Gene Pulser’/MicroPulser™ electroporation cuvettes (Bio-Rad®), usando el
equipo electroporador Gene Pulser X cell total system (Bio-Rad). Las condiciones usadas
fueron r=2500; ¢=0025; nr R= 0201: T= 0005. Inmediato al pulso eléctrico, 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, MgS04 20 mM, glucosa 20 mM) y se incubaron 1 hora a
372C en un agitador orbital (Orbit Lab-line Environ-Shaker®) a 200 rpm. Las bacterias
transformadas se sembraron en placas de BHI agar con 100 pg/mL de ampicilinay DHB
(0.01%) (BHI-ampicilina-DHB), se incubaron a 37°C. Se aislaron colonias de cada una de las
cepas recombinantes y se purificaron los plasmidos por lisis alcalina (Sambrook et al.,
2001). La confirmacién de clonas positivas para cada una de las construcciones se verificd
mediante PCR usando los plasmidos pNIR y ShdA-R (PCRy, Tabla A1, ver apéndice). Las
clonas recombinantes que resultaron positivas se criopreservaron en medio liquido BHI con
15% de glicerol, a -70°C para su posterior caracterizacion.
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Il. Caracterizacion y analisis de la expresion de proteinas

Cultivo, condiciones de induccidn, curvas de crecimiento y preparacion de cepas con fines de
inmunizacién. Las cepas de Salmonella transformadas con los diferentes pldasmidos (pENP,
pAg30, pAg30-SCOT, pAg30-p28s, pAg30-p283-SCOT) se cultivaron a 37°C en medio sélido
de BHI-ampicilina-DHB. Una vez que se aislaron colonias de cada una de las cepas, se
procedid a inocularlas en medio liquido BHI-ampicilina-DHB. Los cultivos se incubaron a
37°C en agitacion a 200 rpm en un agitador orbital (Environ Shaker Orbit, Lab Line) hasta
alcanzar una densidad dptica a 600 nm (D.Os00 Nm) aproximada de 1.0. Posteriormente, un
volumen de 100 L del cultivo de cada uno de ellos, se transfirié a matraces con 250 mL de
medio liquido caldo tioglicolato-ampicilina-DHB (DIFCO® Laboratories, Detroit, Ml) para
favorecer el ambiente microaerofilico y de esta manera inducir el promotor nirB. Para
realizar las curvas de crecimiento se tomaron de 1mL de cada uno de los cultivos de las
cepas inducidas, cada 30 minutos hasta completar las 10 horas de cultivo. En cada toma se
procedid a medir la D.Ospo Nm en un espectrofotometro (Biometrix). Se incluyd a S.
enterica serovar Typhimurium SL3261 sin transformar como control.

Para la preparacion de las cepas de Salmonella transformada con los diferentes plasmidos
con fines de inmunizacion; cultivos de 250 mL en condiciones de induccién se recuperaron
durante la fase logaritimica de crecimiento, mediante centrifugaciéon a 6000 x g, 10
minutos a 4°Cy se lavaron dos veces con PBS estéril. Finalmente el paquete bacteriano se
resuspendié en PBS (pH 7.4) y se prepararon alicuotas (dosis) de 10° bacterias en un
volumen de 40 pulL.

Extraccion de proteinas totales de las cepas recombinantes de Salmonella. Las cepas
recombinantes de Salmonella transformadas con los diferentes plasmidos se cultivaron en
condiciones inductoras a 37°C con agitacion de 250 rpm hasta que alcanzaran la fase
logaritmica de crecimiento. Se recuperd una alicuota de 1 mL (1X10°® bacterias) se cosechd
la pastilla bacteriana mediante centrifugacion en una microcentrifuga (modelo ALC 4214) a
6000 x g a temperatura ambiente. El botdn bacteriano se lavé cuatro veces con solucién
salina isotonica (SSI) estéril y después de descartar el sobrenadante, se resuspendid con
50mL de agua destilada y se adiciond 50 uL de amortiguador de muestra (SDS 25%,
Glicerol 25%, Tris-base 200mM, Azul de bromofenol 0.025%) para proteinas. Las muestras
se desnaturalizaron por ebullicion durante 10 minutos en bafio Maria. Posteriormente, se
dejaron enfriar, se pasaron por jeringa Hamilton a fin de homogenizar y se cuantifico la
concentracién de proteinas totales por el método de Bradford, usando el estuche
comercial Bio-Rad Protein Assay ™ (BioRad®).
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SDS-PAGE y Western-blot. Las muestras de proteinas totales derivadas de cada una de las
distintas cepas recombinantes de Salmonella, se ajustaron a una concentracién de 30
ug/mL. Posteriormente, las proteinas se separaron mediante electroforesis vertical en dos
geles de poliacrilamida al 12.5% de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli UK., 1970)
usando una camara de electroforesis vertical BioRad® (modelo Mini-Protean 3 Cell). Se
utilizé amortiguador 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. Para
visualizar las proteinas separadas, uno de los geles se fij6 por tres horas con solucion
acetona-metanol-agua (proporcién 45:10:45) y se tifid con colorante azul de Coomassie
(Bio-Rad®) por 30 min y posteriormente se decolord con solucion acido acético-metanol-
agua (30:10:60). Finalmente el gel de poliacrilamida se secé en medio de una membrana
(Gel drying Promega®) en un soporte de acrilico. Para detectar de manera especifica las
proteinas de fusién de interés (previamente separadas), a partir del gel de poliacrilamida,
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa cargada positivamente
(Hybond-C Extra (300mm x 3m, Amersham Bioscience, GE technologies®), usando buffer de
transferencia (Tris base-Glicina, pH 8.3) en una camara vertical de transferencia (BioRad®
Mini Trans-Blot Cell 2005) a 150 V por una hora, a 4°C. Posteriormente, la membrana fue
bloqueada con PBS-leche descremada al 5% toda la noche y se lavd dos veces con 10 mL de
amortiguador salino de fosfatos (PBS) (pH 7.4, 137 mM NaCl), 2.7 mM KCI, 10 mM
Na;HPOs4, 2mM KH;PO4) v se incubd durante toda la noche con 5mL del anticuerpo
monoclonal anti-FLAG biotinilado (ANTI-FLAG BioM2, Sigma-Aldrich®) en dilucién 1:250 en
PBS con 0.02% de azida de sodio. Se realizaron cuatro lavados con solucion PBS vy
posteriormente se incubd con estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdabano (HRP-
Streptavidin conjugate (Zymed® Laboratories) en dilucion 1:500. Las membranas se lavaron
cuatro veces con PBS. Para detectar la expresién de la bandera FLAG fusionada a las
proteinas de interés en extractos totales, la reaccidon se revelé 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 adicionando como
sustrato 100 pL de peroxido de hidrégeno; durante 10-20 segundos. Al final la reaccién se
detuvo con agua destilada ¢ PBS. Todos los lavados se llevaron a cabo a temperatura
ambiente por 10 minutos en un agitador orbital.

Recuperacion de proteinas de sobrenadantes de cultivos. Las cepas recombinantes de
Salmonella transformadas con los diferentes plasmidos se cultivaron en condiciones
inductoras a 37°C con agitacion de 250 rpm vy hasta que alcanzaran la fase logaritmica de
crecimiento. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante de cada cultivo, mediante
centrifugacion a 8,000 x g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se filtroé a través de una
membrana de 0.22 um. Las proteinas presentes en 100 mL de sobrenadante de cultivo, se
precipitaron con 150 mL de solucién saturada de acido tricloroacético (TCA) suplementada
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con 10% de acetona, incubando a 4°C durante una hora. La suspension anterior se
centrifugd a 8,000 x g durante una hora a 4°C y posteriormente se recuperd la pastilla y se
lavd con 1 mL de acetona (pre-enfriada a 4°C). Se dejo evaporar la acetona y la pastilla se
resuspendié en 200 uL de solucion Tris-base (200 mM, pH 8.0) y se incubd a 45°C durante
10 min en bafio seco Thermomixer Eppendorf ®. Una vez lograda la completa disolucion de
las proteinas, se procedio a determinar la concentracion de cada una de las muestras por
el método de Bradford, usando el estuche comercial Bio-Rad Protein Assay ™ (BioRad®)
siguiendo las instrucciones del proveedor.

Dot-blot para deteccién de proteinas en sobrenadantes. 70 ug de proteina de cada una de
las muestras se aplicaron por goteo a membranas de nitrocelulosa de 2 x 5 cm, Hybond-C
Extra (300mm x 3m, Amersham Bioscience, GE technologies®). Se favorecio la union de la
proteina dejando secar la muestra con aire caliente. Se bloqued la membrana con leche
descremada (5%) disuelta en PBS-Tween 20 (0.05%), durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se realizaron cuatro lavados con solucién PBS y se adiciond el anticuerpo
primario monoclonal anti-FLAG conjugado a biotina (biotinylated M2 AntiFLAG®, Sigma) en
dilucién 1:250 en PBS-leche descremada al 5%. Se lavd dos veces la membrana con PBS-
Tween 20 (0.05%), seguido de dos lavados con PBS y posteriormente se adiciond
estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdabano (HRP-Streptavidin conjugate (Zymed®
Laboratories) en dilucion 1:500. Se lavé dos veces la membrana con PBS-Tween 20 (0.05%),
seguido de dos lavados con PBS. Todos los lavados se llevaron a cabo a temperatura
ambiente por 10 minutos. Para detectar la expresion de la bandera FLAG fusionada a las
proteinas de interés en sobrenadantes recuperados, la reacciéon se reveld por
quimiolumiscencia usando el estuche comercial Immun-Star HRP kit (Bio-Rad®) usando el
sustrato de estuche comercial Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific®)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Inmunofluorescencia indirecta (IFl) y citometria de flujo de las cepas vacunales de Salmonella
entérica serovar Typhimurium SL3261. Bajo condiciones de induccién, se cultivaron las
distintas cepas de Salmonella hasta lograr una D.Osoonm de 1.0. Una alicuota de 1 mL
ajustada a 1X10° bacterias se cosecharon mediante centrifugacion a 8000 x gy se lavaron
tres veces con solucion Amortiguadora Tris Salino (TBS) (20 mM Tris, 150 mM NacCl). El
paquete celular se resuspendié en 60 pL de del anticuerpo monoclonal anti-FLAG
biotinilado (ANTI-FLAG BioM2, Sigma-Aldrich®) en dilucién 1:50 (en TBS) y se incubd
durante 1 hora a 37°C con agitacion constante. Posteriormente, la muestra se centrifugo a
6000 x g durante un minuto para retirar el anticuerpo primario. Se realizaron dos lavados
con TBS, centrifugando a 6000 x g, 1 min en cada caso. El botdn bacteriano, se
resuspendié con 60 uL de estreptavidina acoplada a isotiocianato de fluoresceina (FITC-
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streptavidine conjugate, Zymed ®Laboratories) diluida 1:100 en PBS. Se incubd a 37°C con
agitacion de 250 rpm en un equipo Master mixer eppendorf® en la oscuridad. Se realizaron
dos lavados con TBS, centrifugando a 6000 x g vy un lavado final con PBS. El botdn
bacteriano se resuspendié en 500 pL de PBS, se realizaron frotis en portaobjetos y se
analizaron en microscopio de fluorescencia Olympus BX40. Por otra parte, la expresiéon de
la bandera FLAG fusionada a las proteinas de interés, se analizd con un equipo de
Citometria de flujo Becton-Dickinson, utilizando el Software CELL QuestR.

El mismo andlisis de citometria de flujo se realizd para evaluar la funcionalidad de la
secuencia SCOT, una vez que las bacterias competentes de las cepas de E. coli BL21-DE3
(OmpT proteasa negativa) y XL-10 Gold (OmpT proteasa positiva) se transformaron con los
plasmidos pAg30-SCOT y pAg30-p283-SCOT, se cultivaron en condiciones inductoras.

lll. Mantenimiento del ciclo de vida de T. spiralis

Preservacion del ciclo de vida de T. spiralis. Parasitos de T. spiralis cepa MSUS/MEX/91/CM-
91 se mantuvieron experimentalmente en rata macho de la cepa Sprague-Dawley. Los
animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio (25°C, 12 horas de luz,
alternados con 12 horas de oscuridad y alimentacién ad libitum). Las ratas se infectaron
por via oral con 3,000 LM y al completar su ciclo de vida las LM se recuperaron mediante la
técnica descrita por Dennis (1970) con algunas modificaciones. Las ratas infectadas se
sacrificaron al dia 21 p.i.,, retirando en su totalidad piel, cabeza, cola, visceras,
extremidades y dejando Unicamente el musculo esquelético y diafragma. EI musculo
esquelético se cortd en pequefios pedazos, los cuales se sometieron a digestion artificial
durante tres horas a 37°C, con solucién de pepsina al 1% (p/v) suplementada con HCl 1%
(p/v) en agua destilada. Para purificar las LM, se pasé el producto de digestion a través de
un aparato de Bearman modificado con una gasa estéril como tamiz. Las LM se dejaron
sedimentar durante 20 min y se lavaron tres veces con solucién PBS (pH 7.4), eliminando la
mayor cantidad de restos de tejido muscular. Las larvas se recuperaron y se diluyeron 1:10
en solucion de PBS 1X. Finalmente, se determind el nimero de LM presentes en 5ulL de la
suspension anterior en un microscopio optico a 10x. Este proceso se repitid 5 veces y se
obtuvo el promedio de todas las determinaciones.
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IV. Animales.

Ratones machos de la cepa BALB/c (haplotipo MHC H2d) (inbred), de 4-6 semanas de
edad, de 20-25 g de peso vy libres de gérmenes (Charles River Laboratories, Inc.), se usaron
en el esquema de inmunizacion del presente trabajo. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones estandar de bioterio (25°C, 12 horas de luz, alternados con 12 horas de
oscuridad y alimentacion ad libitum). Todo el manejo de los animales experimentales se
llevd a cabo de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio;
(publicada y actualizada en 2009).

V. Esquema de inmunizacién con las cepas vacunales de Salmonella enterica
serovar Typhimurium, colecta de sueroy lavados intestinales.

Esquema de inmunizacién y desafio con el parasito. El esquema de inmunizacién se resume
en la figura 9. Brevemente, grupos de 17 ratones machos BALB/c, se inmunizaron por via
intranasal con 10° UFC de cada una de las cepas recombinantes de Salmonella cultivada en
condiciones de induccidn. Se incluyd un grupo control, el cual solo recibié tratamiento con
PBS. Se realizaron tres inmunizaciones a los dias 0, 21 y 42 del esquema de inmunizacion.
Durante los primeros 5 dias posteriores a cada inmunizaciéon, los animales recibieron
ampicilina (0.6 mg/mL) suministrado en el agua de beber.
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Figura 9. Esquema de inmunizacion. Sangria ( @), inmunizacién ( A), esplenectomia (S), obtencién de lavado
Intestinal (Li), obtencién de parasitos adultos (A), Reto (R), ensayos de estimulacion (E), recuperacion de
sobrenadantes (sn).
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Ensayos de persistencia in vivo post-vacunacion y estabilidad del plasmido. La estabilidad de
cada uno de los plasmidos de las cepas recombinantes de Salmonella, se determind
mediante la técnica descrita por Kramer y cols., (2003) con algunas modificaciones. Cinco
dias después de cada inmunizacion, 2 ratones de cada grupo de inmunizacién fueron
sacrificados por dislocacion cervical y esplenectomizados en condiciones de esterilidad. El
bazo se homogenizé en 1mL de solucién de lisis (PBS 1X, pH 7.4, 0.5% (p/v) de albumina
sérica bovina y tergitol tipo NP-40 0.5% (p/v)). Se procedid a sembrar en placas con medio
de cultivo sélido BHI suplementadas con DHB 0.01% con y sin ampicilina (100 pg/mL). La
persistencia in vivo post-vacunacion de las distintas cepas de Salmonella se determind por
el nimero de bacterias viables 6 UFC presentes. Posteriormente se tomd una colonia de
cada una de las cepas recombinantes para la extraccién de plasmido por el método de lisis
alcalina (Sambrook et al., 2001). La caracterizacion de los plasmidos se realizé mediante
PCR, usando los oligonucledtidos FLAG-SEQ-1 y ShdA-Rv (PCR7, Tabla Al, ver apéndice).

Sangria y obtencién de sueros. Se colectaron 50 pL de sangre del plexo retro-orbital de
todos los animales a los dias 0, 15, 30 y 45 (Fig. 9). La sangre se colectd con capilares
heparinizados y el suero se obtuvo centrifugando las muestras a 1500 x g y se almacend en
microtubos de 500 plL a -80°C. Se obtuvo suero preinmune antes de iniciar el esquema de
inmunizacion.

Lavados intestinales. Cinco dias después de cada inmunizacién (dias 5, 25 y 47) (Fig. 9), se
sacrificaron 2 animales por grupo de inmunizacién y se recupero el lavado intestinal de
acuerdo a la técnica descrita por Ben-Smith y cols. (1999) con algunas modificaciones.
Brevemente, dos ratones de cada uno de los grupos de inmunizacién se sacrificaron por
dislocacién cervical y bajo condiciones asépticas, el intestino delgado se retird. Los fluidos
intestinales se removieron con ayuda de una jeringa insulinica, aplicando gentilmente en la
luz intestinal 5 mL de una solucion que contenia PBS suplementada con los inhibidores de
proteasa N-a-tosil-L-lisina clorhidrato de cloro-metil cetona (TLCK, por sus siglas en
inglés)(Sigma-Aldrich®)(50 pg/ml) diluido en etanol y L-1-tosilamida-2-fenil etil clorometil
cetona (TPCK, por sus siglas en inglés) (Sigma-Aldrich®)(174ug/ml) diluido en agua. Una vez
recolectados los lavados intestinales en tubos estériles de 15 mL de polipropileno, se
procedid a centrifugar las muestras a 650 x g durante 10 min a 4°C vy a clarificarlas con una
centrifugacion adicional de 27 000 x g durante 10 min a 4°C. Se adiciond azida de sodio
para tener una concentracion final de 1%. Las muestras se ultracongelaron a -70°C hasta la
determinacion de anticuerpos.
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Preparacion de suspensiones celulares de esplenocitos y de Placas de Peyer (PP). Dos
ratones por grupo (inmunizados pero no desafiados con el parasito) fueron sacrificados por
dislocacién cervical al dia 54 del esquema de inmunizacion. Bajo condiciones asépticas, la
zona abdominal se limpié con etanol al 70% y se procedié a realizar una incision
longitudinal en esta regién. Una vez abierta la cavidad peritoneal, se hizo una
esplenectomia y también se obtuvieron las placas de Peyer (PP) en condiciones de
esterilidad, de acuerdo a las recomendaciones de Van den Broeck y cols., (2006) vy el
método descrito por Chichester y cols. (2006). En el caso del bazo, este se colocd en un
tamiz & malla de acero inoxidable estéril, el cual se colocd dentro de una caja Petri con 1
mL de PBS (pH 7.4). Se homogenizé el bazo con ayuda del émbolo de una jeringa de 10 mL
de manera suave con movimientos circulares hasta disgregar por completo el tejido y
obtener una suspensidn de eritrocitos y esplenocitos, la cual se transfirid a un tubo de
polipropileno de 15 mL estéril. Se lisaron los eritrocitos incubando la suspension anterior
con tres mL de solucion de lisis ACK (NH4Cl 0.15M, KHCO36 NaHCOs 10mM y NaEDTA 0.12
mM) durante tres a cinco minutos a 4°C. Los esplenocitos se cosecharon centrifugando a
600 x g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y los esplenocitos se lavaron
con dos mL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, GIBCO-Invitrogen). En el
caso de las células derivadas de PP y de MLN, estos érganos se colocaron en microtubos
con 1 mL de medio RPMI 1640 y se disgregaron usando un homogeneizador de tejidos de
polipropileno (pellet pestle, disposable blue Sigma-Aldrich®) para preparar las suspensiones
celulares. Posteriormente las células de PP y de MNL se cosecharon mediante
centrifugacion a 600 x g durante 10 minutos a 4°C y se lavaron dos veces con medio RPMI
1640. En todos los casos, una alicuota se empled para realizar el conteo de células viales
con azul de tripano y de esta manera ajustar la suspension celular a 1x 10° células en 50 pL
de medio RPMI.

VI. Desafio de los animales inmunizados y determinacion de la proteccion

Diez dias después de la ultima inmunizacién (dia 53 del esquema de inmunizacidon) se
procedié a infectar a 10 animales de cada grupo de inmunizacién con una carga parasitaria
de 300 LM por via intragdstrica. Los animales a los que se les administré PBS fueron
infectados con el pardsito y se incluyeron como grupo control de infeccién.

Recuperacion de parasitos adultos. Para evaluar la proteccién a nivel local (intestinal), los
parasitos adultos fueron recuperados al octavo dia p.i. (McGuire et al., 2002) (dia 61 del
esquema de inmunizacion), de acuerdo al procedimiento descrito previamente (Pompa-
Mera et al., 2011). Brevemente, 24 horas antes de la obtencion de larvas adultas, se retird
por completo el alimento a los animales y estos se sacrificaron por dislocacion cervical.
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Posteriormente, la zona abdominal se limpié con etanol al 70% vy se procedié a realizar una
incision longitudinal en esta region, cuidadosamente se extrajeron los intestinos, se
separo el intestino delgado y se cortd longitudinalmente. Finalmente el contenido intestinal
se recuperd en una caja petri que contenia 5 mL de soluciéon 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 372C durante
tres horas. Al término de este periodo, los parasitos adultos sedimentados en el tubo de
ensayo, se lavaron con PBS y se procedidé a realizar una cuenta total bajo microscopio
Optico con objetivo de 10X. La proteccion a nivel intestinal se expresd como porcentaje de
la reduccion de la carga parasitaria respecto al control de infeccion.

VII. Evaluacién de la respuesta inmune humoral y celular.

Preparacion del extracto total de LM de T. spiralis. La obtencion de extracto total (ET) del
parasito (CHA, por sus siglas en inglés) se realizé siguiendo el método de Parkhouse y cols.
(1981). Brevemente, 1 mL de LM de T. spiralis se resuspendid en 1mL de solucion
amortiguadora de Trisma-base 10 mM, pH 8.3 (Sigma-Aldrich®) conteniendo los inhibidores
de proteasas TLCK (Sigma-Aldrich®) (50 ug/ml) diluido en etanol, TPCK (Sigma-Aldrich®)
(174pg/ml) diluido en agua y fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 25 ug/mL diluido en
isopropanol. Los parasitos se homogenizaron durante 20 minutos a 4°C con un
homogenizador manual (Potter Wheaton, USA). Posteriormente, se adicioné deoxicolato
de sodio (DOC) a una concentracion final del 2% (Sigma-Aldrich®) y homogenizando los
parasitos durante 20 minutos y la mezcla se dejo reposar durante 20 minutos a 4°C.
Nuevamente los parasitos se homogenizaron durante 20 minutos mas y se centrifugd a 600
x g durante 30min a 4°C. El ET se preservo a -20°C y se cuantificd la concentracion de
proteinas por el método de Bradford, hasta el momento de su uso en los ensayos
inmunoenzimaticos para la deteccién de anticuerpos. Durante la cuantificacion de
proteinas se incluyd una solucion estandar de albumina sérica bovina con 20% de DOC. Un
procedimiento similar se realizd para la extracciéon de ET empleado en los ensayos de
estimulacion in vitro de esplenocitos y células derivadas de placas de Peyer, sin incluir
inhibidores de proteasa ni DOC.

Determinacién de anticuerpos de las clases 1gG e IgG1l antigeno-especificos, mediante
ensayo inmunoenzimatico (ELISA).  Se sensibilizaron placas de 96 pozos (NUNC 475094)
con 20 pg/mL de ET de T. spiralis en amortiguador de carbonatos (Na2COs mM, NaHCO3,
pH 9.0). Se incubd la placa a 4°C toda la noche con agitacion constante. Al dia siguiente se
elimind el exceso de antigeno por inversidn de la placa y se bloqued con 200 uL de solucion
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PBS-BSA (3%)-Tween 20 (0.05%) y se incubd a a 4°C. Posteriormente se elimind el exceso
de bloqueador mediante tres lavados con PBS-Tween 20 (0.05%). Se adicionaron por
duplicado los sueros a evaluar en PBS-BSA (3%)-Tween 20 (0.05%) en diluciones seriadas
1:10, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000 y 1:8000. Se incubo la placa toda la noche a 4°C.
Se usd como control positivo suero inmune de ratén BALB/c con 28 dias de infeccion con T.
spiralis 'y como control negativo suero preinmune, usando las diluciones indicadas
anteriormente. Al dia siguiente, se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 20 (0.05%) y
se adiciond un anticuerpo secundario anti-lgG (H+L) ¢ anti-lgG1 de raton acoplado a
peroxidasa de rabano (HRP) (Zymed® Laboratories) en dilucion 1:1000 en PBS-BSA (3%)-
Tween 20 (0.05%) y se incubd una hora a 37°C con agitacién constante. Se realizaron tres
lavados de cinco minutos c/u. La reaccion se reveld usando un estuche comercial de
reactivo 3,3, 5,5-tetrametilbenzidina (TMB) (R&D  Systems®), de acuerdo a las
especificaciones del proveedor; posteriormente la reaccidon se detuvo con 50 pL de H,S04
(2N) y se registraron las lecturas a 450 nm usando un filtro de referencia a 540 nm en un
lector de ELISA (Modelo Multiscan Ascent).

Determinacién de anticuerpos de la clase IgA antigeno-especificos, presentes en lavados
intestinales, mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Se sensibilizaron placas de 96
pozos (NUNC 475094) con 20 pg/mL de ET de T. spiralis en amortiguador de carbonatos
(Na;CO3 mM, NaHCO3, pH 9.0). Se incubd la placa a 4°C toda la noche con agitacion
constante. Al dia siguiente se eliminé el exceso de antigeno por inversion de la placa y se
blogued con 200 uL de solucion PBS-BSA (3%)-Tween 20 (0.05%) y se incubd a 4°C.
Posteriormente se elimind el exceso de bloqueador mediante tres lavados con PBS-Tween
20 (0.05%). Se adicionaron por duplicado los lavados intestinales recuperados y sin diluir a
los dias 5, 25 y 47. Se incubd la placa toda la noche a 4°C. Se usd como control positivo
suero inmune de ratén BALB/c con 28 dias de infeccion con T. spiralis y como control
negativo lavado intestinal de un animal no inmunizado, usando las diluciones indicadas
anteriormente. Al dia siguiente, se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 20 (0.05%) vy
se adiciond un anticuerpo secundario anti-IgA de ratén conjugado a peroxidasa de rabano
(HRP) (ABD Serotec, Oxford UK) en dilucién 1:1000 en PBS-BSA (3%)-Tween 20 (0.05%) y se
incubd una hora a 37°C con agitacion constante. Se realizaron tres lavados de cinco
minutos c/u. La reaccidn se reveld usando un estuche comercial de reactivo 3,3’, 5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) (R&D  Systems®), de acuerdo a las especificaciones del
proveedor; posteriormente la reaccion se detuvo con 50 pL de H3SO4 (2N) vy se registraron
las lecturas a 450 nm usando un filtro de referencia a 540 nm en un lector de ELISA (ELx808
Ultra Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).
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Reconocimiento de la p43 nativa de T. spiralis por IgA presente en lavados intestinales de los
animales vacunados mediante inmunofluorescencia indirecta. LM de T. spiralis se fijaron en
solucién de PBS con 10% de formaldehido (JT Baker®) y posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS-Tween 20, 0.1% y dos lavados con PBS, centrifugando a 200 x g a
temperatura ambiente por cinco minutos. Las LM se incubaron con los lavados intestinales
recolectados de los dias 5, 25 y 47 del esquema de inmunizacion a una dilucion 1:10 en
PBS, durante dos horas a 37°C. Se realizaron lavados como se indico anteriormente y las LM
se incubaron durante 90 minutos a 37°C con anticuerpo secundario anti-mouse IgA-FITC
(Cat Number M31101, Invitrogen, CA USA) en dilucién 1:1000 y al término, se realizaron
cinco lavados con PBS. Finalmente las LM se colocaron en portaobjetos y se analizaron
usando un microscopio de fluorescencia BX-40; Olympus.

Ensayos de estimulacion in vitro y cuantificacion de citocinas IFN-y e IL-5. Los ensayos de
cultivo celular y de estimulacién in vitro para la secrecion de citocinas se realizaron de
acuerdo a lo descrito por Grencis y cols., (1991), McGuire y cols., (2002), Dea-Ayuela vy
cols., (2006). Brevemente, para el cultivo de esplenocitos y células derivadas de placas de
Peyer se emplearon placas de 96 pozos con fondo plano (Nunc-Immuno MaxiSorp). Se
cultivaron 1 X 108 células/pozo en 100uL de medio RPMI-1640 suplementado con 10% de
SFB (Invitrogen®), L-glutamina 2mM (GIBCO), 100 U/mL de penicilina G sddica, 0.25 pug de
anfotericina B y 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina (GIBCO) y 1mM de HEPES y se
estimularon in vitro con 50 pg de ET (sin inhibidores de proteasa) de T. spiralis. Las células
se incubaron a 37°C, 5 % de CO2 durante 48 horas. Los sobrenadantes se recolectarony se
congelaron a -80°C hasta la cuantificacion de citocinas. Se incluyé un control de células no
estimuladas.

Las citocinas IFN-y e IL-5 se cuantificaron por trplicado en sobrenadantes de los cultivos
celulares y utilizando los estuches comerciales Quantikine® mouse IFN-y Immunoassay
(R&D System, no. de catdlogo MIFO0) y  Quantikine® mouse IL-5 Immunoassay (R&D
System, no. de catdlogo M5000), siguiendo las instrucciones del proveedor. La sensibilidad
de los ensayos fueron <2pg/mL para IFN-y y <7pg/mL para IL-5.

Andlisis estadistico. Para determinar las diferencias significativas de la respuesta inmune
inducida por los grupos de ratones inmunizados con las diferentes cepas recombinantes de
Salmonella, se realizé analisis de varianza ANOVA Kruskal-Wallis no paramétrica (con
correccion de Bonferroni). Comparaciones multiples post-hoc se realizaron usando prueba
estadistica de U de Mann-Whitney y de Tukey usando el programa Prism 4 (Windows®).
Una P< 0.05 se considerd estadisticamente como significativa.
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RESULTADOS

Construccion del templado que codifica para el adyuvante P28. Para la generacion de una
copia sencilla del fragmento codificante del dominio minimo deunién al C3d (p28) se
realizé una PCR con gradiente de temperaturas usando los oligonucledtidos p28-1y p28-
2. Dado que la temperatura de alineamiento (Tm) de cada uno de los oligonucledtidos
superd los 65°C, se incluyd un gradiente de temperaturas durante la etapa de
alineamiento. La figura 10 muestra el analisis electroforético de los productos obtenidos
que corresponde a la obtencion del templado p28 y cuyo tamafio correspondié al
esperado de 144 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 10. Andlisis electroforético en agarosa al 1.5% del templado p28. El producto se generd mediante PCR
de punto final con gradiente de temperaturas. M) Marcador de 100 pb (Invitrogen®); 1) 65.9°C, 2) 66.2°C,
3)67.2°C, 4)68.7°C, 5)70.5°C, 6)72.6°C, 7)74.8°Cy 8)77 °C. El producto corresponde a la banda indicada por la
flecha con un tamafio de 144 pb.

Posteriormente, este producto se empled como templado para realizar las siguientes
reacciones (PCR,, PCRs y PCR4, ver apéndice), obteniéndose bandas cuyo tamafio
aproximado fue de 144 pb, las cuales difieren entre si en los sitios de restriccion. Los
productos se separaron por electroforesis al 1.5%, se purificaron y se cortaron con las
enzimas indicadas de acuerdo a su disefio. La figura 11 muestra el analisis electroforético
en geles de agarosa al 1.5% de la banda purificada de la copia p28a, posterior al corte con
las enzimas Hindlll y Xhol. Resultados similares se obtuvieron con las copias de p28sy P28
(datos no mostrados).
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Figura 11. Andlisis electroforético en agarosa al 1.5% de la copia p28a cortado con las enzimas Xhol y Hindlll. El
producto corresponde a la banda indicada por la flecha con un tamafio aproximado de 144 pb.

Construccion de los plasmidos intermediarios con el vector de transito pRL-null. Una vez
obtenidas cada una de las copias correspondientes a p28a, p28s y p28c, estas se
subclonaron en el vector de transito pRL-null (Promega®) con los sitios de restriccién Xhol,
Hindlll, Ndel y Spel, para dar finalmente tres repetidos de p28 clonados en pRL-null (pRL-
null-p28s). Posterior a cada ligacidén, las bacterias competentes de la cepa E. coli DH5a se
transformaron con cada uno de los pldsmidos y se seleccionaron clonas positivas de
acuerdo a su patron electroforético e incremento de tamafio. La figura 12A muestra el
analisis electroforético de los plasmidos intermediarios: pRL-null-p281, pRL-null-p28; y pRL-
null-p28s, los cuales se cortaron con la enzima de restriccion BamH1 para determinar su
tamafio molecular, el cual correspondié a 3464, 3608 y 3752 pb, respectivamente (Fig.
12B).
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Figura 12. Analisis electroforético en agarosa al 1% de los plasmidos derivados de pRL-null que contienen hasta
tres copias del fragmento p28. (A) Plasmidos no linearizados y (B) Plasmidos cortados con la enzima BamH1.
M) Marcador de 1 kB (NEB®), 1) pRL-null (control), 2) pRL-null-p281, 3) pRL-null-p282 y 4) pRL-null-p28s.
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Una vez caracterizados todos los vectores de transito se usod el plasmido pRL-null-p28;
como templado para obtener mediante PCR el fragmento correspondiente a las tres copias
en tandem de p28 (p28s3) y cuyo tamafio aproximado corresponde a 432 pb (Fig. 13). Este
fragmento se cortd con las enzimas Xbal y BamHI vy se purificd para insertarlo en el vector
pAg30 (también previamente cortado con las mismas enzimas).
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Figura 13. Anadlisis electroforético en agarosa al 1.5% de las multiples copias en tandem clonadas en el vector de
transito pRL-null. Los productos se obtuvieron mediante PCR usando los oligonucledtidos Null-SEQ-1 y Null-
CDS-2 y a partir de las diferentes versiones de los plasmidos pRL-null. M) Marcador, 1) fragmento p281, 2)
fragmento p282y 3) fragmento p28s.

Dado que la estrategia general de clonaciéon (Fig. 8) genera la pérdida del fragmento
correspondiente al gen shdA (942 pb), el cual posteriormente se purificd (Fig. 14), se
reservo y se usé mas adelante para generar los plasmidos pAg30-p28s, pAg30-SCOT vy
pAg30-p283-SCOT.
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Figura 14. Andlisis electroforético en agarosa al 1% correspondiente al fragmento de shda (942 pb). M)
Marcador de 1kb (NEB®).
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Construccion de la secuencia SCOT. Con el propdsito de construir un plasmido que
permitiera la expresidon y secrecion del antigeno Ag30 hacia el medio extracelular; se
considerd la clonacién de la secuencia SCOT, la cual codifica para un sitio corte para la Omp
T proteasa de E. coli (Hanke et al., 1992; Ruiz-Olvera et al., 2002). Para ello, se llevé a cabo
una reaccion de acoplamiento, la cual resulté en un producto de DNA, cuyo tamafio
corresponde a 76 pb (Fig. 15). Posteriormente el producto SCOT se cortd con las enzimas
Xbal y BamHI y se clond entre las secuencias que codifican para el antigeno Ag30 vy el
dominio B del autotransportador ShdA & entre el antigeno Ag30 y los 3 repetidos del
adyuvante. Cabe mencionar que la secuencia peptidica para la cual codifica, contiene tres
sitios de corte Lisina-Arginina (K-R). La figura 15 muestra el analisis electroforético
correspondiente a la secuencia SCOT.
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Figura 15. Analisis electroforético en agarosa al 1.5% de la secuencia que codifica para el sitio de corte de la
OmpT proteasa (SCOT). M) Marcador de 100 pb (Invitrogen®), S) producto de acoplamiento SCOT de 76 pb.

Construccion de los plasmidos pAg30-SCOT, pAg30-p28s y pAg30-p283-SCOT. Una vez que
el plasmido pAg30 se cortd con las enzimas de restriccion Nhel y BamH1, este se ligd con el
producto de acoplamiento SCOT (Fig. 15). Esta reaccion ocasiona la desinsercion del gen
shda, por lo que posteriormente ésta (Fig. 14) se reinsertd al plasmido, generando asi, el
plasmido pAg30-SCOT (3587 pb). De manera similar y paralela, el plasmido pAg30 cortado
con las enzimas Nhel y BamH1, se ligd con el inserto p28s/Xbal-BamH1 (Fig. 13, carril 3) y
con el inserto shda (Fig. 14), resultando en el plasmido pAg30-p283(3943pb). Por ultimo el
plasmido pAg30-p283:—SCOT, se generd a partir de la doble digestién del plasmido pAg30-
p28s con las enzimas Nhel y BamH1 y la ligacion con el producto de acoplamiento SCOT
(Fig. 15) y finalmente con el fragmento shdA (Fig. 14). La figura 16 muestra el analisis
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electroforético de los plasmidos generados en este trabajo. Por otra parte, se realizd un
analisis de restriccidén con la enzima BamHI| con el propdsito de verificar el tamafio de cada
uno de los plasmidos. En este andlisis fue posible apreciar el tamafio esperado de cada uno
de los plasmidos pAg30-SCOT (3587 pb), pAg30-p283 (3943pb) y pAg30-p283-SCOT (4019
pb) (Fig. 17). Los plasmidos pENP (3415 pb) y pAg30 (3511 pb) se usaron como controles
para este analisis.
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Figura 16. Andlisis electroforético en agarosa al 0.9%, de los pldsmidos. M) Marcador de 1 Kb (Plus DNA
Invitrogen®), plasmidos 1) pENP, 2) pAg30, 3) pAg30-SCOT, 4) pAg30-p28s, 5) pAg30-p28s-SCOT.

Adicionalmente, los plasmidos fueron verificados mediante secuenciacién nucleotidica
automatizada. En las figuras 18, 19 y 20 se muestran las secuencias nucleotidicas de DNA 'y
los mapas correspondientes a los plasmidos pAg30-SCOT, pAg30-p28s y pAg30-p283-SCOT,
respectivamente. Cabe mencionar que en todos los casos, se secuenciaron ambas cadenas
(sentido y antisentido) y solo se muestra una de las dos secuencias para cada caso. De
manera colectiva, estos resultados confirman la correcta clonaciéon de cada uno de los
insertos de interés.
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Figura 17. Analisis electroforético en agarosa al 1.0%, de los plasmidos cortados con la enzima BamHI. M)

Marcador de 1 Kb (NEB®), plasmidos cortados con BamHI: 1) pENP, 2) pAg30, 3) pAg30-SCOT, 4) pAg30-p28s,
5) pAg30-p283-SCOT.
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Figura 18. Andlisis del plasmido pAg30-SCOT. A) Secuencia nucleotidica de la cadena de DNA antisentido del
plasmido pAg30-SCOT. El inicio y término de la secuencia que codifica para el sitio de reconocimiento de la
OmpT proteasa (SCOT) es indicada por las flechas azules. B) Mapa representativo del plasmido pAg30-SCOT.
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Figura 19. Andlisis del plasmido pAg30-p28s. A) Secuencia nucleotidica de la cadena de DNA sentido del
plasmido pAg30-p28s, indicando el inicio de cada una de las copias que codifica para el adyuvante P28 con las
flechas azules. B) Mapa representativo del plasmido pAg30-p28s.
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Figura 20. Analisis del plasmido pAg30-p28s-SCOT. (A) Secuencia nucleotidica de la cadena de DNA antisentido.
B) Mapa representativo del plasmido. Se indica en flechas de distintos colores cada una de las secuencias que
conforman el plasmido son indicadas en distintos colores.
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Evaluacion de la expresion de las proteinas de fusidon heterdlogas en la superficie de E. coli
DH5a. Una vez transformada E. coli DH5a con los pldsmidos que codifican para todas las
proteinas de fusién, se procedid a crecer cultivos de todas las cepas bajo condiciones
inductoras. En primera instancia, la funcionalidad del sistema de expresién se evalud en
extractos totales de bacteria separados en geles de poliacrilamida al 10%, en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE), asi como por Western-blot. La Fig. 21A,
muestra el modelo hipotético de translocacion de cada uno de los péptidos heterdlogos
mediante el sistema autotransportador ShdA. El plasmido pAg30 codifica para el péptido
Ag30 de T. spiralis fusionado a ShdA y a una bandera molecular (FLAG), cuyo tamafio
corresponde a 42 kDa (Fig. 21B). Cuando la proteina es liberada al medio extracelular
(sistema pAg30-SCOT) a través del sitio de escision proteolitica para la Omp T proteasa
(SCOT), también es posible observar la banda de 42 kDa, aunque con menor intensidad (Fig.
21B). Con respecto a la expresion de la proteina de fusiéon Ag30-P28s, se observd un
tamafio de 61 kDa, aunque cabe mencionar que la intensidad de esta banda es
notablemente inferior respecto a la intensidad observada en las proteinas codificadas por
los plasmidos pAg30 y pAg30-SCOT, esto sugirie que al tiempo del analisis de expresion, un
disminuido nivel de producciéon de la proteina heterdloga Ag30-p28s, con respecto al nivel
de expresién mostrado en las proteinas que contienen al Ag30 unido a la membrana 6 en
su forma secretada.

La expresion de todas las proteinas, en la superficie de Salmonella, con excepcion de la
codificada por el pldsmido pnirBLTB, fue detectable segin lo muestran los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (Fig. 21C). Estos resultados fueron consistentes con los
observados en el andlisis de citometria de flujo, en donde se pudo observar hasta un
logaritmo de desplazamiento, respecto del control negativo (Fig. 21D). Las cepas
transformadas con los plasmidos pnirBLTB (Ruiz-Pérez et al., 2002; Ruiz-Olvera et al., 2003)
y pPENP (Pompa-Mera et al, 2011) se usaron como controles negativo y positivo,
respectivamente. En todos los casos, la deteccidn de las proteinas se realizd usando un
anticuerpo monoclonal dirigido a la bandera molecular FLAG. De manera general, estos
resultados mostraron que los plasmidos construidos en el presente estudio, fueron de
utilidad para la expresién de diversas proteinas heterélogas que contienen al péptido Ag30
de T. spiralis, fusionado al adyuvante p28 de ratén. Por otra parte, la introduccién de
codones de preferencia para Salmonella (Miller, 1992) en cada uno de los plasmidos
construidos, no interfirid en gran medida con la expresion en E. coli DH5a.

Evaluacién de la funcionalidad del sitio de corte de la OmpT proteasa (SCOT). Las versiones
secretadas de Ag30 (Ag30-SCOT, Ag30-P283-SCOT) se generaron mediante la insercion de
una secuencia corta de DNA gque codifica sitios de escision proteolitica para OmpT proteasa
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(SCOT) (KRPGGGGGKRGGGGGPKR) (Ruiz-Olvera et al., 2003 y Luria-Pérez et al., 2007) entre
la union de secuencias que codifican para el autotransportador ShdA y el adyuvante P28s.
Por otro lado, para evaluar la funcionalidad del sitio de corte para la OmpT proteasa, se
emplearon dos cepas de E. coli: Escherichia coli BL21-DE3 (OmpT -, sin actividad
proteolitica) y Escherichia coli XL-10 Gold (OmpT *, con actividad proteolitica). Las dos
cepas se transformaron con los plasmidos pAg30-SCOT y pAg30-p28s-SCOT, se cultivaron
en condiciones inductoras y mediante citometria de flujo se evalud la expresién de las
proteinas heterdlogas en la superficie de ambas cepas. El andlisis de citometria de flujo
reveld que los histogramas correspondientes a las cepas Escherichia coli BL21-DE3 (carente
de una OmpT proteasa funcional) y transformada con los plasmidos pAg30-SCOT y pAg30-
p283-SCOT, mostraron un desplazamiento de hasta dos logaritmos, respecto de la cepa
usada como control negativo E. coli BL21-DE3 (transformada con el plasmido pnirBLTB). Lo
anterior, indicé que en estas cepas solo se lleva a cabo la expresion de las proteinas de
fusion codificadas por los plasmidos pAg30-SCOT y pAg30-p28s3-SCOT en la superficie
bacteriana y no su secrecién hacia el medio extracelular, alin en presencia del sitio de corte
indispensable para esta proteasa. De manera contraria, la cepa Escherichia coli XL-10 Gold
(provista con una OmpT proteasa funcional) mostré una disminucion en el nivel de
expresion de las proteinas Ag30 y Ag30-p28s en la superficie celular bacteriana, en modo
similar al control negativo (E. coli XL-10 Gold transformada con el plasmido pnirBLTB);
sugiriendo que las proteinas de fusion Ag30 y Ag30-p28s probablemente son secretadas al
medio extracelular (Fig. 22). En conjunto, estos datos demuestran la funcionalidad del sitio
de corte para la OmpT proteasa en las cepas estudiadas. Cepas de Escherichia coli XL-10
GOLD y BL21-DE3 transformadas con el plasmido pnirBLTB, se usaron como control
negativo en estos ensayos.

72



pnirBLTB pENP pAg30 pAg30-SCOT pAg30-p28, pAg30-p28,-SCOT

FLAG Ag30 FLAG Aga0 FLAG /N scor Ag30 FLAG P28,
A =" )00
i
L san I o m
B S |— 39kDa — 42kDa | — 42 kDa — 61kDa — 61kDa

5 6.18% s 62.6% g 43.2% s 15.9% & 42.5% g 6.94%
 ——— 8 —_— —_— a —
1 § §
§ | M1 § M1 g M1 § M1 M1 M1
g 8 8 o 28 2§
% s § @ -E & 28| E H
Sg Sg 8 §1 S8 8 g
g E §h‘ & g
Fo0 10! 102 103 104 K 10! 102 103 104 F00 101 102 10° 100 e . Fe < e ) pro o o i e
Anti-FLAG FITC Anti-FLAG-FITC Anti-FLAG-FITC Anti-FLAG-FITC Anti-FLAG-FITC Anti-FLAG-FITC

Figura 21. Andlisis de la expresion de las proteinas de fusién que contienen al péptido heterélogo Ag30, en la superficie de E. coli DH5a. En la primera fila se indica
el nombre de los plasmidos que codifican para cada una de las proteinas de fusion. A) Modelo hipotético de translocacion de las proteinas heterdlogas en la
superficie bacteriana de E. coli DH5a. B) Deteccion de la proteina de fusion mediante Western-blot. C) Expresién de las proteinas de fusion revelada por
inmunofluorescencia indirecta y mediante D) Citometria de flujo. Cepas de E. coli DH5a transformada con los plasmidos pnirBLTB y pENP fueron usadas como
controles negativo y positivo, respectivamente.
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Figura 22. Andlisis de la funcionalidad del sitio de corte de OmpT proteasa (SCOT) en las cepas Escherichia coli BL21-
DE3 (OmpT " proteasa) y XL-10 Gold (OmpT * proteasa). Las cepas fueron transformadas con los plasmidos indicados
en la parte superior de la Figura. Ambas cepas de E. coli transformadas con el plasmido pnirBLTB se usaron como
controles negativos.

Andlisis de la expresion de las proteinas de fusion en la superficie de Salmonella enterica serovar
Typhimurium SL3261.

Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261 fue transformada por electroporacion con los
plasmidos pAg30, pAg30-SCOT, pAg30-p28s y pAg30-p283-SCOT y cultivada en condiciones
inductoras. Al igual que en los andlisis realizados en E. coli DH5q, la expresién de péptidos 6
proteinas heterdlogas en la superficie de Salmonella fue evaluada. La figura 23A muestra el
modelo de translocacién de cada uno de los péptidos heterdlogos, via el sistema
autotransportador ShdA, los cuales son codificados por los pldsmidos pENP pAg30 (Pompa-Mera
et al., 2011), pAg30-SCOT, pAg30-p283y pAg30-p283-SCOT. Mediante SDS-PAGE y Western-blot,
se detectaron en extractos totales de las diferentes bacterias recombinantes las bandas de gran
intensidad correspondientes a las proteinas de fusién que contiene solo la bandera molecular
(FLAG) (39 kDa), al péptido Ag30 fusionado a ShdA (42 kDa) y fusionado al adyuvante p28s (61
kDa). Sin embargo, las bandas correspondientes a las formas secretadas de las proteinas Ag30 vy
Ag30-P283, si bien se detectaron, su intensidad fue menor respecto a las proteinas ancladas a la

74



membrana externa de Salmonella recombinante (Fig. 23B). De manera importante, las formas
secretadas de las proteinas Ag30 y Ag30-P28s, se hicieron evidentes en los sobrenadantes
recuperados de los cultivos de las bacterias transformadas con los plasmidos pAg30-SCOT vy
pAg30-p283-SCOT (Fig. 23C), confirmado una vez mas, la funcionalidad del sitio de corte para la
OmpT proteasa en S. enterica serovar Typhimurium. Por otra parte, los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta revelaron que las cepas de Salmonella pAg30 y pAg30-p28s
expresaron en su superficie las proteinas heterdlogas de interés. De manera contraria,
Salmonella pAg30-SCOT no mostrd expresion del péptido Ag30 en sus superficie al momento del
andlisis (Fig. 23D). Por otra parte, el anadlisis de citometria de flujo, reveld hasta dos logaritmos
de desplazamiento, en la expresidn de la proteina de fusidon codificada por los pldasmidos pAg30,
pAg30-p28s, respecto del control negativo ¢ las cepas pAg30-SCOT y pAg30-p28;-SCOT (Fig.
23E). Es notable que la cepa transformada con pAg30 expresd con mayor eficiencia que la cepa
PAg30-p28;.

De manera conjunta, estos resultados confirmaron que las distintas cepas de Salmonella
transformadas con los plasmidos construidos en el presente trabajo, pueden expresar en la
superficie bacteriana ¢ secretar hacia el medio extracelular, de manera eficiente, las proteinas
gue contienen al péptido heterdlogo Ag30 de T. spiralis fusionado al adyuvante p28 de raton.
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Figura 23. Anélisis de la expresidon de péptidos heterélogos en la superficie de Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261. En la primera fila se indica el nombre de los plasmidos que codifican para cada una de
las proteinas de fusién. A) Modelo hipotético de translocacion de las proteinas heterdlogas en la superficie
bacteriana de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261. B) Deteccion de la proteina de fusion
mediante Western-blot. C) Expresion de las proteinas de fusion revelada por inmunofluorescencia indirecta y
mediante D) Citometria de flujo. Cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261 transformadas
con los plasmidos pnirBLTB y pENP fueron usadas como controles negativo y positivo, respectivamente.

Efecto del plasmido y de la expresidon de proteinas heterdlogas sobre la cinética de
crecimiento del acarreador.

La sintesis de antigeno heterélogo codificado por un plasmido, representa una carga
metabdlica para la cepa recombinante con fines de vacuna; por lo que es importante
evaluar la velocidad de crecimiento in vitro y la viabilidad del acarreador bacteriano. Una
vez que se transformé a Salmonella con las diferentes construcciones, se procedid a
evaluar el efecto del plasmido sobre la cinética de crecimiento de Salmonella recombinante
con fines de vacuna. En la figura 24 se muestra la cinética de crecimiento de las diferentes
cepas de Salmonella en condiciones inductoras. Aunque todas fueron muy semejantes
entre si, es notable el efecto que tiene pAg30-p28; sobre el crecimiento de la bacteria, a
pesar de que el promotor del plasmido es de origen procarionte. Esta observacion sugiere
gue el crecimiento bacteriano se afecta a medida que el plasmido codifica para una
proteina de fusién mas compleja y que permanece anclada a la membrana externa. El
efecto de la complejidad de la proteina de fusion sobre el crecimiento bacteriano se ve
disminuido cuando la proteina heterdloga es secretada como en el caso de Salmonella
pPAg30-SCOT y pAg30-p283-SCOT, cuya cinética de crecimiento fue similar a la de las cepas
controles SL3261 y pENP. Ninguna de las cepas analizadas mostré efectos toéxicos
atribuibles a la replicacion 6 expresidon de alguno de los plasmidos.

77



g 3¢ 813261
= ¥ pENP
(0=} 4 pAg30
O' pAg30-SCOT
d -4 pAg30-p28;
© pAg30-p285-SCOT

Tiempo (h)

Figura 24. Efecto de la expresidn de proteinas heterdlogas codificadas por distintos plasmidos sobre la cinética
de crecimiento de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261. Cepas de Salmonella entérica serovar
Typhimurium SL3261 transformada con los plasmidos pENP, pAg30, pAg30-SCOT, pAg30-p28sy pAg30-p28s3-
SCOT, se monitorearon a lo largo de 12 horas de cultivo en condiciones inductoras. Se utilizd Salmonella sin
transformar como control.

Colonizacidon de Salmonella recombinante en el bazo de los animales inmunizados. La
capacidad de colonizar drganos linfoides como el bazo por parte de las cepas
recombinantes de Salmonella se analizd en dos animales de cada grupo, cinco dias después
de cada inmunizacién. Los resultados muestran que en general, todas las cepas colonizaron
de manera eficaz el bazo después de la primera y la segunda inmunizacién. Sin embargo, se
observd una reducciéon en el nimero de UFC recuperadas de bazo después de la segunda
inmunizacién (dia 25 del esquema) y practicamente después de la tercera inmunizacion,
(dia 47) las UFC fueron indetectables. Lo anterior, refleja la capacidad del acarreador
bacteriano de inducir una respuesta inmune en contra de Salmonella (Fig. 25). Estos datos
sugieren que la transformacion de Salmonella con los diferentes plasmidos, no afecta la
capacidad de la bacteria de colonizar tejidos como el bazo en el ratén.

Estabilidad genética del plasmido in vivo. La colonizacion de Salmonella en el bazo es
importante para garantizar que el acarreador bacteriano pueda estar en contacto con las
células de la respuesta inmune. Sin embargo, también es importante conocer si el
acarreador bacteriano que arriba al bazo, posee los plasmidos que codifican para las
proteinas heterdlogas a fin de evocar la respuesta inmune en contra de T. spiralis. A este
respecto, la estabilidad genética del plasmido in vivo se determind aislando los plasmidos
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de las cepas de Salmonella recuperada de bazo de los ratones inmunizados. Todos los
pldsmidos recuperados (dias 5y 25) se usaron como templados para amplificar por PCR, la
region comprendida entre la secuencias codificantes de la bandera molecular FLAG vy las
primeras 50 bases del autotransportador shdA. Los resultados se presentan en la figura 26
y confirman la estabilidad genética de cada uno de los plasmidos in vivo.
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Figura 25. Recuperacién de Salmonella recombinante a partir de esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados. Grupos de 17 ratones se inmunizaron por via
intranasal con 1 x 10° UFC de cada una de las cepas recombinantes de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261. Cinco dias después de cada
inmunizacion (dias 5, 25y 47), dos ratones de cada grupo fueron sacrificados y esplenectomizados. Los esplenocitos se lisaron y la solucién final se sembro en
placas de agar BHI suplementadas con DHB 0.01% con y sin ampicilina. El nimero de bacterias viables se determiné contando las UFC de cada placa.
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Figura 26. Amplificacion por PCR de la regidon comprendida entre la bandera molecular FLAG y el
autotransportador ShdA, a partir de plasmidos de Salmonella recuperada del bazo de animales inmunizados y
crecida en presencia de ampicilina. Los plasmidos se purificaron a partir de colonias aisladas y se usaron como
DNA templado en la PCR para amplificar la regién comprendida entre la bandera molecular FLAG y el
autotransportador ShdA. M) Marcador de 100 pb (Invitrogen®), amplicones derivados de los plasmidos
recuperados: 1) pAg30-p283-SCOT, 2) pAg30-p28s 3) pAg30-SCOT, 4) pAg30 y 5) pENP. Los resultados
mostrados corresponden a la amplificaciéon por PCR usando como templado los plasmidos recuperados de
cepas de Salmonella obtenidas al dia 5 del esquema de inmunizacion.

Proteccidn inducida por las diferentes cepas recombinantes de Salmonella. La inmunidad
protectora a nivel local (intestinal) en ratones BALB/c inducida por la inmunizacién con las
diferentes cepas de Salmonella transformada con los plasmidos pENP (control), pAg30
pPAg30-SCOT, pAg30-p283 y pAg30-p283-SCOT, se evalud al dia 53. Para ello, los animales
se desafiaron con 300 LM de T. spiralis (10 dias después de la Ultima inmunizacién) y
posteriormente se recuperaron los parasitos adultos, 8 dias p.i. La proteccion se determind
con respecto al grupo control de infeccion (tratado con PBS y desafiado con el parasito).
Los animales inmunizados con las cepas de Salmonella pAg30 y pAg30-SCOT redujeron el
numero de parasitos adultos 75% vy 72%, respectivamente en comparacion con el grupo de
infecciéon (P< 0.05). De manera interesante, Salmonella pAg30 p28s-SCOT indujo los niveles
mas altos de proteccién a nivel local con una reduccién de la carga de parasitos adultos de
92.8%, el cual fue significativamente diferente del control de infeccion (P< 0.05). En
contraste, Salmonella pAg30-p28s evocd los niveles mds bajos de proteccidn (42%). A este
respecto, es importante destacar que este grupo mostrd una gran variabilidad en el
numero de pardsitos adultos recuperados (Fig. 27). Todos los grupos fueron
significativamente diferentes (P< 0.05) con respecto al grupo control inmunizado con
Samonella pENP.
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De esta manera, la inmunizacién con las diferentes cepas de Salmonella permitié analizar la
proteccién a nivel local contra la infeccidn por T. spiralis, cuando el péptido es expresado
en la superficie bacteriana del acarreador y/ 6 es secretado por Salmonella recombinante,
ya sea solo ¢ fusionado al adyuvante molecular p28.
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Figura 27. Proteccion a nivel local inducida por las diferentes cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium
SL3261, contra la infeccidon por T. spiralis. Ratones BALB/c se inmunizaron por via i.n. con 1x10° UFC de
Salmonella transformada con los plasmidos pENP, pAg30, pAg30-SCOT, pAg30-p283 y pAg30-p283-SCOT. Se
incluyd un grupo control que solo recibié PBS. Los animales se infectaron con 300 LM de T. spiralisal dia 53
del esquema de inmunizaciéon y 8 dias p.i. se recuperaron los adultos del intestino de los animales
inmunizados y control de infeccion. Los datos mostrados representan el porcentaje de proteccion en cada
uno de los grupos (n=10). La inmunidad protectora se calculd con base al nimero promedio de parasitos
adultos recuperados en cada grupo inmunizado, dividido entre el nimero promedio de parasitos adultos del
grupo control (PBS) y multiplicado por 100%. (*) Diferencia estadisticamente significativa respecto del control
de infeccién (P< 0.05).

Caracterizacién de la respuesta inmune humoral evocada por las diferentes cepas de
Salmonella.

La respuesta humoral local mediada por IgA vy la respuesta de IgG e IgG1 (a nivel sistémico)
se determind mediante ELISA empleando 50 pg de ET de la LM de T. spiralis. De manera
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interesante, niveles elevados de IgA intestinal se observaron desde el dia 5y hasta el dia
25 en los grupos inmunizados con los acarreadores bacterianos que secretan al péptido
Ag30 solo o fusionado al adyuvante P28 (Ag30-P283), sin embargo, estos niveles
disminuyeron al dia 47 del esquema de inmunizacién. Por otra parte, los niveles de IgA
intestinal de los grupos inmunizados con las cepas que expresan en la superficie Ag30 y
Ag30-P28s, se fueron incrementando alcanzando un maximo hasta el dia 47 del esquema
de inmunizacion. Estos datos destacan la importancia de la secrecién in vivo de antigenos
recombinantes en la produccion de anticuerpos IgA y sugieren que la secrecion in vivo de
péptidos heterdlogos parece acelerar la produccion de IgA intestinal poco después de la
primera inmunizacion (Fig. 28).
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Figura 28. Reconocimiento del ET de la LM de T. spiralis por anticuerpos intestinales de la clase IgA de los
animales inmunizados. Los lavados intestinales, obtenidos de los animales inmunizados con las diferentes
cepas vacunales sin diluir se pusieron a reaccionar con el ET del parasito. Datos presentados como valores
media + SD.

* Grupos estadisticamente diferentes respecto del grupo control (P< 0.01).

** Grupos estadisticamente diferentes respecto del grupo control y del grupo inmunizado con Salmonella
PENP (P< 0.0001).
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De manera importante, los anticuerpos intestinales de la clase IgA inducidos por las
diferentes formas recombinantes del péptido Ag30 de T. spiralis reconocieron a la
proteina nativa de la p43 de la LM del parasito, desde el dia 5y hasta el dia 47 del esquema
de inmunizacidon. En la figura 29 se presentan las micrografias correspondientes a los
ensayos de inmunofluorescencia indirecta, realizadas con los lavados intestinales obtenidos
en el dia 47 de los animales de los diferentes grupos inmunizados. Estos datos sugieren
gue las proteinas de fusion expresadas en la superficie de la bacteria son secretadas por
ésta, conservando sus propiedades inmunogénicas.
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Figura 29. Reconocimiento de la superficie de la LM de T. spiralis por anticuerpos intestinales de la clase IgA de los animales inmunizados. LM de T. spiralis se
incubaron con los lavados intestinales (sin diluir), obtenidos de los animales inmunizados con las diferentes cepas vacunales de Salmonella, como segundo
anticuerpo se uso anti-IgA-FITC producido en cabra. Se muestran los resultados obtenidos con los lavados intestinales recuperados al dia 47 del esquema de
inmunizacién.
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Con respecto a la respuesta inmune sistémica mediada por anticuerpos de la clase IgG, se
observé que Salmonella pAg30, pAg30-p28s y pAg30-p283-SCOT evocaron niveles de IgG
total e 1gG1 superiores a los mostrados en los grupos control (grupo tratado con PBS),
PENP y pAg30-SCOT, solo hasta el dia 45 del esquema de inmunizacion (Figs. 30 Ay B).
Estos datos sugieren que la respuesta de IgG e IgG1 sistémica parece estar asociada a la
entrega del péptido heterdlogo Ag30 a través de la expresion en la superficie bacteriana
(autodisplay) y a través de la secrecidon cuando este péptido se encuentra fusionado a
multiples copias del adyuvante molecular P28 (codificado por el plasmido pAg30-p28s-
SCOT).

Caracterizacion de la respuesta inmune celular inducida por las diferentes cepas de
Salmonella.

La respuesta inmune celular antigeno-especifica, se evalud al dia 54 del esquema de
inmunizacién en animales inmunizados pero que no fueron desafiados con el pardsito. Para
ello, 2 animales por grupo se sacrificaron con el objeto de obtener células de bazo y de las
placas de Peyer (PP). Estas células se estimularon in vitro con ET de la LM de T. spiralis y se
cultivaron por 48 horas. Posteriormente se determinaron las concentraciones de las
citocinas IFN-y (como marcador de la respuesta celular Th1l) e IL-5 (como marcador de la
respuesta celular Th2) en los sobrenadantes de los cultivos. El analisis de los niveles de
IFN-y, reveld que las células de PP de los ratones inmunizados con las diferentes cepas de
Salmonella produjeron bajas cantidades de IFN-y, que no fueron significativamente
diferentes respecto del control negativo ¢ sin estimulacién (P> 0.05) (Fig. 31A). Por su
parte, los esplenocitos de los ratones inmunizados con las cepas de Salmonella pAg30,
pAg30-SCOT, pAg30-p28s y pAg30-p283-SCOT produjeron niveles elevados de IFN-y en
comparacién con los niveles producidos por las PP. A este respecto, los esplenocitos de los
ratones inmunizados con la cepa Salmonella pAg30 produjeron niveles de IFN-y (27-30
pg/mL) significativamente mas altos con respecto al control negativo (11-13 pg / mL ) (P<
0.05) (Fig. 31A). Con respecto al analisis de la citocina IL- 5, esplenocitos y células de PP de
ratones inmunizados con las diferentes cepas de Salmonella, con la excepcién de las células
de bazo de los animales inmunizados con Salmonella pAg30-p28s, produjeron cantidades
significativamente mayores en comparacion con el grupo de control (P< 0.05) (Fig. 31B). Es
importante sefialar que las células de PP procedentes de ratones inmunizados con las
forma secretadas de Ag30, ya sea fusionado o no al adyuvante P28s, produjeron los mas
altos niveles de IL - 5 (182-205pg/mL). Por su parte, los esplenocitos y las células de las PP
de los ratones inmunizados con Salmonella pAg30- p28s indujeron a los niveles mas bajos
de IL- 5 en ambos tipos de células inmunes (57-77 pg/mL) (Fig. 31B).
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Figura 30. Respuesta de anticuerpos de la clase 1gG (total) e 1gG1 inducidos por la inmunizacién con diferentes
cepas de Salmonella recombinante. Los sueros de los ratones inmunizados se colectaron a los dias 15, 30 y 45
del esquema de inmunizacion y se analizaron mediante ELISA para la deteccion de anticuerpos dirigidos en
contra del extracto total del pardsito. Se muestran los resultados correspondientes a A) IgG total y B) IgG1 en
diluciéon 1:100 de los sueros. Los datos son presentados como la media + S.D. (*)Estadisticamente
significativo respecto del grupo control (P< 0.0001).
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Figura 31. Niveles de IFN-y (A) e IL-5 (B) producidos por esplenocitos y placas de Peyer (PP) de ratones
inmunizados con las diferentes cepas de Salmonella recombinante. Las células linfoides se obtuvieron al dia 54
del esquema de inmunizacion, se estimularon in vitro con 50 ug de ET del pardsito y se cultivaron por 48
horas. Se incluyeron células de animales no inmunizados como control negativo. Los niveles de ambas
citocinas se determinaron en sobrenadantes celulares mediante ELISA.

*Diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo control (P< 0.05).
**Diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo pENP (P< 0.05).
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DISCUSION

Trichinella spiralis es un nematodo intracelular causante de la triquinelosis (Pozio, 2007)
gue lleva a cabo todos sus estadios de desarrollo en un solo huésped, ocupando
compartimentos intestinales (fase intestinal) y extraintestinales (fase sistémica o
parenteral) (Fabre et al., 2009a). Es importante destacar que este parasito puede persistir
en el huésped por mucho tiempo (i.e.,, en humanos, la LM puede permanecer infectiva
hasta por 30 afios en el tejido muscular estriado aun cuando han recibido tratamiento
farmacologico) (Froscher et al.,, 1988; Capo y Despommier, 1996). Estos casos de
farmacorresistencia y falla terapéutica, en conjunto con los casos de infeccidn y reinfeccion
a nivel veterinario, han llevado a proponer a las vacunas de uso veterinario, como medidas
de control alternativas (Meeusen et al., 2007; Harris y Gause, 2011; Vercruysse et al., 2007;
Bruschi y Dupouy-Camet, 2014), especialmente en el cerdo, cuya carne es la principal
fuente de infeccion para el humano.

Generalmente la vacunacién contra enfermedades zoondticas o  transmitidas por
alimentos de origen animal, como en el caso de la triquinelosis, estd principalmente
dirigida a reducir o eliminar el riesgo para el consumidor en términos de la mejora en la
calidad y productividad de los alimentos de origen animal (Meeusen et al.,, 2007). Sin
embargo, las vacunas también deben de tener como objetivo interceptar y eliminar los
estadios de desarrollo invasores (por ejemplo a nivel de mucosas) o aquellos estadios de
desarrollo estrechamente asociados a la patogénesis sistémica ocasionada por el parasito
(Hewitson y Maizels, 2014).

El disefio y desarrollo racional de vacunas antihelminticas, representa uno de los
principales desafios en medicina y biologia (Maizels et al., 1999; Hewitson et al., 2014). A
este respecto, existen diversos abordajes para el disefio de vacunas en contra de parasitos
helmintos. Desde el punto de vista tradicional, el disefio de las vacunas con actividad
antihelmintica deberd ir enfocado a la reduccién de la sobrevida y la fecundidad de los
nematodos (Viney, 2002). Por otra parte, resulta de suma importancia en el disefio de
vacunas, la identificacion de antigenos que puedan funcionar como blancos efectivos, asi
como el estudio de las interacciones huésped-parasito para entender el fino balance entre
la sobrevida del pardsito y los mecanismos inmunes involucrados en el proceso de su
expulsion (Maizels et al., 1999; Kotodziej-Sobocinska et al., 2006; Harris, 2011).

A la fecha, se han descrito un gran nimero de vacunas experimentales en contra de los
estadios intestinales y sistémicos de T. spiralis. En estos estudios, se ha evaluado el uso de
diferentes preparaciones antigénicas obtenidas directamente de alguno de los estadios de
desarrollo del parasito, tales como larvas musculares irradiadas atenuadas (Agyei-
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Frempong y Catty, 1983; Nakayama et. al, 1998), extracto crudo antigénico de T. spiralis
(el-Shazly et al., 2002; McGuire et al., 2002), asi como la inmunizacién con TsES de LM
(Dea-Ayuela et al, 2006.); obteniéndose diversos niveles de proteccion. Si bien estos
modelos de vacunacién usan la fuente nativa de antigeno; tienen la enorme desventaja de
que la obtencion de antigeno o extracto total crudo requiere numerosos pases en modelos
animales de infeccidén para mantener la fuente de antigenos; aspectos que incrementan el
costo de su produccién (Emery et al., 1993; Geldhof et al., 2007).

Por su parte, las vacunas de DNA que codifican para diferentes antigenos derivados de T.
spiralis, si bien resuelven el problema de conservacién del preparado antigénico (en red
fria), solo han ofrecido niveles parciales de proteccién contra la fase enteral y sistémica de
la infeccion (Wang, et al.,, 2006; Yang et al.,, 2010; Tang et al, 2012). Lo anterior
probablemente se debe a que la gran mayoria se basa en el uso de un solo epitope, lo cual
representa un enfoque demasiado estrecho para la induccidén de respuestas inmunes
protectoras. Por otra parte, el uso de plasmidos de expresién eucarionte en estos modelos,
asi como la capacidad de la célula transfectada in vivo para expresar el antigeno son
factores que determinan la biodisponibilidad del inmundgeno y por lo tanto el tipo y
magnitud de la respuesta inmune que se induce (Coban et al., 2011).

Otros estudios se han basado en la inmunizacion con péptidos sintéticos derivados de la
glicoproteina de 43 kDa (p43) de la LM. En estos esquemas de inmunizacion, los péptidos
se han co-administrado con adyuvantes potentes (CFA) o que actUan a nivel de mucosas
(CTB), resultando en una reduccion parcial en el nUmero de pardsitos adultos a los 6y 8
dias p.i. (Robinson et al., 1995a; Robinson et al., 1995b; McGuire et al., 2002.). Si bien la
inmunizacién con péptidos representa una alternativa para administrar epitopos de células
T o B, tiene la enorme desventaja de que la sintesis quimica es costosa (Francis y Larché,
2005). Ademas, los péptidos deben ser co-administrados con adyuvantes para aumentar su
inmunogenicidad, tiempo de vida y en multiples dosis para poder inducir un buen nivel de
inmunidad (Reed et al., 2013).

El desarrollo de vacunas dirigidas contra los estadios intestinales de T. spiralis resulta de
gran interés ya que en estudios realizados con anticuerpos contra los antigenos de TsES de
la LM del parasito demostraron la inhibicién de la invasion del epitelio intestinal por la LM
asi como la inhibicion de la muda de la LM a adulto (McVay et al., 1998; 2000). Cabe
mencionar que entre los antigenos de E/S se encuentra la p43 antes mencionada.
Considerando que en la mucosa intestinal se encuentran sitios inductores de la respuesta
inmune, ademas de ser un drgano, cuya superficie funciona como sitio de entrada de
antigeno, la vacunacion a nivel de mucosas, puede prevenir el establecimiento del adulto
de T. spiralis en el nicho intestinal y/o limitar la diseminacion del parasito.
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Una vacuna que actla exitosamente en las mucosas, debe ser capaz de penetrar la
superficie de las mucosas de manera controlada y activar la respuesta inmune innata
(activacion de células dendriticas, macrofagos, células epiteliales) y adaptativa (inmunidad
mediada por anticuerpos y por células T) del tracto intestinal (Chen y Cerutti, 2010). Sin
embargo, la inmunizacién con productos purificados tipicamente conduce a una respuesta
modesta de anticuerpos con poca o nula respuesta de células T (Reed et al., 2013).

Existen diversas estrategias para inducir inmunidad a nivel de mucosas, que por lo general
requieren de adyuvantes (Chen y Cerutti, 2010). El uso de cepas atenuadas de Sa/monella
enterica como vehiculo de inmunizacién, representa una estrategia de vacunacion atractiva
para el desarrollo de vacunas contra patégenos intestinales. Estos vehiculos de
inmunizacién, ofrecen ventajas entre las cuales destacan las propiedades de adyuvante en
sus componentes celulares (Chatfield et al., 1995; Spreng et al., 2006; Kotton y Hohmann,
2004), su capacidad para mimetizar la infeccion natural e interactuar con las mucosas, el
tropismo por los sitios inductores en mucosas (placas de Peyer), asi como con las células de
la respuesta inmune innata y adquirida. Por otra parte, tienen gran potencial para producir
y expresar in situ antigenos y péptidos heterélogos derivados de virus, bacterias y parasitos
(Schorr et al., 1991; Guo et al., 2003; Rosenkranz et al., 2003; Kotton y Hohmann, 2004;
Pacheco et al.,, 2005; Konjufca et al., 2006; Petavy et al., 2008; Pathangey et al., 2009;
Bumann et al., 2010; Zhu et al.,, 2010; Yang et al., 2010b; Pompa-Mera et al., 2011; Jazayeri
et al,, 2012; Yu et al., 2012; Ault et al., 2013; Ding et al., 2013; Roland y Brenneman, 2013;
Yin et al., 2013). Por otra parte, la inmunizacién por via intranasal con Salmonella es mas
inmunogénica que la via oral, gracias a que en el tejido linfoide asociado a la mucosa nasal
(NALT) también se encuentran presentes células M que facilitan el acceso del antigeno a
las células presentadoras de antigeno profesional, de manera que presumiblemente,
Salmonella entra en contacto con este sitio inductor en una manera muy similar a la
invasion de placas de Peyer (Galen et al., 1997; Huang et al., 2000).

El uso de Salmonello como acarreador de antigenos heterdlogos requiere de la
construccion del sistema y eventualmente la expresion/entrega de la proteina
cuidadosamente seleccionada para asegurar la cantidad de antigeno en el tejido adecuado
(Galen et al., 2009).

Tomando en cuenta la utilidad de Salmonella como acarreador de antigenos heterdlogos,
el interés de nuestro grupo de investigacion fue la construccién de una vacuna contra la
fase intestinal de T. spiralis, empleando a S. enterica serovar Typhimurium SL3261 como
acarreador del péptido de 30 aa (Ag30) derivado de la p43 de la LM de T. spiralis y
mediante el uso del autotransportador ShdA para lograr su expresion en la superficie de la
bacteriana (cepa vacunal Salmonella pAg30). La cepa vacunal se administré en ratones
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BALB/c por via intranasal y fue capaz de evocar inmunidad protectora del 62% contra la
fase intestinal de T. spiralis, la cual estuvo asociada a la producciéon de IgG y una respuesta
mixta de citocinas Th1/Th2 (IL-5 e IFN-y), ademds, este sistema permitié mantener las
propiedades inmunogénicas del epitopo (Pompa-Mera et al., 2011).

En el presente estudio, con la finalidad de incrementar la proteccidn conferida por la cepa
vacunal Salmonella pAg30, se construyeron cepas de Salmonella que expresan y/o
secretan el antigeno Ag30 fusionado a tres copias del dominio minimo de unidon del
adyuvante molecular C3d (P28). La proteccién conferida por la administracion intranasal de
las cepas vacunales se determind contra los estadios intestinales de T. spiralis en un
modelo de triquinelosis en ratones BALB/c.

Cabe mencionar que C3d 6 su dominio P28 han sido empleados como adyuvantes en
diversos modelos de vacunacién contra una amplia variedad de patdgenos 6 antigenos,
mostrando su capacidad para evocar inmunidad humoral, asi como su capacidad para
polarizar la respuesta hacia una de tipo Th2 (Mitchell et al., 2003; Wang XL et al., 2006;
Tong et al., 2006; Bergmann-Leitner et al., 2007). Sin embargo, el uso del adyuvante P28 en
modelos de vacunacion contra parasito helmintos no ha sido explorado.

En el disefio del sistema de expresion del presente estudio un aspecto importante a
considerar, fue el uso preferencial de coddn, ya que las diferencias entre los codones
usados entre el DNA foraneo de T. spiralis, Mus musculus vy las células huéspedes
procariotes (E. coli y Salmonella) puede afectar la eficiencia de traduccion y/o sintesis de
proteinas (Gustafsson et al.,, 2004). A este respecto, fue importante considerar la
sustituciéon de codones sindnimos desde el disefio de los iniciadores con la finalidad de
optimizar la produccion de proteinas (Ngrholm et al., 2012). De esta manera, la capacidad
del pldasmido construido para inducir la expresion del epitopo Ag30 fusionado al
adyuvante molecular P28 (derivado del C3d de ratdon) en la superficie bacteriana o
eventualmente secretado al medio extracelular, se evidencié en los diferentes ensayos de
inmunofluorescencia, citometria de flujo y western-blot. Por otro lado, el uso del promotor
nirB en los plasmidos de expresién construidos, tuvo la finalidad de regular la expresién
inducible de las proteinas de fusidon en un microambiente proporcionado por las mucosas
(Chatfield et al., 1992; 1995; 1997). De esta manera, la expresion inducible de la proteina
de fusidon a través de un sistema de plasmido de bajo nimero de copias, puede evitar la
expresion constitutiva de una proteina heteréloga, cuya sintesis representa una carga
metabdlica adicional para el acarreador, resultando muchas veces en un producto téxico 6
gue puede resultar en un cuerpo de inclusidon. Por otra parte, la carga metabdlica adicional
gue supone la sintesis de una proteina heterdloga, también puede afectar la velocidad y/o
capacidad de colonizacion de Salmonella (Bumann, 2001; Curtiss et al., 2010; Galen et al,,
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2010). De hecho, a pesar de la inclusién del promotor nirB, en este estudio se observo
cémo la secrecion de Ag30-P283 por la cepa Salmonella pAg30-P283-SCOT permitiod que la
bacteria tuviera un crecimiento mas cercano a la cepa control, en comparacién con
Salmonella pAg30-P283, cuya cinética de crecimiento se observo atrasada. Sin embargo, a
pesar de lo anterior, la viabilidad de las diferentes cepas vacunales no se vié afectada de
manera importante. Los aspectos relacionados con la cinética de crecimiento son cruciales,
ya que pueden también reflejar la velocidad de crecimiento in vivo o la colonizacion del
acarreador, afectando la cantidad de vector vacunal disponible para interactuar con los
tejidos linfoides del huésped asi como la cantidad de péptido heterdlogo, resultando en
una respuesta inmune insuficiente (Galen et al., 2009; 2010).

Otro aspecto de gran importancia en el disefio de los sistemas de expresién fue considerar
la localizacién subcelular del antigeno heterélogo en el acarreador bacteriano, ya que
puede influir en gran medida sobre la intensidad vy el tipo de respuesta inducida (Hanh y
Specht, 2003; Galen et al., 2010). De hecho existe evidencia creciente de que los
antigenos asociados a la membrana de Salmonella y aquellos que son secretados por este
acarreador, tienen una inmunogenicidad superior en comparacion con la inmunogenicidad
mostrada por su contraparte citopldasmica (Hess et al., 1996; Hanh y von Specht, 2003;
Kang vy Curtiss, 2003; Hur y Lee, 2011; Barat et al.,, 2012). Diversas son las razones que
pueden explicar el efecto que tiene la localizacion en la superficie o secrecién del antigeno
en su inmunogenicidad. En estos casos el procesamiento antigénico es superior, ya que
interactdan directamente con las células presentadoras de antigeno, especialmente si van
co-administrados con patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP), tales como el
lipopolisacarido de Salmonella y que eventualmente son reconocidos por los receptores
tipo Toll (TLR) (Kang et al., 2002; Alaniz et al., 2007; Barat et al., 2012).

Aparte del sistema de autotransportador para la expresion de proteinas heterdlogas en
superficie, las secuencias sefiales para exportar/secretar proteinas, también se han
empleado para este fin. Entre algunos ejemplos de estas secuencias estan: Lpp, LamB, LTB,
MalE, OmpA, OmpC, OmpF, OmpT, PelB, PhoA, PhoE, or SpA (Choi vy Lee, 2004).

En el presente estudio, los plasmidos se disefiaron para permitir la expresion del antigeno
Ag30 en la superficie bacteriana de Salmonella entérica serovar Typhimurium SL3261, a
través del autotransportador ShdA y en otros casos, para que el antigeno Ag30 fuera
secretado por la bacteria a través de la introduccion de la secuencia de corte proteolitico
(SCOT) con reconocimiento para la Omp T proteasa, entre el antigeno Ag30 vy el
autotransportador ShdA. Esta secuencia de corte ha sido anteriomente empleada de
manera exitosa para liberar antigenos de la membrana externa de Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261 o secretarlos in vitro e in vivo hacia el espacio extracelular
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(Ruiz-Olvera et al., 2002; Luria-Pérez et al., 2007). La funcionalidad del autotransportador
ShdA, asi como de la secuencia de corte para la Omp T proteasa (SCOT) se demostrd en E.
coli DH5a y en Salmonella enterica, a través de ensayos de Western blot, dot blot,
inmunifluorescencia y citometria de flujo.

Con base a los resultados obtenidos en este estudio, se puede decir que la expresidon
regulada del antigeno heterdlogo Ag30 y su fusién con el adyuvante P28 no interfirieron
con la viabilidad de las cepas recombinantes de Salmonella. Lo anterior se demostré con la
presencia de las diferentes cepas en el bazo de animales inmunizados después de la
primera y segunda inmunizacién, aunque después de la tercera inmunizaciéon, no se
recuperaron bacterias. Lo anterior indica que en los animales inmunizados, el acarreador
bacteriano no perdié in vivo su inmunogenicidad, induciendo una respuesta inmune
efectora, ya que posterior a la tercera inmunizacidén, no se recuperaron bacterias viables
en el bazo de los animales inmunizados. De manera importante la persistencia del
plasmido en las bacterias colectadas del bazo de los animales inmunizados se demostrd por
PCR. Lo anterior correlaciona con lo reportado en otros estudios que emplean a Salmonella
como acarreador (Anderson et al., 1996; Bumann, 2001; Wang et al., 2011).

Con relacién a los resultados de proteccion obtenidos en el presente estudio, se puede
mencionar que todas las cepas vacunales indujeron proteccidn significativa con respecto al
control de infeccidn y ésta se demostrd contra la fase intestinal de 7. spiralis. Las cepas
Salmonella pAg30, Salmonella pAg30-SCOT vy Salmonella pAg30-p28s-SCOT redujeron la
carga parasitaria del adulto en 75%, 72% y 92.8%, respectivamente. Sin embargo, la cepa
Salmonella pAg30-p28s; que expresa en la superficie bacteriana la fusién Ag30-P283 no
evoco niveles elevados de proteccidon contra la fase intestinal de T. spiralis. De estos
resultados se puede concluir que la proteina de fusién Ag30-P28s, cuando es secretada,
induce una respuesta inmune eficiente contra el parasito. La baja proteccion inducida por
Salmonella pAg30-p28s pudiera explicarse en términos de que probablemente la fusion del
extremo carboxilo-terminal de P28 al autotransportador ShdA, impidié su unién ¢ su
interaccién con el receptor CD21. La proteccion conferida por Salmonella pAg30-p28s-
SCOT (92.8%) apoya esta observacion, ya que este sistema de expresion permite que la
proteina de fusidn sea liberada, exponiendo el extremo carboxilo-terminal del adyuvante
P28. Estas observaciones coinciden con los hallazgos publicados por Bower y Ross (2006) y
por Weiss y cols. (2010), cuya ingenieria genética del adyuvante, consideré mantener libre
el extremo carboxilo terminal del adyuvante. De esta manera, el C3d y su dominio P28
funcionan como ligandos de receptores clave en el curso de una respuesta inmune.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la respuesta inmune humoral inducida
por las cepas vacunales que expresan Ag30 y Ag30-P28s en la superficie bacteriana,
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mostraron niveles mas altos de IgG1l en comparacion con las cepas de Salmonella que
secretan a Ag30 (Ag30-SCOT y Ag30-P283-SCOT). Con respecto a la produccion de IgA
secretora, Salmonella pAg30-SCOT y Salmonella pAg30-p283-SCOT indujeron niveles altos
de IgA desde el dia 5, sin embargo la formas no secretadas de Ag30 tardaron mds tiempo
en inducir niveles altos de IgA local. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia
que tiene la secrecion in vivo de Ag30 para la produccién de IgA local contra la infeccion
por T. spiralis. La IgA local producida por los animales inmunizados con las diferentes cepas
vacunales reconocieron la proteina nativa presente en la superficie de la LM de T. spiralis,
lo que indica que las proteinas de fusién conservaron su inmunogenicidad. Los niveles de
IgA de secrecién inducidos por las formas secretadas de Ag30 aumentaron rapidamente
desde el dia 5 del esquema de inmunizacion, pero disminuyeron para el dia 47. Una
observacion similar fue reportada por Sheela y cols. (2003), quienes también han
documentado que la respuesta mediada por IgA puede ser transitoria y tiende a regresar a
los niveles basales.

La participacién de anticuerpos IgG1 en el control de la infeccion por T. spiralis durante la
fase intestinal del parasito ha sido demostrada, interfiriendo con la muda del parasito e
inhibiendo la invasion del epitelio intestinal (McVay et al., 1998, 2000; Wang et al., 1999).
Por otro lado, se sabe que la IgA local reduce la fecundidad de la hembra, el tamafio de los
adultos e inhibe el establecimiento de la LM en el nicho intestinal (Inaba et al., 2003a,
2003b). Si bien la IgA intestinal evocada por las diferentes cepas de Salmonella que
expresan y/o secretan Ag30 fue capaz de reconocer antigenos nativos en la superficie de la
LM de T. spiralis; es necesario evaluar su papel efector, especialmente en el
establecimiento del parasito en el nicho intestinal y en la tasa de fecundidad.

Los resultados que se obtuvieron en el presente estudio mostraron que a pesar de la
produccion de 1gG1 e IgA por los animales inmunizados, no se observd una correlaciéon
entre esta produccion y la proteccion conferida por las diferentes cepas vacunales. Por
ejemplo, la cepa Salmonella pAg30-p283.SCOT que confirid la maxima proteccion (92.8%),
no indujo los niveles maximos tanto de IgG1 como de IgA (al dia 47). Ademas, las cepas de
Salmonella pAg30-SCOT y pAg30-p28s que redujeron la carga parasitaria de adultos 72% vy
42% indujeron una respuesta similar de IgA local y en el caso de Salmonella pAg30-p28s,
con una proteccion del 42% indujo niveles mayores de IgG1 que Salmonella pAg30-p28s-
SCOT con una proteccion del 92.8%. Una explicacion a esta falta de correlacién pudiera
deberse a que después del desafio con T. spiralis, la respuesta de anticuerpos y citocinas
aumenta en el intestino de los animales vacunados (Martinez-Gomez et al., 2009; Yang et
al., 2010; Cui et al., 2013; Yang et al., 2013), por lo que al hacer la correlacién entre niveles
de anticuerpos y proteccion conferida por las cepas vacunales se debe tener en cuenta
gue los niveles de IgG1 e IgA se determinaron en los animales inmunizados dias previos al
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desafio con T. spiralis y la proteccion se midié 8 dias después del desafio. Futuros estudios
se requieren para evaluar la contribucién del reto con el pardsito al incremento de los
niveles de estos anticuerpos en los animales vacunados. Diversos estudios han permitido
observar un incremento significativo en la produccién de anticuerpos de la clase IgG, a
partir de la primera semana p.i. El tiempo de presentacién de este incremento puede
depender de diversos factores, entre los que destacan el nimero de inmunizaciones, la
dosis infectiva de LM de T. spiralis, la cepa de raton empleada y la susceptibilidad genética
a la infeccion (Kennedy et al., 1991; Martinez-Gémez et al., 2009; Reiterova et al., 2009;
Yang et al., 2010; Cui et al., 2013; Yang et al., 2013).

El ndmero de inmunizaciones empleado en distintos modelos de vacunacion es variado y
controversial. La administracion repetida de antigenos a nivel de mucosas puede dar lugar
a la supresién de una respuesta inmune humoral en favor de la tolerancia oral (Jacob et al.,
2013). Sin embargo, también existen modelos de vacunacion en donde la administracién
repetida tiene como efecto el aumento de la respuesta inmune a antigenos contenidos en
la vacuna (Church et al., 2011). En otros estudios, queda demostrado que la inmunizacion
repetida puede reducir de manera significativa la respuesta antigeno-especifica. De manera
interesante, LaCelle y cols.,, (2009) reportaron que la vacunacion repetida (3
inmunizaciones) resultd menos efectiva que la transferencia adoptiva de células T
derivadas de ratones que recibieron una sola vacunaciéon el mismo antigeno. En el
presente estudio, si bien se emplearon 3 inmunizaciones, seria de gran interés conocer si
un menor de ellas permite obtener niveles de proteccién similar.

En relacién con la respuesta inmune celular, en los animales inmunizados se observd una
respuesta mixta Th1/Th2, con predominancia de Th2. Es de interés resaltar que los
animales inmunizados con Salmonella pAg30-SCOT vy Salmonella pAg30-P283-SCOT
produjeron significativamente mayor cantidad de IL-5, a diferencia de Salmonella pAg30-
p28s que produjo los niveles mas bajos de la citocina. El nivel de proteccién conferido por
las cepas recombinantes de Salmonella contra la infeccion por T. spiralis a nivel intestinal,
estuvo sin lugar a dudas, relacionada con la producciéon de IL-5. Nuestros resultados
demostraron que después de la inmunizacion intranasal, las placas de Peyer de los
animales vacunados con Salmonella  produjeron mayores cantidades de IL-5 en
comparacién con la produccién de esta citocina por esplenocitos. Lo anterior evidencia
gue Ag30 es capaz de promover inmunidad en la mucosa intestinal. A este respecto, las
citocinas TGF-B, IL-10, IL-4, IL-5 y la IL-6 tienen un papel importante en promover la
inmunidad de mucosas asociada con la producciéon de IgA (Marinaro et al.,, 1997;
Brandtzaeg y Johansen, 2005). La IL-5 aumenta el niumero de células B (IgA+) en el intestino
(Bao et al.,, 1998). De hecho, la producciéon de IgA de secrecion dependiente de IL-5
también ha sido observada en modelos de vacunacidon empleando S. enterica serovar
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Typhimurium (Walters et al.,, 2005). Por su parte, la IL-4 si bien es necesaria para la
respuesta de IgA en mucosas en respuesta a antigenos solubles, esta citocina no es
necesaria para la respuesta de IgA a antigenos pasajeros entregados (expresados o
secretados) por Salmonella (VanCott et al., 1996; Okahashi et al., 1996; Pathangey et al.,
2009). Un aspecto importante es la produccién de IgA de secrecién inducida por la
inmunizacién con Salmonella recombinante, es que es un proceso dependiente de las
respuestas Thl y Th2 (Yamamoto et al.,, 1996). Este observacién coincide con nuestras
observaciones acerca del microambiente de citocinas dado por el IFN-y y por la IL-5 al dia
47, momento en el que aun se detectaron niveles importantes de IgA. Las PP han sido
consideradas como los sitios inductores esenciales para la regulacion de respuestas
mediada por IgA antigeno-especifica después de la inmunizacién oral (Cerutti et al., 2011).
Sin embargo, la inmunizacion oral en ratones que carecen de PP resultd en la generaciéon
de respuestas de IgA antigeno-especifica en el tracto gastrointestinal cuando se
administraron las proteinas solubles por via oral o directamente en el intestino (Yamamoto
et al., 2000; Kunisawa et al., 2002), lo que sugiere la existencia de una via para la respuesta
de IgA en mucosas que es independiente de las PP como sitios inductores (Hashizume et
al., 2008).

En el presente estudio no se determinaron otras citocinas que se sabe estan relacionadas a
la respuesta Th2, tales como linfopoyetina estromal de timo (TSLP) y la IL-25, que son
producidas por células epiteliales, a las cuales se les ha identificado por tener un papel
importante en la induccién de la activacion de la respuesta Th2 en infecciones por
helmintos intestinales (Koyasu y Moro, 2011); o como en el caso de la IL-25, que se
produce en respuesta a TsES (Kang et al., 2012). Estudios recientes han demostrado que la
produccion de citocinas Th2 también involucra a células de la respuesta inmune innata a
nivel intestinal, Ilamadas células colaboradoras naturales que producen grandes cantidades
de IL-5 e IL-13, en respuesta a IL-25 e IL-33, independientemente de la inmunidad
adaptativa (Kroeger et al., 2009; Neill et al., 2010; Neill y McKenzie, 2011). La produccion
de IL-5 e IL-13 produce eosinofilia e hiperplasia de células caliciformes (Saenz et al., 2010).
Dado que el sistema del presente estudio permite la secrecion in vivo de una proteina de
fusion que contiene un péptido de T. spiralis, resultaria de gran interés estudiar si este
sistema promueve el microambiente de citocinas Th2 a través de la produccion temprana
de IL-25.

Es importante mencionar que la respuesta mixta Th1/Th2 con predominancia de la
respuesta Th2 observada en el presente trabajo, también es una caracteristica que ha sido
observada por otros grupos de investigacion enfocados al desarrollo de vacunas contra T.
spiralis (McGuire et al., 2002; Yang et al., 2008; Yang et al., 2010b; Cui et al., 2013; Feng et
al.,, 2013; Yu et al,, 2013; Fang et al.,, 2014). A este respecto, se sabe que las células
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dendriticas expuestas a patogenos intracelulares como Salmonella, exhiben una importante
plasticidad para promover ambas respuestas. Por una parte, promueven la respuesta Thl
(IFN-y) (como parte del mecanismo protector y controlador del crecimiento bacteriano)
(Mittricker y Kaufmann, 2000; Mastroeni, 2002; Nanton et al., 2012; Olivier et al., 2013) y
también promueven la produccion de citocinas tipo Th2, en respuesta a TsES de diversos
estadios del parasito (Gruden-Movsesijan et al., 2011; llic et al., 2011). Sin embargo, es
necesario realizar estudios adicionales para identificar si en estos modelos experimentales
de vacuna la participacién de las células dendriticas determina el perfil mixto de citocinas
Th1/Th2. De hecho existe evidencia de que en muchos modelos de vacunas experimentales
en contra de helmintos con estadios intestinales, la respuesta mixta Th1/Th2 pudiera
también estar implicada en el proceso de eliminacion del parasito (Mulcahy et al., 2005).
Por otra parte, la induccion de una respuesta mixta Th1/Th2 también surge como una
consecuencia no solo de usar ciertos antigenos derivados del patégeno (i.e. Ag30, Ts87, Ts-
Pmy) (Yang et al.,, 2010b; Cui et al.,, 2013; Yang et al., 2013); sino también puede ser
consecuencia del uso de componentes inmunomodulatorios y/o inmunoestimulatorios
que puedan funcionar como adyuvantes o ligandos para moléculas o receptores de la
respuesta inmune innata y asi amplificar la respuesta antigeno-especifica (Reed et al,,
2013). El incremento de citocinas Th2, principalmente IL-4, estd relacionada con la
expulsiéon del adulto de T. spiralis, y niveles disminuidos de TNF-a, IFN-y y de IL-2 estan
asociados con patologia intestinal (Lawrence et al., 1998; 2004; Garside et al., 2000; Scales
el al., 2007). De esta manera el balance entre la respuesta Thl y Th2 en la induccién de la
respuesta inducida por la vacunacion podria ser requerida con la finalidad de generar
menor patologia con el mayor grado de proteccién. En el caso de las cepas vacunales de
Salmonella se observd la predominancia de Th2, sin embargo una de las limitantes del
presente estudio es que no se analizd si se habia inducido un proceso patolégico en el
intestino de los animales inmunizados y de manera comparativa con los controles de
infeccion.

Es importante mencionar que el sistema de expresion de péptidos heterdlogos disefiado en
el presente trabajo, presenta como inconveniente la disminuida estabilidad del plasmido,
ya que se debe de considerar el suministro oral de ampicilina a los animales durante los
primeros 5 dias del esquema de inmunizacidén, para evitar pérdida del plasmido y de esta
manera evitar interferencia con la expresion in vivo del péptido heterdlogo, después de la
inmunizacién; tal y como se ha descrito previamente (Galen et al., 2010). No obstante, el
uso de antibiético también tiene un impacto negativo sobre la composicion de la
microbiota intestinal, cuyo equilibro se pierde, generando un fenédmeno de disbiosis
intestinal que promovueve la colonizacion de bacterias resistentes a antibidtico y su
diseminacion sistémica, una vez que atraviesan las barreras epiteliales, en detrimento de la
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inmunidad de mucosas del huésped (Kim et al., 2014; Yu et al., 2014a). En contraste, un
estudio realizado por Croswell y cols., (2009) demostré que el uso de antibidticos orales,
ademas de perturbar el ecosistema microbiano intestinal en ratones, también puede incidir
en la susceptibilidad del huésped al patdgeno entérico comun, Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Recientemente, un estudio realizado por Scalfone y cols., (2013) acerca del
papel de la microbiota en la induccion temprana de la inmunidad Th2 contra T. spiralis,
determind que la disbiosis secundaria al uso de antibidticos no influyé en el proceso de
expulsion del pardsito y solo tuvo un efecto modesto en la produccion de IL-5.

Aparte del empleo de acarreadores bacterianos que exponen en su superficie antigenos
heterdlogos a través de auto transportadores, recientemente se ha investigado el uso de
nuevas tecnologias y mads recientemente, la tecnologia de fagos para la expresion de
antigenos derivados del parasito expresados en la superficie. Cuiy cols., (2013) emplearon
la tecnologia de fagos para expresar el antigeno Tsp10 de la LM de T. spiralis, obteniendo
una reduccién del 62.8% en el numero de parasitos adultos (a nivel intestinal) y una
reduccion del 78.6% en la carga parasitaria de musculo (nivel sistémico). Esta respuesta
estuvo asociada con una respuesta mixta Th1/Th2, caracterizada por la produccién de IL-4
e IFN-y, con predominancia de la respuesta Th2. Nuestros resultados en términos de la
proteccién a nivel intestinal y de respuesta de citocinas como resultado de la inmunizacién
con las cepas de Salmonella transformadas con pAg30, pAg30-Scot y Ag30-p283-SCOT, fue
superior a la obtenida por Cui y cols., (2013) con el uso de otras plataformas mas recientes
para expresar antigenos en la superficie. Con fines comparativos resultaria de gran interés,
evaluar la proteccion conferida con Salmonella Ag30-p283-SCOT a nivel sistémico.

En resumen, la proteccion conferida por la cepa vacunal Salmonella pAg30-p283-SCOT es
en nuestro conocimiento la mas alta hasta ahora obtenida. Sin embargo la vacuna puede
implementarse con el uso de otros sistemas de entrega de antigenos y rutas de
administracion (por ejemplo: la ruta sublingual). También se puede incluir el uso de
citocinas Th2 como adjuvantes y la construccién de vacunas polivalentes con epitopos de
otras fases del ciclo de vida de T. spiralis. Todas estas alternativas representan estrategias
importantes para el desarrollo a futuro de una vacuna contra la infeccion por T. spiralis y
con aplicacion en el campo veterinario.
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CONCLUSIONES

1. La inmunizacion intranasal de ratones BALB/c empleando cepas de Salmonella
transformadas con pAg30, pAg30-SCOT y pAg30-p28s-SCOT indujo niveles altos de
proteccion (72% a 92.8%) contra la infeccidn por T. spiralis a nivel intestinal.

2. Las cepas recombinantes de Salmonella indujeron una respuesta inmune mixta
Th1/Th2 con predominancia de Th2 (IL-5, IFN-y, IgA e 1gG1). Lo anterior demuestra
el gran potencial de Salmonella como acarreador de antigenos heterdlogos para
evocar respuestas protectoras en contra parasitos intestinales como Trichinella
spiralis.

3. Laforma secretada de Ag30- P28 fue la mds inmunogénica. La proteccion conferida
por la cepa vacunal Salmonella pAg30-p283-SCOT estuvo relacionada con la
produccion de IL-5.

4. El adyuvante P28 en multiples copias puede ser Util en la induccion de inmunidad a
nivel de mucosas, siempre y cuando éste se encuentre fusionado al antigeno vy libre
en su extremo carboxilo, un aspecto que en el presente trabajo solo se logrd en su
forma secretada.

5. El presente modelo experimental de vacuna basado en el uso de Salmonella como
acarreador, resulta de gran utilidad como una plataforma para futuras propuestas
de vacunacion que requieran de la secrecién in vivo de uno o varios antigenos de T.
spiralis o de algun otro helminto.

6. La sola secrecién de Ag30 fusionado o no al adyuvante molecular P28, contribuye

de manera importante a la produccion de IgA intestinal, la cual reconoce
directamente a los antigenos presentes en la larva muscular de T. spiralis.
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PERSPECTIVAS

Se requieren estudios adicionales que permitan evaluar en el intestino el
microambiente de citocinas posterior al reto en animales vacunados para
determinar la contribucién del pardsito en la respuesta evocada por el vehiculo
vacunal.

También es necesario conocer el papel de otras citocinas (IL-17, IL-9, IL-4, IL-13, IL-
25) durante el esquema de inmunizacién, lo cual podria contribuir al conocimiento
del potencia que puede tener Salmonella recombinante en la induccion de la
respuesta contra T. spiralis.

Si bien la IgA intestinal evocada por las diferentes cepas de Salmonella que
expresan y/o secretan Ag30 fue capaz de reconocer antigenos nativos en la
superfice de la LM de T. spiralis; es necesario realizar mas estudios acerca de su
papel efector, especialmente en el establecimiento del parasito en el nicho
intestinal y en la tasa de fecundidad.

Se requieren estudios adicionales que permitan evaluar la contribuciéon de la

inmunidad a nivel intestinal en la disminucién del nimero de parasitos que llegan a
establecerse a nivel de musculo.
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APENDICE

Condiciones de |la PCR empleadas en el presente trabajo.

Ronda de | Oligonucledtidos Templado Componentes de la reaccion Termociclado
PCR (20 pmol) (ng)
3 uL de amortiguador de reaccion
(10X), 0.75 pL de MgCI2 (50 mM), 0.5 ° .
PCR1 P28-1 uL de mezcla de dNTP’s (10 mM), 0.15 94°C, 3 min;
No aplica uL de enzima termoestable Taq 30 ciclos (94°C,15 S, 66°C, 30 S, 72°C, 1 min;)
pP28-2 polimerasa (5 U/uL) y agua inyectable 72°C, 10 min.
(c.b.p. 30 pL).
3 plL de amortiguador de reaccion
(10X), 0.75 pL de MgCI2 (50 mM), 0.5 ° .
P28a uL de mezcla de dNTP’s (10 mM), 0.15 94°C, 3 min;
PCR> templado p28 uL de enzima termoestable Taq | 30 ciclos (94°C, 15 s; 65.3°C, 30 s; 72°C, 1
P28b polimerasa (5 U/uL) y agua inyectable min;)
(b 3010) 72°C, 10 min.
3 plL de amortiguador de reaccion
(10X), 0.75 pL de MgCI2 (50 mM), 0.5 ° .
P28c uL de mezcla de dNTP’s (10 mM), 0.15 94°C, 3 min;
PCR3 templado p28 uL de enzima termoestable Tag 30 ciclos (94°C,15 S, 654°C, 30 S, 72°C, 1 min;)
P28d polimerasa (5 U/ul) y agua inyectable 72°C, 10 min.
(c.b.p. 30 uL).
3 plL de amortiguador de reaccion
(10X), 0.75 pL de MgClI2 (50 mM), 0.5 ° .
P28e ulL de mezcla de dNTP’s (10 mM), 0.15 94°C, 3 min;
PCR4 templado p28 uL de enzima termoestable Taq | 30 ciclos (94°C,15s; 65.5°C, 30's; 72°C, 1 min;)
pP28&f polimerasa (5 U/ul) y agua inyectable 72°C, 10 min.

(c.b.p. 30 pL).
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APENDICE
Condiciones de la PCR empleadas en el presente trabajo (continuacion).

Ronda de | Oligonucledtidos Templado Componentes de la reaccion Termociclado
PCR (20 pmol) (ng)
3 uL de amortiguador de reaccion
(10X), 5 ulL de MgCl2 (50 mM), 0.5 L o .
de mezcla de dNTP’s (10 mM), 0.15 pL 94°C, 3 min;
PCRs Null-SEQ-1 (15 ng) pRL-null-p283 de enzima termoestable Tagq | 30 ciclos (94°C,15s; 65.4°C, 30's; 72°C, 1 min;)
Null-CDS-2 polimerasa (5 U/uL) y agua inyectable 72°C, 10 min.
(c.b.p. 30 pL).
1% 200 pmol de cada oligonucledtido, o .
PCRs Scot E-1 . 100 plL de MgCl, (100 uM), agua 94 C 15. min
Scot E2* No aplica inyectable (c.b.p. 100 pL). Enfriamiento lento hasta T.A.
, 3.5 plL de amortiguador-mezcla de
leR 0 reaccion (3.5X), 0.5 uL de Big dye
PCR7 shdA-R 10 ng del producto (BDT), 10 pmol de oligonuclestido | 25 ciclos (94°C, 30's; 50°C, 15 s; 60°C, 4 min)
(para Cada pu”f'cado de PCR (pNIR 6 ShdA) y agua inyectable (c.b.p.
reaccion) 10uL).
3 uL de amortiguador de reaccion
(10X), 5 uL de MgCl2 (50 mM), 0.5 L o -
FLAG-SEQ-1 20 ng de cada uno de de mezcla de dNTP's (10 mM), 0.15 L 94°C, 3 min;
PCRS ShdA-Rv los plésmidos de enzima termoestable Tag 30 ciclos (94°C,15 S, 560(:, 30 S, 72°C, 1 mlﬂ,)

polimerasa (5 U/uL) y agua inyectable
(c.b.p. 30 pL).

72°C, 10 min.

*En esta reaccién, se utilizdé una concentracion de primers distinta de 20 pmol/uL.
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