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RESUMEN

La asociacion de proteinas o péptidos con microparticulas de biopolimeros, es una estrategia
para el transporte de antigenos hasta los sitios de procesamiento e inicio de la respuesta
inmune en mucosas como la intestinal y la nasal. No sélo se puede estabilizar y retener la
actividad bioldgica del péptido o proteina inmovilizada, sino que también se puede inducir
respuesta inmune a nivel local y/o sistémico. Sin embargo, el proceso de inmovilizacién sobre
microparticulas generalmente requiere la preparaciéon del soporte y el uso de compuestos
quimicos no deseados y métodos complejos para favorecer la unioén covalente del antigeno.
En consecuencia, se pueden presentar preocupaciones relacionadas con la inocuidad y un

incremento en los costos.

En el presente proyecto de tesis, se propone un sistema para la administraciéon de
antigenos via mucosa, utilizando microparticulas de almidén crudo como acarreador y un
Dominio de Fijacion al Almidon (DFA,,,) como tallo para la inmovilizacion no covalente de
proteinas antigénicas. La utilidad del DFA,, como herramienta para la purificacion de
protefnas recombinantes y para la adsorciéon especifica de proteinas sobre microparticulas de

almidén ha sido demostrada por el grupo de investigaciéon y ha permitido explorar nuevas

aplicaciones biotecnolégicas como la que se propone en este trabajo.

Para evaluar y demostrar la utilidad del sistema como vehiculo para la administracion
de antigenos via mucosas, primero se construyé la proteina recombinante Acr-DFA

tag>

constituida por el DFA, vy la proteina alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis, un

tag
antigeno de la fase latente de la enfermedad. Dicha proteina se purificé por afinidad a -
ciclodextrina e inmovilizé y estabilizé sobre granulos de almidén crudo para su posterior
administraciéon por via oral e intranasal a ratones BALB/c sin el uso de adyuvantes. Los
ensayos de inmunizacion revelaron que bajo un esquema de administracion de dosis repetidas

cada 21 dfas, la proteina recombinante tanto en su forma libre como inmovilizada en las
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microparticulas de almidén fue capaz de llegar hasta los sitios de reconocimiento e induccion
de la respuesta inmune en mucosas, pues fue posible detectar anticuerpos IgG antigeno
especificos en el suero de ratones que recibieron el tratamiento por ambas vias. Por el
contrario, animales que solo recibieron el antigeno Acr no tuvieron respuesta, indicando que
por si mismo dicho antigeno no es inmunogénico y que tanto la fusién como la inmovilizaciéon
contribuyeron con su inmunogenicidad. En los sueros de los animales que recibieron la
proteina inmovilizada también se pudo detectar un titulo mayor de anticuerpos IgG2a,
revelando que el sistema de inmovilizaciéon favorecié la induccién de una respuesta de tipo
celular como se pudo corroborar con los niveles de INF-y mas altos detectados tanto en el
sobrenadante de cultivo de esplenocitos como en los homogenizados de pulmén de los
animales inmunizados con la proteina inmovilizada en las microparticulas de almidén. Con
estos resultados se demuestran el potencial inmunogénico y adyuvante del sistema y en
consecuencia su utilidad como vehiculo para la administracién de antigenos via mucosas. Junto
con las ventajas derivadas de las propiedades del almidén  (biocompatibilidad,
biodegradabilidad e inocuidad) y del protocolo de inmovilizacion que no requiere la
elaboracién y/o funcionalizacién de las microparticulas, resaltamos su aplicabilidad en el
campo de desarrollo de sistemas de transporte de antigenos y el disefo de vacunas de

subunidades con propiedades adyuvantes y que puedan ser utilizadas en humanos.

XVI



ABSTRACT

The association of proteins or peptides with microparticles of biopolymers is a strategy for
carrying antigens to the sites of processing and initiation of the immune response in intestinal
and nasal mucosae. Not only is possible to stabilize and retain the biological activity of the
immobilized protein or peptide, but also is possible to induce immune responses to local
and/or systemic level. However, the process of immobilization on microparticles generally
requires the preparation of the matrix, and the use of undesirable chemicals and complex
methods to promote the covalent attachment of the antigen. Consequently, there may be safety

concerns and increased costs.

In this thesis project, a system for mucosal antigen administration using raw starch
microparticles as cartier and a Starch Binding Domain (SBD,,,) as tag for the non-covalent
immobilization of antigenic proteins is proposed. The usefulness of SBD,, as a tool for
recombinant protein purification and for specific protein adsorption on starch microparticles
has been demonstrated by the research group and allowed to explore new biotechnological

applications such as the one proposed in this work.

To evaluate and demonstrate the utility of the system as a vehicle for the mucosal

administration of antigens, the Acr-SBD,,, recombinant protein was constructed. This protein

ag
consisted of the SBD,,, and the alpha crystalline protein (Acr) from Mycobacterinm tuberculosis, an
antigen of the latent phase of the disease. The protein was purified by affinity chromatography
using B-cyclodextrin and was immobilized and stabilized on raw starch granules for subsequent
administration by oral and intranasal routes to BALB/c mice without the use of adjuvants.
The immunization studies revealed that under a scheme of consecutive doses each 21 days, the
recombinant protein both in its free form and immobilized on starch microparticles was able

to reach the sites of recognition and induction of immune responses in mucosae, thus was

possible to detect antigen-specific IgG antibodies in the serum of mice that received the
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treatment by both routes. By contrast, animals that only received the Acr antigen did not
answer, indicating that this antigen itself is not immunogenic and that both fusion and
immobilization contributed to its immunogenicity. In the sera of the animals receiving the
immobilized protein a higher titer of Ig(G2a antibodies was also detected, revealing that the
immobilization system favored the induction of a cellular response as corroborated with the
higher levels of INF-y detected both in the culture supernatant of splenocytes and in lung
homogenates of the mice immunized with the protein immobilized on starch microparticles.
These results demonstrate the immunogenic and adjuvant potential of the system and
therefore its usefulness as a vehicle for the mucosal administration of antigens. Along with the
benefits derived from the starch properties (biocompatibility, biodegradability and safety) and
the immobilization protocol that does not requite the preparation and/or functionalization of
microparticles, we highlight its applicability in the field of development of carrier systems and

the design of subunit vaccines with adjuvant properties that can be used in humans.
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INTRODUCCION

Entre los Moédulos de Fijacion a Carbohidratos (CBMs por sus siglas en inglés) los
Dominios de Fijacion al Almidén (DFAs) tienen un enorme potencial de aplicacion, ya que
pueden ser usados como dominios auxiliares para la purificacion e inmovilizacion de proteinas
utilizando como matriz al almidéon o sus andlogos, cuyas excelentes propiedades fisicas,
abundancia y bajo costo resultan de interés para la industria y la investigacion (Ji ef al., 2003;

Rodriguez-Sanoja e al., 2005a).

El potencial de un Dominio de Fijaciéon al Almidén de la a-amilasa de Lactobacillus
amylovorns (DFA,,)) como tallo de afinidad para la inmovilizacion y purificacion de proteinas se
evalud y demostr6 en trabajos previos en el laboratorio. Mediante interacciones hidrofébicas
estabilizadas por puentes de hidrégeno, este dominio permite la adsorciéon especifica de
cualquier proteina sobre granulos de almidén insoluble. Los primeros estudios se hicieron
fusionando la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés) con el DFA
observandose que no se afecto el plegamiento del péptido fusionado y que ademas se confirié
la capacidad de adsorciéon de dicha proteina sobre los granulos de almidén (Pérez, 2008).
También se demostrdé que esta adsorcion especifica permite a su vez la purificaciéon de
proteinas fusionadas con el domino, directamente sobre el almidén o sobre analogos

estructurales como la B-ciclodextrina partiendo del extracto crudo bacteriano con excelentes

rendimientos y grado de pureza (Guillén ez al., 2013).

Como consecuencia de estos hallazgos se buscaron proteinas antigénicas que al ser
fusionadas con este dominio pudieran ser inmovilizadas y estabilizadas en el granulo de
almidén para que al ser administradas a un modelo animal via oral e intranasal, pudieran
atravesar las barreras de pH y proteasas del medio y asi alcanzar los sitios de procesamiento e

inicio de la respuesta inmune. De esta forma se busca evaluar el potencial de las



microparticulas de almidén como acarreador de proteinas antigénicas inmovilizadas con el

DFA,,, y ampliar asi el espectro de aplicaciones biotecnoldgicas del domino.

Este sistema para el transporte de proteinas resulta ventajoso dado que no existen
antecedentes directos del uso de granulos de almidén insoluble como acarreador de antigenos.
Las investigaciones existentes se han realizado con microparticulas de maltooligosacaridos
acrilados para permitir la unién covalente de proteinas para inmunizacioén oral (Wikingsson
and Sjoholm, 2002; Rydell and Sjéholm, 2004). Los estudios mostraron que la adiciéon de
polimeros hacia mas lenta la hidrdlisis del almidén soluble y protegia al antigeno durante el
trayecto por el tracto gastrointestinal. Incluso se demostré la efectividad de las microparticulas
conjugadas como adyuvante (Stertman ez al, 2004; Stertman et al., 2006). También se han
utilizado microesferas de dextrano y mezclas de almidén/acido poliacrilico en diferentes
relaciones como vehiculo de proteinas para inmunizacién, demostrandose la capacidad de las
formulaciones para inducir respuesta sistémica de anticuerpos (Sajadi-Tabassi e al., 2008;
Coucke ¢t al., 2009). En todos los casos sin embargo, los protocolos de inmovilizacién son
complejos, costosos y de inocuidad cuestionable puesto que las microparticulas requieren
modificaciones quimicas para permitir la unién covalente del antigeno y en consecuencia la

adicién de compuestos organicos no deseados para pruebas i vivo.

Esta tesis abarca la aplicacion del DFA,,, como tallo para la purificacion de proteinas
de Mycobacterinm tuberculosis, en concreto de la proteina de choque térmico Acr. También
evalia la contribuciéon de la inmovilizaciéon de la proteina frente a condiciones extremas de
pH y presencia de proteasas y finalmente, explora la aplicacion del DFA,, y las
microparticulas de almidén crudo como vehiculo para la administracion de este antigeno via
mucosas. Parte de los resultados forman parte de la patente Mx/a/2012/005765 vy se
encuentran en la seccion de apéndices en forma de articulos publicados en revistas

especializadas, a los que se hace referencia en los capitulos de resultados y discusion.



2 ANTECEDENTES

2.1. MODULOS DE FIJACION A CARBOHIDRATOS

Los polisacaridos estructurales como la celulosa, la quitina y el almidén, que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, estan arreglados en estructuras
insolubles que constituyen los principales componentes de plantas, hongos y otros organismos.
Para la degradaciéon vy utilizacion de estos polisacaridos, los animales, plantas vy
microorganismos han evolucionado en la produccién de toda una maquinaria de enzimas que
los reconocen y degradan (Beckham e7 a/., 2014). Estos cocteles enzimaticos estan compuestos
principalmente de Glucésido Hidrolasas (GHs) con funcién coordinada y en ocasiones
sinérgica para un eficiente rompimiento de los enlaces glucosidicos. Las GHs son enzimas
multidominio (clasificadas en 133 familias de acuerdo a su secuencia aminoacida) que pueden
contener, ademas del dominio catalitico, modulos no cataliticos como los dominios de
reconocimiento y uniéon de carbohidratos (Cantarel ez al., 2009).

La estructura, funcién y los mecanismos de reconocimiento y unién por parte de estos
Moédulos de Fijacion a Carbohidratos (CBMs por sus siglas en inglés), han sido motivo de
estudio desde hace varios afios (Boraston ef al., 1999; Shoseyov ¢f al., 2006). Los CBMs se han
definido como modulos auxiliares de 40 a 200 aminoacidos que poseen un plegamiento
discreto con actividad independiente de fijacién a carbohidrato. No tienen actividad catalitica
y por lo general se presentan como una secuencia contigua en los extremos amino o carboxilo
terminal de enzimas multimodulares que degradan, modifican o crean enlaces glucosidicos. De
forma excepcional pueden presentarse como parte de celulosomas o como dominios

independientes (Boraston ez al., 2004).



Aunque la conformacién estructural mas comuin entre estos modulos es en barril B—
sandwich, la topografia del sitio de interaccion es realmente la determinante para la
especificidad, en especial la ubicacién de los aminoacidos aromaticos y la forma del sitio de
unioén que es especular al ligando. Es por esto que en base a su topologia y ligando, se ha
propuesto la clasificacion de los CBMs en las familias A, B y C (figura 2.1). En la familia tipo
A, el sitio de unién tiene una superficie hidrofébica plana rica en aminoacidos aromaticos que
reconoce los polisacaridos cristalinos, especialmente celulosa y quitina; en la tipo B (endo), el
sitio de unién presenta un surco donde se acomodan las cadenas internas de 4 o mas unidades
de monosacaridos; y en la tipo C (exo), el sitio de unién reconoce mono, di y trisacaridos
ubicados en los extremos del polisacarido en una interaccion tipo lectina (Boraston ez al., 1999).

A

Type A
“planar”

Amorphous regions

Crystallina region

TypeC
“axo"

Figura 2.1. Representacion esquematica de diferentes tipos de CBMs y su unién con las diferentes regiones de
un polisacarido. Fuente: http://www.cazypedia.org/index.php/Carbohydrate-binding modules

Por otra parte, y de acuerdo a su secuencia aminoacida, los CBMs se clasifican en 69
familias. Con esta dltima clasificacion, anotada en la base de datos CAZy, la cual esta en
constante actualizacién (Cantarel e al., 2009), se espera no solo identificar nuevos moédulos
sino predecir los posibles plegamientos y especificidad de union, identificar residuos criticos
para la interaccion y revelar relaciones evolutivas (Janecek ez al, 2011).

La ubicacion, arreglo e incluso especificidad de los CBMs puede ser variable en la
misma enzima o entre enzimas dando como resultado diversidad de funciones. Entre estas
cabe resaltar su participacién en la interacciéon entre el sustrato insoluble y la enzima
solubilizada, la disrupcién de la estructura del polisacarido para aumentar la disponibilidad del
sustrato y la unién de proteinas sobre la superficie celular (Guillén e a/., 2010). Esto sin dar

menor importancia a su papel en el reconocimiento de polisacaridos de plantas y su
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implicacién como factores de patogenicidad y virulencia (Dumas ef a/., 2008; Gilbert e al,

2013).

2.2. DOMINIO DE FIJACION AL ALMIDON DE LA «-AMILASA DE Lactobacillus
amylovorus

Entre los CBMs son de particular interés los Dominios de Fijacién al Almidon (DFAs).
Estos se encuentran presentes en cerca del 10% de las enzimas multidominio involucradas en
el metabolismo del almidén tales como o y [B-amilasas, ciclodextrin-gluconotransferasas y
glucoamilasas, ubicandose generalmente en el extremo carboxilo terminal (Svensson ef al,
1989).

Los DFAs se encuentran distribuidos, de acuerdo a su secuencia aminodicida en 11
familias de las 69 existentes de CBMs: CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41,
CBM45, CBM48, CBM53, CBM58 y CBM69 (CAZy:

http://www.cazy.org/fam/acc CBM.html).

Dada la abundancia y versatilidad del almidén, las aplicaciones biotecnolégicas que
pueden tener estos dominios pueden ser variadas abarcando areas como la industria
farmacéutica, biomédica y alimentaria. En el presente trabajo, el modelo de estudio es un DFA
derivado del DFA de la a-amilasa de L. amylovorus, una bacteria acido lactica con capacidad
amilolitica aislada de residuos de maiz para alimentar ganado (Nakamura, 1981). Este domino
resulta de especial interés pues presenta una estructura poco usual en comparaciéon con
dominios de unién de otras a-amilasas (Giraud and Cuny, 1997) lo que ha llevado a su estudio

y caracterizacion.

2.2.1. Caracterizacion

L. amylovorus sintetiza una a-amilasa que hidroliza los enlaces a-1,4 del almidon para
liberar maltosa, dextrinas y oligosacaridos de longitud variable. El gen de la o-amilasa de L.
amylovorns codifica una proteina madura de 953 aminoacidos con un PM de 105 kDa. Esta

proteina presenta dos dominios funcionales: un dominio catalitico (DC) en la regién N-
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terminal, que acorde a su secuencia aminoacida pertenece a la familia 13 de las glucdsido
hidrolasas, y un DFA en la regiéon C-terminal formado por casi 500 aminoacidos organizados
en 5 moédulos idénticos en tandem (figura 2.2). Estos moédulos estan flanqueados por dos
regiones (RFs) una de 35 nucledtidos en 5’ y otra de 21 nucleétidos en 3’ (Giraud and Cunny,
1997). A diferencia del DFA de las amilasas de Lactobacillus plantarnm y Lactobacillus
manihotivorans que también poseen moédulos repetidos (4 en vez de 5) el de L. amylovorus no
presenta Regiones Intermedias (RIs) ricas en Ser, Gly o Thr entre médulos (Morlon-Guyot ez
al., 2001). Este arreglo en tandem, no es usual, ya que el nimero maximo de moédulos en
tandem reportado en DFAs de amilasas es de dos. En consecuencia, se busco caracterizar su

funcionalidad y la contribucién de cada médulo en el proceso de adsorcion.

N e DOMINIO CATALITICO J MFC26 )MFCZG )MFCZG ) MFC26 ) MFC26 )— C

Figura 2.2. Esquema representativo de la estructura de la a-amilasa de L. amylovorus.

Para esto, se realizaron varios estudios a fin de observar la relacion estructura funcion.
Los primeros se hicieron con clonas que codifican tanto para la forma entera (AmyA) como
truncada (AmyAA) de la a-amilasa de L. amylovorus, demostrandose que las secuencias repetidas
del extremo C-terminal constituyen el DFA, ya que se requieren para la unién al almidén
insoluble y son indispensables para su hidrélisis (Rodriguez-Sanoja e7 al., 2000).

También se realizaron, estudios comparativos de los DFAs de las a-amilasas de L.
Pplantarum y ampylovorus cuyos genes comparten mas del 98% de identidad y cuya diferencia
principal radica en el nimero de moédulos en tandem presentes (4 en L. plantarum vs 5 en L.
amylovorns). Se observé que la o-amilasa de L. amylovorns hidroliza 10 veces mas almidon
insoluble que la de L. plantarum aunque no hay diferencia entre la capacidad de ambas enzimas
para degradar sustratos solubles (Rodriguez-Sanoja ef al., 2005a).

Posteriormente y para buscar si en el proceso de adsorcion participan los médulos
como una unidad o por separado, se construyeron péptidos de uno, dos, tres, cuatro y cinco
médulos aislados del dominio catalitico para realizar ensayos de adsorciéon con cada uno y
comparar con la a-amilasa completa. Se encontré que cada moédulo puede unirse de forma
independiente y que hay un incremento en la adsorciéon en funcién del nimero de médulos

presentes. Sin embargo, el incremento en la adsorciéon conforme aumenta el numero de



moédulos no es lineal sugiriendo un efecto cooperativo subsecuente a la unién del primer
modulo (figura 2.3). Incluso se observé que la amilasa completa no se une al sustrato con los 5
modulos, posiblemente debido a un impedimento estérico (Guillén ef al, 2007). En este
contexto, la cantidad de proteina adsorbida no sélo depende de su concentracién inicial sino
de la cantidad de moédulos involucrados y es directamente proporcional a la superficie del

granulo disponible.

Isotermas de adsorcién sobre almidén insoluble

9.00

1 CBM (Kad=0.172)
M 2 CBMs (Kad=0.434)
A 3 CBMs (Kad=0.896)
® 4 CBMs (Kad=0.945)
X DFA (Kad=1.106)

¥ amilasa (Kad=0.415)

Prot. ads. mg/mg almidén

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Prot. inicial mg/mL

Figura 2.3. Afinidad de los médulos del DFA por el almidén, analizada por isotermas de adsorcion.
Adaptada de Guillén ez 4/., 2007. Kad=Constante de adsorcion.

Por su parte, los estudios estructurales de la interaccién entre estos dominios y el
sustrato se han llevado a cabo utilizando técnicas como la Resonancia Magnética Nuclear
(NMR por sus siglas en inglés) y la mutagénesis sitio-dirigida. En todos los casos se ha visto
que los residuos aromaticos como el triptéfano y la tirosina resultan criticos para la interaccion,
pues la unién con el sustrato estd mediada principalmente por interacciones hidrofébicas
estabilizadas con puentes de hidrégeno (Boraston e al., 2004). En el caso particular de la o-
amilasa de L. amylovorus y mediante analisis de mutagénesis sitio-dirigida, se identificaron tres
aminoacidos (dos tirosinas y un triptéfano) como esenciales para el reconocimiento y la union.
Las mutaciones en Y18L y Y20L disminuyeron la capacidad de unién del DFA, mientras que la
mutacion en W32L condujo a la pérdida total de afinidad con sustratos tanto lineales como
ramificados (Rodriguez-Sanoja ez al., 2009). Este resultado estd en concordancia con lo

reportado por Boraston ez a/. (2006) quien encontrd la presencia de un solo sitio de unién en el



DFA de la amilasa maltogénica de Bacillus halodurans; miembro de la familia CBM20, al igual
que el DFA de la a-amilasa de L. amylovorus (ver figura 2.4).

Figura 2.4. Interacciones de un CBM26 con su sustrato. A. Esquema que representa la interaccién de
la amilasa de Bacillus halodurans con maltosa. En la a-amilasa de L. amylovorus dichos residuos corresponden a W32,
Y18 y Y20. B. Comparacion de la estructura tridimensional del CBM26 de B. halodurans (en rojo) y la estructura
tridimensional del CBM26 de L. azmylovorus (en azul) obtenida con el programa I-TASSER

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu). Fuente: Boraston e7 4., 2006; Armenta, 2014).

2.2.2. Aplicaciones

Por sus caracteristicas bioquimicas, y gracias a que permiten adsorber a los granulos de
almidén proteinas no relacionadas, los DFAs tienen enorme potencial como dominios
auxiliares para la purificacién e inmovilizacién de proteinas, para la fabricacién de portadores
de proteinas a base de almidon y la diversificacion en la estructura de los polimeros de almidon
(Ji et al., 2003). En consecuencia, las aplicaciones pueden ser variadas incluyendo el desarrollo
de kits de purificacién o deteccion, biosensores, sistemas para el transporte de moléculas como
péptidos o farmacos, rastreo 7z vivo de fusiones inmovilizadas, entre otras.

En el caso particular del DFA derivado del DFA de la a-amilasa de L. amylovorus, los
estudios cinéticos y de adsorcion realizados previamente demostraron que es posible controlar
la adsorcién de cualquier proteina al sustrato, ampliando las posibilidades para utilizar este
dominio en aplicaciones que requieran la inmovilizaciéon de proteinas. La primera fusion de
este DFA,, se hizo con la proteina verde fluorescente (GFP). Se demostré que la proteina

recombinante GFP-DFA,_, no sélo se podia purificar por cromatografia de afinidad a §-

ag

ciclodextrina (un analogo estructural del almidén) sino que también se podia inmovilizar en el
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granulo de almidén segun se pudo observar en los ensayos de fluorescencia (Pérez, 2008). Con
este primer resultado que demostrd que es posible adsorber proteinas no relacionadas a los

granulos de almidén mediante el DFA,, y aparentemente sin afectar la funcionalidad de la

tag
proteina fusionada, se han buscado otras proteinas de interés en biomedicina para fusionar con
este dominio. En concreto se han buscado proteinas antigénicas procedentes de diferentes
microorganismos patogenos, para explorar asi el potencial del almidén como acarreador de

estos antigenos inmovilizados via DFA_, hasta los sitios de reconocimiento y procesamiento

tﬂg

antigénico en mucosa después de su administracién por diferentes vias.

2.3. USO DE MICROPARTICULAS DE POLIMEROS COMO VEHICULO DE
ANTIGENOS

Los sistemas particulados como liposomas, micro y nano particulas han tenido un
enorme impacto en un amplio rango de aplicaciones biomédicas. Ademas de ser utilizados en
biosensores, como matriz para separacion por afinidad, marcaje celular y cell sorting (Suti ef af.,
2013), se usan especialmente para la liberacion controlada y focalizada de moléculas
terapéuticas como hormonas, agentes anti-inflamatorios, péptidos y antigenos.

Especialmente, se han realizado esfuerzos significativos para el mejoramiento y
desarrollo de nuevos sistemas para el transporte de farmacos y antigenos (O’Hagan and
Valiante, 2003; Zhao ef al., 2014). Debido a sus ventajas tnicas como tamafio en el rango de
micrones y amplia area superficial para su funcionalizaciéon y cargado de moléculas, las
microparticulas han sido utilizadas ampliamente con este proposito (Tan et al, 2010). Su
tamafo, forma y material dependen del uso que tendra la microparticula y son parametros
cruciales que pueden modular significativamente su funcién, en especial cuando se usan como
acarreadores de antigenos y farmacos pues pueden impactar en el reconocimiento y captura
por parte de las células blanco del sistema inmune (Suti e al, 2013). Se sabe que las
microparticulas en el rango de 1 a 10 um promueven la presentaciéon de antigenos al sistema
inmune, facilitando su fagocitosis y presentacion por parte de células especializadas conocidas
como células presentadoras de antigeno (CPAs) con la consecuente activacion de la respuesta
inmune (Reddy ez @/, 2006). Asi mismo se sabe que las microparticulas fabricadas con

materiales naturales y sintéticos como los poli lactido-co-glicélidos (PLGAs por sus siglas en



inglés) son bien toleradas. Desde hace muchos afios estos materiales han sido los principales
candidatos para la fabricacion de micro o nano particulas utilizadas como sistemas de
transporte y liberaciéon de moléculas para uso en humanos. Debido a que los productos de su
metabolismo, el acido lactico y el acido glicélico, pueden ser bien tolerados y eliminados por el
organismo, estos materiales se han clasificado como biodegradables y biocompatibles
(O’Hagan e al, 2006; Kumari ef al, 2010). En la tabla 2.1 se presentan los principales
materiales utilizados para la fabricaciéon de microparticulas, sus ventajas y usos generales. Sin
embargo es importante mencionar que en todos los casos y sin importar el material, se
requieren reacciones quimicas como la acilacion o la alquilacién entre otras, para la
funcionalizacién de las microparticulas y permitir asi la inmovilizaciéon covalente de antigenos o
moléculas, o se requieren compuestos quimicos como la carbodiimida y el glutaraldeido entre
otros para el entrecruzamiento o encapsulacion (Datta ef al, 2014), lo que conlleva a gastos

mayores, protocolos complejos de preparacion y a preocupaciones concernientes con el

impacto ambiental y la inocuidad.

MATERIALES
NATURALES

Quitosan

Alginato

Gelatina

Celulosa-
Acetato-Butirato
(CAB)

Tabla 2.1. Microparticulas de polimeros como sistemas de liberacion.

DESCRIPCION

Polisacarido catidnico formado
de unidades de glucosamina con
enlaces 8 (1—4). Obtenido por
la deacetilacion de la quitina,
polimero presente en el
exoesqueleto de insectos y
crusticeos marinos.

Copolimero no ramificado de
acido D-manurénico y L-
gulurénico con enlaces 3 (1—4)
derivado de las algas marinas.

Forma desnaturalizada del
colageno de origen animal.

Homopolimero de unidades de
glucosa con uniones § (1—4)
derivado de la celulosa.

VENTAJAS

-Biocompatibilidad
-Biodegradabilidad
-Abundancia de aminas
primarias que lo hacen soluble
en soluciones acidas, lo que
elimina el uso de quimicos
organicos durante su sintesis.
-Mayor tiempo de residencia
en mucosa.
-Biocompatibilidad

-Baja inmunogenicidad
-Condiciones suaves de
preparacion sin el uso de
solventes organicos.

-Se pueden entrecruzar con
cloruro de calcio y quitosan
para mejorar el perfil de
liberacion.

-Excelente biocompatibilidad
y biodegradabilidad.

-Biodegradabilidad
-Ofrece amplia capacidad para
modificaciones

USOS

-Liberacion oral de
antigenos y farmacos
como la insulina.
-Liberacion de
toxoides diftérico y
tetanico.

-Liberacion de DNA
y RNA.

-Microencapsulaciéon
de proteinas, drogas y
células.

-Liberacién oral y
nasal de antigenos.

-Liberaciéon
prolongada de
citotoxicos y
antibidticos
-Liberacion de
citotéxicos.
-Aplicaciones en
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Almidén glucosidicos o (1—4) en la covalente de la molécula de mucosas.
modificado amilosay a (1—06) enla interés.
amilopectina. -Biodegradabilidad.
-Ninguna inmunogenicidad.
Homopolisacarido ramificado -Biocompatibilidad. -Liberacién de
de glucosa sintetizado por -Biodegradabilidad. farmacos.
D bacterias acido lacticas a partir -Disponible en diferentes -Liberacién de
extrano ; p
de la sacarosa con enlaces o pesos moleculares. antigenos via mucosa.
(1—0) entre glucosas y o (1—4)  -Puede funcionalizarse
en las ramificaciones. facilmente.
MATERIALES DESCRIPCION VENTAJAS USOS
SINTETICOS
Acido polilactico  Poliésteres alifaticos del 4cido -Resorbible. -Liberacién de acidos
(PLA), 4cido lactico y glicolico -Rapida cinética de nucleicos, proteinas y
poliglicélico degradacion. péptidos.
(PGA), -Biocompatibilidad. -Liberacién de
copolimeros -Degradabilidad manejable en  farmacos hidrofilicos
(PLGA) funcién de su composicién. e hidrofébicos.
Polimero semicristalino de e- -Biodegradabilidad. -Encapsulacién y
caprolactona -Biocompatibilidad. liberacion de
-Alta permeabilidad. antibiéticos.
. -No téxico. -Liberacién de
Poli (e- - . p
-Cinética lenta de degradacién.  antigenos y
caprolactona) ,
(PCL) adyuvantes por via
oral.
-Co-encapsulacion de
drogas lipofilicas e
hidrofilicas.
Poli (ortho- Polimero de ortoésteres -Biocompatibilidad. -Liberacién de
ester) producto de la alquilacién de los  -Biodegradabilidad. proteinas y acidos
(POE) acidos ortocarboxilicos. nucleicos.

Polisacarido de unidades de
glucosa con puentes

-Puede permitir el
atrapamiento o uniéon

farmacéutica,
agricultura y
cosmética.
-Liberacion de
antigenos via

Adaptada de Campos ez al., 2010; Kumati e al., 2010; Suti ez al., 2013.

De forma general, ademas de las condiciones de biodegradabilidad, biocompatibilidad y
baja toxicidad que debe tener un sistema de transporte y liberacion basado en microparticulas,
se espera que el sistema permita: 1. Aumentar la solubilidad y estabilidad de la molécula
asociada, 2. La liberacién o entrega controlada, dirigida y en algunos casos sostenida de la
molécula evitando efectos secundarios adversos, 3. El uso de menores concentraciones del
farmaco o el antigeno y 4. Mejorar su distribuciéon y biodisponibilidad (Tan ez 4/, 2010;
Campos ¢t al, 2013). En este contexto es dificil encontrar un sistema que reuna

simultaneamente todos estos criterios y condiciones, por lo que sigue existiendo la necesidad

de nuevos acarreadores biocompatibles y que puedan ser aprobados para su uso en humanos.
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En especial se requieren portadores capaces de unirse fuertemente a los antigenos para
administrar via mucosa ya que deben penetrar las barreras del epitelio para alcanzar las células
competentes ubicadas en mucosa y superar condiciones drasticas de pH y presencia de

proteasas (Stertman ef al., 2000).

2.3.1. Microparticulas de almidon

Desde hace algunos afios se han preparado microparticulas a base de almidén soluble
para el atrapamiento o conjugacion de farmacos y antigenos administrados por diferentes vias
(Rodrigues and Emeje, 2012). Debido a la naturaleza hidrofilica de este almidén, el método
mas comun para preparar estas microparticulas para que sean resistentes a disolucién en un
ambiente fisiologico, es el entrecruzamiento de las cadenas de polisacarido (Campos e al.,
2013). La modificacion quimica de los malto-oligosacaridos, por acilacion o acrilacion, permite
la unién covalente de los antigenos para transportar. Asi mismo y para inhibir o reducir la
degradacién enzimatica ocurrida en el estobmago y con el objetivo de garantizar la cantidad
adecuada del agente terapéutico, las microparticulas de almidén se han combinado con otros
polimeros como la poli-e-caprolactona (Balmayor ez a/., 2009). Se sabe que el almidén soluble
es casi completamente degradado por las enzimas pancreaticas después de su ingestiéon oral,
permitiendo asi su absorcién en el intestino delgado y que solo una pequefia parte de dicho
almidén, conocida como almidén resistente, escapa a este proceso de digestién sufriendo
fermentacion bacteriana en el colon. Es por esto que las alternativas para disminuir la
hidrélisis de las microparticulas hechas a base de maltooligosacaridos han permitido su
utilizacién por diferentes vias como la oral, parenteral y nasal (Stertman e# a/., 2004; Rodrigues
and Emeje, 2012).

Administradas por via oral, los autores han podido comprobar que las microparticulas
modificadas protegen al antigeno en su trayecto por el tracto gastrointestinal, lo cual es esencial
para la induccién de la respuesta inmune (Stertman e al, 2006). Asi mismo se han
comprobado las propiedades adyuvantes de las microparticulas cuando se administran via
parenteral, pues son capaces de inducir una respuesta sistémica y local de anticuerpos e incluso

pueden favorecer una respuesta de tipo celular (Rydell and Sjoholm, 2004). De forma
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interesante, se ha visto que con el uso de este tipo de microparticulas como acarreador, dicha
respuesta se puede modular dependiendo de la via de administracién y las dosis, concluyéndose
que el perfil de la respuesta inmune obtenido esta estrechamente ligado con estos factores
(Stertman ez al., 2004).

También se han utilizado para inmunizaciéon via oral e intranasal microparticulas de
dextrano y mezclas de almidén/acido poliactilico en diferentes relaciones, las cuales también
favorecen la inducciéon de una respuesta sistémica de anticuerpos (Sajadi-Tabassi ez a/., 2008;
Coucke ¢# al., 2009).

Sin embargo, no existen antecedentes del uso de microparticulas que no hayan sido
modificadas quimicamente para permitir la adsorciéon de proteinas o antigenos para su
posterior administracién (en la tabla 2.2 se presentan algunas caracteristicas fisicoquimicas del
almidén utilizado en este proyecto). En este sentido, la utilizaciéon de un sistema de
inmovilizacién no covalente sobre granulos de almidén nativo, una matriz abundante,
econémica e inocua, que ya se encuentra en forma particulada y que permita la adsorcion la
administraciéon de antigenos via mucosa con la consecuente induccién de la respuesta inmune,
resulta una alternativa con mucho potencial y beneficios. En el caso particular del presente
estudio, se escogié una proteina de tuberculosis para evaluar el potencial del sistema
constituido por el grinulo de almidon insoluble como mattiz y el DFA,, como tallo de

inmovilizacién, como vehiculo para la administraciéon de antigenos via mucosas.
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Tabla 2.2. Caracteristicas fisico quimicas del almidén de maiz y arroz
Almidén de Maiz

Tipo: Cereal

Forma: Esférico o poliédrico

Tamafio: 5-25 pm HO HO
Amilosa: 22-32% 0 o]

: . OH OH

Amilopectina: 68-78% o g oln
OH OH
n
(Sigma-Aldrich S9679)
Tipo: Cereal
Forma: Poliédrico
HO HO

Tamafio: 3-8 um
Amilosa: 5-28% 0 0
Amilopectina: 72-95% o g oluy

n

(Sigma-Aldrich S-7260)

Generalidades: Estructuralmente el almidén es una mezcla de los polimeros amilosa y amilopectina cuya
proporcién en el granulo depende de su origen botanico. La amilosa es una molécula lineal de 200-2500
glucosas, unidas por enlaces a-(1,4) con un peso molecular aproximado de 1x10% a 1x10¢ Da, que posee una
estructura tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice tiene seis moléculas de glucosa. ILa
amilopectina por su parte es un polimero ramificado con peso molecular aproximado de 1x107y 1x10° Da y
con enlaces a-1,4-glucosidicos y ramificaciones en o-(1,60) con longitudes promedio de 18 a 25 glucosas
aproximadamente (Tester e al, 2004). La cristalinidad estd asociada exclusivamente con la amilopectina,
mientras las regiones amorfas estan representadas por la amilosa. Lla forma como se empaquetan en el granulo
también depende del origen botanico del almidén. La solubilidad esta dada por las diferencias en el contenido
de amilosa y lipidos de cada almidén asi como el nivel de organizacion del granulo (Singh ez al., 2003).

2.3.2. La proteina alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis como modelo

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente un
tercio de la poblacién mundial esta infectada con M. tuberculosis. De estos portadores latentes,
alrededor del 5 al 10% desarrollara la enfermedad pulmonar, ocurriendo anualmente entre 2 y
3 millones de muertes y de 8 a 10 millones de nuevos casos de contagio. En México, segun
informacién preliminar de la Plataforma Unica de Tuberculosis se registraron 19,697 casos de
Tuberculosis de Todas las Formas en 2012, siendo la Tuberculosis Pulmonar (TBP) la forma
mas frecuente con 15,858 casos reportados y una tasa de incidencia de 14.5 por cada cien mil
habitantes (Boletin Epidemiolégico, Secretarfa de Salud). La incidencia por estados para el afio

2011 se presenta en la figura 2.5.
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Figura 2.5. Incidencia por Tuberculosis Pulmonar en México para el afio 2011. Fuente: Plataforma Unica de
Informacion, médulo de Tuberculosis, Secretaria de Salud.

La vacuna actual contra la tuberculosis (IB), el bacilo Calmette Guérin (BCG), cepa
atenuada de Mycobaterium bovis, es una vacuna que protege contra las formas mas severas de la
enfermedad, incluyendo la TB miliar y extra pulmonar. Sin embargo, su nivel de proteccién
contra la TBP en el adulto, es muy variable (de 0 a 80%) (Martin, 2005). Esta variabilidad en la
proteccion conferida con la BCG, la exposiciéon a micobacterias saprofitas, la presencia de
otras enfermedades como la diabetes, la coinfecciéon con VIH o la aparicién de cepas de M.
tuberculosis multidrogo resistentes (MDR-TB), entre otros factores, marcan la importancia y
urgencia en el desarrollo de nuevas vacunas que puedan ser utilizadas tanto en individuos sanos
para prevenir la infeccién (vacuna profilactica), como en individuos previamente expuestos
para prevenir el desarrollo de la enfermedad, reforzando la inmunizaciéon previa con BCG
(vacuna post-exposicion) (Young and Dye, 20006).

Aunque no se conoce del todo la naturaleza de una respuesta inmune efectiva contra el
bacilo tuberculoso en el humano, las estrategias de vacunacion mas efectivas en modelos
animales, son aquellas capaces de estimular respuesta inmune de tipo celular, tanto CD4+
como CD8+ y la produccién de citocinas asociadas a la respuesta celular Thl (Hernandez-
Pando ez al., 1996). Como vacunas alternativas para alcanzar dicho nivel de proteccion, se han
utilizado cepas recombinantes de BCG (Horwitz ef al., 2000; Castanén-Arreola ez al., 2005),
vectores virales que sobre expresan antigenos de M. tuberculosis (McShane ef al., 2005) y vacunas

de subunidades bien como proteinas recombinantes o como DNA desnudo, en todos los casos
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con resultados promisorios (Hoft, 2008). En los dltimos afios incluso se han desarrollado
vacunas de subunidades multiestado que combinan antigenos de expresiéon temprana y de
latencia y que en modelo murino han demostrado ser eficaces para conferir proteccion antes y
después de la exposicion al bacilo (Aagaard ez a/., 2011; Niu ez al., 2011).

A diferencia de las vacunas vivas (BCG y recombinantes), las vacunas de subunidades
son mas seguras incluso para individuos inmunosuprimidos. Sin embargo, requieren de
adyuvantes para reforzar su inmunogenicidad (Hogarth e a4/, 2003). A este respecto, la
principal limitante sigue siendo la insuficiente disponibilidad de adyuvantes, aprobados para
uso en humanos. En el apéndice 1 se puede encontrar una revisién de los sistemas adyuvantes
en tuberculosis (Moreno-Mendieta ef a/., 2010).

Por otra parte, para patégenos cuya via de ingreso al huésped es la mucosa oral o nasal,
se estan buscando vacunas que sean administradas por la misma ruta para que la respuesta
inmune sea mas efectiva. Para el caso particular de la tuberculosis, se puede tomar ventaja del
hecho que la vacunaciéon en mucosa oral puede inducir respuesta inmune protectora en la
mucosa pulmonar (Adjary e al., 2007; Badell ez a/., 2009).

Para el desarrollo del presente estudio, se selecciono la proteina alfa cristalina (Acr) de
M. tuberculosis (tabla 2.3). Esta es una proteina de choque térmico, chaperona independiente de
ATP de bajo peso molecular inducida por hipoxia (Rosenkrands ez @/, 2002). También
conocida como Hsp16.3, HspX, antigeno de 16-kDa, Rv2031c o Acrl, es una de las dos
proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSP por sus siglas en inglés) encontrada
en M. tuberculosis. Estudios estructurales han revelado que esta proteina presenta un dominio
central conservado de 90 aminoacidos aproximadamente, llamado dominio a-cristalina y que
en concordancia con las propiedades conocidas de las sHSP que forman estructuras
oligoméricas necesarias para su funcién de chaperonas, ésta se organiza en un oligdmero de 12
unidades (dodecamero tetraédrico) formado a partir de dimeros (ver figura 2.6) (Kennaway et
al., 2005). Al menos 2 vitro se ha comprobado que puede actuar como chaperona molecular,
previniendo la agregacion de otras proteinas (Chang ef al, 1996). Sin embargo, mn vivo se
presume que la actividad de chaperona pudiera estar cubierta mayoritariamente por la segunda
proteina de choque térmico de M. tuberculosis (Acr2) mientras Acrl estd implicada en mas de
una funcion (Hu ez al., 2000).

Su ubicacién preferencial en la pared celular y la relacién entre su presencia y un

adelgazamiento de la pared del bacilo sugieren que estabiliza las estructuras celulares durante

16



largos periodos de tiempo permitiendo la supervivencia del bacilo tuberculoso en los
granulomas con baja tensién de oxigeno (Cunningham and Spreadbury, 1998). También se ha
observado que es importante principalmente en la fase extracelular del patdgeno
contribuyendo a la replicacion durante la infeccion inicial y al crecimiento de la bacteria en el
macréfago (Yuan ez al, 1998). En consecuencia, su papel mas importante parece ser el
mantenimiento de la viabilidad del bacilo a largo plazo y su adaptaciéon al ambiente con la
consecuente latencia de la enfermedad (Monahan ez 4/, 2001). Estas observaciones estan en
concordancia con los estudios de expresiéon en modelo murino y que han reportado que la
expresion del gen hspX que codifica para Acr y otros 3 genes, y que forma parte del llamado
regulén de dormancia (devR/dosR), se induce preferencialmente durante la infeccién crénica a
diferencia de otros genes que codifican para antigenos presentes en la infecciéon aguda (Shi ez
al., 2003).

Como resultado de la asociacion de esta proteina con la persistencia de la enfermedad,
y la correlacion entre los datos obtenidos experimentalmente y los analisis 7z silico del genoma
de M. tuberculosis se ha propuesto como componente de vacunas de subunidades disefiadas para
reemplazar o reforzar la proteccioén conferida con BCG (Roupie ¢ al., 2007; Zvi et al., 2008;
Singh e al., 2014). El hecho que el suero de pacientes con TB latente esta enriquecido con
anticuerpos que reconocen fuertemente esta proteina también demuestra su potencial uso para
el diagnéstico diferencial (Demissie ef al, 2006). En los ultimos afios se ha utilizado en
vacunas de subunidades multiestado en las que se fusiona con antigenos de fase aguda como
Mtb10.4 (Niu e al., 2011) o en las que se integra como parte de complejos inmunes fusionada
con la proteina 85B y mezclada con anticuerpos monoclonales anti Acr y anti 85B (Pepponi ez
al., 2013; Pepponi et al., 2014). Recientemente incluso se obtuvo purificada de los lisados de
micobacteria para probar su eficacia como vacuna profilactica y como refuerzo de BCG

demostrandose su eficacia protectora en ratones con tuberculosis (Taylor ¢z al., 2012).
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Tabla 2.3. Descripcion de la proteina Act

Gen

hspX. Nimero Rv: Rv2031c. Cédigo GB: M76712.1. Ubicacién: 2278.5 pb.
Longitud: 435pb

Producto

Proteina de Choque Térmico HspX 6 alfa cristalina 6 antigeno de 14 kDa 6 HSP16.3.
Perteneciente a la familia HSP20 de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular. Cédigo GB: CCP44804.1. PM: 16.22 kDa. PI: 4.75. Longitud: 144 aa.

Ubicacion

Transmembranal en la membrana interna de la micobacteria. Prediccién con el
programa TransMembrane prediction using Hidden Markov Models (TMHMM).

Secuencia

MATTLPVQRHPRSLFPEFSELFAAFPSFAGLRPTFDTRLMRLEDEMKEGRYEV
RAELPGVDPDKDVDIMVRDGQLTIKAERTEQKDFDGRSEFAYGSFVRTVSLP
VGADEDDIKATYDKGILTVSVAVSEGKPTEKHIQIRSTN

Fuente: Base de datos TubetcuList (http://tuberculist.epfl.ch/)

Figura 2.6. Mapa tridimensional de la proteina Acrl de M. tuberculosis. A. Representacion superficial a escala de
100 A indicada por la barra negra. B. Modelo utilizando los dimeros. Fuente: Kennaway ez a/., 2005.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3.1. JUSTIFICACION

En la actualidad la busqueda de sistemas transportadores de antigenos con
propiedades adyuvantes que puedan usarse en humanos sigue siendo una prioridad en el area
de disefo y desarrollo de vacunas de subunidades, debido principalmente a las preocupaciones
concernientes con la inocuidad.

El sistema de inmovilizacion mediado por el DFA , y el uso del almidén como

tag
vehiculo para la administracion de antigenos via mucosa, representan una alternativa con
ventajas derivadas de las propiedades del almidon (biocompatibilidad, biodegradabilidad e
inocuidad) y del protocolo de inmovilizacién que no requiere la elaboracion y/o

funcionalizacién de las microparticulas.

3.2. HIPOTESIS

La proteina Acr de M. tuberculosis inmovilizada sobre microparticulas de almidéon crudo
mediante el DFA,, serd estabilizada y transportada hasta los sitios de induccion de la respuesta

inmune en el tejido linfoide asociado a mucosas, después de su administraciéon por via oral y

nasal, sin el uso de adyuvantes.
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OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial del sistema constituido por el Dominio de Fijacién al Almidéon
de la a-amilasa de L. amylovorns y microparticulas de almidén crudo como vehiculo para la

administracion de antigenos de M. #uberculosis via mucosa.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [Hstimar la capacidad de adsorcién de la proteina recombinante Acr-DFA,, sobre
granulos de almidén insoluble.

e Evaluar la contribucién de la inmovilizacion en la estabilidad de la proteina en
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

e Determinar el potencial inmunogénico del sistema en modelo murino mediante la
caracterizacion de la respuesta inmune obtenida después de la administracion oral e

intranasal de la proteina inmovilizada.
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MATERIALES Y METODOS

51. OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE CON EL DFA
DERIVADO DEL DFA DE LA «-AMILASA DE L. amylovorus

tag

Se utilizo la cepa Escherichia coli DH 50 [supEE44 AlacU169(A80/acZAM15) hsdR17 receAT
end AT gyr96 thi-1 relAT] para el trabajo general de clonacion. Las cepas E. w/i M15 [pREP4]
[NalS strS rifS thi lac ara gal” mt#F reeA” wor” lon” [pREP4 KanR] (Qiagen, Hilden, Germany) y
E. cli BL21 (DE3) [ dem ompT hsdScB™ mB") ga/ M\(DE3)] (Stratagene, La Jolla, CA) se
utilizaron para la producciéon de la proteina recombinante y el control respectivamente. Las
células se cultivaron en medio Luria—Bertani (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl

1%) suplementado con ampicilina (100 pg/mlL) y kanamicina (25 pg/mL) para M15 y con

ampicilina (100 pg/mlL) para BL21. Ambos antibiéticos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA.

5.1.1. Construccion de plasmidos

Los procedimientos moleculares utilizados en este trabajo se realizaron de acuerdo a
Sambrook ez al. (1989), los protocolos se adjuntan en el anexo 5A. Se amplifico la region
codificante de la proteina alfa cristalina (Acr) de M. tuberculosis (GB M76712) a partir del vector
pCR4Topo-Acr construido por el Dr. Antonio Vallecillo del laboratorio de la Dra. Clara
Espitia (Departamento de Inmunologfa, Instituto de Investigaciones Biomédicas).
Previamente, la presencia del inserto se verific6 mediante digestion con la enzima de
restriccién EcoRI y el ADN purificado fue enviado a secuenciacién. El analisis de la secuencia

se hizo mediante alineamiento multiple con la secuencia tedrica del antigeno y la secuencia del
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producto de PCR recibido inicialmente. La secuencia obtenida fue sometida a Blast

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Posteriormente, para lograr la completa liberacion del fragmento se diseflaron y

sintetizaron oligonucléotidos con la secuencia de reconocimiento BamHI (tabla 5.1).

Tabla 5.1. Oligonucléotidos con el sitio de reconocimiento BamHI

»  ActFrw: 5-GTGGATCCAATGGCCACCACCCTT-3
» ActRev: 5-TAGTGTTGGATCCACTCGGATCT-3

El fragmento amplificado segin las condiciones establecidas mediante prueba de
gradiente (anexo 5B), se purifico y ligd al vector pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se transformé por electroporacion
en la cepa E. co/f DH5a (Sambrook ez al., 1989). La presencia y orientacioén del fragmento en la
construccion obtenida (pG-Acr), se verifico por restriccion y secuenciacion (Laragen, Inc, Los
Angeles, CA). El fragmento liberado con la enzima BamHI fue desfosforilado y clonado en el
vector de expresion pQE31-DFA, construido previamente como se describe en Guillén e al.
(2007). Este vector contiene los cinco médulos que constituyen el DFA de la a-amilasa de L.
amylovorus en el extremo C-terminal y un tallo de His, en el extremo N-terminal que permite la
purificacién de la proteina por afinidad a metal (anexo 5C). La construccién obtenida (pQAct-
DFA,,), también se verifico por restriccion y secuenciacion (Laragen, Inc, Los Angeles, CA) y
se transformé por electroporacion y de acuerdo al vector en las cepas E. /i M15 o BL21

(DE3) para la expresion y produccion de la proteina.

5.1.2. Expresion y purificacion de la proteina recombinante

Las células de E. e/ con la construccion pQAcr-DFA , se pre-inocularon en 10 mL de
medio LB suplementado con los antibiéticos segun la cepa (Ap 100 pg/ml y Kn 25 pg/mlL
para M15 y con Ap 100 pg/ml. para BL21) a 29°C y 150 rpm (Incubadora New Brunswick

Scientific G25) durante toda la noche. El in6culo se hizo al 1% en 1L de medio LB (en matraz

Fernbach de 2L) suplementado con los mismos antibidticos y con glicerol (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) al 1% para solubilizar la proteina (Sahdev ef al., 2008). Se incubd a 29°C'y
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100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) hasta alcanzar una D.O.,., de 0.6
unidades y se indujo con 1-thio-B-D-galactopiranésido (IPTG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a 0.1 mM. Se continu6 la incubacién por 3 a 4 h y los cultivos resultantes se cosecharon
por centrifugacion a 14,000 x g por 10 min a 4°C. Los pellets se resuspendieron en
aproximadamente 1/150 el volumen original del cultivo en buffer citrato-fosfato 25 mM, NaCl
500 mM pH 7.0 adicionado con inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
1/1000, B-mercaptoetanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 10 mM y Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1%. Las células se rompieron por sonicacion en 3 ciclos, cada
ciclo con 3 pulsos de 10s a 60 Hz (Vibra-Cell™; Sonics & Materials, Inc) con un min de
descanso entre cada pulso. Se centrifugé durante 20 min a 14,000 x g a 4°C se recuper6 el
sobrenadante y reservé. El pellet resultante se resuspendio en la mitad del buffer de lisis y se
sonicé 20s a 60 Hz tres veces con 1 min de descanso entre cada pulso. Se junt6 con el primer
sobrenadante se mezclo y centrifugé durante 30 min a 21,700 x g a 4°C. Se recuperd el
sobrenadante y se filtré por 0.45 y 0.22 pm (Merck Millipore). La proteina recombinante se
purificé6 de los extractos clarificados mediante cromatografia de afinidad usando sefarosa
(epoxy-activated Sepharose 6B column 16 x 35 mm) (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)
acoplada a B-ciclodextrina (Vretblad, 1974) (preparada como se indica en el anexo 5D) y el
sistema AKTA Prime (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK). Se lavé la columna con buffer
de unién citrato-fosfato 25 mM, NaCl 500 mM pH 7.0 hasta que la absorbancia se mantuvo en
cero durante dos horas. Posteriormente la proteina se eluyé con B-ciclodextrina 9 mg/mL
(8mM) en el mismo buffer.

Debido a que el vector de expresion proporciona a la proteina recombinante un tallo
de histidinas, la proteina también se purificé por cromatografia de afinidad a metal y la
eficiencia de ambos métodos fue comparada. El protocolo de purificacion por afinidad a metal
se detalla en el anexo 5E.

Una vez obtenida la proteina pura, se dializ6 en buffer Citrato-Fosfato 10 mM, pH 7.0
y se midié la absorbancia a 280 nm para calcular la concentraciéon con el coeficiente de
extincién molar tedrico de la proteina (¢) obtenido con el programa ProtParam (ExPASy)
(anexo 5F.1). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE (Laemmli, 1970),
visualizadas por tincién con azul de Coomassie (Blakesley and Boezi, 1977) e identificadas por
Western Blot con anticuerpo primario anti-His, (Roche, Basel, Switzetland) (1/10000) y

anticuerpo secundario anti-Inmunoglobulina G de ratén marcado con fosfatasa alcalina
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(1/10000) (Petkin-Elmer Life Sciences, Waltham Massachusetts, USA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Adicionalmente, se obtuvo la proteina control (Acr) a partir del cultivo e induccion de
células BL21 DE3 con el plasmido pET-Acr (obtenido y donado por el laboratorio de la Dra.
Clara Espitia). El preinéculo se hizo en medio LB suplementado con Ap 100pg/L y se incub6
a 29°C y 150 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) durante toda la noche. EIl
in6culo se hizo al 1% igualmente en medio LB suplementado con Ap 100 pg/L. Como
estrategia para solubilizar la proteina, también se utilizé glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) al 1% en el medio. Se incubé a 29°C y 100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific
G25) hasta alcanzar una D.O.g,, aproximada de 0.6 unidades. El tiempo de induccién,
también con IPTG 0.1 mM fue de 4 h. La cosecha y rompimiento de las células fue igual que
para la proteina recombinante con el buffer de unién NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM e
Imidazol 25 mM, pH 8.0 suplementado con inhibidor de proteasas sin EDTA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) 1/1000 y Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1%. La
proteina se purificé de los extractos clarificados mediante cromatograffa de afinidad a metal
por tallo de histidinas utilizando columnas HiTrap HP de 1 mL (GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, UK) y el sistema AKTA Prime (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK). Se lavé la
columna con buffer de unién hasta que la absorbancia se mantuvo en cero durante dos horas.
Después, la proteina se eluyé con buffer NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM,
pH 8.0. Se dializé y midi6 la absorbancia de la proteina a 280 nm y se calculd la concentracion
con el coeficiente de extinciéon molar tedrico de la proteina (¢) obtenido con el programa

ProtParam (ExPASy) (anexo 5F.2). Las fracciones obtenidas se visualizaron igual por SDS-
PAGE y Western Blot.

5.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE ADSORCION DE LA
PROTEINA Act-DFA,,, SOBRE GRANULOS DE ALMIDON INSOLUBLE

5.2.1. Ensayos cualitativos de adsorcion

Para los ensayos cualitativos de adsorcion, 10 pg de Acr-DFA,, dializada contra buffer

citrato-fosfato 10 mM pH 7.0 se adicionaron a 0.1 y 1 mg de almidén de maiz o de arroz
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) previamente lavado y suspendido en buffer citrato-
fosfato 10 mM, pH 7.0. La mezcla se incub6 24 horas a 4°C con agitacion ligera (10 rpm)
(Maxi Rotator LAB-LINE 4631) y se centrifugbé a 15,400 x g por 5 min. Sobrenadantes y
pellets lavados con el mismo buffer fueron analizados por Western Blot para verificar la
completa adsorciéon de la proteina.  Utllizando las mismas condiciones se hizo la
inmovilizaciéon de 25, 50 y 100 ug de Act-DFA,,, adsorbida en 1 mg de almid6n de arroz
(previamente lavado y suspendido en el mismo buffer). Sobrenadantes, pellets y lavados con el
mismo buffer fueron analizados por Western Blot para verificar la completa adsorcién de las

dosis utilizadas en los ensayos 7 vivo.

5.2.2. Ensayos cuantitativos de adsorcion

Previo a los ensayos de adsorcion la proteina pura se dializd extensamente contra
buffer citrato-fosfato 10 mM pH 7.0.  El ensayo cuantitativo de adsorcion (isotermas) se
realiz6 segun el protocolo de Williamson ez a/., 1992 con algunas modificaciones: Diferentes
concentraciones de la proteina recombinante se adsorbieron en una suspensioén de almidén de
maiz (1%) en butffer citrato-fosfato 10 mM pH 7.0 a volumen final de 60 pul.. La reaccion se
incub6 a 4°C durante 30 min en agitacion ligera (10 rpm) (Maxi Rotator LAB-LINE 4631) y
se centrifugd a 15,400 rpm durante 5 min para separar las fases. En los sobrenadantes se
midio la absorbancia a 280 nm y con el correspondiente coeficiente de extincién molar tedrico
de la proteina se calculé su concentraciéon en la muestra. ILa proteina adsorbida se calculd
restando la proteina del sobrenadante de la proteina inicial: (Profeina Inicial — Proteina del
Sobrenadante = Proteina Unida) (Belshaw and Williamson, 1990). Como control, se utilizaron
muestras de proteina sin almidén preparadas en el mismo volumen con el fin de discriminar
adsorcién al tubo o precipitacion de la proteina (Abbot and Boraston, 2012). Las constantes
de adsorcion (K, en micromol por miligramo de almidén) se calcularon a partir de la
pendiente obtenida con la adsorcién inicial de la proteina pura. El ensayo se realizé por

triplicado.
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5.3. ENSAYOS DE ESTABILIDAD EN CONDICIONES SIMULADAS DEL
TRACTO GASTROINTESTINAL

Los fluidos gastrico e intestinal simulados (FGS y FIS respectivamente) fueron

preparados como se describe en la Farmacopea de los Estados Unidos (2004):

FGS: Pepsina (Sigma-Aldrich, P6887) 3.2 mg/mL (w/v), NaCl 30 mM, HCI 86 mM,
pH 1.2. El radio enzima/proteina fue de 320-450 unidades de pepsina/mg de proteina.

FIS: Pancreatina (Sigma-Aldrich, P1500) 10 mg/mL (w/v) (la cual incluye enzimas
como amilasa, tripsina, lipasa, ribonucleasa y proteasa, aunque solo las actividades de amilasa,
proteasa y lipasa estan especificadas en la farmacopea), KH,PO, 0.05 M, NaOH 0.2 N, pH 7.5.
Segun las especificaciones del fabricante, la cantidad de pancreatina utilizada por mg de

proteina inmovilizada deberfa digerir no menos de 2.5 veces su peso en caseina en 60 min.

Para la inmovilizacion, 20 pg de Acr-DFA,, se adicionaron a 1 mg de almidon de maiz
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suspendido en buffer citrato-fosfato 10 mM, pH 7.0. La

mezcla se incub6 toda la noche a 4°C con agitacién constante.

5.3.1. Pruebas de Estabilidad en Fluido Gastrico Simulado (FGS)

Utilizando un radio enzima/proteina 1/10 (w/w), tanto proteina libre como
inmovilizada se adicion6 al FGS equilibrado a 37°C. La incubacién se realizé a la misma
temperatura con agitacién constante de 500 rpm (ThermoStat plus, Eppendorf). A diferentes
intervalos de tiempo (1 a 20 min) la reaccién se detuvo por neutralizaciéon con NaOH 1IN a
una concentracion final de 160 mM (Fu ez al., 2002). Inmediatamente después de la solucion
de paro se adicioné buffer de carga 4X Laemmli SDS-PAGE (a una concentracion final de 1X)
y se calenté 3 min a 95°C. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western Blot. ILa
recuperacion de la proteina y la extension de la degradacion fueron estimadas por la

comparacion visual de las intensidades de las bandas o la aparicién de bandas de degradacion.
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Como control, proteina libre e inmovilizada se incubd en el fluido sin pepsina durante 30 min

a 37°Cy se trat6 de igual manera.

5.3.2. Pruebas de Estabilidad en Fluido Intestinal Simulado (FIS)

De igual forma que en el FGS y conservando el radio enzima proteina 1/10 (w/w),
tanto proteina libre como inmovilizada se adicioné al FIS equilibrado a 37°C. La incubacién
se llevo a cabo a la misma temperatura con agitaciéon constante de 500 rpm (ThermoStat plus,
Eppendorf). A diferentes intervalos de tiempo (1 a 120 min), la reaccién se detuvo con PMSF
200 mM y EDTA 0.5 M (a una concentracion final de 2 mM para ambos) (Chen ef al.,, 1998).
Inmediatamente después de la soluciéon de paro se adicioné buffer de carga 4X Laemmli SDS-
PAGE (a una concentracién final de 1X) y se calent6 3 min a 95°C y se analizaron las muestras
por SDS-PAGE y Western Blot. La recuperaciéon de la protefna y la extension de la
degradacion también se estimaron por la comparacion visual de las intensidades de las bandas
o la apariciéon de bandas de degradacion. Como control, proteina libre e inmovilizada se

incubé en el fluido sin pancreatina durante 30 min a 37°Cy se traté de igual manera.

5.4. DETERMINACION DEL POTENCIAL INMUNOGENICO DEL SISTEMA

5.4.1. Pruebas de inmunizacidn activa en ratones BALB/c

Para las pruebas de inmunizacion activa se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8
semanas de edad y 15-18 g alojadas en cajas con 6 animales cada una, alimentadas con dieta
estandar y agua ad /ibitum. Se siguieron los lineamientos para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

La distribucién de tratamientos se hizo considerando la dosis y via de administracion
como puede observarse en la tabla 5.2. Para la via de administracién oral (0.) se utilizaron dosis
de 50 y 100 ug de proteina y para la via de administracion intranasal (z7.) 25 y 50 pg. Dichas
concentraciones estandarizadas respecto al antigeno en la fusién, se adicionaron a 1 mg de

almidoén de arroz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suspendido en buffer citrato-fosfato 10
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mM, pH 7.0 y la mezcla se incub6 durante toda la noche a 4°C con agitacién suave. Como
control para confirmar la completa absorcién de dichas concentraciones de proteina a las
microparticulas de almidén, pellets, sobrenadantes y lavados fueron analizados por Western
Blot.

Para la inmunizacién o. los ratones fueron alimentados con sonda intragastrica de acero
y extremos romos (Feeding Needle 22GA Kent Scientific Corp) en tres dfas consecutivos (1-
3). Cada dosis para administracién oral contenia 50 o 100 ug de la proteina Acr-DFA,,
inmovilizada (en 1 mg de almidén de arroz) o libre en un volumen final de 100 ul.. Ias dosis
de refuerzo se dieron en la misma manera los dfas 21-23 y 41-43.

Los ratones inmunizados por via zz. recibieron 25 o 50 ug de la proteina Acr-DFA,,
inmovilizada (en 1 mg de almidén de arroz) o libre en dos dias consecutivos (1-2). Se
administr6 la dosis gota a gota (utilizando micropipeta y sin necesidad de anestesia) en las fosas
nasales en un volumen final de 20 pl. (10 puL por fosa nasal). Las dosis de refuerzo se dieron
en la misma manera en los dias 21-22 y 41-42. Como la via intranasal es mas eficaz para inducir
respuestas sistémicas y es menos agresiva con las proteinas (pH menos acido y menos
proteasas) (Vajdy y O'Hagan, 2001) sélo dos refuerzos y dosis mas bajas se utilizaron por esta
ruta.

Como grupos control, se tuvieron animales que no recibieron ningun tratamiento
(naive o control negativo), animales que recibieron la proteina Acr (control positivo,
inmunizados con 50 y 100 pug de Acr via o. y con 25 y 50 ug de Acr via zz) y animales que
recibieron 1 mg de almidén también por ambas vias (control de vehiculo). Los esquemas de
inmunizacién (figura 5.1) se seleccionaron teniendo como base los esquemas de inmunizacion
reportados por Wikingsson and Sjéholm, 2002; Gutierro ef al., 2002; Rydell and Sj6holm, 2004
y Stertman ez al., 2004 y que consideran dosis consecutivas cada 21 dias en funcién del vehiculo
(microparticulas) para promover su propiedad adyuvante por efecto de deposito.

Una semana antes de comenzar con el esquema de inmunizacion se tomaron muestras

de sangre como control preinmune.
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Tabla 5.2. Distribucion de tratamientos para el protocolo de
inmunizacioén activa.

TRATAMIENTO ViA DE DOSIS

ADMINISTRACION (ng)

Proteina Acr-DFA,,, Oral 50
libre 100

Intranasal 25

50

Proteina Acr-DFA., Oral 50
adsorbida en 1 mg de 100

almidon Intranasal 25

50

Proteina Acr Oral 50

100

Intranasal 25

50
Almidéon Oral 1 mg
Intranasal 1 mg

Naive Sin tratamiento
Inmunizacion Oral

123 212223 414243
LLL 11 111
| I [ | | I
4 14 24 34 44 67
Obtencién de bazosy
Muestras de sangre
pulmones
Inmunizacién Intranasal
12 2122 4142
Ll Il I
| | | | | |
3 14 23 34 43 67
Muestras de sangre Obtencion de bazos y
pulmones

Figura 5.1. Protocolos de inmunizacién y esquemas de toma de muestras.

5.4.2. Toma de muestras y determinacién de anticuerpos

Se tomaron muestras de sangre del plexo retro-orbital con microtubos heparinizados
(previa anestesia con Sevorane), luego de la formacién del codgulo se centrifugaron a 5,800 x g
para separar los sueros que fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

Tres semanas después de la ultima inmunizacién, los pulmones se colectaron después
del sacrificio con pentobarbital (50 mg/kg) de acuerdo a la metodologia reportada por Giti ez

al., 2005. Los pulmones removidos fueron homogenizados en 1 mL de PBS 1x, clarificados
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por centrifugacién a 9,100 x g por 5 min a 4°C y se almacenaron a -20°C hasta la
determinacion de INF-y utilizando el Murine IFN-y ELISA Kit KMC4022 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Mediante la prueba de ELISA se hizo la determinacién de IgG, IgG1 e IgG2a en suero.
Se siguié la metodologia reportada en el Current Protocols in Immunology (1991), previa
estandarizacion de la concentracion de los reactantes. Brevemente, placas ELISA (Costar 3590
de 96 pozos) se sensibilizaron incubando durante toda la noche a 4 °C con 100 uL/pozo de
una solucién de 2.5 ug/mlL de la proteina Acr pura en buffer carbonatos 50 mM, pH 9.6. Las
placas se lavaron 3 veces con PBS 0.1 M pH 7.4 con Tween-20 0,05 % (PBS - 5T) y se
bloquearon durante 1 hora con PBS-5T con BSA 0.25 % (100uL/pozo) a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, las placas se lavaron de nuevo, y se diluyeron las muestras de
suero 1:1000 en PBS-5T. Se agregaron 100 uL de cada muestra y se incubd toda la noche a
4°C. Nuevamente se hicieron 3 lavados con buffer PBS-5T y se agregaron los anticuerpos
secundarios en una diluciéon 1:1000. Para la determinacion de IgG, IgG1 e IgG2a se utilizaron
anticuerpos anti-IgG de ratén acoplados a peroxidasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA G21040,
A10551, A10685 respectivamente). Después de 1 hora de incubacién a 37°C se lavaron las
placas 3 veces con PBS-5T y se afiadi6 el sustrato OPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(200uL/pozo). Después de una incubacién de 45 min en oscuridad se ley6 la D.O. 4.

Para calcular la concentracién de anticuerpos se realiz6 una curva estandar con
anticuerpos monoclonales de raton de los isotipos IgG, IgG1 e IgG2a (anexo 5.G). Para el
analisis de los datos y graficas, la respuesta del suero preinmune de cada ratén se resté para
controlar unién inespecifica a la placa. Asi mismo la respuesta promedio de los ratones naive

se resto de las muestras para descartar respuesta no especifica.

5.4.3. Ensayos de estimulacion in vitro de esplenocitos y produccion de INF-y

Todos los procedimientos de extraccién de células totales de bazo y cultivo se
realizaron bajo las condiciones de asepsia y bioseguridad recomendadas para el trabajo de

cultivo celular (Cell Culture Basics from GIBCO®), https://www.youtube.com/watch?v=_fjZ-

MHV22w). ILa metodologia se estandariz6 segin lo reportado en el Current Protocols in Cell

Biology (1998).
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5.4.3.1. Extraccion de células totales de bazo

Tres semanas después de la dltima inmunizacién (dia 67) los ratones fueron
sacrificados y los bazos removidos asépticamente y procesados para la extraccion de células
totales segun la metodologia reportada por Giri ez al, 2005 con algunas modificaciones.
Brevemente, para cada bazo se agregd 1 mL de medio RPMI-1640 sin complementar (Gibco,
Carlsbad, CA, USA, USA) en una caja pequefia de Petri conteniendo una malla o separador
celular de nylon de 70 pm (BD). Sobre la malla se disgregé el bazo con el émbolo de una
jeringa de 3 o 5 mL hasta quedar completamente homogenizado en el medio RPMI. El
homogenizado se transfiri6 a un tubo Falcon de 15 mL con 4 mL de medio RPMI sin
complementar. Se centrifugd 5 min a 4°C y 400 x gy se decantd el sobrenadante. Se adiciond
1 mL de solucién de lisis de eritrocitos (NH,Cl 0.15M, KHCO; 10 mM, Na,EDTA 0.1 mM
pH 7.4), se mezcld suavemente con pipeta de 5 o 10 mL estéril y dejé incubando 5 min a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacién se adicionaron 10 mL de DPBS estéril
(NaCl 140 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1.8 mM, KCl 2.7 mM) y se centrifugd 5 min a 4°C
y 400 x g. Se decant6 el sobrenadante y resuspendieron las células en 3 mL de DPBS estéril con
SFB 5% (Gibco, Carlsbad, CA, USA) (inactivado 30 min a 56°C) y se realiz6 el conteo de
células con azul de tripano al 0.4% (anexo 5H). Una vez hecho el conteo se centrifugaron las
células 5 min a 300 x g a temperatura ambiente. Se desechoé el sobrenadante y se agrego el
medio de congelacion al pellet celular (DMSO 10%, SFB 90%), lentamente gota a gota hasta
completar el mililitro y alcanzar una densidad adecuada para su 6ptimo crecimiento en cultivo.
La densidad estindar es de 1 a 1.5 millones de células/mL congeladas en alicuotas de 1 mlL.

Para congelar se sigue la cadena de frio 4°C, -20°C, -70°C.

5.4.3.2. Cultivo y determinaciéon de INF-y en sobrenadante

Para el cultivo se utilizaron 2 x 10° células/ pozo en placas de cultivo COSTAR 3599 de
96 pozos. Las células se descongelaron pasando de -70°C a bafio de 37°C y se transfirieron a
tubo Falcon de 15 mlL. Se adicionaron 10 mL de medio RPMI-1640 complementado
precalentado a 37 °C (SFB 10% inactivado 30 min a 56°C, HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), piruvato de sodio 1 mM, penicilina 100 Ul/mL y estreptomicina 100
ng/mlL, aminodcidos no esenciales 1 mM (Gibco, Cartlsbad, CA, U) y 8- mercaptoethanol 50
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uM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Se centrifugé 5 min a 8°C y 400 x gy se descart6 el
sobrenadante. Se adicionaron 3 mI. de DPBS/SFB 5% vy se hizo de nuevo el conteo con azul
de tripano 0.4%. Se centrifugd en las mismas condiciones y se descart6 el sobrenadante. Se
repitié el procedimiento con 10 mL de DPBS/SFB 5%. Finalmente, las células se
resuspendieron en medio RPMI complementado a volumen final de 200 pl. para placas de 96
pozos.

En cada placa se adicionaron concentraciones diferentes (5, 10 y 20ug) de las proteinas
puras (Act-DFA,, y Acr) en buffer PBS 0.1 M pH 7.4 a un volumen final de 50 pL. por pozo.
En cada pozo el volumen final fue de 250uL (200 pL de células y 50 puL. de proteina o
mitégeno). Como mitégeno se utilizé Concanavalina A (ConA) a concentraciones de 2.5 y
S5ug. Las células se incubaron con el mitégeno por 72 h y con el antigeno por 96 h a 37°C en
presencia de CO, al 5% y humedad al 90%.

Pasado el tiempo de incubacién se cosecharon las células en condiciones no estériles.
Se centrifugbé a 400 x g 5 min a 4°C. Los sobrenadantes recuperados se distribuyeron en
alicuotas de 100 pL y se congelaron a -70°C hasta su uso. Para la determinacion del INF-y
secretado al medio después del estimulo iz vitro se utiliz6 el Murine IFN-y ELISA Kit

KMC4022 de Invitrogen siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.4.4. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 4.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA. Los resultados fueron expresados
como el promedio £ EEM. La concentracion de anticuerpos especificos fue comparada entre
grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con post-test Bonferroni. Las

diferencias se consideraron significativas con p<0.05.
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6 RESULTADOS

6.1. OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE Act-DFA,,,

La region codificante de alfa cristalina (Acr) (GB M76712) se cloné en el en el vector

pQE31-DFA,, cuyo anlisis por secuenciacion se presenta en el anexo 6A. En la figura 6.1 se

presentan las condiciones evaluadas para la expresion de Acr-DFA,, en la cepa E. coli M15.

Las condiciones seleccionadas para la posterior expresion de la proteina fueron una

concentracion de IPTG de 0.1 mM y un tiempo de incubacién de 3 horas. En la figura 6.2 por

su parte se presentan las condiciones evaluadas para la expresion de Acr en la cepa E. co/i BL21

DE3. Las condiciones seleccionadas para la posterior expresion de la proteina fueron una

concentracion de IPTG de 0.1 mM y un tiempo de incubacién de 4 horas.
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Figura 6.1. Ensayo de expresion de Acr-DFA, utilizando IPT'G como inductor. A. Gel SDS-PAGE al 12%
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) B. Western—Blot de la proteina
Acr-DFA,, (marcador de peso molecular: 6xHis Protein Ladder QIAGEN) (C= Control E. co/f M15 sin
plasmido; SI= Control E. co/i M15 con el plasmido pQAcr-DFA, sin inductor).
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Figura 6.2. Ensayo de expresion de Acr utilizando IPTG como inductor. A. Gel SDS-PAGE al 12% (marcador
de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) B. Western—Blot de la proteina Acr
(marcador de peso molecular: 6xHis Protein Ladder QIAGEN) (C= Control E. ¢o/i BL.21 sin plasmido; SI=
Control E. co/i BL21 con el plasmido pET15b-Acr sin inductor).

En la figura 6.3 se observan las fracciones de la proteina Acr-DFA,, purificada

ag
mediante cromatografia de afinidad utilizando sefarosa acoplada a [-ciclodextrina. La
purificacién de la proteina recombinante fue mejor utilizando al DFA,, como tallo de
purificacién que utilizando el tallo de histidinas que le confiere el vector a la construccion para
la purificaciéon por afinidad a metal (anexo 5D, apéndice 2). La presencia de bandas co-
purificadas en algunas fracciones es un fenémeno que se ha observado para proteinas que
contienen el dominio y para el mismo DFA,,. La caracterizacién del fenémeno de protedlisis
sufrido por estas proteinas y la bisqueda de las mejores condiciones para su manejo y
almacenamiento es motivo de estudio en la actualidad. Los resultados y la discusion sobre las
ventajas logisticas, de rendimiento y costo de la purificacion mediada por el DFA,, se
presentan con mayor detalle en el apéndice 2. El rendimiento de la proteina purificada fue de
1.75 £ 0.25 g/1.

En la figura 6.4 se observan las fracciones de la proteina Acr purificada mediante
cromatograffa de afinidad utilizando columna de niquel. Para ambas proteinas la adicién de
glicerol al 1% en el medio de cultivo resulté favorable para su obtencién en la fracciéon soluble

y sin la adiciéon de agentes desnaturalizantes como la urea.
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Figura 6.3. Purificacion de Actr-DFAy,, por cromatografia de afinidad a $-ciclodextrina. Gel SDS-PAGE al 12%
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) P: pellet; L: lisado; NU: proteina
no unida; Lv: lavado; a-n: fracciones.

Figura 6.4. Purificacion de Acr por cromatografia de afinidad a metal por tallo de His. Gel SDS-PAGE al 12%
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) P: pellet; L: lisado; NU: proteina
no unida; Lv: lavado; a-d: fracciones.

6.2. ENSAYOS DE ADSORCION SOBRE ALMIDON INSOLUBLE

La afinidad de la proteina Act-DFA,, por el almidon se analizé mediante isotermas de
adsorcién (figura 6.5 anexo 6C). Las isotermas de adsorcion lineales indican el equilibrio
aparente entre la proteina presente en la fase sélida (proteina unida) y la proteina presente en la
fase soluble (proteina no unida) a diferentes concentraciones de proteina. La constante de
adsorcion obtenida de la pendiente en la parte lineal de la isoterma fue de Kad= 0.69 umol/mg
almidén. Esta capacidad de adsorcion conferida por el DFA, a la proteina Act, también se
observé con los ensayos cualitativos de adsorcion sobre los granulos de almidén insoluble

tanto de maiz como de arroz y permitié la inmovilizacion de la proteina en las dosis
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(estandarizadas respecto a Acr en la fusién) que fueron utilizadas para el experimento de

inmunizaciéon (figura 6.0).
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Figura 6.5. Isotermas de adsorcion de Acr-DFAy, sobre granulos de almidén insoluble de maiz. La curva se
obtuvo graficando a la proteina adsorbida (fase sélida) contra la proteina afiadida inicialmente (fase liquida) en el
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Figura 6.6. Ensayo cualitativo de adsorcién sobre almidén insoluble. Western Blot en los que se observa: A. 10
pg de Acr-DFA g adsorbida en 0.1 y 1 mg de almidén de maiz. B. 10 ug de Acr-DFA,, adsorbida en 0.1y 1 mg
de almidén de arroz. C. 25, 50 y 100 pg de Acr-DFA, adsorbida en 1 mg de almidén de arroz. (P= pellet; S=
sobrenadante; L= lavado)
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6.3. ESTABILIDAD DE LA PROTEINA RECOMBINANTE EN CONDICIONES
SIMULADAS DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

Para determinar la contribucion de la inmovilizaciéon no-covalente de Acr-DFA , en la
estabilidad frente a pH y proteasas, tanto la proteina libre como inmovilizada se sometié a
incubacion con fluido gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS). I silico, con
el programa I-TASSER se realizé una prediccion de la  estructura tridimensional de Act-
DFA,, y con el programa ExPASy Peptide Cutter Tool una prediccion de la digestion de la
proteina por proteasas gastrointestinales (tabla 6.1). Segun estas predicciones la proteina
recombinante se pliega de manera tal que permite la exposicion del fragmento correspondiente
a Acr y la interaccion del domino con el almidén, al menos con los residuos aromaticos que
quedan expuestos. Asi mismo el analisis muestra que la proteina resulta un excelente sustrato
para las enzimas digestivas (con probabilidades de corte entre el 80 y 100%) y que los tamafios
de los péptidos generados son en general muy pequefios (entre 300 y 3000 Da) para ser
visualizados en el gel.

En ambos fluidos, la proteina Act-DFA,, inmovilizada resistié6 por més tiempo la
degradacién en comparacion con la proteina libre. La proteina fusion libre se detecté en FGS
hasta los 10 min (figura 6.7A y B) en comparacion con la proteina adsorbida que fue detectada
incluso a los 20 min (figura 6.7 C y D). En el gel SDS-PAGE para la proteina libre puede
observarse una disminucion del tamano de la proteina a los 15 y 20 min lo que sugiere que por
el efecto de las proteasas se va perdiendo el tallo de histidinas y el fragmento correspondiente a
Act por lo cual no es detectable en el Western Blot usando un anticuerpo anti 6xHis. Esto esta
en correspondencia con el analisis 7 siico que indica que la digestion proteolitica ocurre en
direccién carboxilo terminal donde justamente se encuentran el tallo de histidinas y Acr por lo
que esta degradacion en el extremo C-terminal también ocurre para la proteina inmovilizada.
Sin embargo, los residuos de tirosina que también son sustrato de las proteasas y en los cuales
pueden estar incluidas las Y18 y Y20, también se encuentran en el dominio ubicado en el
extremo N-terminal, pero al estar ocupados en la interaccion con el almidén pueden evadir la
digestion proteolitica.

Dicho efecto estabilizante de la inmovilizacion puede verse en el gel SDS-PAGE en el que se

observan dos bandas una del tamafio de la proteina completa (lo cual es deseable para los
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propositos de inmunizacién) y otra con un peso aproximado de 66 kDa y que puede

corresponder al DFA , mostrando que mas proteina puede permanecer unida al almid6n por

mas tiempo.

Con el objetivo de discriminar el efecto del pH, tanto la proteina libre como la

inmovilizada se incubaron en presencia del FGS sin la pepsina (pH 1.2). Después de 30 min

de incubacién a 37°C, tanto la proteina libre como la inmovilizada resistieron el pH,

observandose el mismo patrén de bandas de degradacion. Este resultado sugiere que el dafio

principal sufrido por la proteina ocurre por la acciéon de las proteasas.

Tabla 6.1. Analisis 7z silico de Act-DF Ay,

Numero tedrico de cortes por las proteasas
Proteina gastrointestinales Composicion en amino acidos
ppsttin, Pancreatina pH 7.5 sustrato de las proteasas
H 1.3 Quimiotripsina de Trinsina gastrointestinales
P baja especificidad P
Act-DFA 93 109 63 Phe 29 (4.5%), Tyr 33 (5.1%),
Arg 18 (2.8%), Lys 53 (8.3%)
Act 23 29 17 Phe 9 (5.5%), Tyr 3 (1.8%),
Arg 12 (7.4%), Lys 8 (4.9%)
DFA 70 87 47 Phe 20 (4.0%), Tyr 30 (6.0%)
Arg 7 (1.4%), Lys 45 (9.0%)
Estructura
tridimensional de Acr-
DFA,,; obtenida con el
programa I-TASSER.
En magenta el 6xHis, en azul Acr y en amarillo el DFA,,. En rojo se marcan los
aminoacidos aromaticos que intervienen en la unién al almidén: Y18 y Y20 y en
verde los W32.
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Figura 6.7. Cinética de degradacion de Acr-DFAg en FGS. 10 pg de la proteina incubada en presencia de
pepsina y pH 1.2 analizada por SDS-PAGE al 12% (arriba) M: marcador de peso molecular SDS-PAGE
Broad Range Standard, BIO-RAD y Western Blot (abajo) M: marcador de peso molecular 6xHis Protein

Ladder QIAGEN. Ay B. Proteina libre. Cy D. Proteina inmovilizada en 1 mg de almidén de maiz. (C=10

ug de proteina incubada con el fluido a pH 1.2 sin la proteasa, durante 30 min).

Por su parte en FIS, la proteina libre ya no es detectada en el Western Blot después de
los 45 min (figura 6.8A y B) en comparaciéon con la proteina inmovilizada que alcanza a
observarse hasta los 60 min (figura 6.8C y D). Como en el caso del FGS, la integridad de la
proteina es afectada por la protedlisis en el sentido C-terminal, por lo que la pérdida del tallo
de histidinas impide el reconocimiento de la proteina. Sin embargo, en los geles SDS-PAGE se
pueden observar las diferencias en el patrén de bandas de degradaciéon. En ambos casos se
puede observar un fragmento de 20 kDa aproximadamente y que corresponde a Act, y que
permanece hasta los 45 min cuando es protefna libre y hasta los 120 min cuando esta
inmovilizada. Esto muestra la cinética retardada de degradacion de la proteina inmovilizada
con respecto a la proteina libre, ya que Acr continua liberandose de la microparticula por mas

tiempo lo cual es deseable para efectos de la disponibilidad del antigeno.
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Figura 6.8. Cinética de degradacién de Acr-DFAqg en FIS. 10 pg de la proteina incubada en presencia de
pancreatina y pH 7.5 analizada por SDS-PAGE al 12% (marcador de peso molecular SDS-PAGE Broad
Range Standard, BIO-RAD) y Western Blot (marcador de peso molecular 6xHis Protein Ladder QIAGEN).
Ay B. Proteina libre. Cy D. Proteina inmovilizada en 1 mg de almidén de mafz. (C=10 pg de proteina
incubada con el fluido sin la proteasa durante 30 min).

De la misma forma y con el objetivo de discriminar el efecto del pH, la proteina libre e
inmovilizada se incubd en presencia de FIS pero sin pancreatina (pH 7.5). Después de 30 min
de incubacién a 37°C, tanto la proteina libre como la inmovilizada resistieron el pH.

Sugiriendo que el dafio principal sufrido por la proteina ocurre por la accién de las proteasas.

6.4. POTENCIAL INMUNOGENICO DEL SISTEMA ACARREADOR

Para evaluar si el sistema de inmovilizaciéon sobre las microparticulas de almidon
permite la llegada de la proteina recombinante a los sitios de induccién de la respuesta inmune
en mucosa, estimulando en consecuencia la producciéon de anticuerpos anti-Acr a nivel
sistémico, se inmunizaron ratones BALB/c con la proteina Acr-DFA,, libre o adsorbida en 1

mg de almidén de arroz y con la proteina Acr como control positivo.
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Utilizando un esquema de inmunizacién de dosis consecutivas y refuerzos cada 21 dias
sin el uso de adyuvantes, se evalué el efecto de la dosis y via (50 y 100 pg por via o. y 25 y 50
ug via zn.) y el tratamiento (proteina fusion libre o adsorbida), en la induccién e intensidad de
la respuesta inmune. Los ratones inmunizados con la proteina Acr en las mismas dosis por
ambas vias sirvieron como control para discriminar el efecto tanto de la fusién como de la
inmovilizacién en la induccién e intensidad de la respuesta. También se administré 1 mg de
almidén de arroz por via oral e intranasal como control de vehiculo y se evalué la respuesta
inmune obtenida. Mediante la técnica de ELISA se determinaron los anticuerpos especificos

de tipo IgG y subclases IgG1 e IgG2a en suero para ver la respuesta a nivel sistémico.

6.4.1. Respuesta inmune humoral sistémica: Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-
Acr

El efecto de la fusion con el DFA,, y la inmovilizacién de la proteina recombinante
sobre las microparticulas de almidéon sobre la inducciéon de la respuesta inmune humoral
sistémica hacia Acr se investigd, midiendo mediante la técnica de ELISA, los niveles de
anticuerpos IgG anti Acr en el suero de los ratones inmunizados por ambas vias. La respuesta
se compard con aquella obtenida después de inmunizar con la proteina control (Acr). Como
se esperaba no se detectaron anticuerpos especificos en el suero pre-inmune de los ratones, ni
en el suero de los ratones que recibieron solo almidén, ni en el suero de los ratones naive.
Tampoco se observaron manifestaciones clinicas de toxicidad o reacciones adversas en los
animales durante el protocolo experimental.

En los ratones inmunizados por via o. con tres dosis consecutivas de 50 o 100 pg a
intervalo de tres semanas, los anticuerpos anti Acr se detectaron primero en los grupos que
recibieron la proteina inmovilizada con ambas dosis (dfa 14), alcanzando el nivel maximo el dia
34. Este nivel se mantuvo hasta el final del esquema de inmunizacién (figura 6.9A). Esta
observacion sugiere el efecto adyuvante de la inmovilizaciéon, pues en contraste, la respuesta
inducida con la proteina recombinante libre empezé mas tarde alcanzando su nivel maximo el
dia 44. Como se observa en la figura, la inmunizacién sélo con Acr no indujo respuesta con 50
ug y muy poca respuesta con 100 ug, sugiriendo que tanto la fusién como la inmovilizacién

favorecen el reconocimiento de Acr por parte del sistema inmune.
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Por otra parte, en los ratones que recibieron dos dosis consecutivas de 25 o 50 ug a
intervalos de 3 semanas por via zz., los anticuerpos anti Acr fueron mas altos al dia 23 en los
grupos que recibieron la proteina recombinante libre en ambas dosis (figura 6.9B). Sin
embargo, la respuesta no fue constante incrementando solo los dias de la inmunizacion.
Aunque los ratones que recibieron la proteina inmovilizada presentaron un titulo mayor en el
dia 34, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos al fin del esquema de
inmunizaciéon. Estos resultados sugieren que el almidén puede ser un impedimento en el
momento de la presentaciéon antigénica en mucosa nasal. Al igual que en la inmunizacién via
0., por via zn. la administraciéon de Acr no indujo una respuesta sistémica de anticuerpos a
ninguna dosis también indicando que la proteina sola puede estar actuando como hapteno y

necesita ser transportada para ser reconocida por el sistema inmune.
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Figura 6.9. Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-Acr en ratones inmunizados A. por via oral y B. por via
intranasal con la proteina recombinante Acr-DFA, libre o inmovilizada y la proteina control Acr. Los valores
representan la media = EEM (n=3). * p<0.05 entre 50 pg de la proteina Acr-SBDy, libre e inmovilizada, # p<0.05
entre 50 y 100 pg of Acr-SBDy,g inmovilizada, **<0.01 entre la proteina libre ¢ inmovilizada a las mismas dosis,
### p< 0.001 entre 25 y 50 pg of Acr-SBDy,g inmovilizada.

6.4.2. Niveles séricos de Isotipos IgG anti-Acr

Para determinar si la inmovilizacién sobre las microparticulas de almidén podtia
modular la respuesta inmune induciendo una respuesta de tipo celular (Th1) o humoral (Th2)
hacia el antigeno relevante (Acr), se midieron mediante la técnica de ELISA los niveles de las

subclases IgG1 e IgG2a, en el suero de ratones inmunizados por ambas vias. La respuesta sélo
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se observé después de la segunda inmunizacién. Como en el caso de los niveles de IgG, la
inmunizaciéon con Acr indujo una respuesta muy escasa o practicamente nula de IgG1 e IgG2a.
Como se muestra en la figura 6.12, los ratones inmunizados con la proteina inmovilizada
presentaron niveles mas altos de Ig(G2a mientras que los animales que recibieron la proteina
libre mostraron un respuesta mixta Th1/Th2. En los animales inmunizados por via . (figuras
0.10A y B), la proteina inmovilizada a ambas dosis indujo niveles de IgG2a significativamente
mayores que IgG1. De la misma forma, en los ratones inmunizados via zz. (figuras 6.10C y
D), la proteina inmovilizada también indujo una respuesta IgG2a significativamente mayor que
IgG1 pero solo en los dias de inmunizacién. Por su parte, los ratones que recibieron la
proteina libre presentaron una respuesta mixta Th1/Th2 de menor magnitud. Estos resultados
en conjunto sugieren que la inmovilizacién sobre las microparticulas de almidén puede ser
utilizada como una alternativa para modular o inducir una respuesta de tipo Thl hacia la
proteina inmovilizada. Este potencial también puede inferirse por el radio IgG2a/IgG1

obtenido con la administraciéon de la proteina recombinante inmovilizada (tabla 6.2).
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Figura 6.10. Niveles séricos de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti-Acr en ratones inmunizados A, B. por via oral y
C, D. por via intranasal con la proteina recombinante Actr-DF A, libre o inmovilizada. Los valores representan
la media £ EEM (n=3). ** p<0.01, ***p< 0.001 entre IgG1 ¢ IgG2a.
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Tabla 6.2. Radio IgG2a/IgG1
Grupo Inmunizado via oral

50 g Act-DFA 100 pg Acr-DFA.,,
Dias I movilizada Libre Inmovilizada Libre
24 14 0.5 14 0.3
34 23 0.0 12 0.1
44 0.9 0.1 1.0 0.0

Grupo Inmunizado via intranasal
25 ng Acr-DF A, 50 pg Acr-DFA,,
Dias I movilizada Libre Inmovilizada Libre
23 15 0.2 17 0.0
34 1.1 0.3 15 0.2
43 12 0.1 15 0.1

Cualquier radio mayor a 1 estd asociado con una respuesta Th1 y cualquier radio menor a 1 estd asociado con una
respuesta Th2.

6.4.3. Producciéon de INF-y in vitroy en tracto respiratorio

Para evaluar la contribucién de la inmovilizaciéon en la inducciéon de una respuesta de
tipo celular (Th1) y correlacionar con los niveles de Ig(G2a obtenidos en suero, los bazos de los
ratones inmunizados se recuperaron 3 semanas después de la ultima inmunizacién y se
cuantific, mediante la técnica de ELISA en sandwich, el INF-y presente en los sobrenadantes
de cultivo de los esplenocitos con 20 g de las proteinas Acr y Acr-DFA,, (figura 6.11). No se
logré estimular la produccion de INF-y con 5 y 10 pg de las proteinas. Los esplenocitos de
todos los grupos liberaron INF-y en ausencia de estimulo antigénico como se puede observar
port los niveles obtenidos con el mitégeno (Con A). No se observo produccion de interferon
antigeno-especifico en los ratones naive, mientras que el INF-y liberado por los esplenocitos
de ratones inmunizados por ambas vias con la proteina recombinante aument6 después de la
estimulacién con el antigeno. Como se muestra en la figura 6.11A, los esplenocitos de los
ratones inmunizados via ¢. con 50 ug de la proteina inmovilizada produjeron los niveles mas
altos de interferén después de la estimulacion con 20 pug de Acr. Aunque no se observaron
diferencias en los niveles liberados por los esplenocitos de ratones inmunizados con 50 pg de
la proteina libre y 100 ug de la proteina inmovilizada, hay una diferencia entre tratamientos

(proteina libre o inmovilizada) a la misma dosis.
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Por otra parte, como se muestra en la figura 6.11B, los esplenocitos de ratones
inmunizados via zz con 25y 50 ug de la proteina inmovilizada liberaron los niveles mas altos
de INF-y después de la estimulacion con 20 pg de Acr lo cual es consistente con los niveles de
IgG2a obtenidos en suero. Cuando se estimul6 con Acr-DFA,, la respuesta fue en todos los
casos mas baja, indicando que la inmunogenicidad es una principal contribuciéon de Acr y no
del DFA,,,. La inmunizacién con 50 g de la proteina Acr indujo niveles mas bajos de INF-y
que la inmunizaciéon con la proteina recombinante libre e inmovilizada por ambas rutas, lo

cual esta en concordancia con la pobre respuesta de anticuerpos de los ratones que recibieron

esta proteina.
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Figura 6.11. INF-y liberado 7 vitro por esplenocitos de ratones inmunizados con la proteina recombinante Acr-
DF A libre o inmovilizada A. por via oral y B. por via intranasal. Los valores representan la media =+ EEM
(n=3). **p< 0.001 entre la proteina libre ¢ inmovilizada a la misma dosis.

As{ mismo, para ver si la respuesta de tipo Thl también estaba presente en pulmon, se
cuantific6 el INF-y presente en los homogenizados de pulmoén de los ratones inmunizados.
Como se muestra en la figura 6.12, los niveles de INF-y fueron mayores en los pulmones de
los ratones inmunizados con la proteina recombinante en comparacién con los ratones naive e
inmunizados solo con Acr (»p<0.001). En los ratones inmunizados por via o. (figura 6.12A) los
niveles mas altos de INF-y se detectaron en los pulmones de los ratones que recibieron 100 ug
de la proteina Acr-DFA,,, inmovilizada. Sin embargo diferencias entre tratamientos solo se
observaron con la dosis de 50 ng. Los ratones que recibieron 100 ug de la proteina libre

también tuvieron altos niveles de INF-y en comparacién con los animales naive (»p>0.001).

45



Estos resultados muestran que el 50% de la proteina inmovilizada puede ser tan eficiente como
el 100% de la proteina libre para inducir la produccién de interferén por esta ruta.

Por su parte, en los ratones inmunizados via zz ambos tratamientos (proteina libre e
inmovilizada) indujeron mas INF-y que los ratones naive (figura 6.12B). Sin embargo, al igual
que en la inmunizacién o. la producciéon mas alta se presentd cuando los ratones recibieron la
proteina inmovilizada. Esta obsetvacion estd en concordancia con la respuesta mixta Th1/Th2

mediada por la proteina recombinante libre.
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Figura 6.12. INF-y en homogenizado de pulmén de ratones inmunizados con la proteina recombinante Act-
DF A libre o inmovilizada A. por via oral y B. por via intranasal. Los valores representan la media =+ EEM
(n=3). * p<0.05, **¥p<0.01 entre la proteina libre e inmovilizada. Las lineas horizontales punteadas representan los
niveles de interferon correspondientes en los animales naive.
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DISCUSION

Pese al progreso significativo en el area de disefio y desarrollo de vacunas de sub-
unidades y adyuvantes, permanece el interés en la busqueda de nuevos sistemas de transporte
y liberacién de antigenos que tengan propiedades adyuvantes y que puedan ser utilizados en
humanos (O’Hagan and Valiante, 2003; Reed ¢7 a/., 2009). El uso de microparticulas hechas de
biomateriales para alcanzar y estimular las células del sistema inmune representa una alternativa
no toéxica con bastante potencial en esta area (Reddy er 4k, 2006). Los sistemas
microparticulados no soélo ofrecen la posibilidad de modular la respuesta inmune dependiendo
de la dosis y via de administracion (Gutierro e a/. 2002) sino que también ofrecen una
excelente alternativa para despertar respuestas a nivel sistémico y en mucosas (O’ Hagan,
1998). Sin embargo, hasta el momento los esfuerzos se han enfocado en el desarrollo de
sistemas de liberacién complejos tales como micro y nano particulas de polimeros
funcionalizados, liposomas, virosomas o complejos inmuno estimulantes (ISCOMS por sus
siglas en inglés) entre otros (Zhao et al., 2014), cuyo uso en humanos todavia es controversial.

En el presente trabajo se propone un sistema alternativo para la administraciéon de
antigenos que tenga propiedades adyuvantes, basado en el uso de CBMs y polimeros naturales.
El objetivo principal fue determinar el potencial de un Dominio de Fijaciéon al Almidén
derivado del DFA de la «-amilasa de L. amylovorus (DFA,,) para inmovilizar antigenos de
tuberculosis sobre microparticulas de almidén, permitiendo asi su transporte hasta los sitios de
induccién de la respuesta inmune en mucosa. A diferencia de otros trabajos que utilizan
microparticulas de maltooligosacaridos modificadas quimicamente para permitir la unién
covalente de proteinas para inmunizacion oral (Wikingsson and Sjéholm, 2002; Rydell and
Sj6holm, 2004) o con microparticulas de hidroxietil-almidon (HES por sus siglas en inglés)

para encapsular a los antigenos (Balasse ¢z a/., 2008), aqui se aprovecharon las propiedades del
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almidén (abundancia, bajo costo, forma particulada, biocompatibilidad, biodegradabilidad,
bioadhesividad e inocuidad) como una matriz propicia para la purificaciéon, inmovilizacion,
estabilizacion y transporte de proteinas de M. fuberculosis inmovilizadas con el DFA,,, en
concreto el antigeno Acr (publicaciones en apéndices 2 y 3).

Gracias a la interaccion especifica que tiene el dominio con la 3-ciclodextrina que es un
oligosacarido ciclico constituido por 7 unidades de glucosa y que es analogo estructural del

almidén, la proteina Act-DFA,_, pudo purificarse a partir del lisado bacteriano con buen

ag
rendimiento y nivel de pureza (figura 6.3). Por su parte, la adsorcion de la proteina por el
almidén analizada en isotermas (Kad= 0.69 pmol/mg de almidén), resulté comparable a la
reportada para la o-amilasa de L. amylovorus (Kad= 0.54) y la o-amilasa de L. plantarum
(Kad=0.67 (Rodriguez-Sanoja ez al., 2005b). De acuerdo a las constantes de adsorcion, que
describen la distribucién en el equilibrio entre la proteina presente en la fase sélida (proteina
unida) y la proteina en la fase liquida (proteina no unida) y presumiendo que la superficie de
adsorcion es homogénea y que no hay interacciones entre las moléculas adsorbentes, la fusion
Acr-DFA,, se une al almidon tanto como la amilasa completa (figura 6.5). Por su parte, la
ausencia de proteina en los sobrenadantes después de 24 horas de incubaciéon sugiere un
plegamiento de la proteina que permiti6 la interaccién del DFA,, con el almidon (figura 6.6) y
es tan estable como para permitir la permanencia de la proteina después del lavado del
almidon.

También se demostré que dicha inmovilizacién confiere estabilidad en condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, lo cual resulta importante para el transporte de proteinas
antigénicas cuando van a ser administradas por via oral. Se sabe que la mayoria de las
proteinas sufren degradaciéon en ambientes muy acidos o muy alcalinos (por dafios en puentes
de hidrégeno y residuos aromaticos) en especial a altas temperaturas, en consecuencia y aunque
las condiciones iz vivo pueden no ser tan severas, son susceptibles a la hidrélisis gastrointestinal
en los primeros 15 segundos. En este contexto, el efecto estabilizante obtenido con la

inmovilizacién mediada por el DFA_, y medido como el retraso en la degradacion de la

tag
proteina respecto a la proteina libre en las mismas condiciones, puede deberse a que con la
inmovilizacién se disminuye la solubilidad de la proteina y se protege de la digestion
proteolitica a los residuos hidrofébicos involucrados en la interaccion con el almidén. Aunque

las interacciones no-covalentes son mas débiles en comparacion con las uniones covalentes,

cuando estan en mayor numero pueden aumentar de forma importante la estabilidad de la
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proteina en condiciones de pH, proteasas y temperatura extremas (Karshikoff, 2006), lo cual

también es factible que ocurra con el DFA,, que esta constituido por dominios repetidos, cada

tag
uno con su sitio de unién. Con este resultado se pudo predecir entonces la utilidad del sistema
(constituido por el grinulo de almidén y el DFA,, como tallo de inmovilizacién) para la
administraciéon del antigeno Acr por via oral. Sin embargo, era necesario comprobar que
después de su administracién por esta via y por via nasal la proteina fuera capaz de llegar hasta
el tejido linfoide asociado a mucosas e inducir una respuesta.

En este trabajo, dicho potencial inmunogénico se demostré con los niveles de IgG
obtenidos al inmunizar ratones BALB/c por via oral e intranasal con la proteina recombinante
(figura 6.9) bajo un esquema de dosis repetidas y sin adyuvantes. Se demostrd que la fusion de
Acr con el DFA,, y la posterior inmovilizacion de la proteina sobre las micropatticulas de
almidén contribuyeron a la inmunogenicidad de Acr que por si sola y sin adyuvantes no indujo
una respuesta especifica de anticuerpos, al menos en las dosis y vias evaluadas. Este hallazgo
esta en concordancia con reportes recientes que indican que la proteina Acr producida en un
sistema heterélogo no tiene las mismas propiedades inmunogénicas e incluso protectoras
(dependientes de su plegamiento y funcién como chaperona) reportadas para la proteina
obtenida a partir de lisados de micobacteria (Taylor e a/., 2012). En estudios recientes, se ha
reportado la inmunogencidad de Acr fusionada con otras proteinas antigénicas de fase aguda
como Mtb10.4 (Niu ez al., 2011) o cuando forma parte de complejos inmunes fusionada con la
proteina 85B y es mezclada con anticuerpos monoclonales anti Acr y anti 85B (Pepponi ef al,
2013; Pepponi ez al., 2014), fenémeno también observado en este estudio cuando se fusiond
con el DFA, y que corrobora el hecho que la proteina por si sola no es capaz de estimular al
sistema inmune.

Considerando que es posible modular la respuesta inmune en funcién de la naturaleza y
dosis del antigeno, la ruta de administracion, la presencia o no de adyuvantes y el esquema de
inmunizacion, para el presente trabajo se seleccioné un esquema que pudiera favorecer el
efecto adyuvante del sistema de inmovilizacién.

Los resultados obtenidos muestran que el inicio y tipo de respuesta se vieron afectados
dependiendo del tratamiento (proteina libre o inmovilizada), la dosis y la ruta (figura 6.9). La
inmunizacién oral con la proteina inmovilizada indujo una respuesta IgG mas temprana y una

respuesta IgGG2a mas fuerte, lo cual es consistente con resultados reportados para

microparticulas de polimeros usadas para inmunizacioén por esta via (Elamanchili e /., 2007).
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Esta diferencia puede estar dada, como se observé en los ensayos de digestiéon en condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, por la estabilidad conferida por la inmovilizaciéon en
presencia de valores de pH extremos y proteasas, lo que en consecuencia permite que mayor
cantidad de proteina alcance los sitios de induccién de la respuesta inmune ubicados en el
tejido linfoide asociado al intestino (GALT por sus siglas en inglés). Asi mismo y dado que los
adyuvantes deben potenciar la respuesta inmune asi como garantizar los niveles adecuados de
anticuerpos de afinidad suficiente e isotipos apropiados, para conferir protecciéon contra los
agentes infecciosos, el potencial efecto adyuvante de la inmovilizacién se observé con la
induccion preferencial de anticuerpos IgGG2a (figura 6.10). Esto coincide con lo reportado por
algunos autores que utilizando microparticulas de almidén poliacriladas para inmunizacién oral
demostraron que los refuerzos consecutivos pueden favorecer la inducciéon de anticuerpos Th1
dependientes (Wikingsson and Sjéholm, 2002).

Con respecto a la dosis, los ratones que recibieron la dosis mas pequena (50 ug) de
Acr-DFA,,, por via oral alcanzaron niveles mas altos de IgG que los ratones que recibieron 100
ug, indicando que cuando se inmoviliza la proteina, dosis mas bajas son suficientes para
despertar la respuesta inmune por esta via. Se ha observado que con dosis altas de antigeno
por via oral, se puede presentar una falta de respuesta o anergia de las células T (Weiner et al.,
2011). Sin embargo, se requiere una rigurosa caracterizaciéon de la respuesta por periodos de
tiempo mas largos para confirmar esta respuesta.

En los ratones que se inmunizaron por via intranasal, las respuestas fueron similares
entre dosis, pero los anticuerpos IgG se indujeron primero en los ratones que recibieron la
proteina libre en un nivel apenas superior con 50 ug de la proteina. Este hallazgo sugiere que el
almidén podria representar un impedimento en la mucosa nasal de los ratones y ademas
muestra que la proteina libre puede resistir mas en un ambiente mas favorable con un pH
menos acido, bajo nivel de enzimas proteoliticas y una mayor irrigaciéon. Sin embargo, y pese a
que no se obtuvo un efecto estabilizante de las microparticulas por esta ruta, la inmovilizacién
fue importante para la induccion preferencial de anticuerpos IgG2a (figura 6.10). Por lo tanto,
una estandarizacion rigurosa de la cantidad de acarreador y proteina debe realizarse para
futuras inmunizaciones por esta ruta y obtener la respuesta inmune deseada. Gutierro e 4.
(2002) tampoco observaron una relacién dosis-respuesta en la producciéon de anticuerpos IgG
séricos inducidos después de la inmunizacién intranasal consecutiva de tres dosis de BSA

microencapsulada en particulas de PLG en un rango de dosis de 50 a 200 ug, argumentando la
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importancia de considerar las diferencias entre el epitelio nasal y los mecanismos de induccion
de la respuesta inmune por esta ruta.

Finalmente, se determinaron los niveles de INF-y especifico liberado por esplenocitos
purificados de ratones inmunizados con la proteina Act-DFA,,, inmovilizada (figura 6.11) y los
niveles en pulmén después de la inmunizacion (figura 6.12). Cuantificar esta citocina era
importante ya que los anticuerpos de isotipo IgG2a estan asociados con una respuesta tipo
Thl, y esta respuesta a su vez es un requisito para la activaciéon de los macréfagos y la
produccion de linfocitos T citotoxicos (CTL) requeridos para la inmunidad protectora contra
agentes infecciosos intracelulares, tales como M. tuberculosis. En concordancia con los niveles de
IgG2a, los bazos de ratones inmunizados por ambas vias con la proteina inmovilizada
liberaron una cantidad mas alta de INF-y en comparacion con los animales inmunizados con la
proteina libre. Este hallazgo esta de acuerdo con previos reportes. Stertman ef al. (2004),
evaluaron el efecto de la ruta de administracién sobre la respuesta inmune de ratones
inmunizados con microparticulas modificadas de almidén como adyuvante, observando que la
administraciéon consecutiva de estas particulas por via oral puede cambiar el balance Th1/Th2
para incrementar el impacto de la respuesta Th1.

En los ratones inmunizados por via intranasal, se pudo observar que el almidén puede
ser un impedimento para favorecer respuesta IgG sistémica, pero su presencia fue importante
para desviar la respuesta a Thl como se vio por los niveles de IgG2a e INF-y obtenidos
después de la inmunizacién con la proteina inmovilizada. Coucke e a/.  (2009), utilizando
microparticulas de almidén acrilado para la inmunizacién intranasal de conejos, también
observaron una fuerte respuesta inmune concluyendo que las propiedades mucoadhesivas de
los acarreadores hechos de polimeros son determinantes para modular la respuesta usando esta
via.

Como se observé en los homogenizados de pulmén, la inmovilizacién también
favorecié la induccion de INF-y. Ratones inmunizados por ambas vias con la proteina
inmovilizada presentaron niveles de INF-y especifico en pulmén. Este hallazgo esta en
concordancia con acumulada evidencia que indica que el sistema inmune en mucosa nasal e
intestinal comparte caracteristicas inmunolégicas que son diferentes de aquellas del sistema
inmune sistémico lo cual puede ser explotado favorablemente para el disefio de vacunas
administradas por estas vias (Kunisawa e7 /., 2008). El resultado también coincide con reportes

que indican, que después de su depdsito en pulmoén, antigenos solubles e inmovilizados
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pueden despertar respuestas en los nédulos linfaticos de drenaje, pero todo indica que los
sistemas particulados son mas eficientes para inducir respuestas inmunes especificas en bazo
(Eyles et al., 2003). Como se observa en las figuras 6.11 y 6.12, los niveles de INF-y en
pulmén fueron mayores (400-600 pg/mL) que los niveles de INF-y en sobrenadantes de
esplenocitos cultivados 7 vitro (300-400 pg/mL). También se observé que los niveles de INF-
y obtenidos en los ratones inmunizados con la proteina libre y la proteina inmovilizada
presentaron resultados contrarios en los esplenocitos y homogenizados de pulmén. Los bazos
de los ratones que recibieron la dosis mas baja de proteina inmovilizada por via oral e
intranasal fueron mas eficientes para liberar el INF-y 7z vitro, mientras que z vivo, los ratones
que recibieron las dosis mas altas con la proteina inmovilizada produjeron los niveles mas altos
de la citocina. Este hallazgo, indicativo que la re-estimulacion iz vitro de células T de memoria
del bazo no es predictiva de la estimulaciéon 7z wivo de las células T de memoria de los
pulmones, también ha sido observado por otros autores.

Todoroff et al. 2013 evaluando la inmunogenicidad del antigeno 85A administrado en
pulmén y con tres adyuvantes diferentes, observaron la misma discrepancia, argumentando que
después de la administracion del antigeno, las células T activadas se movilizan rapidamente en
el lumen de la via aérea para producir el interferén, mientras que z vitro los linfocitos T son
activados directamente por el antigeno. Por otra parte también se sabe que las células
presentadoras de antigeno profesionales (CPAs), tales como las células dendriticas (CDs)
pueden activarse de forma diferente después de la inmunizacién por estas rutas, no sélo
porque hay diferentes subsets de CDs dependiendo de su localizacion (Villadangos and
Schnorrer, 2007), sino porque también pueden activarse de forma diferente cuando se usan
biomateriales (Reddy e# a/, 2006). Esto también explica por qué la ruta de administracién, la
composicion y estructura del antigeno (si estda o no asociado a un acarreador) puede afectar el
tipo y magnitud de la respuesta.

El sistema acarreador utilizado en el presente trabajo esta compuesto de almidon crudo
insoluble sin modificaciones quimicas o ligandos capaces de estimular la inmunidad innata, la
cual a su vez contribuya a la inmunidad especifica. Las propiedades inmunoestimulantes para
glucanos con enlaces a-(1,4) y a-(1,6) se han reportado para carbohidratos derivados de plantas
medicinales (Nair e# a/., 2006) o para el glucégeno (Kakutani ez a/, 2007). Sin embargo, se ha
demostrado que estas propiedades son dependientes de factores como la estructura, el peso

molecular y la solubilidad (Wismar, 2010). Por otra parte se sabe que los beta glucanos con
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enlaces $-(1,3)-D-8-(1,6) son las estructuras de carbohidratos mayormente reconocidas por
parte de las células especializadas del sistema inmune innato (como macréfagos y CDs).  Asi
mismo, carbohidratos como el dextrano, manano o quitina (Petrovsky and Cooper, 2011) y
glucanos con fucosas, pueden unir receptores de carbohidratos (de tipo lectina principalmente)
en dichas células, conduciendo a su activaciéon y a las cascadas de sefalizacion para la
produccion de respuesta inmune especifica (Wismar, 2010).

Sin embargo, no existen reportes de propiedades inmunoestimulantes para el almidon
soluble o insoluble, ni estan caracterizados los receptores que pueden mediar su interaccion
con las células del sistema inmune cuando éste es administrado via mucosas. Aun cuando las
unidades estructurales (amilosa y amilopectina) podrian ser los ligandos de los receptores en
macréfagos y CDs, faltan descripciones sobre como este fenémeno pudiera ocurrir en las
mucosas en contacto directo con el granulo. En este contexto, el efecto adyuvante que
observamos con nuestro sistema puede explicarse, como para toda microparticula, por el
efecto de depdsito y la habilidad para suministrar antigeno para su procesamiento a las CPAs.
Se ha reportado que microesferas biodegradables con tamafios inferiores a 10 micras pueden
ser fagocitadas por este tipo de células y ademas pueden prolongar la presentacion z vitro de la
proteina o péptido asociado (Audran e al, 2003). En este contexto, las microparticulas que
usamos en este trabajo tienen el tamafno adecuado (entre 4 y 5 um) para ser internalizadas
eficientemente por las CDs especializadas y en consecuencia permiten una presentacion
progresiva de las proteinas adsorbidas en el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT por sus
siglas en inglés).

Este trabajo presenta evidencias de la utilidad del sistema de inmovilizacién no-

covalente sobre microparticulas de almidén crudo, mediado por el DFA_,, como sistema para

tag>
la administraciéon de antigenos via mucosa. Mas investigacion se justifica para caracterizar las
propiedades adyuvantes del almidon, asi como para probar su capacidad en la induccién de
proteccion o capacidad reforzante. Finalmente y considerando que también se pudo observar

la inmunogenicidad conferida por la fusiéon con el DFA,, se justifica mas investigaciéon para

tag>
caracterizar el potencial efecto adyuvante que tenga el dominio y explorar asi futuras
aplicaciones. Ahondar en este aspecto puede enriquecer y fortalecer la linea de investigacion

de las aplicaciones biomédicas del DFA, .

53



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, se demuestra la utilidad del sistema de inmovilizacién

sobre microparticulas de almidén crudo utilizando al DFA_,, como plataforma para la

tag>

administracion de antigenos de tuberculosis via mucosas.

La capacidad de adsorcién al granulo de almidon de la proteina Act-DFA,, es similar a
la capacidad de adsorciéon de la o-amilasa silvestre, lo que permitié utilizar el proceso en
aplicaciones como la purificacién de la proteina por cromatografia de afinidad con B-

ciclodextrina.

También se observo que la inmovilizacién confirié mas estabilidad a la proteina Act-
DFA,, frente a condiciones drasticas de pH y proteasas 7 vitro, lo cual permitié predecir la

tag

utilidad del sistema acarreador para administrar la proteina por via oral.

El potencial inmunogénico del sistema (fusiéon e inmovilizacién) pudo comprobarse
con el nivel de anticuerpos especificos detectados en suero después de administrar la proteina
tanto libre como adsorbida, por via oral e intranasal en un esquema de dosis repetidas y sin el

uso de adyuvantes.
La rapida apariciéon de anticuerpos IgG hacia la proteina recombinante inmovilizada,

asi como la induccién preferencial de una respuesta inmune celular, evidenciada por los niveles

séricos mas altos de IgGG2a y la produccién de INF-y especifico (liberado por células de bazo
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estimuladas 7z vitro y detectado en homogenizados de pulmoén), demuestran las propiedades

adyuvantes de la inmovilizacion.

En este contexto y dado que no se utilizaron adyuvantes extras para potenciar la
respuesta obtenida, se resalta la potencial aplicabilidad del sistema como acarreador y
adyuvante en el area de desarrollo de vacunas de sub-unidades contra diversas enfermedades y

aptas para su uso en humanos.

El sistema ofrece multiples ventajas relacionadas con la simplicidad del protocolo de
inmovilizacién (pues no se necesita preparar o funcionalizar la microparticula), la inocuidad, el

bajo costo y su aplicabilidad con un amplio rango de péptidos, proteinas o antigenos.

8.2. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo proveen evidencia de la aplicabilidad
del sistema de inmovilizacién en el area de disefio y desarrollo de sistemas acarreadores de
antigeno con propiedades adyuvantes. Sin embargo, resulta importante ahondar en el
conocimiento y caracterizacion de otros fenémenos tales como la inmunogenicidad conferida
por el DFA,, vy su posible actividad adyuvante, la eficacia del sistema para despertar respuesta
inmune en mucosas, el sostenimiento en el tiempo de la respuesta inmune sistémica en
funcién de dosis y via de administraciéon y los mecanismos moleculares por los cuales la

microparticula de almidén puede ejercer sus propiedades adyuvantes.
Al término del presente trabajo, experimentos 7 vivo se estan realizando para probar la

eficacia reforzante del sistema en animales vacunados previamente con BCG vy retados con

cepas virulenta e hipervirulenta de M. zuberculosis.
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O ANEXOS

ANEXO 5A. TECNICAS DE MANIPULACION DE ADN

1. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO A PEQUENA ESCALA
(MINI PREP)

Transferir el medio de cultivo (5 mL) a tubos Eppendorf de 1.5 mL y centrifugar a
12,000 x g 5 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el botén en 100 uL de solucion I y mezclar
vigorosamente en vortex.

Agregar 200 pL. de solucién II, mezclar bien por inversion y agregar 150 pl. de solucion
III.  Mezclar el tubo gentilmente en el vortex en posicion invertida 10 segundos,
reposar 3 a 5 min (trabajar en hielo).

Centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL nuevo.

Adicionar al sobrenadante dos volumenes de etanol absoluto, mezclar y dejar a -20°C
por 30 min, centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y limpiar el botén en 1 volumen de etanol al 70% hasta que se
desprenda del fondo del tubo, centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y dejar secar el botéon a temperatura ambiente o a 37°C,
resuspender el botéon en 10 uL de soluciéon TE (pH 8.0), conteniendo RNAsa (20
ug/mL), incubar a 55°C por 30 min.
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2. LIMPIEZA DEL ADN PLASMIDICO CON FENOL: CLOROFORMO

Diluir la muestra llevando a 500 uL. con agua mega pura estéril. Agregar proteinasa K
1/500 e incubar 1 hora a 55°C.

Agregar 500 uL. de Fenol: Cloroformo (1:1), mezclar vigorosamente hasta la formacion
de una suspension. Centrifugar 5 min a 15,400 x g.

Tomar la fase acuosa en un tubo Eppendorf nuevo y repetir los pasos 1 y 2.

Agregar 500 pL. de Cloroformo: Isoamilico (24:1) y mezclar vigorosamente hasta
formar una suspension. Centrifugar 5 min a 15,400 x g.

Tomar la fase acuosa en un tubo nuevo y repetir los pasos 3 y 4.

Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo y afiadir 1/10 (50 uL) de acetato de sodio
3M pH 5.2y 2 volimenes (1 mL) de etanol absoluto, mezclar para homogenizar.

Dejar precipitar el ADN a -20°C durante 1 hora o a 4°C toda la noche. Centrifugar 15
min a 15,400 x g.

Retirar el sobrenadante y lavar el pellet con 250 ul. de etanol al 70%, mezclar
vigorosamente en vortex. Centrifugar 15 min a 15,400 x g.

Retirar el etanol y secar al vacio (8 min en Speed Vac) 40°C o a temperatura ambiente
toda la noche.

Resuspender en 200 puL. de agua mega pura estéril y medir la concentraciéon de ADN a

260 nm (el cociente ADN,,/Proteina,g, debe ser de 1.8-2.0).

3. DESFOSFORILACION

Calf Intestine Alkaline Phosphatase 1U/uL (Fermentas®)

Factor de conversion:

1 ng de ADN lineal de 3kb contiene 1 pM de ADN 5’ cantidad para la cual se recomiendan
0.05 U de CIAP

1.

Disolver el ADN en agua libre de nucleasa

A partir de 20 ng/uL (0.2 pg/10 pL) de vector de 6 kb
1 ug — 6kb — 2 pM
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0.2ug — 6kb — 0.4 pM para el cual se necesita 0.02 U de CIAP
Si para 1 pM de ADN se recomiendan 0.05 U de enzima, para 0.4 pM se requieren 0.02 U de
Enzima

ADN 10 pL
Buffer 10X 2 ul

Agua 7.5 uLL
Enzima 0.5 ul.
Volumen final | 20 uL.

2. Incubar 30 min a 37°C

3. Inactivar la enzima 15 min a 85°C.

4. Precipitar el ADN: llevar a 50 ul. con agua agregar 5 ul. de CH;COONa 3M pH 5.2y
10uL. de EtOH absoluto.

4. LIGACION Y DIGESTION

Ligasa T4 (Promega)

Une los grupos fosfato en 5’ con los grupos hidroxilo en 3’ de moléculas de ADN de doble

cadena. Cada pg de plasmido es ligado con 4 unidades de ligasa T4 a una concentracion de

3U/ul.

1. Obtener y purificar vector e inserto.

2. Calcular la relacion vector inserto. Asumir siempre el 50% de recuperacion tanto para
el inserto como para el vector.

ng de vector x inserto (kb) x radio molar inserto = ng de inserto
tamano del vector vector

50 ng pGEM T-Fasy x 0.432 kb Acr x 3 = 21,5 ng
3.015 kb pGEM T-Easy 1

3. Preparar la mezcla (no utilizar vértex) e incubar toda la noche a 4°C o 3 h a
temperatura ambiente. Incluir controles sin inserto y sin vector.
4. Inactivar la ligasa a 65°C por 10 min (se ha visto que este paso aumenta la eficiencia de

transformacion).
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Transformar en la cepa de seleccién y sembrar en cajas con medio LB, el antibiético de
seleccion y el inductor e indicador (IPTG y X-Gal) para la a-complementacion
(seleccién blanco/azul).

Picar las colonias blancas en busca del inserto, crecer en 5mL de LB con el antibidtico
de seleccion, cosechar y extraer el ADN.

Digerir con las enzimas de restriccion de seleccion.

Cortrer gel de agarosa al 0.8%.

5. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION

5.1. PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES

Sembrar por estria la cepa deseada en una placa Petri con medio LB. Si la cepa tiene un
marcador de seleccién, preparar la placa de LB con el antibiético correspondiente.
Incubar a 37 °C toda la noche.

Tomar una colonia con un palillo estéril e inocularlo en 5-10 mL de medio LB. Si la
cepa tiene un marcador de selecciéon adicionar el antibidtico correspondiente. Si se
parte del glicerol inocular al 1% tubos con 5 mL de medio LB.

Incubar toda la noche (12-16 h) a 37 °C en agitacién constante de 200 rpm
(Incubadora New Brunswick Scientific G25).

Inocular 50 o 100 mL de medio LB en matraz de 250 mL diluyendo 1:50 el cultivo de
toda la noche, colocarlo en incubaciéon a 37 °C en agitacién constante de 200 rpm
(Incubadora New Brunswick Scientific G25) por 2-4 h. Este tiempo dependera de la
cepa, y para determinarlo es necesario realizar una cinética de crecimiento previamente
para establecer la fase logaritmica de crecimiento (DO, ., de 0.4 a 0.6 unidades); si es
posible calcular la velocidad especifica de crecimiento [SGR= La(DO,/DO,)/(t-t))] v
tomar el cultivo cuando este valor sea lo mas alto posible.

Una vez transcurrido el tiempo designado, tomar el cultivo e introducitlo en hielo, girar
el matraz en el hielo (cada 5-10 min por 4-5 ocasiones) para favorecer el enfriamiento

lo mas rapido y homogéneo posible. Y dejar el cultivo en esta condiciéon al menos 1

hora o hasta 3-4 h.
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Cosechar las células por centrifugacién a 12,800 x ¢ 15 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el botén en un volumen original del cultivo en
agua mega pura estéril y frfa. Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el botéon en medio volumen original del cultivo
en agua mega pura estéril y fria. Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el botéon en 8 ml. de glicerol frio al 10%
preparado con agua mega pura. Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C.

Por ultimo, retirar el sobrenadante y resuspender el botén en un volumen de glicerol
frio al 10% igual al volumen celular (1 mL aproximadamente). Preparar alicuotas de 50
pL en tubos Eppendorf enfriados en cama de hielo seco y etanol al 70%, almacenar a -

70°C.

5.2. ELECTROTRANSFORMACION

Preparar las placas de medio LB con el antibidtico indicado para el marcador de
seleccion del plasmido a usar para transformar. Si es el caso adicionar el inductor e
indicador (IPTG y X-Gal) para la a-complementacién (seleccién blanco/azul).
Preincubar a 37 °C al igual que el medio SOC para recuperar las bacterias después del
choque térmico.

Adicionar a 50 pL. de células competentes 1 a 2 pl. del ADN plasmidico o el volumen
de la ligacién e incubar en hielo por 1 minuto.

Colocar en una cubeta de electroporacion fria y seca de 0.1 cm, la mezcla de ADN y
células.

Depositar la cubeta en el electroporador dar un pulso de 1.25V y de inmediato
adicionar 950pL. de medio SOC a 37°C y resuspender con la micropipeta (se debe
obtener una constante de tiempo de 4 - 5 ms y 12.5 kV/cm).

Transferir las células a un tubo Eppendorf de 1.5 mlL, incubar a 37°C en agitacion
continua por 1 hora.

Sembrar 50 a 100 ul. de la muestra y diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 (llevando a
volumen final de 100 uL) en palcas Petri con medio LB con el antibiético marcador del

plasmido y/o la cepa.
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Incubar 12 a2 16 h a 37°C. Nunca exceder las 20 h de incubacidn.

5.3. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES POR Ca™*

Repetir los pasos 1 al 6 del protocolo para preparacion de células electrocompetentes.
Retirar el sobrenadante y resuspender (1/2 a 1/3 del volumen del cultivo) el botén en
una solucion fria de CaCl, 50 mM estéril. No hacer uso del vortex o resuspender con la
micropipeta y evitar la agitacion violenta para no dafiar las bacterias.

Cosechar las células centrifugando nuevamente a 12,800 x g, 15 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante (soluciéon de CaCl,) por decantacion. Repetir una vez mas el
lavado en la solucion fria de CaCl, 50 mM.

Centrifugar y resuspender el botén obtenido en 1/10 a 1/15 de volumen del cultivo en

una solucion fria de CaCl, 50mM y 20 % de glicerol.
Hacer alicuotas de 200 pl de esta suspension bacteriana en los tubos enfriados

previamente en cama de hielo seco y etanol al 70%. Almacenar a -70 °C hasta su uso.

5.4. TRANSFORMACION POR CHOQUE TERMICO

Preparar las placas de Petri con medio LB con el antibiético indicado para el marcador
de seleccion del plasmido a usar para transformar. Si es el caso adicionar el inductor e
indicador (IPTG y X-Gal) para la a-complementacion (seleccién blanco/azul).
Preincubar a 37 °C al igual que el medio SOC para recuperar las bacterias después del
choque térmico.

Tomar un vial con las células, descongelarlo en hielo (5-10 min) y adicionar el plasmido
o la reacciéon de ligacién (no es necesario inactivar la enzima) y mezclar moviendo la
punta de la micropipeta en la suspension bacteriana, evitar subir y bajar el volumen con

la micropipeta.
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Colocar en hielo inmediatamente. Se puede emplear un volumen del plasmido o
reaccion de ligacion no mayor al 20 % de la suspension bacteriana (para 200 plL de
bacterias se pueden usar 40 pL. del plasmido). Incubar por 25-30 min.

En un termobloque (ThermoStat plus, Eppendorf) o bafio Marfa equilibrado a 42 °C
introducir el vial con la suspension bacteriana y el plasmido por 50-60 s, sin agitar.
Volver a colocar el vial en el hielo por 1-2 min. Adicionar 600-800 pL del medio
SOC en condiciones de esterilidad. Incubar en agitacion (ThermoStat plus, Eppendorf)
a 37 °C por 45-60 min.

Una vez recuperadas las bacterias, tomar 25-100 pL (plasmidos) o 50-200 pL
(reacciones de ligacion) de la suspension bacteriana transformada y dispersar en la

superficie de la placa.

Incubar 12 a 16 h a 37°C. Nunca exceder las 20 h de incubacién de placas con [3-
lactamicos (Ampicilina o Carbenicilina) para evitar la aparicién de colonias satélites.
Cuando se realiza a- complementacion es posible que a 37 °C todas las colonias sean
blancas, para hacer evidente la presencia de colonias azules, colocar las placas a 4 °C

por algunas horas.
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ANEXO 5B. PCR y PRUEBA DE GRADIENTE

PCR AmpliTaq®Gold DNA Polymerase (Invitrogen)

Producto: Acr. Tamafio de fragmento esperado 432 pb.

Mezcla de 1a Reaccion:

Concentracion | Concentraciéon | Volumen
Reactivo — - .
Inicial Final (uL) 100005
Agua 74.4
Buffer 10X 1X 12.5
DMSO 10X 1X 12.5
dNTP's 10 mM c/u 0.2mM c/u 2.5
MgCl, 25 mM 1.5 mM 7.5
Primer Frw 20 pM/puLL 0.8 pM/uL 5.0
Primer Rev 20 pM/uL 0.8 pM/uL 5.0
Templete 50 ng/ul, 50 ng/ul. ¢/Rx 50| prucba de Gradiente. Gel de
Enzima 5U/ul 1.25U0 0.6 agarosa al 0.8% donde se observa
la amplificacién del fragmento
correspondiente al antigeno Acr
Volumen final para 5 reacciones 125 pLL i;ﬁimft}f::gﬁﬁ d(e‘:‘ilzin}e)z)r;ien%s
fue de 66.3°C.
Rampa de Temperatura:
Ciclos
Desnaturalizacion Alineamiento Extension
inicial Desnaturalizacion Min Max | Extension final
°C 94 94 65 72 72 72
Tiempo 5 (1X) 50” 45” (30X) 457 4 (1X)
Gradiente de Temperatura:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
°C 65 65.7 | 66.3 | 67 67.6 | 682 | 688 | 694 |70 70.7 | 71.3 | 72
Tubo | 1 2 3 q 5
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ANEXO 5C. OBTENCION DEL VECTOR DE EXPRESION pQAcr-DFA,,,

b c¢

Gel de agarosa al 0.8% en el que se observa la ligacion del
fragmento Acr en el vector pGEM-T- Easy (plasmido pG-Acr). a.
marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix,
Fermentas); b. plasmido cerrado; c. digestion con BamHI (432 pb);
d. digestién con EcoRI (222 y 332 pb).

EcoRI 428

BamHI 148

pQE31-Acr-DFA
6219 bp

HindIII 2946

EcoRI 2725

A. Gel de agarosa al 0.8% donde se observa el plasmido pQAcr-DFA,. a. marcador de peso molecular
(GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix, Fermentas); b. plasmido cerrado; c. digestion con BamHI (432 pb); d.
digestién con EcoRI (339, 2297 y 3583). B. Esquema del vector de expresion pQAcr-DFA,.
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ANEXO 5D. INMOVILIZACION DE B-CICLODEXTRINA EN COLUMNA DE

10.

11.

SEFAROSA

Suspender 4g de sefarosa Epoxy-activada 6B en 25 ml. de agua destilada estéril y dejar en
agitacioén por una hora a 4°C (utilizar tubo Falcon de 50 mL). No usar agitacién magnética
en ninguno de los casos.
Lavar en filtro del No. 3 (al vacio) con 400 mL de H,O destilada estéril.
Lavar el gel con 25 mL de NaOH 0.1N y eliminar el exceso de liquido.
Agregar 12 mlL. de una soluciéon de NaOH 0.1N conteniendo B-ciclodextrina 30mM (pesar
0.408g de B-ciclodextrina). Siempre distribuir los volimenes para lavar el filtro y evitar
pérdidas. Agitar de 16 a 20 h a 45°C (colocar el tubo Falcon con la sefarosa en un
recipiente con agua a 45°C y colocar en el horno de hibridacién).
Lavar el exceso de ligando con el buffer de union (NaOH 0.IN, 120 mL
aproximadamente) y eliminar el exceso de liquido.
Bloquear los grupos activos restantes transfiriendo el gel a un buffer 1M de Etanolamina-
HCI pH 8.0 (20 mL aproximadamente) y dejar incubando con agitacion ligera a 45°C toda
la noche.
Lavar con agua destilada (200 mL aproximadamente) y eliminar el exceso de liquido.
Agregar 200 mL de Glucosa al 2.5 % y dejar por lo menos 30 min en agitacion.
Lavar tres veces el gel alternando pH con:

100 mL butffer de acetatos 0.1 M pH 4.0; NaCl 0.5 M

100 ml buffer de boratos 0.1 M pH 8.0; NaCl 0.5 M
Equilibrar el gel con buffer Citrato-fosfato 0.01 M, pH 5.0 (25 mL aproximadamente) y
transferirlo a la columna.
Resuspender en el mismo buffer. En caso de no utilizar la sefarosa de inmediato utilizar
buffer Citrato-fostato 0.01 M pH 5.0 con NaCL 1 M (2.43 mL de acido citrico + 2.57 mL
de fosfato dibasico de Na + 20 mL de NaCl 5 M + 75 mL de agua destilada).

Lavado y almacenamiento: Posterior al uso de la columna se repite el paso de tres
lavados alternado pH con buffer de acetatos y de boratos. El gel se guarda en Citrato-

fosfato con NaCl 1 M.
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ANEXO 5E. PROTOCOLO DE PURIFICACION DE Acr-DFA,,, POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD A METAL

Condiciones de cultivo e induccioén:

e Preindculo crecido a 29°C o.n, 150 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25)
en medio LB con Ap 100 pg/L y Kn 25 pg/ml.

e Inéculo al 1% en medio LB con Ap 100pg/L y Kn 25 pg/mL y glicerol al 1%

e Incubacién a 29°C, 100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) 12 h o hasta
que la D.O. 4y, alcance al menos 0.6 unidades

e Induccién con IPTG 0.1 mM durante 304 h

e Cosecha centrifugando a 14,000 x g durante 10 min a 4°C

Obtencion del lisado con la proteina soluble:
Soluciones necesarias:
e Buffer de lisis* con: Inhibidor de proteasas 1/1000, B-mercaptoetanol 10 mM, Triton
X-100 al 1%, lisozima 1mg/mL
e  *Para purificacién por histidinas en buffer de unién con: Na,HPO, 20 mM, NaCl 0.5
M e Imidazol 25 mM, pH 7.4.

Procedimiento:
e Resuspender el pellet de 11. de medio en 6 mL del buffer de lisis

e Romper las células por sonicacién: 3 pulsos de 10” (60 Hz) tres veces con 1 min de
descanso entre cada pulso.

e Centrifugar durante 20 min a 14,000 x g a 4°C.
e Recuperar el sobrenadante y reservar.

e Resuspender el pellet en 3 mL de buffer de lisis y sonicar 3 pulsos de 20” (60 Hz) tres
veces con 1 min de descanso entre cada pulso.

e Juntar con el primer sobrenadante, mezclar y centrifugar durante 20 min a 21,700 x g a
4°C.

e Recuperar el sobrenadante y filtrar por 0.45 y 0.22 pm.

e Agregar maltosa 15 mM al lisado antes de pasar por la columna.

Purificacion por Cromatografia de afinidad a metal por tallo de Histidinas
Soluciones necesarias:
e Buffer A (Unién): NaH,PO, 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 25 mM, pH 7.4.
e Buffer B (Elucién): NaH,PO, 20mM, NaCl 0.5 M, imidazol 250 mM, pH 7.4.
Procedimiento:
e Para la purificacién se emplea una columna HiTrap HP (GE, Healthcare), acoplada
con niquel y equilibrada con el buffer de unién.
e Lamuestra clarificada se pasa por la columna empleando el equipo AKTA prime (GE
Healthcare) a un flujo de 1 mL/min. La columna se lava exhaustivamente con el buffer
de unibn, las proteinas que no se unen a la columna se recuperan para su posterior




analisis. La proteina unida se eluye empleando un gradiente lineal de 0 a 100% con el
buffer de elusién a una velocidad de 1ml./min. Se colectan fracciones de 1 ml en tubos
de ensayo.

e Las fracciones obtenidas se analizan por SDS-PAGE al 12%.

e Agquellas fracciones que contienen predominantemente a la proteina de interés se unen
y se dializan contra el buffer Citrato-Fosfato 25 mM, NaCl 0.5 M, pH 7.0

Almacenamiento de la proteina:
A 4°c en el buffer de elucion.

Gel

1200

1000

800

600

400

200

SDS-PAGE y Cromatograma

Manual Run 3:1_UV

Manual Run 3:1_Cond

Manual Run 3:1_Fractions Manual Run 3:1_Logbook

PURIFICACION DE His-Acr-DFA POR COLUMNA DE Ni++
05-06-09

Injectign vm%/, IHJE\:HOV/ Valve Load Gradient, Length 100.0 mi, Targer 100 %8 Flow 0.0 mi/min Fraction Off
0 il | 1[2[3l4l5(6{7]slo) u Waste

M

1 2
Bd b

)

20 40 60 80 100 120 140 min

- -
— o e =

st

1= Sin inducir, 2=Inducido, 3=Lisado, 4=no unido, 5= lav_acfo, 6 en adelante=fracciones
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ANEXO 5F. ANALISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA

1. Act-DFA,,
10 20 30 40 50 60
METRGSHHHH HHTDPMETAT TLPVQRHPRS LFPEFSELFA AFPSFAGLRP TFDTRLMETR Number of AA: 642
0 30 %0 100 110 120 | e 713592
LEDEMETKEG RYEVRAELPG VDPDKDVDIM ETVRDGQLTI KAERTEQKDF DGRSEFAYGS Theoretical pI: 4.65
130 140 150 160 170 180
FVRTVSLPVG ADEDDIKATY DKGILTVSVA VSEGKPTEKH IQIRVDPTSS SSTTTETKKV
190 200 210 220 230 DFA— 240 Atomic composition:
YFEKPSSWGS RVYAYVYNKN TNKAITSAWP GKKMETTALG NDKYELDLDT DEDDSDLAVI
250 260 270 280 290 300 Carbon C 3156
FTDGTKQTPA ANEAGFTFTA DATYDONGVV KKVYFEKPSS WGSRVYAYVY NKNTNKAITS Hydrogen H 4791
310 320 330 340 350 360 Nitrogen N 819
AWPGKKMETT ALGNDKYELD LDTDEDDSDL AVIFTDGTKQ TPAANEAGFT FTADATYDON Oxygen O 1052
370 380 390 400 410 420 Sulfur s 10
GVVKKVYFEK PSSWGSRVYA YVYNKNTNKA ITSAWPGKKM ETTALGNDKY ELDLDTDEDD
430 440 450 460 470 480
SDLAVIFTDG TKQTPAANEA GFTFTADATY DQNGVVKKVY FEKPSSWGSR VYAYVYNKNT Total # of (-)
490 500 510 520 530 540 charged residues
NKAITSAWPG KKMETTALGN DKYELDLDTD EDDSDLAVIF TDGTKQTPAA NEAGETFTAD (Asp + Glu): 109
550 560 570 580 590 600 Total # of (+)
ATYDONGVVK KVYFEKPSSW GSRVYAYVYN KNTNKAITSA WPGKKMETTA LGNDKYELDL charged residues
610 620 630 640 (Arg + Lys): 71
DTDEDDSDLA VIFTDGTKQT PAANEAGFTF TADATYDQONG VV Formula:
C3156H4791Ng1901052510
Total number of
atoms: 9828
Amino acid composition:
Ala (B) 60 9.3% Ile (I) 16 2.5% Tyr (Y) 33 5.1%
Arg (R) 18 2.8% Leu (L) 30 4.7% val (V) 42 6.5%
Asn (N) 30 4.7% Lys (K) 53 8.3% Pyl (0) 0 0.0%
Asp (D) 65 10.1% Met (M) 10 1.6% Sec (U) 0 0.0%
Cys (C) 0 0.0% Phe (F) 29 4.5%
Gln (Q) 14 2.2% Pro (P) 26 4.0% (B) 0 0.0%
Glu (E) 44 6.9% Ser (S) 38 5.9% (2) 0 0.0%
Gly (G) 40 6.2% Thr (T) 76 11.8% (X) 0 0.0%
His (H) 8 1.2% Trp (W) 10 1.6%
Extinction coefficients:
Extinction coefficients are in units of M™* Cm{, at 280 nm measured in water.
Ext. coefficient 104170
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.460, assuming ALL Cys residues appear as half cystines

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-1life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:
The instability index (II) is computed to be 26.60

This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 56.26 Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.734
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2. Acr

10 20 30 40 50 60

METRGSHHHH HHTDPMETAT TLPVQRHPRS LFPEFSELFA AFPSFAGLRP TEFDTRLMETR

70 80 90 100 110 120

LEDEMETKEG RYEVRAELPG VDPDKDVDIM ETVRDGQLTI KAERTEQKDF DGRSEFAYGS

130 140 150 160

FVRTVSLPVG ADEDDIKATY DKGILTVSVA VSEGKPTEKH IQI

Number of amino acids: 163
Molecular weight: 18487.5
Theoretical pI: 5.06

Amino Acid composition:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His

(A) 10 6.1% Ile (I) 6 3.7% Tyr (Y) 3

(R) 12 7.4% Leu (L) 10 6.1% val (v) 11

(N) 0 0.0% Lys (K) 8 4.9% Pyl (O) 0

(D) 14 8.6% Met (M) 5 3.1% Sec (U) 0

(C) 0 0.0% Phe (F) 9 5.5%

(Q) 4 2.5% Pro (P) 10 6.1% (B) 0 0.0%
(E) 18 11.0% Ser (S) 9 5.5% (Z) 0 0.0%
(G) 10 6.1% Thr (T) 16 9.8% (X) 0 0.0%
(H) 8 4.9% Trp (W) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 32
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 20

Atomic composition:

Carbon C 809
Hydrogen H 1261
Nitrogen N 227
Oxygen 0O 260
Sulfur S 5

Formula: CgooHi261N2270260S5
Total number of atoms: 2562

Extinction coefficients:
This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 10% error in the computed extinction coefficient.

. . . . . . -1 -1 .
Extinction coefficients are in units of M~ cm ~, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 4470
Abs 0.1% (=1 g/1) 0.242

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:
The instability index (II) is computed to be 33.55
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 63.99
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.707
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ANEXO 5G. CURVAS ESTANDAR DE ANTICUERPOS
1. Curva estandar de IgG (stock de 1 mg/mL)

pg/mL 20 10 5 2 1 0.5 0.2 0.1 0.05 | 0.025 | 0.0125 | Blank
D.O. 2218 | 2.180 | 2.177 | 1.956 | 1.624 | 1.349 | 0.690 | 0.544 | 0.451 | 0.324 | 0.276 | 0.066
450 2.103 | 2.091 | 2.058 | 1.866 | 1.660 | 1.474 | 0.819 | 0.564 | 0.379 | 0.251 | 0.212 | 0.058
nm 2.088 | 2.136 | 2.020 | 1.905 | 1.717 | 1.436 | 0.812 | 0.549 | 0.351 | 0.237 | 0.213 | 0.058
Conc. | Wells | Raw SEM | Backfit | Recovery
corrected % Curva Logistica de 4 parametros
20 |Al 2.16 0.041 |>Curve |- (4|_P |Og-|og)
B1 2.04 7.187 35.94
Cl 2.03 5.928 29.64
10 |A2 212 0.0258 | > Curve |-
B2 2.03 6.133 61.33 ——1pL @ Standard
C2 2.08 14.37 143.7 +—
5 A3 2.12 0.0472 | > Curve |- e
B3 2 4.349 86.98 /
125 0.125 1.25 125
C3 1.96 3.284 65.69 g
2 A4 |19 0.02612307 |115.4
B4 181 1.608 80.41 =
C4 1.84 1.855 92.76
1 |A5 |156 0.0272[0.8333 |83.33 01516667
B5 |16 0.9044 |90.44 oneentrtin
C5 1.66 1.039 103.9
05 |A6 1.29 0.0371|0.484 96.79 a 0.0972
B6 141 0.6118 |122.4 b 1137
C6 1.38 0.5687 |113.7 c 0.347
02 |A7 Flagged |0.0035 |- - q 2104
B7 0.758 0.1857 |92.87 MSE 0.0022
01 |A8 0483  |0.0059[0.0982 |98.19 SS 00628
B8 |0.503 0.1037 |103.7 SYX  0.0501
C8 0.489 0.0998 |99.77
0.05 |A9 Flagged |0.0141 |- -
B9 0.318 0.0552 |110.4 b
C9 0.29 0.0483 | 96.56 y= ((a-d)/1+((X/C) )))+d
0.025 | A10 |Flagged |0.0074 |- -
B10 |[0.191 0.0244 |97.53 X = c*(((a—d)/(y-d))-l)(”b)
C10 |0.176 0.0208 |83.34
0.0125| A11 |Flagged |0.0008 |- -
B11 |0.151 0.0148 |118
C11 |0.153 0.0151 |121.1
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2. Curva estandar de IgG1 (stock de 100 png/mL)

ng/mL | 1000 | 500 250 100 50 25 10 5 2.5 1 0.5 Blank

D.O. 1958 | 1914 | 1.681 | 1.603 | 1.483 | 1.250 | 0.761 | 0.535 | 0.336 | 0.211 | 0.090 | 0.057

450 2.042 | 1.926 | 1.880 | 1.612 | 1.457 | 1.296 | 0.806 | 0.548 | 0.360 | 0.211 | 0.095 | 0.060

nm 2.065 | 1.917 | 1.769 | 1.604 | 1.408 | 1.191 | 0.729 | 0.472 | 0.352 | 0.208 | 0.097 | 0.057
Conc. | Wells | Raw SEM | Backfit | Recovery
corrected % Curva Logistica de 4 parametros

1000 | Al 1.9 0.0326 | 755.1 75.51 (4|_P |Og_|og)

B1 1.98 5939 593.9

C1 2.01 > Curve |-
500 |A2 1.86 0.0037 | 468.6 93.72

B2 |1.87 5275 |105.5 L e Standard

C2 1.86 480.1 96.02 2

250 |A3 | 162 0.0576 [117.8 | 47.13 | s

Measurement

B3 1.82 350.7 140.3 ois 5 50 500
C3 1.71 176.4 70.54
0.3116667
/|

100 |[A4  |154 0.0027 |87.46 | 87.46
B4 |155 90.24 | 90.24 ¢
c4 |155 87.75 |87.75
50 |A5  |1.42 0022 [58.62 |117.2 .
B5 |14 5411 |108.2 00314667 Concentration
c5  [135 46.86 |93.73
25 |A6  |1.19 0.0305 | 30.4 1216
B6 |1.24 3438 |1375 a -0.0906
ce |113 26.13 |104.5 b 0.7681
10 |A7 ]0.703 0.0224 |8.831 |88.31 c 16.87
B7 |0.747 9.925 [99.25 d 2.007
c7 |067 8.1 81 MSE  0.0026
5 |A8  |0477 0.0064 |4.637 [92.74 R* 0.9946
B8 |0.49 4826 |96.52 SS 0.0819
C8 Flagged - - SYX 0.0541
25 |A9  [0.278 0.0069 | 2.254  [90.15
B9  |0.302 2489 |99.55
co [0.293 2404 | 96.16 y = ((a-d)/1+((x/c)?)))+d
1 |A10 |0.152 0.0011 |1.196  |119.6
B10 |0.153 1.198 [119.8
C10 |0.149 1174  |117.4 x = c*(((a-d)/(y-d))-1)*"
05 |A11 [00312 [0.0022 |0.448 [89.6
B11 |0.0371 0.4784 |95.67
Ci1 |0.0383 0.4846 |96.92
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3. Curva estandar de IgG2a (stock de 100 pg/mL)

ng/mL | 1000 | 500 | 250 | 1200 | 50 | 25 | 10 | 5 | 25 | 1 05 | Blank
D.O. | 2.126 | 2.066 | 1.962 | 1.671 | 1.468 | 1.174 | 0.593 | 0.454 | 0.322 | 0.209 | 0.163 | 0.054
450 [ 2.178 | 2.139 | 2.081 | 1.755 | 1.414 | 1.155 | 0.647 | 0.444 | 0.390 | 0.339 | 0.294 | 0.052
nm 2.143 | 2.043 | 2.020 | 1.683 | 1.398 | 1.192 | 0.678 | 0.437 | 0.382 | 0.305 | 0.281 | 0.055
Conc. | Wells | Raw SEM | Backfit | Recovery
corrected % Curva Logistica de 4 parametros

1000 AL |2.07 0.0155 [739.9 | 73.99 (4LP log-log)

Bl |2.12 2618  |261.8

c1  |2.09 969.3 | 96.93
500 |A2  |2.01 0.0289 4019 |80.37

B2 |2.09 9059 |181.2 e st

c2  |1.99 3396 |67.91
250 |A3 [1.91 0.0342 (2163 |86.51

B3 |2.03 4536 1814

c3 |97 2928 |117.1 Eo : 5 50
100 [A4 [162 0.0264 [82.78 | 82.78

B4 |17 103.7 |103.7 2

c4 |163 85.46 | 85.46 ‘
50 |A5 | 1.41 0.0211 (52,07  |104.1 -

B5 |1.36 46.49 |92.99 Concentration

cs  [1.34 45.04  |90.07
25 |A6 112 0.0108 [28.76 | 115

B6 |11 2766 |110.7 a 0.1874

c6 |1.14 2079 [119.2 b 1.031
10 [A7 | Fiagged [0.0153 |- : c 31.49

B7 |0594 858  |858 d 2.145

c7  |0.624 9.389 |93.89 '\R"fE 8'8829
5 A8 |04 0.0048 [4.093 | 8185 :

B8  |0.391 3893 | 77.86 SS 0.0536

cs | Flagged ) ) SYX  0.0483
25 |A9 Flagged [0.004 |- -

B9 |0.336 2792|1117

co |0.328 2635 |105.4 y = ((a-d)/1+((x/c)")))+d
1 A10 |Flagged |0 - -

B10 |Flagged - - _ 1b

c10 |0.251 1177 |117.7 x = c*(((@-d)(y-a))-1)""
0.5 |Al11 |Flagged |0.0064 |- -

B11 |0.24 0.9697 |193.9

c11 |0.227 07356 |147.1
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ANEXO 5H. DETERMINACION DE VIABILIDAD Y CONTEO CELULAR

Fundamento: La prueba de exclusion utilizando azul de Tripano es el método para evaluar la
viabilidad celular. El colorante no puede penetrar en las células vivas que tengan integra su
membrana, sin embargo pasa facilmente a las células dafiadas o muertas. En consecuencia, las
células vivas se ven refringentes al microscopio mientras que las células muertas se ven azules.

Conteo: El conteo se realiza utilizando hemocitémetro o Camara de Neubauer. Para el caso
particular de las células de bazo el conteo se realiza en cinco cuadros del cuadrante central de
cada reticulo de la camara. FEl total de células se promedia y se multiplica por los factores
correspondientes para obtener el total de células/mL. Método tomado de: Hockfield S, Pintar
S, etal., 1993. Selected Methods for Antibody and Nucleic Acid Probes. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. 679 p.

Promedio x Factor de la Camara x Cuadros que tenga el cuadrante central de la cimara x
Factor de Dilucion x Volumen final

Reticulo con cuadrante central de 25 cuadros y factor de la cimara de 10*. En rojo se sefiala el
lugar de conteo de esplenocitos.
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ANEXO 6A. SECUENCIA Y ALINEAMIENTO DE Act-DFA,,,

>Secuencia Teérica (En marco pQ-Acr-DFA)
ctcgagaaatcataaaaaatttatttgctttgtgagcggataacaattataatagattcaattgtgagecggat
aacaatttcacacag-attaaagaggagaaattaact@agaggatct ac
gGaTccAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGCCACCCGCGGTCCCTCTTCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTC
GCGGCCTTCCCGTCATTCGCCGGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGA
AAGAGGGGCGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATGGTCCG
CGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTTCGACGGTCGCTCGGAATTCGCGTAC
GGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGACGAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGG
GCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCGGAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGaGTggatee
aacaagcagcagcagtacaacaacagaaactaaaaagqg

>pPQAcr3-DFA Frw
NNTAGGGAGGGGAATAAACTATGAGAGGTCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCA-GCCACCACCCTT
CCCGTTCAGCGCCACCCGCGGTCCCTCATCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCCG
GACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGGCGCTACGAGGTACG
CGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATGGTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAG
GCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTCCGACGGTCGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGT
CGCTGCCGGTAGGTGCTGACGAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGC
GGTTTCGGAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGATTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACAACA
ACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGTTTATAATA
AAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGA
ATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCA
GCAGCTAATGAGGCTGGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTT
ATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGC

CLUSTAL 2.0.10 MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT

Tedbrica CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCA
AcrDFA mm e e
Tedbrica ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGA
AcrDFA = @ —mmmmmmm e — NNTAGGGAGG-GGAATAAACTATGAGA
* * K*hkkhkk k kkhkk Kkhkkkhkkhkkkkkk

Tedbrica GGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGC
AcrDFA GG-TCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGC
khk hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhhhkhhkhrhhkkhhhhrhkkhhkhrhhkkhkhhrrhkkhhkrhkhkhkkhhrhkhkhdhxkxkh*x

Tebrica CACCCGCGGTCCCTCTTCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCC
AcCrDFA CACCCGCGGTCCCTCATCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCC

KA hAKAAKAAKRIAAAAAE AhA A A A A A AR A A A A A A A A A A kA A A A Ak A kA kA kA A Ak k kA kk k%
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Tebrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tedbrica
AcrDFA

Tebrica
AcrDFA

GGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGG
GGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGG

KA A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A I KA A KA AR A A A A A A AR A A AR A A A A A kA A Ak kK

CGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATG
CGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATG

Ak kA hk kA hkhkhhkhhkhkhkhrAhkhkrhhhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkxhkkrxkkxk

GTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTTCGACGGT
GTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTCCGACGGT

kA hkhk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhdhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrkhkx *rxkkxk*k

CGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGAC
CGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGAC

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhk A hhkhhhkrhkhkhkhhAhhkrhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrkhxkkxkkxk*k

GAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCG
GAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCG

kA hkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdkhhkrhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkkhkxkkxk*x

GAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGAGTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGT
GAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGATTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGT

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhhkrhkhkhkhkdkhkhkrhkhkhkhkhkdx *hkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhkrxhkhkxkkxkx

ACAACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTT
ACAACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTT

kA hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhhhkrhkhhhkrkhkhhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

TATGCCTATGTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAA
TATGCCTATGTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAA

KA A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR A X kK

AAAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGAC
AAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGAC

KA KAAAKAAKRAAAAXRTAKRA A A A AKX A A A I A A A A AR A AR AR A AR A A A A AR AR A Ak kA kA x k%

TCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCT
TCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR A Ak Ak kA x Kk

GGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTTAT
GGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTTAT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A Ak Ak Ak kK%

TTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGTTTATAATAAAAATACG
TTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGC———-——-—————————————————

KA AR KA AR AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR ARk kK

AATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAA
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ANEXO 6B. ISOTERMAS DE ADSORION DE Acr-DFA,,, SOBRE GRANULOS DE

ALMIDON INSOLUBLE
Po Pna Pa pgPa/mg
pg/pl | pg/uL | Po-Pna | almidén
8.471| 6.263| 2.208 3.680 4.0
6.904 | 5.338 1.566 2.610 3.5
5.897 | 4.597 1.300 2.166 s 5 3.0
4.844 | 3.718 1.125 1.876 é 'E 25
3.538 | 2.705 0.833 1.388 a ® 2.0
2816 1.958| 0.858 1.430 £ E s
2432 | 1.569 0.863 1.438 ’
2.291| 1.073| 1.218 2.030 1.0
1.270 | 0.535 0.735 1.225 0.5
0.250| 0.175| 0.074|  0.124 0.0 ¢
0.047 | 0.019 0.029 0.048 0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000
0.000| 0.000 0.000 0.000
Proteina inicial mg/mL
m (Kad)=| 0.3678
r=| 0.9375
Po Pna Pa umolPa/mg
umol umol | Po-Pna almidon
4.2455| 2.1087| 2.1367 1.7806 20
3.7535| 1.8399| 1.9135 1.5946
3.1715| 1.5320| 1.6395 1.3663 16
2.6315| 1.2880| 1.3436 1.1196 § -
2.1275| 1.1048| 1.0228 0.8523 £2 .,
1.3980 | 0.7144| 0.6836 0.5696 'c'ig TE
1.3596 | 0.3832| 0.9764 0.8136 5 Eos
1.2624 | 0.1888| 1.0736 0.8946 g -
0.8916| 0.2808 | 0.6108 0.5090 0.4
0.4020| 0.1088 | 0.2932 0.2443
0.2184| 0.0120| 0.2064 0.1720 00 &
0.0000| 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 1.0000 1.5000 2.0000 2.5000
Proteina libre pmol
m (Kad)=| 0.6947
= 0.9263

85



APENDICE 1.

86



MINIREVIEW

Adjuvants in tuberculosis vaccine development

Silvia A. Moreno-Mendieta, Leticia Rocha-Zavaleta & Romina Rodriguez-Sanoja

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomedicas, Universidad Nacional Autonoma de Mexico (UNAM),

Ciudad Universitaria, México D.F, Mexico

Correspondence: Romina Rodriguez- Abstract
Sanoja, Departamento de Biologia Molecular
y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma
de México (UNAM), A P. 70228, Ciudad
Universitaria, 04510 Meéxico, D.F.,, Mexico
Tel.: +52 5556229191; fax 452 55
56229288, e-mail:

romina@biomedicas.unam. mx

Received 7 July 2009; revised 21 October 2009;
accepted 28 October 2009.
Final version published online 1 December 2009.

DO 10.1111/.1574-695X.2009.00629.x
Editor: Willem van Leeuwen

Keywords
tuberculosis; adjuvant; subunit vaccines.

Introduction

According to the World Health Organization (WHO), one-
third of the world’s population is infected with Mycobacter-
ium tuberculosis (Mtb). Among these latent carriers, around
5-10% will develop clinical tuberculosis, causing 2-3 mil-
lion deaths and 8-10 million new infections per year (Young
& Dye, 2006). In 2007, approximately 9.2 million new cases
were reported. Of these, 1.3 million were HIV-positive cases,
1.1 million were reactivation cases and 500 000 cases were
multidrug-resistant (MDR-tuberculosis) (WHO, 2009). To
date, the only prophylactic available against Mtb is the
Bacilli-Calmette—Guerin (BCG) vaccine, an attenuated My-
cobacterium bovis strain that confers protection against
several childhood forms of tuberculosis, but fails to prevent
pulmonary tuberculosis in adults. Beyond vaccines such as
BCG, which are administered before tuberculosis infection,
one potential strategy to eliminate or control latent tuber-
culosis and prevent reactivation consists of postexposure
vaccines (Andersen, 2007). In both cases, research efforts are
directed towards conferring broad protection against disease
and infection, especially by stimulating cellular immune
responses involving CD4™ and CD8" T cells without
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Tuberculosis remains a major public health problem around the world. Because
the Mycobacterium bovis Bacilli-Calmette—Guerin (BCG) vaccine fails to protect
adults from pulmonary tuberculosis, there is an urgent need for improved vaccine
formulations. Unlike BCG, recombinant vaccines purified from bacterial expres-
sion vectors, as well as naked DNA, require an additional adjuvant. Recent
improvements in our understanding of disease immunopathology, together with
advances in biochemical and molecular techniques, have permitted the successful
development of promising tuberculosis vaccine delivery and adjuvant combina-
tions for human use. Here, we summarize the current state of adjuvant develop-
ment and its impact on tuberculosis vaccine progress.

negative health consequences (Titball, 2008). Thanks to
recombinant technology and a growing understanding of
the immunopathology of tuberculosis, candidate subunit
vaccines have been successfully developed. These vaccines
are preferred because of their safety in both normal and
immunocompromised patients, although their inherent lack
of immunogenicity requires the use of adjuvants capable of
inducing a protective T-cell response (Schijns, 2003). In
order to be protective against Mtb, a candidate vaccine must
elicit a specific cell-mediated response, both in immuno-
competent and in immunocompromised individuals who
are considered a high-risk population for tuberculosis.
Consequently, the development of adjuvants to improve
tuberculosis vaccines for human use remains a challenge and
is equally important to subunit vaccine formulation as
antigen discovery (Hoft, 2008). Here, we review the current
state of adjuvant development and its impact on tubercu-
losis vaccine progress.

Immune response to Mth
Protective immune responses against Mtb are primarily

mediated by the cellular immune system, involving innate

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
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responses in which the major cellular components are
neutrophils, macrophages, dendritic cells (DCs) and natural
killer cells (NKs), and adaptive responses in which lympho-
cytes, mainly conventional CD4" and CD8™ aff T cells, are
the major effector cells. These cells produce T-helper type 1
(Th-1) cytokines |interferon (IFN)-y, interleukin (I1L)-2, IL-
12] important for the activation of antimycobacterial activ-
ities of macrophages (Sable er al., 2007). However, some
unconventional T cells (CD4CD8 a8 T-cells, y6 cells, NK
1.1) have also been implicated in protective immunity to
tuberculosis through the recognition of nonprotein myco-
bacterial antigens including glycolipids (mycolic acids,
phosphatidylinositol mannosides, lipoarabinomannan,
etc.) and their presentation to a variety of CD1-restricted
lymphocytes. These cells also activate antigen-presenting
cells (APCs), boost the expression of major histocompat-
ibility complexes (MHCs) and costimulatory molecules and
amplify IL-12, IL-18 and IFN-y production (Doherty &
Andersen, 2005).

Recently, the importance of CD8" cytotoxic T-lympho-
cyte (CTL) responses to the generation of an effective
vaccine against tuberculosis has also been recognized. Accu-
mulating evidence indicates that the MHC-I pathway is
critical to achieve protection (Orme, 2006). Studies with
endogenous proteins, such as heat shock protein 65
(HSP65), have shown the superiority of these antigens to
stimulate CTLs, which are able to either kill infected macro-
phages unable to eliminate the bacilli or kill the mycobacter-
ia in the extracellular space directly (Lima et al., 2004).

On the other hand, the role of Th-2 cytokines, such as IL-
4,1L-5, IL-10 and IL- 13, in protective immunity against Mtb
remains unclear. It has been suggested that generation of a
Th-2 response is associated with a greater risk of progression
from Mth infection to active disease by seriously under-
mining the efficacy of a Th-1 response to mycobacterial
antigens (Doherty & Andersen, 2005). Some authors have
also observed a relationship between the presence of con-
comitant parasite infections and exposure to environmental
mycobacteria, with a systemic bias towards Th-2 responses
that reduces the efficacy of BCG (Rook et al., 2001).

Tuberculosis vaccines and adjuvants

In this context, effective tuberculosis vaccine design is based
on generating the cellular responses required to kill the
bacteria and prevent establishment of infection (against
infection and pulmonary disease) or to avoid reactivation
or progression toward clinical tuberculosis in the case of
latent patients. In the first case, the general strategy involves
a prophylactic vaccine able to induce protective immunity,
measured in terms of lymphocyte subsets expanded after
immunization. In the second case, the strategy focuses on
utilizing a postexposure vaccine to eliminate or contain

@ 2009 Federation of European Microbiological Societies
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Table 1. Tuberculosis vaccines in clinical trials

Vaccines Definition and stage of development

rBCG30. Entered phase | trials in US during
2004, over expresses Ag85B

rBCG:: AureC-lfo+ . Urease deficient mutant,
which expresses the Lysteriolysin O gene from
Listeria monocytogenes

PanD-Leu — . Auxotroph attenuated strain of
Mtb

MVA-Ag85A. Recombinant, replication
deficient vaccinia virus, expressing Ag85A.
Entered in Phase Ib clinical trials in 2005

Hybrid 1. Fusion molecule comprised of ESAT-6
and Ag85B. Clinical trials 2004/2005. Proved
with LTK63 and IC31 adjuvants

Mtb72F vaccine. Entered in Phase | dlinical trials
in 2005. Comprised of the proteins Rv1196
inserted into de middle of putative serine
protease Rv0125. Delivered in ASO2 adjuvant
HyVac4. Fusion protein comprised of TB10.4
and Ag85B. Delivered in IC31 adjuvant. Entered
in Phase | clinical trials in 2007

Live vaccines
(mycobacterial)

Live vaccines
(nonmycobacterial)

Nonliving vaccines
(subunit vaccines)

Reproduced from Gupta et al. (2007); Andersen (2007).

latent tuberculosis and prevent reactivation (Sadoff & Hone,
2005; Sable et al.,, 2007). Concerns regarding the use of
postexposure vaccines and their adverse influences result from
the fact that the infected lung has already undergone inflam-
mation, tissue damage and remodelling responses (Orme,
2006). Thus, the effect of vaccination in sensitized and latently
infected individuals is a minor concern for mycobacterial
vaccines intended to replace BCG, but it is especially relevant
for vaccines intended to be given as boosters to individuals
already vaccinated with BCG. A vaccine that is safe in a naive
recipient may have negative effects in one with pre-existing
immunologic memory (Doherty, 2005). Table 1 shows several
tuberculosis vaccine candidates that are currently in advanced
stages of clinical trials. Of these, subunit tuberculosis vaccines
have received special attention because, in spite of their poor
immunogenicity, they exhibit a high degree of safety and their
production can be standardized.

Currently, such tuberculosis subunit vaccines are pre-
pared from recombinant proteins, purified from bacterial
expression vectors or formulated as naked DNA, consisting
of recombinant plasmids encoding Mth antigens under the
control of eukaryotic promoters (Doherty & Andersen,
2005; Hoft, 2008; Carstens, 2009). They can stimulate T-cell
responses against key subunit antigens and are safe even in
immunosuppressed individuals. Their main drawback is the
limited availability of adjuvants approved for human use to
boost their immunogenicity (Hogarth et al., 2003; Mills,
2009). Box 1 provides a short description of adjuvants for
human use that have been the result of many years of
research and development, including oils and aluminium
adjuvants, synthetic adjuvants, second-generation delivery-

FEMS Immunol Med Microbiol 58 (2010) 75-84

88



Adjuvants in tuberculosis vaccine development

Box 1. Adjuvants for human use or in late stage of clinical trials

Adjuvants from the Latin ‘adjuvare’, or ‘to help', are molecules
compounds or macromolecular complexes with carrier/depot or
targeting functions and immunostimulant and/or immuno-
modulatory activities (Guy, 2007; Reed et al., 2009).

Mineral salts. The most widely used adjuvants in human vaccines
include aluminium hydroxide, aluminium phosphate and calcium gels
(HogenkEsch, 2002; Kenney et al., 2002).

Saponins. Quil-A and its purified fraction Q5-21 (Stimulon) are
triterpene glycosides isolated from the aqueous extract of the bark
of the South American tree Quillaja saponaria (Marciani et al., 2003,
Sanders et al., 2005; Sun et al., 2009).

Emulsions. Mixture of two immiscible substances in two phases
stabilized by one or several surfactants at the interface. Among the
oil-in-water (O/W) emulsions are MF59 and Adjuvant Systems. MF59
contains Tween 80 and Span surfactants and the immunostimulant
squalene. This emulsion is component of the Influenza vaccine
FLUAD (Schultze et a/., 2008), and also has been tested with other
viruses with promising results (Ansaldi et al., 2008, Mosca et al.,
2008). Adjuvant Systems developed by GSK Biologicals are
formulations of dlassical adjuvants mixed with immunomodulators
adapted to the antigen (Garcon et al., 2007). ASO2A which contains
monophosphoryl lipid A (MPL) and QS-21, has been tested with
tuberculosis, cancer, malaria and some viruses (Skeiky et al., 2004;
Vandepapeliere et al., 2008). ASO4 with MPL and alum, has
successfully passed Phase IVl trials with vaccines against viral
diseases, and is already on the market as a component of the
Cervarix™ vaccine (Schwarz, 2008). ASO1B (a liposomal formulation)
and ASO3 (with a-tocopherol, squalene and Tween 80) have been
developed to induce a stronger T cell responses, especially CTL
responses (Garcon et al, 2007; Reed et al., 2009).

Particulate adjuvants. Lipid-based structures, such as liposomes,
archeasomes, immune-stimulating complexes (ISCOMs), bio-
degradable micro- or nanoparticles, virus-like particles (VLPs), and
the ASO4 adjuvant system, among others. They are used to deal with
mucosal conditions as proteases, denaturation and dilution (Eriksson
& Holmgren, 2002; Csaba et al., 2008; Mallapragada & Narasimhan,
2008).

Microbial natural and synthetic derivatives. MPL and some derivatives
isolated from Salmonella minnesota R595 lipopolysaccharide
(Meraldi et al, 2003; Lahiri et al, 2008); ADP-ribosylating
enterotoxins such as, cholera toxin (CT), heat-labile enterotoxin (LT)
(Kenney et al., 2002; Freytag & Clements, 2005), and some mutants
like LTK63, with reduced toxicity but significant adjuvanticity
(Eriksson & Holmgren, 2002; Eriksson et al, 2004; Freytag &
Clements, 2005). Among synthetic microbial adjuvants are the
cytosine-phosphate-guanosine ODNs (CpG ODNs), synthetic ODNs
containing immunostimulatory CpG motifs which stimulate APCs via
TLR9 (Lahiri et al., 2008; Krishnamachari & Salem, 2009; Mutwiri
et al., 2009; Vollmer & Krieg, 2009).

Cytokines. Delivered either in protein form or indirectly as DNA
(Wang et al., 2002; Mallapragada & Narasimhan, 2008). Candidates
include granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), IL-1, Th1-inducing cytokines such as IL-12, 1L-18, GM-CSF, and
some chemokines (Boyaka & McGhee, 2001).
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depot systems and receptor-associated adjuvants (Ott & Van
Nest, 2007).

Many of these adjuvants have been tested for their efficacy
in tuberculosis vaccines, mostly in mouse models in combi-
nation with different antigens or fusion proteins. When used
alone or in conjunction with BCG in a ‘prime-boost’
strategy or coadjuvanted with cytokines or other molecules,
many of these vaccines have been shown to confer protective
immunity (Lindblad et al., 1997).

Secreted proteins, HSP, lipoproteins and putative phos-
phate transport receptors (PstS) have all been evaluated for
subcutaneous, oral or intranasal priming vaccination, fol-
lowed by intradermal or oral BCG vaccination (Doherty
et al., 2002; Hogarth er al., 2003; Hoft, 2008). Likewise,
emulsions (Haile et al., 2004, 2005), microspheres (Ajdary
et al., 2007), toxin derivatives ( Takahashi et al., 2006; Badell
et al., 2009), cationic lipids (D’Souza et al, 2002) and
oligodeoxynucleotides (Kamath et al., 2008) have demon-
strated efficacy in inducing strong T-cell responses with high
titres of [FN-v and specific antibodies. Table 2 summarizes
several studies evaluating the efficacy of different antigen/
adjuvant combinations for tuberculosis vaccination.

Some of the mechanisms by which many of these
adjuvants function are (1) generation of long-lasting antigen
depots; (2) protection against antigen degradation and
elimination; (3) distribution to specific cells; (4) antigen/
adjuvant uptake; (5) enhancement of antigen presentation
by DCs and (6) induction of CD8" CTL and/or CD4" Th-
lymphocyte responses (Th-1 or Th-2) (The European Med-
icines Agency, 2005; Perrie et al., 2008; Reed et al., 2009).

As in any adjuvant design, it is important to consider a
number of other factors, such as reduction in antigen titres,
the number of immunizations required and efficacy in
newborns, the elderly and immunocompromised indivi-
duals. Additionally, many potential vaccines consider anti-
gen delivery to mucosal surfaces, an interesting approach to
vaccines against pathogens that enter the human body via
mucosal surfaces, such as Mth. The risk of adverse side-
effects, molecular stability and industrial constraints and
costs must also be considered (Orme, 2006; Aguilar &
Rodriguez, 2007).

Trends in adjuvants development for
tuberculosis vaccines

Mucosal adjuvants

Most pathogens enter the human body via mucosal surfaces
in contact with the surrounding environment, such as
those in the nose, lungs and gastrointestinal tract. Mtb is
usually transmitted via aerosols and establishes itself in the
lungs. Thus, mucosal vaccination at this site can help to
prevent pathogen entry and infection (Doherty et al,
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Table 2. Adjuvant formulations used in tuberculosis subunit vaccines

S.A. Moreno-Mendieta et al.

Type of adjuvant

Formulation and route of administration

References

Cationic lipids

Micro or nanoparticles

Toxin derivatives

AgB5A, Ag85B, PstS-3 in VC1052:DpyPE (intramuscular) or in GAP-DLRIE:DOPE
(intranasal)

BCG lipid encapsulated (L-BCG) (oral)

ESAT-6 plus LANAC adjuvant (with TLR3 or TLR9 agonists) (intravenous;
subcutaneous; intramuscular)

DNA plasmid encoding eight HLA-A*0201-restricted T-cell epitopes from Mtb
formulated in chitosan nanoparticles (intramuscular and pulmonary)

ESAT-6 encapsulated in PLA microspheres (intranasal).

BCG plus sodium alginate microspheres (subcutaneous)

BCG and PstS-1 antigen plus CT (intranasal)

AgB5B-ESAT-6 (H1) plus LTK63 (intranasal)

D’Souza et al. (2002)

Aldwell et al. (2006)
Zaks et al. (2006)

Bivas-Benita et al. (2004)

Carpenter et al. (2005)
Dobakhti et al. (2009)
Falero-Diaz et al. (2000)
Dietrich et al. (2006)

CpG DNA Ag MPT-51 plus CpG DNA (subcutaneous) de Souza Silva et al. (2009)
Adjuvant Systems Mtb72F in ASO2A (intramuscular) Brandt et al. (2004)
Cytokines BCG plus AAGM-CSF (subcutaneous) Wang et al. (2002)

HSP65 plus IL-12 delivered by HVI-liposome (intramuscular) Okada et al. (2009)
Iscoms Ag85B-ESAT-6 (H1) plus CTA1-DD/ISCOMSs (intranasal) Andersen et al. (2007)

VC1052:DpyPE, aminopropyl-dimethyl-myristoleyloxy-propanaminium bromide-diphytanoylphosphatidyl-ethanolamine; Vaxfectin; LANAC, liposome-
Ag-nucleic acid complexes; GAP-DLRIE:DOPE, aminopropyl-dimethylbis-dodecyloxy-propanaminium bromide-dioleoylphosphatidyl-ethanolamine; PLA,
poly-lactide acid; AdGM-CSF, adenoviral granulocyte macrophage-colony stimulating factor; CTA1-DD/ISCOMS, cholera toxin-derived fusion protein/

immune-stimulating complexes; HVJ, haemagglutinating virus of Japan.

2002). In fact, traditional tuberculosis vaccine strategies
involving intradermal immunization with inactivated BCG
or subunits of the relevant virulence determinants of
Mtb do not prevent these initial interactions. Once the
pathogen crosses the mucosal surface and enters the host
cell, the host—parasite relationship decidedly favours the
bacterium (Killenius et al., 2007). Taking advantage of the
fact that vaccination at one inductive mucosal site can trigger
immune responses at distant effector mucosal sites, oral
tuberculosis vaccines have been developed, with promising
results (Aldwell er al., 2006; Ajdary et al., 2007; Badell et al.,
2009). Nasal immunization has also been explored, as it is
less likely to induce peripheral systemic tolerance, it is more
effective than oral immunization at generating earlier and
stronger mucosal immune responses and it often requires
less antigen and fewer doses than parenteral immunization
(Davis, 2001; Killenius ef al., 2007). However, the possibility
of developing hypersensitivity responses to the vaccine and
other technical problems remain disadvantages for pulmon-
ary immunization (Bivas-Benita et al., 2005).

As evaluated in mouse models, pulmonary mucosal
protection involves a wide range of immune responses,
including innate, cellular and humoral mechanisms, de-
pending on the antigen type and adjuvant used. Antimicro-
bial peptides are secreted into the mucosal lumen,
phagocytic cells and Tand B lymphocytes are activated, and
polymeric immunoglobulin A (IgA) and IgG are actively
secreted across the epithelium. In most cases, the main
effector mechanism at work is the secretion of antimicrobial
or antitoxic local IgA (S-IgA) and associated mucosal
immunologic memory (Killenius et al., 2007).
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Mucosal adjuvants for human use have been designed
based on bacterial toxins (CT, LT) and their derivatives
(CTA1-DD, LT-K63), synthetic CpG-containing DNA, 1S-
COMs and various cytokines and chemokines with the
aim of inducing effective mucosal Th-1 and Th-2 responses
(Eriksson et al, 2004; Helgeby et al., 2006; Andersen
et al., 2007). For tuberculosis, the strongest Th-1-inducing
compound identified to date is unmethylated mycobac-
terial DNA and the immunostimulatory CpG oligodeoxy-
nucleotides derived from it. Some researchers have used
synthetic CpG oligodeoxynucleotides as adjuvants for
nasal tuberculosis vaccines, resulting in vigorous Th-1
responses characterized by CTL activation and IFN-y
secretion over the course of infection (Maeyama et al.,
2009).

Also, mucosal delivery systems designed to enhance the
immune response following mucosal immunization have
been evaluated for efficacy in tuberculosis vaccines (Bivas-
Benita et al., 2004; Freytag & Clements, 2005). Examples of
these delivery systems include antigen-encapsulating micro-
spheres, various liposome formulations, nanoparticles with
surface-adsorbed agents, lipophilic ISCOMS and bacterial
products with known adjuvant properties. Such systems
enhance the binding, uptake and half-life of antigens and
may help to target the vaccine to mucosal surfaces. In
addition, based on their mucoadhesive properties, these
viscosity-enhancing delivery systems have been designed to
slow mucociliary clearance and prolong contact time be-
tween the vaccine compound and the nasal tissue (Sajadi-
Tabassi et al., 2008; Coucke et al., 2009). This last concept
is particularly important, because nonreplicating, and
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especially nonparticulate, antigens applied to a mucosal
surface must be adjuvanted to induce productive immunity
rather than tolerance. Thus, a vaccine with an appropriate
adjuvant can induce both mucosal and systemic immune
responses, preventing not only infectious disease but also
colonization of mucosal surfaces (Davis, 2001).

Mycobacterial Toll-like receptor (TLR) ligands

At present, increasing knowledge of the innate immune
system, including the identification of ligands and signalling
pathways, is providing a new set of targets for the develop-
ment of novel adjuvants (Schijns & Degen, 2007; Boog,
2008). Pathways specifically involved in the immune re-
sponse against complex pathogens such as Mtb are mediated
by receptors expressed on the surface of DCs and macro-
phages. Engagement of these receptors initiates intracellular
signalling pathways, resulting in the activation of immune
response genes, including those encoding MHC molecules,
costimulatory molecules and inflammatory cytokines. One
key receptor class is the TLR family, whose ligands are
either presented on the surface of Mth or secreted by the
bacterium (Doherty & Andersen, 2005). Mycobacterial
TLR ligands include triacylated and diacylated forms of
pl9, a lipoprotein recognized by TLR 2/1 and TLR 2/6
dimers, respectively. Meanwhile, lipoarabinomannan and
phosphatidyl-myo-inositol mannoside are recognized by
TLR2, while CpG-containing DNA is recognized by TLR9,
which is exclusively present within endosomes and phago-
somes. TLR4, the classical receptor for lipopolysaccharide
on Gram-negative bacteria, has also been implicated as a
sensor for an unidentified, heat-sensitive mycobacterial
ligand (Quesniaux et al., 2004; Lahiri et al., 2008). Other
important innate immune receptors are the cytosolic nu-
cleotide-binding and oligomerization domain-like receptors
or NOD-like receptors (NLRs), which are TLR-related
proteins responsible for recognition of intracellular patho-
gens, including mycobacteria. NOD1 and NOD?2 specifically
bind diaminopimelic acid and the peptidoglycan breakdown
product muramyl dipeptide, triggering the production of
proinflammatory cytokines. This suggests a synergistic effect
between NLRs and TLR2 in tuberculosis (Korbel et al.,
2008).

As mentioned earlier, both TLR and NLR ligands pro-
mote inflammation by triggering the release of chemokines
and proinflammatory cytokines, expression of adhesion
molecules and recruitment of macrophages, DCs and poly-
morphonuclear neutrophils (Korbel er al, 2008). After
antigen processing and expression of epitopes in an MHC-
restricted manner, mature DCs can stimulate naive T cells to
differentiate into effector cells. Depending on the ligand,
the immune response may thus be skewed toward CTL
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responses or toward a particular Th response (Boog, 2008).
Based on increasing evidence for the contribution of CD1-
restricted immune responses to protection against tubercu-
losis, CD1-restricted, nonproteinaceous ligands, such as
glycolipids, are also being considered as potential candidates
for new tuberculosis vaccines (Hamasur et al., 2003).

In conclusion, mycobacterial ligands have great potential
as adjuvants due to their ability to activate the innate
immune response, ultimately leading to cellular and humor-
al responses against coadministered antigens (Mills, 2009).
In this context, synthetic ligands capable of targeting TLRs
more precisely and safely than pathogen-derived ligands
are being designed (Guy, 2007). However, a great deal of
work is still required, because the success of vaccination is
related to the route of administration, the delivery method
used and the APC population stimulated by the adjuvant.
On the other hand, TLR overstimulation can also generate
unwanted toxic effects, and so adjuvant dose and mechan-
ism of action must be carefully considered and potential
toxicities should be investigated and characterized (Boog,
2008).

Promising preliminary formulations

Despite the limited number of adjuvant systems approved
for clinical applications, several vaccine delivery and adju-
vant combinations have been evaluated, resulting in promis-
ing preliminary formulations. Currently, four leading
adjuvants for tuberculosis subunit vaccines are being inves-
tigated:

CAF01 (LipoVac), developed by the Statens Serum In-
stitute, is a novel tuberculosis vaccine adjuvant utilizing
N,N’-dimethyl-N,N’-dioctadecylammonium (DDA) lipo-
somes with the synthetic mycobacterial immunomodulator
o, o'-trehalose 6,6'-dibehenate (TDB) inserted into the lipid
bilayer. This adjuvant is formulated using a fusion molecule
composed of two immunodominant, secreted proteins from
Mtb, Ag85B and ESAT-6, a fusion known as Hybrid-1 (H1).
In this system, DDA targets the vaccine antigen to APCs
while TDB provides proinflammatory stimuli, triggering a
Th-1 cytokine response via a TLR-independent pathway
(Agger et al, 2008). CAF01 has proven to be highly
efficacious, inducing cellular and humoral responses simul-
taneously in animal models more effectively than the single
antigens administered alone. In addition to its priming
activity, this vaccine has also been demonstrated to have a
BCG booster effect (Doherty et al., 2004; Davidsen et al.,
2005).

AS01B, developed by Corixa and GlaxoSmithKline Biolo-
gicals, contains the TLR4 ligand MPL and the saponin
derivative QS-21 in a liposomal formulation including the
fusion molecule Mth72F. The Mtb72F antigen is comprised
of the PPE family member Rv1196 inserted into the middle
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of the putative serine protease Rv0125, which is thus present
as two fragments (Mtb32C-Mtb39-Mtb32N) (Skeiky et al.,
2004). In the ASO1B or AS02A formulations, this vaccine has
also been demonstrated to have priming and BCG booster
effects (Brandt et al., 2004).

IC31, also developed by the Statens Serum Institute,
consists of a vehicle combining the synthetic antimicrobial
peptide KLKL;KLK, which actively loads APCs with antigen,
and the immunostimulatory TLR9 ligand ODN1a, with the
fusion proteins H1 and Ag85B-TB10.4 (Agger et al., 2006;
Lingnau et al., 2007). This vaccine confers protective im-
munity in murine tuberculosis models and was recently
shown to safely induce strong T-cell responses with a mixed
Th-1/Th-2 cytokine profile in both neonates and adults
(Kamath er al., 2008).

CAFO01, AS01B and IC31 are currently undergoing clinical
Phase I/11 trials. Mtb72F/ASO1B is being tested in Lausanne,
Switzerland, in individuals previously exposed to BCG or
previously treated individuals currently infected with Mth.
H1 in IC31 and CAFO01 are being tested in Leiden, the
Netherlands, in purified protein derivative (PPD)-negative
subjects. These adjuvants share the same basic combination
of a delivery vehicle and a Th-1-skewing immunomodula-
tor, conferring more potent protection against tuberculosis
infection than single immunomodulators (CpG or MPL) or
delivery vehicles lacking immunomodulators (liposomes or
niosomes) (Agger et al., 2006).

LTK63, a modified and detoxified heat-labile toxin de-
rived from E. coli, has been combined with the fusion
protein H1 for nasal immunization and has passed Phase 1
clinical trials (in London, UK, with PPD-negative subjects).
A strong and sustained Th-1 response mediated by IFN-y-
secreting CD4 ™ T cells was observed, leading to long-lasting
protection against tuberculosis and boosting prior BCG-
induced immunity (Dietrich et al., 2006; Badell et al., 2009).
Recently, LTK63 has also been shown to induce a marked
increase in Ag85B-specific antibody titres, especially the
IgG2b isotype (Palma et al., 2008).

Modified Vaccinia Ankara (MVA) adenovirus, a recombi-
nant-vector vaccine expressing the secreted mycobacterial
antigens Ag85A and 85B, has been studied as a subunit
vaccine, either as a prime vaccine or as a BCG-boosted
vaccine (Williams et al., 2005; Santosuosso et al., 2006).
Although this system has a potent adjuvant effect and can
deliver vaccine antigens through mucosal tissues to induce
strong T-cell stimulation, its drawbacks include increased
reactogenicity and pre-existing immunity induced by ex-
posure to natural antigens that are cross-reactive with vector
components (McShane et al., 2005; Hoft, 2008). Phase 1/11
clinical trials have been completed for MVA-Ag85A in
Oxford, UK, and Gambia to assess vaccine safety, immuno-
genicity and dosage in individuals previously exposed to
mycobacterial antigens.

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved

S.A. Moreno-Mendieta et al.

Final considerations

Tuberculosis vaccine development has been progressing
empirically for many years. Currently, increased under-
standing of the immune system and the development of
advanced delivery and adjuvant systems are enabling the
design of improved prophylactic vaccines. As a result, in the
last 10 years, the international research community has
developed more than 200 tuberculosis vaccine candidates
currently being tested in mouse, guinea-pig and human
primate models. These approaches are aimed at achieving a
more potent and prolonged immunological memory, a goal
of great global importance, given the rise of MDR-tubercu-
losis worldwide and the poor efficacy of the BCG vaccine
against adult pulmonary tuberculosis.

Despite a lack of relevant animal models that correlate
with protection in humans and the lack of markers capable
of demonstrating the efficacy of an antigen/adjuvant combi-
nation (needed for a faster acceptance of new adjuvants),
promising vaccines from the Fifth Framework Program FP5
(Mtb72F/AS01B, H1 in IC31 and CAFO1; MVA-Ag85A)
have been developed and tested in preclinical and clinical
trials, and the optimized formulations and adjuvant combi-
nations have been produced using good manufacturing
practices. Further improvement of these adjuvants through

Box 2. Adjuvant/vaccine development, some guidance

 Preclinical and appropriate toxicology studies need to be designed
to evaluate the risk assessment and safety profile of the adjuvant and
adjuvant/vaccine combination in question. In addition to a deeper
understanding of the basic biology of the immune response,
knowledge of the genetic heterogeneity of the population is
required to give rise to the concept of genetically determined
individual responsiveness and susceptibility (Sesardic, 2006).

¢ Because the adjuvant is not the active ingredient in a vaccine and
the action of the vaccne/adjuvant combination is the result of
multiple factors, immune responses obtained with one antigen/
adjuvant cannot be extrapolated to other antigens or even to the
same combination given by different routes (Sesardic & Dobbelaer,
2004).

» A highly efficient and cost-effective method for comparison of
adjuvants with a new antigen is to conduct multiple small-scale,
Phase | comparative studies in humans with a new antigen, using
adjuvants previously found to be safe when used with other antigens
in human trials (Alving, 2002).

o Preclinical safety studies are necessary to identify possible causes of
toxicity before undertaking clinical studies. Such studies might be
designed to demonstrate the safety and efficacy of the vaccine
components and the absence of immunotoxicity (Brennan &
Dougan, 2005).

e The Aeras Global TB Vaccine Foundation is the most visible
nonprofit organization currently working to take new tuberculosis
vaccines from the preclinical stage through Phase Il testing in
humans. The newly created Vaccine Expert Groups (VEG) are in
charge of compiling and updating currently available
recommendations concerning adjuvants.
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combination with other delivery systems or recently identi-
fied mycobacterial immunomodulators is underway in the
context of FP7 (from 2007 to 2013).

It is clear that more research is required on adjuvants’
effects on antigen presentation, APC activation, long-lived
memory T-cell induction and Th-1/Th-2 cell polarization to
avoid undesirable effects. Efforts directed toward the devel-
opment of postexposure vaccines against latent tuberculosis
are also needed. Thus, the development of new adjuvants
and delivery methods is as important as the search for
antigens that allow discrimination between latent and active
disease. Also, special attention to several candidate nonpro-
tein antigens (sulphoglycolipids, phosphoantigens, etc.) is
required, due to their potential usefulness in subunit
vaccines and/or adjuvants capable of stimulating CDI1-
restricted y-8 or NKT cells. Only a multidisciplinary
approach will allow an effective balance between risks and
benefits in the selection of vaccine antigens, adjuvants and
delivery systems, leading to new and improved vaccines
against Mtb, one of the most devastating human pathogens.
Box 2 summarizes some relevant recommendations to
improve adjuvant development.
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Abstract Recombinant protein purification with affinity
tags is a widely employed technique. One of the most
common tags used for protein purification is the histidine
tag (His,,). In this work, we use a tandem starch-binding
domain (SBD,,,) as a tag for protein purification. Four pro-
teins from different sources were fused to the SBD,,,, and
the resulting fusion proteins were purified by affinity chro-
matography using the Hisy, or the SBDy,,. The results
showed that the SBDy,, is superior to the Hisy, for protein
purification. The efficient adsorption of the fusion proteins
to raw com starch was also demonstrated, and two fusions
were selected to test purification directly using raw starch
from rice, corn, potato, and barley. The two fusion proteins
were successfully recovered from crude bacterial extract
using raw starch, thus demonstrating that the SBDy,, can
be used as an efficient affinity tag for recombinant protein
purification on an inexpensive matrix.
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Introduction

One of the major tasks in science and industry is the pro-
duction of good quality proteins in large quantities for
different purposes. Affinity tags are the most common and
popular tools used for recombinant protein purification.
These tags can be either proteins or short amino acid se-
quences that confer binding specificity generally to small
ligands or another protein, such as an antibody, usually
immobilized on a solid support.

The selection of an appropriate affinity tag depends on
the intrinsic characteristics and the desired application of the
protein of interest. In general, the use of tags for protein
purification offers a series of advantages, including enrich-
ment on purification by hundred-fold from crude extracts,
the enhanced solubility of expressed protein, minimal ef-
fects on the tertiary structure, and biological activity of the
fusion protein and applicability to a number of different
proteins (Arnau et al. 2006). A list of common affinity tags
including matrices and cost is provided in Table 1.

Affinity resins are generally expensive and consequently
are not useful for large-scale protein purification. Tags such as
the cellulose-binding domain and the chitin-binding domain
use polysaccharides that are abundantly present in nature as
purification matrices, which could permit the development of
low-cost systems for recombinant protein purification (Liao et
al. 2012; Wan et al. 2011; Terpe 2003). Both systems are
currently used in commercial expression vectors, pET CBD
vectors (Novagen) and Impact Kit vectors (NEB).

Another carbohydrate-binding domain with remarkable
characteristics as a purification tag is the starch-binding
domain (SBD). This domain is usually present in enzymes
with starch-modifying activities, in which it promotes
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Table 1 Affinity tags employed in fusion protein purification and their general use conditions

Tag Size (aa) Affinity Matrix Elution Cost (USD/mLg) Supplier
His-tag 6-10 Ni*'-NTA Imidazole, low pH 5,496/500 mL SIGMA
Glutathione S-transferase 201 G ST-sepharose Reduced glutathione 1,251/50 mL SIGMA
Streptag 11 8 Strep-Tactin-Sepharose Desthiobiotin 15,924/1,000 mL IBA

Maltose binding protein 396 Amylose Maltose 661/1,000 mL NEB

FLAG 8 mAb-Matrix EDTA, Flag peptide 612/mL SIGMA
c-myc 11 mAb-Matrix Low pH, c-myc peptide 561/mL SIGMA
Calmodulin binding peptide 26 Calmodulin EGTA 671/10 mL SIGMA
Chitin-binding domain 51 Chitin Thiol induced self cleavage 288/100 mL NEB

Cellulose-binding domain 107-158 Cellulose Ethylene glycol, low ionic strength 336/1,000 g SIGMA

attachment to the substrate and increases substrate concen-
tration at the active site of the enzyme (Rodriguez-Sanoja et
al. 2005a). The SBD could be used in fusion protein tech-
nology as a tag for purification or immobilization on raw
starch, starch derivatives, or starch analogs. In addition, the
natural availability of starch and its chemical properties,
e.g., that it is naturally particulate, inert, and approved for
pharmaceutical and human uses, makes it an attractive, low-
cost matrix for biotechnological procedures.

In this work, we used a tandem starch-binding domain as a
tag for fusion protein purification (SBDy,,. We generated four
recombinant proteins using green fluorescent protein (GFP),
oc-crystalline from Myveobacterium tuberculosis (Acr), tetanus
toxin fragment C (Tc) and Entamoeba histolvtica Cys-rich
protein (CR) fused to the SBDy,,. We then, developed a
protein purification system to isolate the fusion proteins using
affinity chromatography with an immobilized starch analog.
Furthermore, raw starches from different sources were tested
as purification matrices, and the feasibility of the system in
comparison with the popular His,, system was analyzed.

Materials and methods
Microbial strains and media

Escherichia coli strain DHS ¢ [supE44 recAl endAl gyr96
thi-1 relAl AlacU169 (D80 lacZAM15) hsdR17] was used
as cloning host, and E. coli strain BL-21(DE3) [F ompT gal
dem lon hsdSp(rg myp ) MDE3 (lacl lacUVS5-T7genelindl
sam7 nin3))| was used for protein production. All strains
were grown in LB medium (1 % tryptone, 0.5 % yeast
extract, and 1 % NaCl) supplemented with ampicillin
(100 pg/mL) when necessary for plasmid maintenance.

Construction of plasmids

All DNA manipulations were performed using standard
protocols (Sambrook et al. 1989). To construct the fusion

@ Springer

proteins, the green fluorescent protein (gfp; from Renilla
reniformis GB DJ381359.1), a-crystalline protein (acr;
from M. tuberculosis GBM76712), tetanus toxin fragment
C (tc; from Clostridium tetani GBM12739), and cysteine-
rich protein (cr; from E. histolytica GB XM644379) genes
were amplified by polymerase chain reaction to add BamHI
sites to each gene.

Templates for amplifications were as follows: for gfp,
pIRES-hrGFP-1 (Stratagene); for acr, pCR4 Topo-Acr
(kindly donated by Dr. Espitia, C—not published); for cr
gene, pED-CREHP (donated by Dr. Carrero, JC) (Carrero
1998), and for tc, pBR327+FragBC+COOH (donated by
M.S. Munguia, ME) (Osuna 1989). The amplified fragments
were purified from a 1 % agarose gel, ligated into the
pGEM-T Easy vector (Promega) according to the manufac-
turer’s instructions, and transformed into E. coli DH5x by
electroporation (Sambrook et al. 1989).

The obtained pGEM-T-easy constructs were digested
with BamHI, and the released fragments were purified and
ligated to the BamHI-digested pQE31-SBDy,,. The vector
pQE31-SBD,,, is derived from vector pQE31 (QIAGEN),
which carries a sequence encoding a His,,, that allows the
identification and purification of the fusion protein using
immobilized metal affinity chromatography (IMAC) and a
tandem of SBD for purification by affinity chromatography
to starch. The gene fusions were verified by sequencing
(Laragen, Inc.).

Gene expression

Constructs were electrotransformed into £. coli BL21(DE3)
for protein expression. The strains were grown in LB medi-
um supplemented with ampicillin (100 pg/mL) and 1 %
glycerol in the specific case of AcrSBD expression. Cells
were grown for 12 h at 29 °C (0.D.gp=0.5-0.6). Protein
expression was induced by the addition of isopropyl-p-p-
thiogalactopyranoside to a final concentration of 0.1 mM,
and the incubation was continued at 29 °C for 3-8 h. Cells
were harvested (8,000 % g for 10 min at 4 °C) and washed in
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20 mM Na,HPO, at pH 7.4 before lysis. The obtained proteins
were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli 1970) and identified
by Western blotting with a primary anti-His antibody (Roche)
and a secondary anti-mouse immunoglobulin G antibody
labeled with alkaline phosphatase (Perkin-Elmer Life
Sciences), according to the manufacturer’s instructions,

Protein purification using the Hisy,

For fusion protein purification, the E. coli pellet was
resuspended to 1/100 of the original culture volume of a
buffer containing 20 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, 10 mM
[3-mercaptoethanol, 10 mM imidazole, and I % Triton X-
100 at pH7.4, with protease cocktail inhibitor (SIGMA).
Cells were disrupted by sonication, and the collected super-
natant (15,000 rpm for 30 min at 4 °C) was filtered through
a 0.22 pum pore membrane. The fusion proteins were puri-
fied through affinity adsorption on immobilized metal affin-
ity chromatography (HisTrap™ HP column) using an
AKTA Prime system (GE Healthcare) according to the
manufacturer’s protocols.

Protein purification using SBD,,,

The E. coli pellet was resuspended to 1/100 of the original
culture volume in a buffer containing 25 mM citrate-
phosphate, 500 mM NaCl, 10 mM (-mercaptoethanol, and
I % Triton X-100 at pH7.0, including protease cocktail
inhibitor (SIGMA) and 20 mM maltose. The cells were
disrupted as described for the His,, purification above.
Proteins were purified using an AKTA Prime system (GE
Healthcare) by affinity chromatography to a B-cyclodextrin—
epoxy-activated Sepharose 6B column (16x35 mm), as pre-
viously described (Vretblad 1974). After exhaustive washes
with 25 mM citrate-phosphate buffer, pH7.0, the bound pro-
tein was eluted with 8 mM p-cyclodextrin in the same buffer
at a flow rate of 1 mL/min for 40 min.

Binding assay

Before the binding assays, the proteins were extensively
dialyzed against 10 mM citrate-phosphate buffer, pH7.0,
and protein purity was assessed by SDS-PAGE (Laemmli
1970). Various amounts of protein were added to a
prewashed raw corn starch suspension (final concentration,
1 %) in 10 mM citrate-phosphate buffer, pH7.0, to a final
volume of 60 pL. As a control, equal number of samples,
without starch, were prepared to determine the protein con-
centration after treatment. The samples with and without
starch were incubated at 4 °C for 30 min with gentle shaking
(10 rpm) and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. To
calculate the total amount of protein bound, the protein

concentration in the supernatant of the samples with starch
(unbound protein) was subtracted from the total protein in
the supernatant of the samples without starch (Belshaw and
Williamson 1990).

The protein concentration was determined by measuring
the absorbance at 280 nm with the theoretical molar extinc-
tion coefficient (¢) obtained with the software ProtParam
(ExPASYy). The ¢ values used were as follows: GFPSBD,,,
125,725 L/molem; for AerSBDyyg, 104,170 L/molem; for
CRSBDyug, 129,610 L/molecm; and TcSBD,,y,
192,410 L/molem. The binding parameters (K4 [in millili-
ters per milligram of starch]) were calculated from the
slopes obtained from the linear adsorption curve constructed
using at least 10 initial concentrations of purified enzyme
(GraphPad Prism 4).

Purification using raw starch

Two fusion proteins, CRSBD,,, and TcSBD,,,, were used to
test the suitability of raw starch matrices for purification.
Suspensions of corn starch, rice starch, potato starch
(SIGMA), and barley starch (Olvera et al. 2012) were pre-
pared by washing three times with cold water and once with
25 mM citrate-phosphate buffer, pH7.0 (binding buffer);
after which, the starch was resuspended in the same buffer.

E. coli extracts were obtained as described above for
purification with the SBDy,;, and 10 mg of barley, potato,
rice, or corn starch were added. The mixture was incubated
at4 °C for 2 h with gentle shaking (10 rpm) and centrifuged
at 5,000 rpm for 3 min. The starch pellet was washed four
times with 10 volumes of binding buffer, and the fusion
protein was then eluted with two washes of 1/2 volume of
8 mM B-cyclodextrin in the same buffer. Proteins were
analyzed by SDS-PAGE (Laemmli 1970).

Fusion protein quantification

ELISA assays were developed according to the manufac-
turer’s instructions (QIAGEN) with slight modifications to
obtain a more precise measurement of the concentration of
the fusion protein in bacterial extracts and recovered eluates.
Briefly, a curve with serial concentrations of purified fusion
protein was elaborated and used to coat 96-well microplates
in 50 mM carbonate buffer, pH9.6. Serial dilutions of E. coli
extract and eluate samples were added to the plate in the
same buffer and incubated overnight at 4 °C. The plate was
then washed three times with PBS-0.05 % Tween. This
wash was repeated after blocking and antibody incubation.
Nonspecific binding to the plate was minimized by blocking
the wells with 3 % skim milk (DIFCO) in PBS-Tween at
37 °C for 30 min.

The coated plate was then incubated 2 h at 37 °C with
anti-His antibody diluted 1:1,000 (GeneTex). Then, the plate
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Fig. 1 Schematic
representation of the fusion
constructs. The SBD,,, is
located at the C-terminus of

Arrangement of gene fusions

Length  Predicted
(pb) protein size

2193 84 3 kDa

recombinant proteins and the 6xHis -se—— GFP SBDwyg
His-tag at the N-terminus
1926 71.4 kDa
6xHis—ee-Acr oo SBDwy *
2163 80.0 kDa
BxHis - e CR SBDw,
2859  106.9kDa
ExHis-ee- Te .e SBDug S

was washed and incubated for 2 h at 37 °C with goat anti-
mouse IgG-horseradish peroxidase diluted 1:1,000
(Invitrogen). After washing, the developing solution
(SIGMA FAST OPD tablets, SIGMA) was added to the
plates and incubated for 30 min at room temperature.
Plates were read at 450 nm in a Multiskan FC (Thermo
Scientific). The concentrations of unknown samples were
interpolated based on the optical density values obtained
from the standard curve.

Results
Construction and production of fusion proteins

Four proteins from different sources were selected to test the
efficiency of the SBDy, vs the Hisy,. To compare the
purification capability of each tag, dual affinity tagged

Fig. 2 Adsorption isotherms
for fusion proteins and wild
type amylase (AmyA)
considering free protein
(unbound) after equilibrium.
The K,q describes the
partitioning of the protein
between the solid and liquid
phases at low surface coverage
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versions of each protein were constructed, rendering the
construct 6xHis-Protein-SBDy,,. The encoded proteins were
named GFPSBDy,,, AcrSBDy,,, CRSBDy,,, and TeSBDyy,:
each one has different molecular weight (80-107 KDa)
(Fig. 1), all of them were produced in the soluble phase
and worked under native conditions.

Adsorption assay

The affinity of the fusion proteins for com starch was
compared to that of Lactobacillus amylovorus x-amylase
(Rodriguez-Sanoja et al. 2005b). Figure 2 shows the
obtained adsorption isotherms for each fusion. The linear
adsorption isotherms indicate the apparent equilibrium be-
tween the protein present in the solid phase (bound protein)
and the protein in the soluble phase (unbound protein) at
different protein concentrations. Adsorption constants (K,4)
were calculated from the slopes obtained from the linear

Binding Assay

s TcSBOy,, Kad=101
a8 AcrSBD;,, Kad=069
= CRSBODq,, Kad=069
o AmyA Kad=054
+ GFPSBD;,Kad=0.46
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Fig. 4 Fusion protein elution from raw starch, indicated with arrow. a
TeSBD,,, from barley starch, b TeSBDy,, from potato starch, ¢
TeSBDy,, from rice starch, d TeSBDy, from corn starch, e Molecular
weight marker (Broad-Range Bio-Rad), f CRSBD,,, from com starch,
¢ CRSBDy,, from rice starch, h CRSBD,,, from potato starch, and i
CRSBDy, from barley starch

a b c

adsorption using at least 10 initial concentrations of purified
enzyme (Chen et al. 1995).

Purification by affinity chromatography

The two tested tags employ different modes of interaction
with the affinity resin, but both can be eluted from the resin
by competition. The histidine tag is one of the most widely
used tags for recombinant protein purification (Structural
Genomics Consortium 2008). The purification principle is
based on the affinity that short histidine sequences present for
transition metal ions (Ni' ', Co' ", and Cu"") immobilized in a
solid support.

A sepharose column containing complexed pB-cyclodextrin
was prepared for protein purification using the SBD,,, as an
affinity tag. 3-cyclodextrin is a cyclic molecule composed of
seven glucoses that mimics the structure of amylose, a heli-
coidal polysaccharide that is present in the starch granule. The
SBDyy has capacity to bind immobilized [3-cyclodextrin; in
this way, the fusion proteins were purified from the E. coli
extracts. Maltose was added to decrease the possible

Table 3 Cost comparison based on the quantity of support needed to
obtain 1 mg of fusion protein

Protein Support Cost (USD) $/protein mg
TcDFA Ni?'-NTA $5,496/0.5 L 12.1
Comn Starch $74/5Kg <0.0001
Rice Starch $62/Kg <0.0005
Potato Starch $90/Kg <0.0005
CRDFA Ni'-NTA $5,496/0.5 L 11.32
Comn Starch $74/5Kg <0.0005
Rice Starch $62/Kg <0.001
Potato Starch $90/Kg <0.001

nonspecific binding of contaminant proteins. The eluted frac-
tions were analyzed by SDS-PAGE, and the His,,, purification
and the SBD,,, purification were compared (Fig. 3). In all
cases, the purification was better when using the SBD as
affinity tag.

Purification using raw starch

To test the convenience of using starch as a purification
matrix, two fusion proteins (TeSBDy,, and CRSBDy,,) were
purified by adding starch from different sources, including
corn, rice, potato, and barley, to the E. coli extracts
containing the fusion proteins. The eluted fusion protein
(Fig. 4) was quantified, and the results were compared with
those of the affinity chromatography purification (Table 2).

All the starches tested were able to retain the fusion
proteins from the crude bacterial extract for their posterior
clution with a yield at least of 70 %. TcSBD,,, was recovered
well using three starches (com, rice, and potato), while the
best results for CRSBD,,, were obtained with corn and rice.
These results are in concordance with the data obtained from
the adsorption assays, which showed that TcSBD,,, was better
adsorbed to the starch granule than was CRSBDy,.

For both fusion proteins, barley starch showed the lowest
recovery rates but also the fewest co-purifying bands.
Conversely, rice starch presented a good recovery rate
(above 85 %) but also more unwanted bands than the other

Table 2 The recovery rates of fusion proteins purified by Ni*'-NTA ( His,,,). B-cyclodextrin (SBDy,,) affinity chromatography or using raw starch

from different sources

% Protein Recovery

NiZ'-NTA p-cyclodextrin Com Starch Rice Starch Potato Starch Barley Starch
TeSBD,,, 28+7.3 % 90.7£1.8 % 95.5+£4.5 86.6%1.7 90.8+5.7 73.7+£2.4
CRSBDyy, 81+5.8 % 86.1£4.9 % 99.5+44 99.0£3.3 77.2%1.6 70.1=1.0
The recovery rate is defined as (eluted fusion protein/total fusion protein in E. coli lysates)x 100. Numbers are the average of two independent
experiments
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starches. The better compromise between yield and purity
was obtained with raw corn starch.

Discussion

Granular starch adsorption assays showed that the starch-
binding capacity was conferred to all proteins fused to the
SBDy,, (Fig. 2). The comparison of the isotherms and the
K,q values obtained for the fusions with those of x-amylase
indicates that the adsorption of the different fusion proteins
to the starch granule is as effective as the adsorption of o-
amylase, except for the TeSBDy,, fusion, which exhibited
even stronger adsorption to the starch granule. Although the
reason for this phenomenon is not clear, it is possible that an
unspecific TeSBD,,~carbohydrate interaction takes place;
likely due to the reported affinity of tetanus toxin fragment
C for carbohydrates such as galactose or lactose (Emsley
et al. 2000).

The comparison of the Hisy, and SBDy,, purifications is
shown in Fig. 3. The degree of purification was higher for
the SBDy,, fusion proteins than for the fusions purified
though the His,, in all cases. Among the SBD,,, fusions,
the best purified protein was CRSBD,,,, while AcrSBD,,,
was the protein that presented the most co-eluting bands. In
the case of Hisye fusions, the best results were observed
with CRSBDy,,, while TcSBDy,, presented the most co-
purified bands. In this particular case, the fusion protein
could not be acceptably purified, regardless of the different
IMAC conditions used (e.g., buffer imidazole concentration
or flow rate). It is possible that the His,,, is not well exposed
in TcSBDy,g and thus could not interact with the metal ions
in the resin. A second explanation is that the size of
TcSBD,,, affects the binding of the tag to the resin. In that
case, a larger poly-histidine sequence could facilitate the
fusion protein purification since purification efficiency can
be dependent on His,,, length (Terpe 2003), as well as the
inherent properties of the target protein.

In contrast with the Hisy,g system, TcSBDy,, was success-
fully purified using the B-cyclodextrin/SBDy,, affinity sys-
tem. Western blot analysis of co-purified bands revealed that
they are different size products of the TeSBD,,,, protein (data
not shown).

To exploit the carbohydrate affinity conferred by the
SBDygs, the fusion proteins were subjected to purification
via raw starch. Starch is a glucose polysaccharide that is
usually found as insoluble granules and is highly abundant
in nature. For this reason, compared with available commer-
cial resins, starch represents an inexpensive matrix for fusion
protein purification.

Starches from four different sources, barley, comn, potato,
and rice, were tested as purification matrices. The starches
from barley, corn, and potato were able to retain the fusion

proteins, allowing extensive washing and good elution
yields. The selected fusion proteins (TeSBD,, and
CRSBDy,,) were well separated from a complex protein
mixture, i.e., E. coli lysate (Fig. 4). In the specific case of
rice starch, the fusion proteins were also adsorbed but eluted
with unwanted contaminant proteins. This phenomenon
could be related to the nature and minor size of the rice
starch granule (=4 pm), which tends to form a condensed
pellet that is more difficult to disperse in solution and
therefore to wash, while barley (=27 um) and potato (up
to 100 pm) starches have a larger granule size and are more
casily dispersed in solution.

Of all the systems tested, the best protein recovery with the
least contamination was obtained with the 3-cyclodextrin col-
umn, which allowed 290 % recovery of the two fusion proteins.
Similar results were obtained with raw starch, with efficiencies
from 70 to 99 % (Table 2). A previous study had tested a fusion
between the GFP and a SBD from Rhizopus oryzae. The
authors reported that 45-55 % of protein was recovered from
com starch when it is added directly to the protein solution (Lin
etal. 2009). The use of a tandem SBD system clearly improves
protein recovery (70-99.5 %) (Guillen et al. 2007).

The Hisy,, is one of the most commonly employed tags
for recombinant protein purification and has been success-
fully used for the purification of many proteins, although
some proteins can only be partially purified with this tag
(Lichty et al. 2005). For all the fusion proteins tested here,
purification with the SBDy,, was always more effective than
purification with the His tag at three levels, the degree of
protein recovery, the minimal presence of co-purified pro-
teins, and also in the purification costs associated with each
support. Table 3 shows the purification cost for 1 mg of
fusion protein depending on the chosen support. Thus, this
system is as effective as other tag systems, but unlike these
more expensive systems, the price of raw starch makes the
SBD,,, system suitable for protein purification for both
everyday laboratory work and large-scale production.
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Microparticles have been used as promising carriers for in vivo vaccine delivery. However, the processes
for immobilizing peptides or proteins on microparticles usually require the use of undesirable
compounds and complex protocols. In this work, we propose a new immobilization and delivery system
with raw starch microparticles and a starch binding domain (SBD) tag fusion protein. The heat shock
protein alpha crystallin from Mycobacterium tuberculosis was used as model. The immunogenicity of the
systern was investigated in BALB/c mice inoculated with purified Acr-SBD.g protein (pAcr-SBDy,g) and
starch immobilized Acr-SBD,,; protein (pAcr-SBD,,,) by oral and intranasal routes. We demonstrated
mucosal immunization with the pAcr-SBDy, protein induced systemic antibodies that were
predominantly immunoglobulin G2a (IgG2a). An analysis of the cytokines from spleen cells and lung
homogenates revealed that loaded microparticles induced the secretion of interferon-y (INF-y),
suggesting an adjuvant effect from the immobilization. The immune responses induced by immobilized
protein were primarily affected by the route of administration. These results demonstrate that the system
exhibits the necessary characteristics to improve antigen release and presentation to antigen presenting
cells (APCs) in the mucosae. Because no extra adjuvants were used, we posit that the system may be
suitable for delivery and presentation to the field of subunit vaccine development.

@ 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction (Elamanchili et al,, 2004; Waeckerle-Men and Groettrup, 2005).

These microparticles are used to induce enhanced responses,

The association of proteins or peptides with polymeric micro-
particulated systems is a successful strategy to carry and deliver
antigens in the mucosae. Not only do the systems retain activity
and prevent enzymatic degradation, but they also induce strong
immune responses against many antigens such as protein
subunits, peptides or naked DNA, which are poorly immunogenic
when administered without adjuvants (Perrie et al., 2008).

Biocompatible polyester, in the form of poly-lactide-co-
glycolide (PLG) microparticles, is the most commonly used to
adsorb or encapsulate a variety of agents. This material has
been used in humans for many years as resorbable suture
material and as a controlled release and delivery system

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56229191/88.
E-mail address: romina@biomedicas.unam.mx (R. Rodriguez-Sanoja).

hutp://dx.doiorg/10.1016/j.ijpharm.2014.07.041
0378-5173/©@ 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

especially for cases in which strong compartmentalized immune
responses are needed (Csaba et al., 2008; Malyala et al., 2009).
Similarly, chitosan (Amidi et al, 2007) or polyacryl starch
microparticles (Heritage et al, 1996; Wikingsson and Sjéholm,
2002), which are theoretically biodegradable and have mucoad-
hesive properties, have shown adjuvant potential and favored the
induction of enhanced immune responses in mucosal tissues
(Rydell and Sjoholm, 2005; Balasse et al., 2008). However,
regardless of the support material, a chemical process and the
cross-linking of organic compounds are usually necessary for
allowing covalent interactions between the support and the
protein or peptide of interest, which is a process that can affect
the protein during preparation (van de Weert et al., 2000).

An advantageous strategy to immobilized peptides or proteins
on polymeric raw substrates without the need for covalent
binding is to use systems comprising carbohydrate binding
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modules (CBMs) (Nilsson et al., 1997). These systems permit the
simultaneous purification and immobilization of recombinant
proteins fused with the selected affinity tag, and they offer
significant benefits for the research and pharmaceutical industry
because immobilization can be performed on abundant and
cheap matrices that are already in particulate form. In this work,
we use a Starch Binding Domain as a tag to attach a fusion protein
on raw starch microparticles and for its later mucosal adminis-
tration. This SBD has been successfully used as an affinity tag for
the adsorption of several proteins to raw starch and for protein
purification by affinity chromatography (Guillén et al, 2013).
Even in previous studies, a potential was demonstrated for using
this non-covalent binding system to confer stability to recombi-
nant immobilized proteins under harsh conditions, such as those
of the gastrointestinal tract (Moreno-Mendieta et al, 2014,
submitted).

The carrier and adjuvant potential of the SBD.,,-starch
microparticle system was tested by using the protein alpha
crystallin (Acr) from Mycobacterium tuberculosis. Acr (also called
Acr1, HspX, Hsp16.3, or Rv2031c¢) is a heat shock protein and an
ATP-independent chaperone of low molecular weight that is
induced by hypoxia (Rosenkrands et al., 2002). It is important in
the extracellular phase of the pathogen and contributes to
replication during the initial infection and growth of mycobacteria
in the macrophage (Yuan et al, 1998). However, the most
important role of this protein seems to be the viability mainte-
nance of long-term bacilli survival and adaptation to the
environment during latent infection (Monahan et al, 2001). The
possibility of using this protein as a component in subunit vaccines
that were designed to replace or reinforce protection with BCG was
documented some years ago (Roupie et al,, 2007; Zvi et al., 2008)
and recently mentioned (Singh et al., 2013 ). Its participation in the
lag phase, the fact that the serum of patients with latent
tuberculosis is enriched with antibodies that strongly recognize
this protein (Demissie et al., 2006), and its recent use in multistage
subunit vaccines (Niu et al., 2011) or immune complexes (Pepponi
etal., 2013) demonstrate its potential in differential diagnosis and
as a vaccine component.

Here, we used BALB/c mice to evaluate the ability of starch
microparticles to facilitate Acr-SBD,,, protein uptake, transport
and presentation after oral (0.) and intranasal (i.n.) immunization
without the need for extra adjuvants. We tested the capacity of the

loaded microparticles (uAcr-SBDy,,) to enhance the antibody
response against Acr protein and its efficiency in inducing
interferon gamma (IFN-y) production.

2. Materials and methods
2.1. The production of AcrSBD,,, and Acr proteins

The plasmid pQAcr-SBD,, that expressed the fusion protein
was constructed and produced as previously described. In brief,
the alpha crystallin coding region from M. tuberculosis (GB
M76712) was PCR-amplified from a pCR4Topo-Acr template,
which was kindly donated by Dr. C. Espitia, using synthetic
oligonucleotide primers containing the BamHl sequence. The
amplified fragment was purified and ligated to the pGEM-T-Easy
vector following the manufacturer’s instructions and then trans-
formed into E. coli DH5a by electroporation (Sambrook et al.,
1989). The resulting pG-Acr construct was verified by PCR and
sequencing (Laragen, Inc., Los Angeles, CA). The fragment released
by digestion was cloned into the pQE31-5BD,, vector containing a
His,, at the N-terminus and the SBD,,, at the C-terminus. The
recombinant Acr-SBDy,g protein was purified from the clarified
extracts by affinity chromatography using an AKTA Prime system
(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) and a B-cyclodextrin-
epoxy-activated Sepharose 6B column (16 by 35mm) (Guillén
et al, 2013).

To obtain Acr protein as a control, the pET-Acr vector (Dr. C.
Espitia), was used to express 6xHis-tagged-Acr protein under the
control of the phage T7 promoter. The vector was transformed into
E. coli BL21 (DE3) (Stratagene, La Jolla, CA), and clones of the strain
were grown at 29°C in LB medium with 1% glycerol supplemented
with ampicillin (100 pg/mL). Protein expression was induced by
the addition of IPTG (0.1 mM). The resulting cultures were
harvested after 4 h, the cells were disrupted, and the recombinant
protein was purified from the clarified extracts by metal affinity
chromatography using an AKTA Prime system (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, UK) and a HisTrapTM 15HP column. The proteins
concentration was determined by measuring the absorbance at
280nm with the theoretical molar extinction coefficients (Acr-
SBDy,; £=104170L/molcm; Acr &=4470L/molcm) obtained for
each protein with the software ProtParam (ExPASy). Purity of
proteins was analyzed by SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

(a) Oral Immunization Days
123 212223 414243
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4 14 24 34 44 67
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12 2122 4142
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Spleens and I
Blood samples collection i .

Fig. 1. Immunization protocols and sample collection schemes. The schemes of consecutive doses were performed without the use of adjuvants. Each dose for oral
administration contained 50 or 100 pg of immobilized or free Acr-SBD;,. Booster doses were given in the same manner on days 21-23 and 41-43, Mice immunized
intranasally received 25 or 50 pg of immobilized or free Acr-SBDy,, protein in two consecutive days (1-2). Booster doses were given in the same manner on days 21-22 and
41-42. Control mice were treated under the same immunization protocols. Positive control mice were administered with Acr protein at the same doses. Mice administered
with 1 mg of starch microparticles were used as carrier control and untreated mice were used as negative controls. Pre-immune or negative serum was obtained from mice

before immunization.
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2.2. Starch immobilization and preparation of the doses

Before its immobilization, purified Acr-SBD,,, protein was
extensively dialyzed against 10 mM citrate-phosphate buffer, pH
7.0. Protein doses were standardized to Acr. For oral inmunization,
50 and 100 p.g of protein were added to 1 mg of pre-washed raw
rice starch (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 10mM citrate-
phosphate buffer, pH 7.0. For intranasal immunization, 25 and
50 pg of protein were also added to 1 mg of rice starch using the
same buffer, The mixtures were incubated overnight at 4°C with
gentle shaking (10rpm) and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min.
Washed pellets were resuspended in 10mM citrate-phosphate
buffer, pH 7.0 at final volumes of 20 p.L for i.n. immunizations and
100 pL for o. immunizations.

To verify that all the protein doses were absorbed on the starch
microparticles, the supernatants, the washing buffer and the starch
pellets were analyzed by WB using a primary anti-His6 antibody
and a secondary alkaline phosphatase-labeled anti-mouse immu-
noglobulin G antibody.

2.3. Immunization protocol and samples collection

Female BALB/c mice (6-8 weeks old; weighing 15-18 g) were
housed in groups of 6 in a conventional animal maintenance
facility under controlled temperature, humidity and light/dark
cycle conditions. The animals were given ad libitum access to food
and water. All experiments were conducted according to the
guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committee at
the Biomedical Research Institute of UNAM.

The immune response was evaluated in groups immunized
with purified Acr-SBD,,, protein (pAcr-SBDy,,) and with starch
immobilized Acr-SBDy,, protein (pAcr-SBDy,,) by o. and in.
routes, and the results were compared with those obtained in
control groups that were immunized with the same doses of Acr
purified protein (positive control) with no-treatment or naive
mice (negative control) or in mice treated only with starch
(vehicle).

No extra adjuvants were used for immunization. Mice were
immunized with consecutive doses at three-week intervals as seen
in Fig. 1. The immunization schemes were chosen to favor the
adjuvant effect that polymeric microparticles can have when are
administered via mucosae (Wikingsson and Sjéholm, 2002;
Gutierro et al., 2002; Rydell and Sjéholm, 2005).

Mice were fed by oral gavage using a blunt-ended steel syringe
(22GA Feeding Needle Kent Scientific Corp.) on three consecutive
days (1-3). Each dose for oral administration contained 50 or
100 p.g of immobilized or free Acr-SBD,, protein in a final volume
of 100 p.L. Booster doses were given in the same manner on days
21-23 and 41-43. Mice immunized intranasally received 25 or
50 pg ofimmobilized or free Acr-SBD,,, protein in two consecutive
days (1-2). The doses were administered dropwise to the external
nares of the mice using a micropipette (no anesthesia was
necessary) in a final volume of 20 L (10 pL per nostril). Booster
doses were given in the same manner on days 21-22 and 41-42. As
intranasal route is more efficient to induce systemic responses and
is less aggressive with proteins (Vajdy and O'Hagan, 2001) only two
boosters and lower doses were chosen for this route. Control mice
were treated under the same immunization protocols. Positive
control mice were administered with Acr protein at the same
doses. Mice administered with 1 mg of starch microparticles were
used as carrier control and untreated mice were used as negative
controls.

Blood samples were collected from the orbital plexus with
heparinized microtubes, and sera were collected after centrifuga-
tion for 6 min at 4°C and 8000 rpm. Sera were kept at —20°C or
lower until analyzed for specific antibodies.

Three weeks after the last immunization, the mice were
anesthetized with an ip. injection of sodium pentobarbital
(50 mg/kg), and their lungs and spleens were aseptically removed
to quantify the INF-y levels in lung homogenates and the
supernatant of in vitro stimulated splenocytes.

The spleens were processed to obtain total cells. In brief, the
spleens were homogenized in RPMI-1640 medium (Gibco,
Carlsbad, CA, USA) and passed through a cell strainer with
70 pm nylon mesh (BD Pharminigen, San Diego, CA, USA), and the
red blood cells were lysed by hypotonic shock with 0.15M NH,Cl
buffer, pH 7.4. The cells were washed and resuspended in 1 mM
DPBS pH 7.4 supplemented with 5% heat inactivated fetal calf
serum (FCS) (Gibco, Carlsbad, CA, USA), and the total number of
cells and percent viability were determined using a hemocytome-
ter cell counter and Trypan Blue exclusion.

2.4. Evaluation of antibody responses

Serum concentrations of specific IgG, IgG1 and IgG2a anti-Acr
antibodies elicited by immunization with pAcr-SBD,,,, pAcr-
SBD,; or Act proteins were measured by ELISA using Acr as the
coating antigen. In brief, ELISA plates (Costar 3590 96 well) were
coated overnight at 4°C with 100 L of a 2.5 pg/mL solution of
purified Acr protein in coating carbonate buffer (50 mM pH 9.6) per
well. The plates were then washed three times with 0.1 M PBS pH
7.4 containing 0.05% Tween-20 (PBS-5T) and blocked for 1 h with
100 L 0.25% BSA in PBS-5T at room temperature. The plates were
washed again, the serum samples were diluted 1:1000 in PBS-5T,
and 100 pL of each sample was added to each well of the coated
ELISA plates. Each plate contained control wells with pre-immune
sera, 0.1 M PBS pH 7.4 and positive immune sera, and they were
incubated o.n. at 4°C and washed three times with PBS-5T.
Horseradish peroxidase-labelled goat anti-mouse IgG, IgG1 or
IgG2a (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was diluted 1:1000 in PBS-5T
and added to each well (100 L per well). The plates were washed
three times after 1h of incubation at 37 °C. Substrate was added
(OPD 200 p.L per well) and the OD 45, determined. A standard curve
of monoclonal mouse IgG, I1gGl, or IgG2a was used as a
measurement of antibody concentration. The response from
preimmune serum of each mouse was subtracted to control for
nonspecific binding of serum to the plate. The mean value of naive
control mice sera was also subtracted from test sample values to
control for nonspecific reactivity.

2.5, In vitro INF-y production by whole splenocytes

Total suspension cells were cultured in 96-well tissue culture
plates (Costar, 3599) at 2 x 10° cells per well in 200 pL of RPMI-
1640 supplemented with 10% heat inactivated FCS (Gibco,
Carlsbad, CA, USA), 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), 1mM sodium pyruvate, 100IU/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin, 1 mM non-essential amino acids solu-
tion (Gibco, Carlsbad, CA, USA) and 50 pM B-mercaptoethanol
(Bio-Rad Hercules, CA, USA) in the presence or absence of purified
Acr or Acr-SBDy,, proteins (20 pg/mL) prepared in 50 pL of 0.1 M
PBS pH 7.4. Concanavalin A (CoA) (5 jug/mL) was used as a positive
control for this assay. The cells were incubated 72 h with mitogen
and 96 h with protein at 37 °C in the presence of 5% CO, and 90%
humidity. After this time, the cell culture media from treated or
control splenocytes were harvested in eppendorf tubes and then
centrifuged for 5min at 4°C and 1500 rpm. Supernatants were
aliquoted and stored at —70°C for the cytokine assay. The
IFN-y was assessed using a murine IFN-y ELISA Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as recommended by the manu-
facturer.
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2.6. INF-y production in lung homogenates

Lungs removed three weeks after the last immunization were
homogenized in 1 mL of PBS 0.1 M pH 7.4, clarified by centrifuga-
tion for 5min at4°Cand 10,000 rpm and kept at —20°Cuntil [FN-y
analysis. The IFN-y was assessed using a murine IFN-y ELISA Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as recommended by the manufac-
turer.

2.7. Statistical analysis

The data were analyzed using GraphPad Prism version 4.00 for
Windows, GraphPad Software, San Diego, California, USA. The data
are expressed as the mean +SEM. The serum levels of specific
antibodies were compared among groups using analysis of
variance (ANOVA) with a Bonferroni post-test. Differences were
considered to be significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. The immunogenicity potential of the starch based carrier system:
the specific anti-Acr IgG response

The effect of the SBDy,g fusion and the immobilization of Acr-
SBDy, protein on the induction of the humoral immune response
against Acr were investigated determining the specific IgG
antibodies in the sera of BALB/c mice that were o. and in.
immunized. The response was compared with that obtained after
immunization with Acr control protein. As expected, no specific
antibodies were detected in pre-immune sera, in the sera of mice
that received only starch, or in the sera of naive mice. No clinical
manifestations of toxicity or other reactions were observed in the
mice after their immunizations.

In mice that were o. immunized with three consecutive doses of
50 or 100 pg at each 3 week interval, anti-Acr antibodies first
became detectable in the groups that received formulations with
PAcr-SBDy,, protein at both doses (14 day), reaching the maximum
level on the 34 day. This level was maintained until the end of the
immunization experiment (Fig. 2a). These observations suggest an
adjuvant effect of the immobilization. The response that was
induced with pAcr-SBD,., protein started later, with a maximum
level at 44 days. Immunization with Acr protein did not induce any
immune response with 50 p.g, and there was a very poor response
with 100 p.g, suggesting that the fusion and immobilization caused
Acr to be recognizable by the immune system.

In mice that received two consecutive doses of 25 or 50 p.g at
each 3 week interval by i.n. route, anti-Acr antibodies were higher
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at day 23 in the groups that received formulations with pAcr-
SBDy.g protein at both doses (Fig. 2b). However, the response was
only observed immediately after the immunization. Although the
animals that received immobilized protein had a stronger response
at day 34, there were no significant differences between treat-
ments at the end of the immunization scheme. These results
suggest that starch can be a hindrance at the time of antigen
presentation in the nasal mucosa. As observed in the o.
immunization route, the i.n. administration of Acr did not induce
a systemic immune response at any dose, also indicating that the
Acr protein would have acted as a hapten and a carrier was needed
for its recognition.

3.2. The mediated Th response: IgG isotypes

To determine whether immobilizing proteins on particles could
modulate the response that induced Thl or Th2 mediated
immunity, the levels of IgG1 and IgG2a subclasses were measured
for groups immunized by o. and i.n. routes. The responses were
only detected after the second immunization. As in the IgG levels,
immunizing with Acr induced poor or null IgGl and IgG2a
antibodies. As shown in Fig. 3, mice immunized with the pAcr-
SBD., protein had higher levels of 1gG2a, and mice that received
pACr-SBD.¢ protein showed a mixed Th1/Th2 response. In mice
that were o. immunized (Fig. 3a and b), immobilized proteins at
both doses induced IgG2a levels significantly higher than IgG1
levels. Additionally, in mice that were i.n. immunized (Fig. 3¢ and
d), the immobilized protein treatment induced an IgG2a response
that was significantly higher than that of IgG1 but only on
immunization days. Mice receiving pAcr-SBD,,, protein showed a
mixed Th1/Th2 response of a lower magnitude. These results
together suggest that the immobilization on starch microparticles
can be used as an alternative for triggering or inducing a Th1-type
response against the fused protein. This potential could also be
inferred by the positive 1gG2a/lgGl ratio obtained with the
administration of Acr-SBDy,, immobilized protein (data not
shown).

3.3. Specific INF-y responses after in vitro antigenic stimulation and in
the respiratory tract

To evaluate how immobilization contributed to the induction of a
Th1 mediated response and to correlate the response with the
resulting 1gG2a levels, splenocytes were recovered 3 weeks after the
last immunization and INF-y was quantified by a sandwich ELISA in
supernatants collected from treated or control splenocytes cultured
with Acr or Acr-SBDy, proteins (Fig. 4). Splenocytes from all of the

280+
) mm3
[ R
E323
Bz 34
[__I¥

1

2651 e

WysAer  Sops 50 8
BAC-SED,.; PACT-SBDyug

2848 288
pAcr-SBD,,, pAcr-SED,,,

50 pa Acr

Fig. 2. Induction of the specific IgG anti-Acr antibodies in the sera of mice immunized (a) orally and (b) intranasally. Sera obtained from mice immunized with Acr-SBDy,.
immobilized ( pAcr-SBD,g), in solution Acr-SBDyag (pAcr-5BDyag) or Acr recombinant proteins were tested by ELISA against Acr. Values represent the mean +5EM (n=3).
*p < 0.05 between 50 g of immobilized and free Acr-SBD 5, protein, #p < 0.05 between 50 and 100 p.g of pAcr-SBD,s, **p < 0.01 between immobilized and free Acr-SBD,;

protein at same doses, ###p < 0,001 between 25 and 50 g of pAcr-SBD ...
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Fig. 3. Induction of specific IgG1 and 1gG2a isotypes in the sera of mice immunized (a, b)orally and (c, d) intranasally. Sera obtained from mice immunized with immaobilized
(ACT-SBD o ) or free purified (pAcr-SBD ;) recombinant proteins were tested by ELISA against Acr, Values represent the mean +SEM (n=3).*"p < 0.01, ***p < 0.001 between

1gG1 and IgG2a levels.

groups released INF-y in the absence of antigen stimulation, as
inferred by the levels obtained with mitogen. No antigen-specific
INF-y release was observed in non-immunized mice. The INF-y
produced by splenocytes from o. and i.n. immunized mice increased
upon antigen stimulation. As shown in Fig. 4a, splenocytes from
mice that were o. immunized with 50 g of pAcr-SBD,,, released
the highest levels of INF-y upon stimulation with 20 pg of Acr.
Although there were no observed differences in the levels released
by splenocytes from mice immunized with 50 pg of pAcr-SBD,,,
protein and 100 pg of pAcr-SBD,,, protein, there is a difference
between the treatments (free or immobilized) at the same dose. By
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contrast, as shown in Fig. 4b, the splenocytes from mice that were
in. immunized with 25 and 50 pg of pAcr-SBDy,, released the
highest levels of INF-y upon stimulation with 20 pg of Acr which is
also consistent with their 1gG2a levels. In both groups (o. and i.n.
immunized), a lower response was obtained upon stimulation with
Acr-5BDy,,, indicating that immunogenicity is a primary contribu-
tion of Acr and not of SBD., The immunization with the
recombinant free or immobilized protein by both routes also
induced the release of higher INF-y levels than immunization with
50 pg Acr which is consistent with the poor or null antibody
response of mice receiving this protein.
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Fig. 4. Induction and release of Acr-specific cytokine INF-y, from splenocytes isolated from mice immunized with AcrSBD,, protein, immobilized (pLAcrSBDy,g) or in solution
(pPACrSBD ). after in vitro stimulation as described in Section 2. Levels of INF-y were assayed by ELISA. (a) Orally immunized mice; (b) intranasally immunized mice. Values
represent the mean + SEM (n=3). **p < 0.001 between immobilized and free protein at the same dose.
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In addition, to find if this Th1 mediated response was presentin
the lungs after o. or i.n. immunization with free or immobilized
protein, the lung homogenates of treated mice were analyzed for
INF-y production. As shown in Fig. 5, the INF-y levels were higher
in the lungs of immunized mice with the recombinant protein in
comparison with naive mice and those immunized only with Acr
(p < 0.001). In orally immunized mice (Fig. 5a), the highest levels
were detected in the lungs of mice receiving 100 p.g of pAcr-SBD g
protein, but differences between treatments with free or
immobilized protein were only observed with 50 pg dose. Mice
receiving 100 g of pAcr-SBD,, protein also had high levels of INF-
vy compared with the control animals (p>0.001). These results
show that lower immobilized protein doses can be as effective as
the highest dose of free protein at inducing the INF-y production
through this route. Intranasally immunized mice (Fig. 5b) also had
higher responses when receiving the immobilized protein,
although both treatments (free and immobilized) induced higher
INF-y levels compared with the naive mice. This observation was
in accordance with the mixed Th1/Th2 response mediated by free
protein.

4. Discussion

Despite significant progress in the field of subunit vaccines and
adjuvant development, the design and improvement of carrier and
delivery systems that also have adjuvant properties and that canin
turn be appropriately formulated for use in humans is growing in
importance and interest (O'Hagan and Valiante, 2003). The use of
microparticles made of biomaterials for immune-cell targeting
represents a potential non-toxic alternative adjuvant technology
(Reddy et al., 2006). Microparticulated systems not only offer the
possibility of modulating the immune response on the basis of the
dose and route of administration (Gutierro et al., 2002), but they
also offer an excellent alternative to trigger systemic and mucosal
immune responses (0'Hagan, 1998 ). However, the attention to date
has focused on the development of complex delivery systems, such
as functionalized polymeric particles, liposomes, virosomes or
immune stimulating complexes (ISCOMs), among others (Zhao
et al., 2014), whose potential use in humans is still controversial.
Here, we propose a good alternative to developing antigen carrier
systems with adjuvant properties based on the use of CBMs and
natural polymers (in particular, using the SBD,,, and starch as the
matrix (patent application)). In previous studies, we demonstrated
that the system of immobilization on starch microparticles using
the SBD,,, conferred a specific starch adsorption capacity (Guillén
et al, 2013) and stability in simulated gastrointestinal conditions

to several proteins (Moreno-Mendieta et al., 2014, submitted). In
this work, we demonstrated the immunogenicity potential of the
system with 1gG levels obtained after the immunization of BALB/c
mice by o. or i.n. routes with the recombinant protein, (Fig. 2).
Considering that it is possible to modulate the immune response as
a function of antigen nature and dose, route of administration,
presence of adjuvants and the immunization schedule, we choose a
scheme that could favor the adjuvant effect of the immobilization
system (starch-fusion protein) and its possible immunomodulato-
ry effect. Under this immunization protocol and conditions, we
disclosed that the fusion of Acr to the SBDy,, and the immobiliza-
tion of recombinant Acr-SBD,,, protein on starch microparticles
improve the immunogenicity of the Acr protein. We showed that
the beginning and type of immune response were affected
depending on the treatment (non-immobilized or immobilized)
dose and route (Figs. 2 and 3). Oral immunization with
immobilized protein led to the induction of earlier IgG and
stronger IgG2a responses, which is consistent with results
reported for polymer microparticles used in immunization
(Elamanchili et al., 2007).

As we previously observed, immobilization onto raw starch
stabilizes proteins under gastrointestinal conditions (Moreno-
Mendieta et al., 2014, submitted) and this contribution in stability
canin consequence allows the protein toreach the sites of immune
response induction (located in the gut associated lymphoid tissue
(GALT)) and ensure more protein for presentation. Considering that
adjuvants should elicit cell-mediated immune responses as well as
adequate levels of antibodies of sufficient affinity and of
appropriate isotypes, to confer protection against the infectious
agent, the adjuvant effect of the immobilization was also observed
with the preferential induction of 1gG2a (Fig. 3a and b). Some
authors have reported that the use of polyacryl starch micro-
particles for o. immunization with consecutive boosters can
increase the induction of Th1-dependent antibodies (Wikingsson
and Sjoholm, 2002). With respect to the doses, mice that received a
smaller dose (50 pg) of pAcr-SBDtag protein by o. route reached
higher levels of 1gG than mice that received 100 g, indicating that
when immobilizing the protein, lower doses could be require to
evoke the immune response by this route. It has been observed
that with high-dose of antigen by oral route, unresponsiveness of
T-cell or anergy may be presented (Weiner et al., 2011 ). However, a
rigorous characterization of the response for longer periods of time
is necessary to confirm the origin of this response.

In mice that were intranasally immunized, the responses were
similar between doses, but IgG antibodies were first induced in
mice that received the free protein at just a little higher with 50 p.g.
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This finding suggests the starch could be a hindrance in the nasal
mucosae of mice and shows that free protein can resist in a more
favorable environment with less acidic pH, lower level of
proteolytic enzymes and higher irrigation. However, despite that
no stabilizing effect of the microparticles was observed by this
route, the immobilization was important for the induction of the
IgG2a antibodies (Fig. 3¢ and d). Therefore, a rigorous standardi-
zation of the amount of carrier and protein must be performed to
immunize by this route to obtain the desired response. Gutierro
etal.(2002), did not observe a dose/response relation in the serum
IgG antibodies that were elicited after three consecutive in.
administrations of BSA microencapsulated in PLG particles at a
dosing range from 50 to 200 pg. The authors argued for the
importance of considering differences between the nasal epitheli-
um and the mechanisms of induction for the immune response by
this route.

Finally, we also investigated the levels of specific INF-y released
from splenocytes that were purified from pAcr-SBD,,, immunized
mice (Fig. 4) and the levels in lungs after immunization (Fig. 5). It
was important to quantify this cytokine because the IgG2a subclass
is associated with a Th1 type response and, in turn, a requisite for
macrophage activation and cytotoxic T lymphocyte (CTL) produc-
tion required for protective immunity against intracellular
infectious agents, such as M. tuberculosis. Consistent with the
levels of 1gG2a, the spleens of mice immunized by both routes with
immobilized protein released a higher amount of INF-y in
comparison with those of animals that were immunized with
the free protein. This finding is in accordance with previous
reports. Stertman et al. (2004) evaluated the effect of the
administration route on the immune response of mice that were
immunized with modified starch microparticles as an adjuvant,
and they also observed that the consecutive administration of
these particles by the o. route can change the Th1/Th2 balance to
increase the impact of the Th1 response. In i.n. immunized mice,
we observed that starch can be a hindrance that affects the IgG
systemic response, but its presence was important to bias a Thi
response, as observed in the IgG2a and INF-y levels obtained after
immunizing with immobilized protein. Coucke et al. (2009) used
spray-dried starch powders for the in. immunization of rabbits,
and they also obtained strong immune responses, concluding that
the mucoadhesive properties of these polymer carriers are
essential for modulating the response by using this route. As we
could see in the lungs, the immobilization also favored the
induction of specific INF-y, both locally and distant to the site of
immunization; thus, mice that were orally immunized with
immobilized protein had specific induced INF-y levels in their
lungs. This finding is consistent with accumulated evidence that
respiratory and intestinal immune systems share common
mucosae-associated immunological features that are different
from those of the systemic immune system, and they can be
favorably exploited to design vaccines to administer by these
routes (Kunisawa et al.,, 2008). The finding also coincides with
reports indicating that, following lung deposition, both soluble and
immobilized antigens can evoke immunological responses in the
draining lymph node, but it appears that only microparticulated
systems administered by this route significantly induce specific
immunological responses in the spleen (Eyles et al., 2003).

As seen in Figs. 3 and 4, the INF-y levels in lungs were slightly
higher than the levels of INF-y in supernatants of spleen cells
cultured in vitro, and also it is observed that the INF-y production
from immobilized and free protein immunized mice had contrary
results in splenocytes and lung homogenates. Spleens of mice that
received the lower doses of pAcr-SBDtag by o. and i.n. routes were
more effective to release INF-y in vitro, while in vivo, the mice that
received the higher doses with immobilized protein produced the
higher levels of INF-y. This finding, indicative that in vitro
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restimulation of memory T cells in the spleen is not predictive
of in vivo stimulation of memory Tcells in the lungs, has also been
observed by other authors. Todoroff et al. (2013 ) when evaluating
the immunogenicity of the 85A antigen (Ag85A) from Mycobacte-
rium tuberculosis with three different mucosal adjuvants adminis-
tered in lungs, observed the same discrepancy, arguing that
following airway deposition of Ag85A, the activated T cells are
rapidly mobilized into the airway lumen and recruited T cells
produce the IFN-y, while in vitro T lymphocytes are activated by
antigen directly. Also it is known that professional antigen
presenting cells (APCs), such as dendritic cells (DCs) may be
activated in a different manner following immunization by these
routes, not only because there are different subsets of DCs
depending on their localization (Villadangos and Schnorrer, 2007)
but also because these specialized cells can be differentially
activated if biomaterials are used (Reddy et al., 2006).

Because our carrier system is composed of raw starch without
chemical modifications or ligands capable of stimulating innate
immunity, which in turn contributes to specific immunity, and does
not have immune functions as those reported for some carbohy-
drate-based adjuvants as dextran, mannan or chitin (Petrovsky and
Cooper, 2011), the adjuvant effect can be explained, as for other
particulate systems, by the antigen-depot effect and by the ability to
target antigens for processing by APCs (Audran et al, 2003). The
microparticles we used had an appropriate size (between 4 and
5wum) to be efficiently internalized by specialized DCs and
consequently evoked immune responses by o. and in. routes.
Although starch based microparticles have already been used as
antigen delivery systems and as immunization adjuvant by the
routes evaluated here, this work represents the first approach using
non-covalent immobilization on raw starch microparticles. The
simplicity of the immobilization system and the results obtained
here justify additional research about its potential applicability as
an antigen carrier system and adjuvant and for testing its efficiency
in inducing protection. As we also observed the immunogenicity
conferred by the fusion with the SBD,,,, further research is also
necessary and justifiable to characterize its adjuvant potential and
in consequence to explore novel applications.

5. Conclusions

The results demonstrated the potential usefulness of the
immobilization system on raw starch microparticles using the
SBD;.g, as a carrier and delivery platform. The faster appearance of
the IgG response to the recombinant immobilized protein and the
preferential induction of IgG2a antibodies indicate the potential
adjuvant effect of the system that can be exploited and modulated
depending on the antigen or protein fused to the SBDy,, and the
route of administration. Given this finding, and because no extra
adjuvants were used, we note its potential utility for the
development of subunit vaccines and delivery systems to be used
in humans. In addition to its easier preparation, the system offers
many advantages related to low-toxicity, low costs and industrial
applicability with a broad range of peptides, proteins, antigens or
drugs to generate useful subunit vaccines against several diseases.
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