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RESUMEN

La Hidatidosis, causada por el cestodo Echinococcus granulosus, es una zoonosis parasitaria
extendida mundialmente. Ademas, es una de las zoonosis parasitarias mas importantes
reportadas en Uruguay, Argentina, Brasil, Chile y Peru. Las pérdidas causadas por esta
enfermedad se miden en términos de pérdidas econdmicas y de vidas. Si bien existen drogas
tenicidas con buena eficiencia en perros como el praziquantel, para el hombre el tratamiento

actual es el quirtrgico.

En las ultimas 5 décadas, se ha intentado con escaso éxito, la generacion de vacunas contra la
hidatidosis. En 1996 se dio a conocer el desarrollo de la vacuna recombinante EG95 contra E.
granulosus obteniendo un 96-98% de proteccion en ovejas vacunadas. En un primer estudio de
impacto se detectaron dificultades operativas en el terreno para la aplicacion de la vacuna. La
vacunacion de los perros significa un método de control complementario rentable, debido a que
hay muchos menos perros que ovejas en las zonas donde el parasito es endémico, por lo tanto, se

deben vacunar menos animales.

Algunas de las proteinas usadas como candidatos para el desarrollo de vacunas contra
nematodos son las proteinas pertenecientes a la superfamilia CAP, con las cuales se
obtuvieron resultados promisorios. En este trabajo, se han estudiado detalladamente las
caracteristicas estructurales de dos proteinas con el dominio CAP, expresadas en la etapa
larval de E. granulosus,y su relacion filogenética con otros miembros de esta superfamilia de
proteinas, para ser usadas en el desarrollo de una nanovacuna oral, a ser aplicada en perros.
Estas proteinas fueron llamadas EgVAL1 y EgVAL2.

Los estudios bioinformaticos indicaron que ambas proteinas presentan la estructura tipica de
la superfamilia y evidenciaron diferencias discretas entre EgVAL] y EgVAL2, que podria
indicar diferentes funciones.

Previo a nuestro trabajo, otros investigadores intentaron producir proteina suficiente
utilizando distintos sistemas de expresion, lo que no fue logrado con éxito. Aqui, se logrod
producir cantidad suficiente de proteina para obtener anticuerpos y formular las
nanoparticulas poliméricas, utilizando como sistema de expresion distintas cepas de E. coli.
Mediante la encapsulacion de las EgVALs en nanoparticulas poliméricas recubiertas con
chitosan se logré obtener particulas con los pardmetros deseado. Ademads, la encapsulacion
permitié preservar el antigeno cuando este fue sometido a las condiciones gastrointestinales.
Futuros ensayos serdn necesarios para evaluar la eficacia de estos antigenos en la generacion

de una vacuna para ser administrada de forma oral en perros.
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Introduccion
1. INTRODUCCION

1.1. Echinococcus granulosus e hidatidosis
1.1.1 Ciclo de vida de Echinococcus granulosus

El género Echinococcus, (Platyhelmithes; Cestoda; Eucestoda;Ciclophyllidea; Taenidae) estd
representado por 9 especies validadas: E. granulosus, E. felidis, E. multilocularis, E.
shiquicus, E. equinus, E. oligarthra, E. vogeli, E. ortleppi y E. canadiensis (Thompson y
McManus 2002; Xiao et al., 2005; Nakao et al., 2007; Huttner et al., 2008).

Los carnivoros (canidos y félidos) sirven como hospederos definitivos para el estadio adulto
de Echinococcus spp. luego de ingerir visceras de los mamiferos infectados con el estadio
larvario, mientras que los herbivoros (roedores, lagomorfos y ungulados) se convierten en
hospederos intermediarios para las larvas, por la ingestion de huevos presentes en las heces de
los carnivoros. Los seres humanos son hospederos accidentales de las larvas de Echinococcus
spp, los cuales se infectan al ingerir los huevos presentes en alimentos, agua, suelos y

animales domésticos carnivoros (Nakao et al., 2013).

Echinococcus granulosus es un parasito de importancia médica debido a que infecta al menos
50 millones de personas a nivel mundial (Zheng et al., 2013). El ciclo de vida se desarrolla en
perros y otros canidos (hospedero definitivo), en donde se produce la etapa sexual, y en
ovejas, cabras, cerdos, vacas, etc. (hospederos intermediarios), en donde ocurre el estadio
larvario. El adulto de E. granulosus reside en el intestino delgado de su hospedero definitivo,
en donde elimina los huevos a través de las heces. Estos huevos son ingeridos por el
hospedero intermediario en donde eclosionan y liberan las oncosferas, las cuales penetran en
la pared intestinal y migran a través de la circulacion sanguinea y linfatica alcanzando varios
organos, especialmente el higado y los pulmones. Una vez alli, la oncosfera se enquista
(estadio larvario) y los quistes crecen hasta producir protoescolices. El hospedero definitivo se
infecta al ingerir visceras con quites de los hospederos intermediaros. Luego de la ingesta, los
protoescolices se evaginan, se adhieren a la mucosa intestinal y se transforman en adultos,

iniciando el ciclo nuevamente (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus. Los nimeros indican los diferentes estadios larvarios.

Modificado de http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/.

1.1.2 Hidatidosis

La hidatidosis, también llamada echinococcosis quistica, es una zoonosis causada por la

forma larvaria de E. granulosus (metacestodo), extendida a nivel mundial (Moro y Schantz,

2006, Romig et al., 2006, Magambo et al., 2006, Thompson et al., 2014) (Figura 2). Es de

destacar que esta enfermedad es una de las mas importantes zoonosis parasitaria reportada en

Uruguay, Argentina, Brasil, Chile y Peru (Irabedra y Salvatella, 2010; Larrieu y Zanini,

2012).
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Figura 2: Distribucion de E. granulosus y la hidatidosis en el mundo (Modificado de informe WHO 2010).
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En estos paises, las condiciones ideales para el ciclo de la enfermedad se generan debido a la
cria de ovejas y la cantidad de perros asociados a este trabajo, agravadas por el sacrificio de
ovejas adultas para el consumo doméstico y el hecho de que los perros se alimenten de las
visceras infectadas. Se estima que alrededor de 2000 nuevos casos son notificados anualmente

por esta region de Sudamérica (Moro y Schantz, 2006; Larrieu 2004).

Las pérdidas causadas por la hidatidosis se miden en términos de pérdidas econdmicas, de
inhabilitacion para trabajar y muertes. Los gastos generados por la enfermedad son de
aproximadamente 4,1 mil millones de dodlares al afio, de los cuales 46% se asocia con el
tratamiento humano y la morbilidad, y el 54% a los costos que genera la sanidad animal
(informe WHO, 2010). Las pérdidas econdémicas a causa de la hidatidosis en la industria
ganadera mundial se ha estimado en mas de 2 mil millones de ddlares anuales (Otero-Abad y
Torgerson, 2013). A pesar del considerable impacto socioeconémico, la hidatidosis sigue
siendo una enfermedad zoonoética desatendida; la Organizacion Mundial de la Salud ha
incluido recientemente a la equinococosis humana dentro del grupo de las enfermedades
desatendidas, y recomienda una estrategia de salud publica veterinaria como parte de un

enfoque de control eficaz.

En Uruguay, mediante ecografia, se detectaron niveles de prevalencia de 1 a 2% en habitantes
en areas de riesgo (zonas rurales, centros poblados pequefios, areas de contexto
socioecondmico critico) (Uruguay, Comision Nacional de Zoonosis, Plan Estratégico 2006 —
2009). El test de ELISA coproantigeno, dio como resultado un 6,4% de predios infectados y

dentro de ellos se reportd un 4,3% de perros positivos (Ferreira, 2006).

Estudios en poblaciones rurales de 13 departamentos del pais revelaron que un 22.2% de
hogares mantienen la préctica de alimentar a sus perros con visceras, las que pueden estar
infectadas con la forma larvaria, continuando asi el ciclo del parasito hacia la forma adulta

(Elola, 2009).

Se ha identificado a los perros domésticos como la principal fuente de infeccion para los seres
humanos. Controlar la infeccion parasitaria en estos animales es crucial para reducir la

incidencia de la hidatidosis.
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1.1.3 Control de 1a hidatidosis

Los primeros programas de control en América del Sur fueron basados en las experiencias de
los programas en las islas de Tasmania y Nueva Zelanda donde desparasitaron a los perros
con praziquantel, un tenicida 100% eficaz contra el estadio adulto de E. granulosus. A partir
de esta experiencia, se planificaron nuevos programas de control de la hidatidosis con éxito
variable en el sur de Chile (1979-1997), Uruguay (1965-al presente) y el centro-sur de
Argentina (1970-al presente) (informe WHO, 2010), asi como en Brasil y Perti (Larrieu y
Zanini, 2012).

El nuevo plan de control en estos paises consistia en usar una dosis de praziquantel de 5 mg /
kg en todos los perros en las zonas rurales, administrando el tratamiento cada 45 dias. Asi, a
pesar de las reinfecciones constantes, los parasitos no alcanzarian la etapa de gravidez en los
intestinos de los perros, y por lo tanto, los huevos no serian liberados en las heces. Si estas
acciones eran sostenidas durante 10 afios, periodo estimado necesario para reemplazar todas
las ovejas infectadas con nuevos animales y para la inactivacion de huevos preexistentes en el
medio ambiente, el parasito podria ser erradicado (Eckert et al., 2001). Sin embargo, este plan
de control tuvo importantes desafios: gran infraestructura de campo a controlar, grandes
poblaciones de perros ampliamente distribuidas y de dificil acceso, y finalmente contar con

financiacion durante todo el periodo que lleve el programa.

El programa de control de la hidatidosis en Uruguay fue lanzado en 1992 a través de la
Comision de Lucha contra la Hidatidosis, con vinculos administrativos con el sector de la
salud. A principio de 1992, la tasa de infeccion en el ganado ovino era de aproximadamente
40%. El programa nacional fue reestructurado, llevando a cabo la desparasitacion de los
perros cada 30 dias. Este hecho aumentd la cobertura del programa, involucrando veterinarios
y vehiculos todo terreno, financiado con el cobro de patente a los duefios de los perros. En
1995, la desparasitacion era llevada a cabo en mas de 90% del pais; para 1997, la tasa de
prevalencia entre los perros se redujo drasticamente de 10,7 en 1991 a 0,7%, y en
consecuencia, la incidencia nacional en los seres humanos cay6 de 11,3 /100.000 en 1993 a
6,5 / 100.000 individuos (Economides et al 2001 WHO; Cabrera et al 2003). En este punto, el
modelo uruguayo habia sido exitoso y estaba en camino de erradicar E. granulosus en

Uruguay en 5 anos.

En 2006-2007, los cambios politicos dieron lugar a cambios estructurales y la Comision para
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la lucha contra la hidatidosis se rebautiz6 con el nombre Comision de Control de zoonosis. Se
introdujeron nuevos sistemas de vigilancia y se adoptaron nuevas iniciativas como por
ejemplo la castracion de la poblacion canina. Al momento, no se conocen los nuevos datos de

prevalencia en nuestro pais (Larrieu y Zanini, 2012).

La educacion sanitaria, el control de faena y la desparasitacion canina, fueron herramientas
suficientes para la erradicacion de la hidatidosis en ambitos insulares, como Islandia,
Tasmania y Nueva Zelanda. Sin embargo, estos logros no se pudieron repetir en ambitos

continentales.

1.1.4 Tratamiento de la hidatidosis

La eleccion de un tratamiento Optimo para la hidatidosis, debe evaluarse cuidadosamente en
cada caso. No hay un tratamiento que sea mejor que otro y no existen datos comparativos de
las diferentes modalidades de tratamiento: cirugia, quimioterapia y la técnica PAIR (puncion -
aspiracion - inyeccion - re-aspiracion). La eleccion del tratamiento es compleja y se basa en
las caracteristicas del quiste, en la experiencia y disponibilidad del equipo médico y la

disposicion de los pacientes a la vigilancia a largo plazo (Brunetti ef al., 2010).

La cirugia sigue siendo el tratamiento de eleccion para remover al quiste totalmente. Sin
embargo, como nombramos anteriormente, existen tratamientos alternativos y/o
complementarios como son el empleo de derivados imidazodlicos. El albendazol actua
uniéndose a la beta-tubulina parasitaria inhibiendo asi la polimerizacion de la tubulina y el
transporte de glucosa microtiibulo dependiente. Este tratamiento ha demostrado resultados
promisorios y tiene sus mayores indicaciones en hidatidosis multiples, en pacientes de alto
riesgo quirtrgico o inoperables, en hidatidosis 6sea, cuando el paciente rechaza la cirugia y
como quimioprofilaxis pre y postoperatoria. También se utilizan otros derivados imidazolicos
como mebendazol y praziquantel. La quimioterapia parece ser mds efectiva en pacientes
jovenes, probablemente debido a que los quistes pequefios de paredes finas y los quistes
secundarios, son mas susceptibles a este tratamiento (Gemmel et al., 2001; Munoz, 2007;

Brunetti et al., 2010).

Otra opcidn para el tratamiento de casos de hidatidosis, especialmente hepatica, es la técnica
PAIR. La puncion quistica se efectiia bajo monitoreo ultrasonografico, se aspira el contenido

y se inyectan, gota a gota, agentes escolicidas (alcohol 70-95%, solucion salina 15-20% y
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solucion de cetrimida 0.5% son las mas recomendadas), dentro de la cavidad para luego re-
aspirar después de al menos 15 minutos. Esta técnica, poco invasiva, ha demostrado tener
excelentes resultados en pacientes en los cuales la cirugia no es posible o estd contraindicada.
Con esta técnica, el tiempo de hospitalizacion es menor, lo que conlleva un menor gasto en

comparacion con la cirugia (Gemmel et al., 2001; Muiioz, 2007; Brunetti et al., 2010).

1.1.5 Inmunidad contra E. granulosus en perros infectados

Una vez que el parasito llega al intestino del perro, el escolex penetra las criptas de Lieberkiin
del intestino delgado y ocasionalmente, la lamina propia, lo que normalmente resulta en dafio
al epitelio de la mucosa. De esta manera, el pardsito queda separado del sistema inmune del
perro como son las células productoras de inmunoglobulinas, especialmente IgA sintetizada

en la lamina propia, por una linea de células epiteliales del intestino (Zhang et al., 2008).

El primer reporte de inmunidad adquirida fue de Gemmell y colaboradores (1986), quienes
mostraron que la infeccion experimental de perros con E. granulosus daba lugar a una
disminucion del nimero de gusanos adultos resultantes, pero no estaba claro si se debia a la
resistencia innata o factores genéticos de los perros. Sin embargo, los animales de mas edad
infectados naturalmente presentaron menor prevalencia en comparacion con los individuos
mas jovenes, lo que proporciona una fuerte evidencia de que los perros se vuelven

parcialmente resistentes a la reinfeccion.

Al-Alkhalidi y Barriga (1986a) demostraron que la respuesta inmune contra E. granulosus
estd mediada por células T. Posteriormente, los mismos autores reportaron que hay una
respuesta humoral dependiente de IgG e IgA sistémica y de IgA de mucosas. Por otro lado,
animales infectados presentaron un test de hipersensibilidad de piel positivo frente a los
antigenos del gusano adulto y de protoescolices, indicando que existe una respuesta especifica
de mucosas por el aumento de IgA y que ademas hay una respuesta alérgica mediada por IgE

(Al-Alkhalidi y Barriga, 1986b).

Mas adelante, otros autores también reportaron que en los perros infectados con E. granulosus
se genera una respuesta inmune tanto local (en las placas de Peyer), como sistémica (Figura
3). Por otro lado, no existe asociacion entre la respuesta IgA y la carga de parasitos en los
perros, pero existe una correlacion inversa entre el nivel de IgE antiparasitaria y la carga de

parasitos al final de la infeccion (Zhang et al., 2008).
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Figura 3. Respuesta inmune de mucosa local y sistémica contra E. granulosus en un perro infectado. El
epitelio asociado a foliculos (FAE), que cubre a las placas de Peyer, presentes en el tejido linfoide asociado a
mucosas (GALT), contiene células M especializadas en internalizar los antigenos de los parasitos y transferirlos
a las células dendriticas locales (DCs). A su vez, las DCs presentan los antigenos a las células B y T, las cuales
producen anticuerpos y citoquinas respectivamente. Las células epiteliales del intestino expresan al receptor de
inmunoglobulina polimérica (pIgR), que median el pasaje transcelular de los anticuerpos al lumen intestinal. Las
DCs de la mucosa presentan antigenos al sistema inmune sistémico para estimular a las células B y T. Durante la
infeccion, muchos parametros inmunolégicos (detallados en los cuadros celestes) se incrementan en ambos tipos
de respuestas lo que resulta en una inflamacioén que dafia el tejido epitelial del intestino. Adaptado de Zhang et

al., 2008.

Existe gran similitud entre la inflamacion causada por las respuestas inmunes alérgicas a
diferentes alergenos ambientales y la respuesta causada por algunos antigenos de helmintos.
La respuesta inmune en ambas situaciones se caracteriza por una respuesta predominante del
tipo Th2 y la consecuente regulacion positiva de las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13.
Generalmente, esta respuesta es acompafiada por una eosinofilia tisular, secrecion de mucus y

una aumento de los anticuerpos IgE (Afifi et al., 2015).
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Si bien existen estudios acerca de la inmunidad protectiva contra E. granulosus en su
hospedero definitivo, esta es escasa y se necesita mayor informacion para definir los
mecanismos responsables de la misma. Dado los antecedentes, la generacion de una respuesta
de hipersensibilidad del tipo I, caracterizada por una reaccion alérgica con aumento de IgE
provocada por re-exposicion a un alérgeno, en el intestino del perro lograria la expulsion de
los gusanos adulto. El uso de proteinas alergenas para la generacion de una vacuna contra E.

granulosus parece ser una buena estrategia.

1.1.6 Vacunas contra la hidatidosis

En las ultimas 5 décadas, se ha intentado con escaso éxito, la generacion de vacunas contra la
hidatidosis. En 1996 se dio a conocer el desarrollo de la vacuna recombinante EG95 contra E.
granulosus. EG95 es una proteina recombinante, cuyo ADNc fue clonado a partir de ARN
mensajero obtenido de la oncésfera del parésito y se expresado como una proteina de fusion.
Se demostré que EG95, aplicada junto con el adyuvante QuilA en ovejas, protege frente a la
infeccion al inducir anticuerpos especificos contra la oncosfera del parésito (Lightowlers et
al., 1996). Las ovejas vacunadas con EG95 y desafiadas con oncésferas viables mostraron una
proteccion de 96-98% contra el desarrollo de hidatidosis. Esta vacuna ha mostrado ser
efectiva en diferentes especies de hospederos intermediarios, cabras, ovejas y bovinos (Heath
et al., 2003, Larrieu et al., 2013). En un primer estudio de impacto se detectaron dificultades
operativas en terreno para la aplicacion de la vacuna: instalaciones deficientes, amplitud del
periodo de paricidon, venta y movimiento de corderos vacunados, costos operativos para su

aplicacion y otros problemas tal como la sequia (Larrieu, 2013).

Las pruebas de vacunas hechas con extractos de pardsitos para inmunizar perros contra
infecciones repetidas por E. granulosus han generado diversos niveles de inmunidad. Los
primeros intentos de desarrollar una vacuna contra E. granulosus en perros fueron realizados
por Turner y colaboradores (1933), utilizando antigenos extraidos de protoescolices o de la
pared de quistes hidaticos. El preparado fue inyectado intramuscularmente a intervalos de 3-6
dias y a los 6-15 dias, los perros fueron desafiados con protoescodlices vivos. En 8 perros
vacunados se encontraron de 0-6 gusanos adultos, mientas que los perros usados como grupo
control presentaban grandes cantidades de gusanos. A continuacion, realizaron un ensayo con
106 perros en donde solo la mitad de los vacunados resistieron la infeccion, comparado con el

95% de infeccidon que se registrd en los perros control.
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Matov y Vasilev, en 1955, reportaron una proteccidon parcial en perros vacunados con
extractos de protoescoélices. Forsek y Rukavina (1959), utilizaron pared de quiste y liquido
hidatico, logrando cierto grado de proteccion. Gemmel (1962b), mostré que la vacunacion
con antigenos preparados a partir de protoescolices o gusanos adultos liofilizados y
administrados una vez con adyuvante basado en aceite o cinco veces sin adjuvante, reducia
significativamente el nimero de gusanos adultos que se desarrollaban luego de la infeccion.
El promedio de la reducciéon en 16 perros fue de 65% y se encontraron algunas evidencias de
que los antigenos del gusano adulto eran mas efectivos que los de los protoescolices. Los
gusanos que lograron establecerse en los perros vacunados presentaron menor cantidad de
segmentos terminales y poco desarrollados, comparados con los de los perros del grupo
control. De estos segmentos no se desarrollaron huevos y aunque no se demostré que los
gusanos fueron completamente estériles, se vio un efecto en la produccion de huevos debido a
la vacunacion. Otros investigadores también consiguieron producir alguna proteccion
mediante la inmunizacién parenteral: Movsesijan y Mladenovic en 1970, y Aminzhanov en
1980, lograron limitar el nimero de gusanos establecidos capaces de desarrollarse hacia la
etapa gravida mediante la inmunizacién oral de los perros con protoescolices irradiados. Herd
y colaboradores, en la década del 70, utilizaron antigenos de excresion - secrecion de gusanos
adultos de E. granulosus para vacunar a los perros, obteniendo como resultado una reduccion
en el nimero de gusano y una muy significativa supresion de la produccion de huevos

(Lightowlers, 1994; Zhang et al., 2006).

La inmunizacion de perros con antigenos obtenidos de especies heterdlogas de tenideos no ha
inducido una inmunidad adecuada contra E. granulosus, aunque en 1986, Gemmell y
colaboradores lograron una respuesta inmunitaria breve con la inyeccién parenteral de
oncosferas activadas de E. granulosus, T. hydatigena, T. ovis, T. multiceps, T psifermis o T.

serialis (Lightowlers, 1994).

Nuestro grupo de investigacion, ha empleado varios antigenos recombinantes del estadio
larvario, expresados en una cepa no patogénica de Salmonella tiphymurium, a saber:
rEgFABPI1, rEgTrp, and rEgA31 (proteina de unién a &cidos grasos, tropomiosina y
paramiosina respectivamente de E. granulosus) (Chabalgoity et al., 1997; Fu et al., 1999,
Petavy et al., 2008). Los resultados de un primer experimento en ratones para evaluar la
respuesta inmune contra la proteina recombinante rEgFABP1 (antiguamente EgDfl)

mostraron que el antigeno era capaz de desarrollar una fuerte respuesta inmune contra el
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parésito, detectada por la reactividad del suero de los ratones en cortes histologicos de
protoescolices, y por la respuesta celular contra la bacteria y el antigeno, asi como la
produccion de citoquinas (Chabalgoity et al., 1997). Estudios posteriores de inmunizacion en
perros demostraron que la vacuna es bien tolerada por los animales vacunados oralmente. En
algunos de los perros, se observo respuesta humoral y celular contra rEgFABP1 (Chabalgoity
et al., 2000). La proteina recombinante EgA31, utilizada para sensibilizar nédulos linfaticos y
popliteos de perros, logrd inducir una respuesta celular activa en los nddulos linfaticos. Esto
sugiere que es posible lograr una respuesta inmune comparable en los tejidos linfoides de
mucosa, tales como las placas de Peyer (Fu et al., 1999). Petavy y colaboradores (2008),
llevaron adelante dos ensayos experimentales en Marruecos y Tunez con los antigenos
recombinantes ya mencionados, expresados en Salmonella tiphymurium en 28 perros. Se
estudiaron las respuestas histologicas tanto en los animales vacunados como en los empleados
como control a nivel del duodeno donde se localiza el parasito, encontrando una disminucion
significativa de la carga de pardsitos en perros vacunados (70% a 80%) y una menor tasa de

desarrollo en los gusanos restantes.

Por otro lado, otro grupo de investigadores vacunaron perros con proteinas nativas solubles de
protoescolices, logrando una significativa supresion del crecimiento y produccion de huevos.
Luego testearon la capacidad de proteinas recombinantes de una familia de genes regulados
por el desarrollo, expresadas en el estadio adulto del parasito, logrando un alto nivel de
proteccion (97-100%) en términos de supresion del crecimiento de los gusanos, en el

desarrollo de los huevos y en la embriogénesis (Zhang et al., 2006).

A la fecha, a pesar de los multiples resultados promisorios mencionados, no hay reportes
indicando que se haya continuado con la experimentacion en el sentido iniciado, siendo la
unica vacuna que ha llegado al estadio comercial la elaborada a partir de EG95 con los

resultados ya mencionados.

La vacunacién de los perros es un método de control complementario rentable, debido a que
hay muchos menos perros que ovejas en las zonas donde el parasito es endémico, por lo tanto,
se deben vacunar menos animales. Por otro lado, es posible vacunar perros callejeros o
salvajes sin tener que capturarlos, aplicando la vacuna en la comida distribuida por via aérea

en zonas donde no se puede entrar con vehiculos.
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1.2 Proteinas de la superfamilia CAP

La superfamilia de proteinas CAP [proteinas secretoras ricas en cisteinas (CRISP), antigeno 5
(Ag5), proteina relacionada con la patogénesis 1 (Pr-1)], anteriormente conocida como SCP /
TAPS (Pfam: PF00188) han sido identificadas en la mayoria de los tejidos humanos y de
ratones, y tienen roles significativos en la reproduccion, el desarrollo, el sistema inmune y en
patologias, incluyendo cancer, dafio nervioso, pancreatitis y problemas cardiacos (Gibbs et
al., 2008). La nomenclatura CAP deriva de las tres familias de proteinas originalmente
identificadas, los cuales reflejan con mayor precision la diversidad existente dentro de esta
superfamilia. Las CRISP son proteinas presentes en el aparato reproductivo masculino de
mamiferos, las proteinas Ag5 son las mas abundantes e inmunogénicas en el veneno de
insectos y las proteinas PR-1 estan presentes en plantas luego de la invasién por patdogenos

(Cantacessi et al., 2009).

Las CAPs de mamiferos incluyen nueve subfamilias: proteinas secretoras ricas en cisteina
(CRISPs), proteinas relacionadas con la patogénesis de glioma 1 (GLIPR1), proteinas
relacionadas con la patogénesis de glioma 2 (GLIPR2) / proteinas relacionadas con la
patogénesis del Golgi 1 (GAPRI1), proteinas inhibidoras de peptidasa 15 (PI15), proteinas
inhibidoras de peptidasa 16 (PI116), CRISPs con dominio LCCL 1y 2 (CRISPLD1 / CAPLD1
y CRISPLD2 / CAPLD2), receptor de tipo manosa / proteinas con dominio CP, proteinas con
dominio CTL (CAPCL) y la proteina de dominio tipo R3H (R3HMDL) (Gibbs et al., 2008).

La superfamilia CAP esta caracterizada por presentar secuencias conservadas, dos definidas
por la base de datos PROSITE  (http://www.expasy.ch/prosite):  CAPI
[GDER][HR][FYWH][TVS][QA][LIVM][LIVMA]Wxx[STN] y CAP2
[LIVMFYH][LIVMFY ]xC[NQRHS]Yx[PARH]x[GL]N[LIVMFYWDN] y dos definidas por
Gibbs y colaboradores (2008): CAP3 (HNxxR) y CAP4 (G[EQ]N[ILV)).

La estructura terciaria muestra una gran conservacion (Figura 4), a pesar de que en general, la
identidad de secuencia suele ser baja y la distancia evolutiva significativa entre los
organismos. La variacion fuera de estas secuencias conservadas puede explicar las diferentes
funciones que han sido reportadas. La presencia de miembros de la familia CAP en Archeae,
Eubacterias y Eukarya sugiere que estas proteinas estaban presente en el ancestro comun de

todas las formas de vida (Gibbs et al., 2008).
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Figura 4. Representacion de la estructura tridimensional tipica de las CAPs

Los motivos CAP estan presentes en un pequeiio dominio estructuralmente conservado de 17-
21 kDa y estabilizado por puentes disulfuros. Este dominio es llamado CAP (Gibbs et al.,
2008) o PR-1 (Lu et al, 2013), segun los autores. Su estructura cristalografica revela una
conformacidon comun, que consiste en un sandwich a-f-a, en el que tres hebras 3 antiparalelas
estan flanqueadas por tres hélices a de un lado y una cuarta hélice del otro. Algunos
miembros de la superfamilia tienen una extension C-terminal conteniendo varias cisteinas que
se conoce con el nombre de “Hinge” (bisagra). Esta region tiene una conformacion
caracteristica que comprende tres hélices o, dos hebras § cortas y puentes disulfuro. Existen
dominios adicionales que son unicos por ejemplo, el regulador de canal de iones (ICR) en la
region C-terminal de las CRISPs; otros dominios adicionales muestran homologia con
dominios de familias de proteinas tales como el dominio lectina tipo C (CTL) y el dominio
LCCL; y otros tienen extensiones de C-terminal sin homologia con otras secuencias. Esta

arquitectura multidominio sugiere que son proteinas multifuncionales (Gibss et al., 2008).

Estas proteinas tienen algunos de los atributos de las proteasas, sin embargo, carecen del sitio
activo completo funcional que presentan las proteasas cldsicas. Se desconoce si este sitio
activo putativo incompleto representa la base estructural de la actividad inhibidora de proteasa
reportada para la proteina PI15 humana o si representa una nueva clase de sitio activo de
proteasas, como se propuso para la proteina Tex31 (Koshikawa et al., 1996; Milne et al.,

2003). Hasta el momento, no existe una demostracion definitiva de que las CAPs de

18



Introduccion

mamiferos presenten actividad proteasa.

1.2.1 Proteinas CAPs en helmintos

Las proteinas CAPs han sido descritas en varios organismos eucariotas incluyendo a los
parésitos helmintos, en donde podrian tener un rol importante en la interaccion hospedero-
parésito. Las primeras reportadas fueron las de nematodos, llamadas proteinas secretadas de
Ancylostoma (ASP) y mas tarde se dieron a conocer las de platelmintos, a las que llamaron

proteinas tipo veneno-alergeno (VAL).

Las ASPs, las cuales son secretadas luego de la transicion de la forma larvaria de vida libre a
la forma parasitaria, se clasifican en 3 grupos (1-3) segun el alineamiento basado en la
estructura. En general, existen 3 enlaces ditioeter (1-3) localizados en el nucleo de las
proteinas CAP, mientras que los enlaces 4 y 5, cuando existen, se localizan en la porcion C-
terminal. En los grupos 1 y 3, todas las proteinas, salvo algunas excepciones, tienen los 5
enlaces ditioeter. Las proteinas del grupo 2 se diferencian del resto por no tener el enlace
ditioeter 2 (Osman et al., 2012). El grupo 1 incluye a ASP1 y ASP2 de Necator americanus
(Na-ASP1 y Na-ASP2) y se caracteriza por la presencia de dos residuos de histidina
conservados, His69 e His129, los cuales podrian estar involucrados en la interaccion proteina-
ligando dependiente de metales. Si bien los grupos 1 y 3 estdn muy relacionados
filogenéticamente, lo que los diferencia es la ausencia de estos dos residuos en el grupo 3. El
grupo 2 (por ejemplo, ASP de Ancylostoma caninum, Ac-ASP7) no tiene estos residuos
conservados de histidinas y ademas carece de un considerable nimero de aminodcidos, 18 si
comparamos las proteinas de este grupo con la Na-ASP2. Aunque se desconoce la funcion de
las ASPs, su secrecion por parte del parasito durante las primeras etapas de la invasion del
hospedero, sugiere que tienen un papel clave en la patogénesis molecular de la infeccion

(Cantacessi et al., 2009; Osman et al., 2012).

Si bien hay mucha informacion disponible sobre las CAPs de nematodos, muy poco se sabe
acerca de las de platelmintos. Los primeros miembros de la familia VAL en platelmintos
fueron reportados en el cestodo Mesocestoides corti, parasito modelo para el estudio de la
relacion hospedero-cestodo. Britos y colaboradores (2007) amplificaron 4 transcriptos del
estadio larvario del parasito a los que nombraron McCRISP1-4. Los resultados sugieren que
las VALSs de cestodos podrian participar de la interaccion hospedero-parasito. Posteriormente,

se realizaron busquedas en bases de datos de EST que permitieron la identificacion de
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secuencias de proteinas de la superfamilia CAP de Taenia asiatica, Taenia saginata, Taenia
solium, Monienzia expansa y Echinococcus multilocularis (Chalmers et al., 2012). La base de
datos de GeneDB del Instituto Sanger informa la presencia de varios miembros putativos en

E. granulosus.

Los primeros miembros de la superfamilia CAPs reportados en trematodos fueron SmVALA4,
SmVALI10 y SmVALI8 de Schistosoma mansoni (Curwen et al., 2006). Mas adelante,
cuando el genoma completo de S. mansoni estuvo a disposicion, se identificaron 28 genes que
codificaban para proteinas con el dominio CAP (Chalmers et al., 2008). Mediante analisis
gendmicos, transcriptomicos, filogenéticos y de estructura terciaria, las SmVALs se
clasificaron en 2 grupos. El grupo 1 tiene un péptido seiial, 3 enlaces disulfuro conservados y
la region del primer bucle extendida. El grupo 2 no posee estas caracteristicas pero cuenta con
los residuos de tirosina 82 e histidina 21 altamente conservados. Estos residuos podrian
ayudar a estabilizar la primera y tercer hélice del dominio CAP mediante enlaces de
hidrégeno intramoleculares (Chalmers et al., 2008). Las diferentes caracteristicas de los dos
grupos sugieren distintas localizaciones celulares: las VALs del grupo 1 podrian localizarse
extracelularmente mientras que las del grupo 2 en compartimentos intracelulares (Gibbs et al.,

2008).

Las proteinas VALs estan presentes en todas las especies de platelmintos, manteniendo la

divisién en grupo 1y grupo 2 (Chalmers et al., 2012).

Estudios cristalograficos de varias de las proteinas de parasitos mencionadas, presentan la
estructura tridimensional caracteristica de la superfamilia (Asojo et al., 2005; Asojo et al.,

2011; Osman et al., 2012; Kelleher et al., 2014).

1.2.2 Antecedentes de trabajo con proteinas CAPs de cestodos en la Seccion Bioquimica

Como mencionamos previamente, las primeras proteinas CAPs reportadas en platelmintos
fueron las McCRISPs del cestodo M. corti. Britos y colaboradores (2007) identificaron 4
secuencias codificantes del estadio larvario del parasito (tetratiridio), que mostraron
homologia de secuencia con las proteinas CRISPs de humanos y por eso su nombre. De las 4
secuencias, solo se obtuvo completa la de McCRISP2. Mediante la hibridacion in situ, se
localiz6 la expresion de McCRISP2 en la region apical del tetratiridio y en los proglétides de

los gusanos segmentados. Los resultados sugieren que las proteinas CRISP de M. corti
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podrian tener un rol como proteinas de productos de excrecion/secrecion y participar en
procesos de diferenciacion, como se ha propuesto para proteinas homodlogas de otros

organismos.

La MSc. Alicia Costabile continu6 investigando estas proteinas, logrando aislar 6 nuevas
secuencias mediante el uso de un cebador degenerado combinado con la estrategia RACE 3.
Posteriormente, intentd la expresion de McCRISP2 en los sistemas de expresion Pichia
pastoris y E. coli, no logrando la producciéon de McCRISP2 de manera soluble ni con un buen
rendimiento. Por ultimo, a partir el andlisis de la expresion de McCRISP2 a lo largo del
desarrollo estrobilar de M. corti se evidenci6 la disminucion del ARNm a medida que avanza
la segmentacion. En cuanto a la localizacion, se observaron diferentes perfiles que deberan ser
corroborados mediante la colocalizacion de marcadores de tejido especificos (Costabile 2013,

tesis de maestria).

Posteriormente, la Lic. Soledad Echeverria (2011) en su tesis de grado, aislé dos fragmentos
de ADN codificantes para proteinas de la superfamilia CAP de E. granulosus empleando
cebadores disefiados a partir del genoma de Echinococcus multilocularis, debido a que al
momento de realizado el trabajo no estaba disponible el genoma de E. granulosus.
Posteriormente, ensayd la expresion de las mismas en Pichia pastoris, sistema que se ha
utilizado con éxito en la expresion de otros miembros de la superfamilia CAP (Farias ef al.,
2012, Xiao et al., 2008, Geldhof et al., 2007, Goud et al., 2005, Bethony et al., 2005). Sin
embargo, no fue posible producirlas en este sistema por lo que los ADNc de las proteinas
fueron clonados en el vector procariota pET41a, para intentar expresarlas fusionadas a GST
en la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. Se realizaron diferentes protocolos de expresion y de
procesado de las proteinas para obtenerlas de forma soluble y con buen rendimiento, lo cual

no fue posible (datos no publicados).

Por otro lado, ambos ADNc fueron clonados en el vector de expresion pET22b(+) para
transformar la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. Ambos clones cedidos por la Dra. Estela

Castillo, son el punto de partida de nuestro trabajo.

Por ultimo, en un trabajo en colaboraciéon con el grupo de la Dra. Collette Britton de la
Universidad de Glasgow (Escocia), los ADNc de ambas proteinas de E. granulosus, fueron
amplificados por PCR y clonados en un vector de expresion para C. elegans, por. Para ambos

genes, se obtuvieron 4 lineas transgénicas estables. Se teste6 la reactividad del anticuerpo
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anti-His en el lisado de 100 gusanos de cada linea transgénica mediante Western blot para
detectar la presencia de cada proteina pero no se detectd expresion en ninguna de las lineas

transgénicas (datos no publicados).

1.2.3 Proteinas CAPs de helmintos como candidatos vacunales

La necesidad urgente de desarrollar nuevas drogas o vacunas para las especies de pardsitos de
importancia médica ha alimentado el interés en investigar la funcion de proteinas
potencialmente protectivas. La participacion de las proteinas de la superfamilia CAP en la
interaccidon hospedero-parésito las hace posibles candidatos para el desarrollo de drogas o

vacunas (Cantacessi y Gasser, 2012).

Estudios experimentales muestran que personas que producen IgE contra la proteina de
Ancylostoma caninum ASP2 recombinante, tienen un menor riesgo de infeccion por este
parasito. Posteriormente, se confirm6é que Ac-ASP2 es un antigeno protector en perros
vacunados, como se evidencia por las reducciones en los recuentos de huevos, carga de
gusanos, y una mayor capacidad de los sueros de perros para inhibir la migracion las larvas
L3 de Ancylostoma. Por estos motivos, se ha elegido a la Ac-ASP-2 como candidato para el
desarrollo de una vacuna contra la anquilostomiasis humana (Bethony et al., 2005). Otros
investigadores han encontrado que proteinas de tipo ASP2 también actian como antigeno
protector contra la oncocercosis en ratones (McDonald et al., 2004), contra la haemonchosis
rumiante causadas por el nematodo Haemonchus contortus en corderos (Kooyman et al.,

2000) y contra Ostertagia ostertagi en terneros (Meyvis et al., 2007).

La proteina nativa ASP-1 presente en las larvas del tercer estadio infeccioso de Onchocerca
volvulus (Ov-ASP-1) podria cumplir multiples funciones inmunorreguladoras. Se ha
demostrado que la Ov-ASP-1 recombinante no solo es un antigeno protector en ratones
vacunados contra O. volvulus, sino que también es un potente adyuvante ya que puede unirse
a las células presentadoras de antigenos maduras y activar las células dendriticas (He et al.,

2009).

Debido a sus propiedades inmunologicas, Na-ASP2 también ha sido investigada como posible
candidato vacunal. Los primeros estudios llevados a cabo en personas residentes en Estados
Unidos, mostraron que el antigeno es bien tolerado e inmunogénico. Posteriormente, se

realizaron estudios en una poblacion de Brasil (zona endémica), registrandose una urticaria
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generalizada. Estas reacciones se asociaron con IgE pre existente y especifica contra Na-ASP-
2, probablemente inducida por una infeccion anterior por anquilostomas (Diemert et al.,

2012).

La vacunacion de terneros con la proteina ASP de doble dominio (ddASP) purificada a partir
de los productos de excrecion/secrecion del estadio adulto de Cooperia oncophora, redujo la
puesta de huevos del parésito en un 58.5% y la contaminacién de las pasturas en un 65%,
ademds de una reduccion del 81.6% en el numero de gusanos encontrados en los animales
vacunados con respecto al grupo control. Esto demuestra la capacidad de la ddASP de

controlar las infecciones por C. oncophora mediante vacunacion (Vlaminck et al., 2015).

Farias y colaboradores (2012) evaluaron las propiedades alergeneas de proteinas VAL de
Schistosoma mansoni en un modelo murino de la inflamacién de las vias respiratorias. Los
resultados sugieren que las SmVALs tienen propiedades alergénicas que las hace buenas
candidatos vacunales. Si bien los resultados son alentadores, hasta el momento no se han

evaluado sus propiedades como vacunas contra la schistosomiasis.

1.3 Nanoparticulas como sistema de entrega de antigenos

Las nanoparticulas (NPs) se definen como particulas coloidales s6lidas que incluyen tanto a
las nanoesferas como a las nanocdpsulas. Las primeras son sistemas vesiculares con una
cubierta polimérica y un nucleo interno y las ltimas consisten en una matriz polimérica. Una
de sus caracteristicas fundamentales es su tamafo, generalmente del orden de 5-10 nm con un
limite de tamafio superior de aproximadamente 1000 nm (des Rieux et al., 2006; Mora-
Huertas ef al., 2010). Debido a la similitud de tamafio con los componentes celulares, las NPs
pueden entrar en las células vivas utilizando el mecanismo de endocitosis celular (Zhao et al.,

2014).

La nanovaccinologia terapéutica se aplica mayormente para el tratamiento del céncer y se
investiga su uso para el tratamiento de otras enfermedades o condiciones, como Alzheimer,
hipertension y adiccion a la nicotina. La nanovaccinologia profilactica, por otro lado, se ha
aplicado para la prevencion de diferentes enfermedades. Varias han sido aprobadas para uso

humano y otras estan en los ensayos clinicos o preclinicos (revisado por Zhao et al., 2014).

La union de los antigenos a las NPs se logra mediante adsorcion fisica simple o métodos mas

complejos, como la conjugacion quimica o la encapsulacion (Figura 5). La adsorcion del

23



Introduccion

antigeno sobre una NP se basa en interacciones de cargas o hidrofobicas. Por este motivo, la
interaccion entre las NPs y el antigeno es débil, lo que puede conducir a una disociacién
rapida del antigeno in vivo. La encapsulacion y la conjugacion quimica proporcionan una
interaccion mas fuerte. En la encapsulacion, los antigenos se mezclan con los precursores de
las NPs durante su sintesis. En este caso, el antigeno se libera s6lo cuando la NP se ha
degradado in vivo o en el interior de la célula. En la conjugacién quimica, los antigenos son
quimicamente entrecruzados (cross-linked) a la superficie de las NPs. El antigeno es
internalizado por la célula dentro de la NP, donde luego es liberado. Cuando las NPs actuan
como potenciador inmunoldgico, no es necesaria la unioén o interaccion con los antigenos. En

este caso, el método elegido es el de la mezcla simple (Zhao et al., 2014).

Conjugacion Encapsulacion Adsorcién Mezcla simple

(&

Figura 4. Interacciéon de las NPs con los antigenos de interés. Modificado de Zhao et al., 2014.

La eleccion del método de preparacion de NPs depende del polimero elegido y del compuesto
activo que se quiere asociar (des Rieux et al., 2006). Existen 6 métodos clasicos para la
preparacion de NPs por encapsulacion: nanoprecipitacion, emulsion-difusion, doble emulsion,
emulsidon-coacervacion, recubrimiento por polimero y el método de capa por capa (Mora-

Huertas et al., 2010).

El método de nanoprecipitacion se emplea para encapsular compuestos lipofilicos aunque se
ha usado esta técnica para la encapsulacion de compuestos hidrofilicos. El método de
emulsion-difusion se usa para encapsular compuestos tanto hidrofébicos como hidrofilicos.

En ambos casos, el compuesto es dispersado en un solvente organico inmiscible en agua,
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como por ejemplo el acetonitrilo. La solucidon resultante es emulsionada con una fase acuosa
que contiene un estabilizador como por ejemplo el alchol polivinilico (PVA) y la fase
organica es evaporada. Cuando se pretende encapsular un compuesto hidrofilico, se hace una
primera emulsion de la fase acuosa (donde se encuentra el compuesto activo), en la fase
organica (donde se encuentra el polimero). Luego, se agrega una segunda fase acuosa
conteniendo el estabilizador para obtener la emulsion fase acuosa interna - fase orgéanica - fase
acuosa externa. Por ultimo, se evapora completamente el solvente orgdnico (revisado por des

Rieux et al., 2006).

El tamafio de las NPs asi como su carga, son las caracteristicas mas importantes en este
sistema de transporte de antigenos. Estas caracteristicas determinan la distribucion, las
caracteristicas bioldgicas, la toxicidad y la interaccion con las células blanco de los tejidos.
Los pardmetros claves en la determinacion del tamafio de las NPs durante el proceso de
formulacion se han estudiado ampliamente: el numero de ciclos de homogeneizacion, la
adicion de excipiente a la fase acuosa interna, la concentracion del compuesto activo y la
relacion de fase acuosa externa - fase organica. La concentracion y la naturaleza del
estabilizante también parecen influir en el tamafio: las NPs preparadas en presencia de
polivinil alcohol (PVA) son més pequenas que las producidas con dodecil sulfato de sodio
(SDS). El peso molecular del polimero también influye: cuanto mayor sea el peso de
polimero, las NPs son mas pequefias y menos polidispersas. Las propiedades superficiales de
las NPs determinan la absorcion de las mismas por parte de las células. La hidorfobicidad y la
carga superficial estdn muy relacionadas con la composicion de polimero. La superficie de las
NPs puede ser modificada ya sea por recubrimiento o por injerto de moléculas para mejorar la

absorcion por parte de la célula blanco (revisado por des Rieux et al., 2006).

Varios estudios demuestran que las proteinas pueden ser encapsuladas mediante el método de

doble emulsion con evaporacion del solvente (Zambaux et al., 1998; Panyam et al., 2003).

En resumen, existen varias ventajas en el uso de NPs como sistema de reparto de compuestos
activos: 1) el tamafio y sus caracteristicas superficiales pueden ser manipuladas facilmente
para lograr dirigir al compuesto tanto de forma pasiva como activa mediante varias vias de
administracion; 2) es posible controlar y mantener la liberacién del compuesto activo durante
su transporte y en el sitio de localizacion, alterando la distribucion del mismo en los érganos
diana con el fin de lograr un aumento de su eficacia terapéutica y reduccion en los efectos

secundarios; 3) el control de la liberacion y las caracteristicas de degradacion de las NPs
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pueden manipularse facilmente mediante la eleccion de los constituyentes de la matriz; 4) el
compuesto activo puede ser incorporado en las NPs sin ninguna reaccion quimica, lo que
favorece la preservacion del mismo; 5) mediante la unién de ligandos a la superficie o por
medio de direccionamiento magnético, se las puede dirigir a un sitio especifico; 6) el sistema
de entrega de compuestos activos mediante NPs puede ser utilizado en diversas vias de
administracion incluyendo la oral, nasal, parenteral, intra-ocular, etc. (revisado por Yun et al.,

2013).

1.3.1 Polimeros sintéticos para la formulacion de NPs

Un gran numero de polimeros sintéticos como los son el poli lactida co-glicolida (PLG), el
acido lactico coglicolico (PLGA), el acido polilactico (PLA), la poli caprolactona (PCL) el
polietilenglicol (PEG) y el poliestireno, estan siendo usados para preparar NPs. Los criterios
principales tenidos en cuenta a la hora de elegir un polimero son su biodisposicion,
biocompatibilidad, la sencillez en su produccion y el rango de degradacion (des Rieux et al.,
2006; Mora-Huertas et al., 2010). Una vez en sus sitios diana, estos polimeros sufren
hidrolisis dando como resultado productos biocompatibles y biodegradables, como por
ejemplo el acido lactico y el 4cido glicolico. Estos productos no interfieren en el ciclo normal
de las células debido a que su formacion se da a velocidades muy lentas (Panyam et al.,

2003).

La naturaleza de los polimeros que constituyen a las NPs afecta significativamente su tamafio
y su perfil de liberacion de la droga o el antigeno encapsulado. Los polimeros PLG y PLGA y
PLA son los mas utilizados debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad (des

Rieux et al., 2006; Mora-Huertas et al., 2010).

1.3.2 Uso de NPs para el desarrollo de vacunas orales

La vacunacion por via de mucosas, donde se incluye a la vacunacion por via oral, ofrece
muchas ventajas inmunologicas y logisticas con respecto a la vacunacion sistémica. La
vacunacion por via de mucosas no requiere inyeccion y no causa dolor, por lo que es mejor
tolerada entre los pacientes de todas las edades. Ademads, simplifica los mecanismos de
fabricaciéon y de almacenamiento, asi como logra la independencia del personal médico
entrenado por lo que las hacen adecuadas para los programas de vacunacidon masiva,

especialmente en los paises en desarrollo.
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El sistema inmune de la mucosa es mas accesible para la induccion de una respuesta inmune,
ya que las mucosas son los sitios de entrada de los patdgenos. Otra ventaja muy importante es
que la vacunacion por via mucosa tiene como objetivo sitios especificos e induce una
“inmunidad de primera linea” en la entrada de los patégenos, lo que previene el
establecimiento y la diseminacion de la infeccion. Ademads, la inmunizacidon en un sitio
especifico de la mucosa puede resultar en una secrecion de anticuerpos sistémica, asi como en

otros sitios no especificos de la mucosa.

Una vacuna de mucosas exitosa debe ser capaz de penetrar la barrera de la mucosa de una
manera controlada e inducir tanto las respuestas inmunitarias innatas y como las adaptativas,
tales como la activacion de células dendriticas, macrofagos, células epiteliales de la sistema
inmune innato, células T efectoras y de memoria y células B especificas de antigeno, que

cooperan entre si para alcanzar la proteccion optima (Holmgren y Czerkinsky, 2005).

Cuando se administran proteinas por via oral, éstas deben de resistir la accion de los jugos
gastricos e intestinales. Ademas, la biodisponibilidad de las proteinas disminuye debido a la
baja permeabilidad de la mucosa y la falta de estabilidad en el tracto gastrointestinal,
resultando en la degradacion de la proteina antes de su absorcion por parte del intestino. La
asociacion de las proteinas con NPs poliméricas es una de los enfoques propuestos para

mejorar estos inconvenientes (Park ez al., 2011).

Fattal y colaboradores (2002), lograron proteccion contra Salmonella typhimurium en ratones,
después de la administracion oral de la fosforilcolina de S. typhimurium encapsulada en
particulas de PLGA. Conway y colaboradores (2001), han investigado la inmunogenicidad y
eficacia protectora de un antigeno de Bordetella pertussis encapsulado en microparticulas o
NPs de PLGA en un modelo murino. Los antigenos encapsulados administrados por via oral
no solo provocaron respuestas de la mucosa, sino también respuestas sistémicas, generando

proteccion contra B. pertussis.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es la caracterizacion, produccion, purificacion y
encapsulacion de dos proteinas CAPs de Echinococcus granulosus, EGVAL1 y EgVAL2, con el

fin de desarrollar una nanovacuna para ser aplicada en el hospedero definitivo del parasito.
2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacion de EgVAL1 y EgVAL2 mediante estudios bioinformaticos incluyendo

modelado por homologia y reconstruccion filogenética.

2. Produccién y purificacion de las proteinas recombinantes EgVAL1 y EgVAL2 en

cepas de E. coli.
3. Encapsulacion de las proteinas recombinantes en nanoparticulas poliméricas.

4. Evaluacion de la integridad de los antigenos encapsulados y de las nanoparticulas

poliméricas a lo largo del tiempo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Caracterizacion de EgVAL1 y EgVAL?2
3.1.1 Estudios bioinformaticos

Se determind la masa molecular y el punto isoeléctrico tedrico de EgVAL1-2 mediante el

software ProtParam disponible en el portal ExPASy (http://www.expasy.org/) y sitios de

glicosilacion  utilizando el software de prediccion disponible en el sitio

http://www.cbs.dtu.dk/services/.

Se buscaron los posibles epitopes lineales en ambas secuencias utilizando la herramienta

bioinformatica SVMTriP (http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/index.php).

La busqueda de secuencias similares a las secuencias de las proteinas EgVALSs se realizo a
través de BLAST (Altschul et al., 1990) en las bases de datos GeneDB
(http://www.genedb.org/) y NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Las coordenadas cristalograficas de las estructuras empleadas en este trabajo fueron obtenidas

a través del “Protein Data Bank™ (www.rcsb.org/pdb).

Se alinearon secuencias de proteinas de la superfamilia de las CAPs de trematodos y
nematodos anotadas en el GenBank con las de Echinococcus granulosus en estudio,
utilizando el algoritmo CLUSTAL X (Thompson et al., 1997), con la matriz Gonnet 250 y los
pardmetros “gap opening” de 10 y “gap extention” de 0.1. Se seleccioné una secuencia
representativa de los grupos 1, 2 y 3 de Schistosoma mansoni (VAL-2 AAY43181, VAL-4
AAY43182 y VAL-13 ABB88843) y una de los grupos 1, 2 y 3 de Necator americanus y
Ancylostoma caninum (Na-Asp2 AFR68662.1, ASP-7 AEJ86344.1, ASP-3 AAQ063575),
siguiendo la clasificacion de Chalmers y Hoffman (2012) y Osman y colaboradores (2012),

respectivamente.

Se alinearon secuencias de proteinas de la superfamilia de las CAPs de cestodos anotadas en

el GeneDB y GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) con las de E. granulosus,

utilizando el algoritmo CLUSTAL X, con la matriz Gonnet 250 y los parametros “gap
opening” de 10 y “gap extention” de 0.1. Se seleccionaron las secuencias EgGLIPR1

EgrG 000709300, EgGAPR1 EgrG 000376100, EgLCCL EgrG 001155900, EgVesVs5
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EgrG 001088800, EgPI16 EgrG 000766600, EgVAL EgrG 001147400, EgPI EUB60436.1,
TsVAL2 TsM 000328700, TsPIl6 TsM 000364700, TSsLCCL TsM 000370900,
TsR3IHDML TsM 000593700, TsVesV5 TsM 000962100, TsVALI TsM 000490200,
TsGLIPRI  TsM 000767500,  EmGLIPRI  EmuJ 000709300,  EmR3HDML
EmuJ 000651500, EmLCCL EmuJ 001155900, EmVesV5 EmuJ 001088800, EmPII6
EmuJ 000096500, EmVAL EmuJ 000781600, EmVAL3 EmuJ 001147400, EmGAPRI
EmuJ 000376100, HmPI16 HmN 000896700, MvVAL2 AAT74668.2, y MvVALL.

3.1.2 Modelado por homologia de las EgVAL:s:

Los modelos por homologia de EgVAL1 y EgVAL2 se llevaron a cabo empleando el paquete
informatico “Molecular Operating Environment” (MOE 2011.10) en un entorno Windows. La
seleccion del molde para cada proteina se hizo mediante busqueda en el banco de datos de
proteinas “Protein Data Bank™, seleccionando las proteinas Stecrisp de Trimeresurus
Stejneger (1RC9.pdb) y Pseudecina de Pseudechis porphyriacus (2DDB.pdb), obteniendo
puntuaciones de 1.5e-24 y 2e-17 respectivamente. El alineamiento se realiz6 usando la matriz
de sustitucion BLOSUMS62 para la construccion de pares iniciales, un “gap start” de 7 y “gap
extend” de 1. Finalmente, para el alineamiento de estructura se emplearon los parametros
“gap start” de 1 y “gap extend” de 0.1. Cada modelo fue sometido a una minimizacion de
energia en fase solvatada y una simulacion de dinamica molecular de 5 nanosegundos (ns),

usando el campo de fuerza Amber99 con condiciones periddicas (Wang et al., 2000).

3.1.3 Reconstruccion filogenética:

Se alinearon diecisiete secuencias de proteinas completas obtenidas del GenBank, utilizando
el software Clustal X con los siguientes parametros: matriz Gonnet 250, una abertura de gap
de 3 y extension de gap de 1,8, siguiendo las recomendaciones B.G. Hall (2013). Los arboles
filogenéticos se construyeron utilizando el software MEGA (version 6) (Kumar et al., 1993)
con las secuencias de aminoacidos de las EgVALs y de miembros representativos de la
familia de proteinas CAP de raton (Mus musculus). La topologia y la longitud de las ramas se
estimaron utilizando el método de “Maximum Likelihood” (método de distancia “Poisson-

correction” y usando la opcion de completa eliminacion de gap y “bootstrapping” de 1000).

Las secuencias de proteinas de raton utilizadas fueron: GLIPRI NP 082884; GAPRI
NP _081726; GRIPRIL1 NP 081294; GRIPRL2 NP 080499; PI16 NP 076223; Pil5
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NP_444421; R3HDML NP 001092801; CRISP1 NP _033768: CRISP2 NP_033446; CRISP3
NP_033769; CRISP4 NP _084709; CRISPLD1 NP _113579; CRISPLD1 NP 084485 CAPCL
Q7TSQ1. Se compararon topologias de arboles alternativos mediante los métodos de

“Neighbour Joining”, “Minimum Evolution”, “UPGMA” y “Maximum Parsimony”.
3.2 Expresion y purificacion de EgVALSs

Los clones correspondientes a las secuencia codificantes de las proteinas EgVAL1 y EgVAL2
fueron cedidos por la Dra. Estela Castillo (Seccion Bioquimica, Facultad de Ciencias,
Montevideo, Uruguay). La proteina EgVAL2 fue expresada en la cepa BL21 pLysS de E.
coli transformada con el plasmido pET-22b (Novagen). La secuencia codificante de la
proteina EgVAL1 fue optimizada para su expresion en E. coli por la compafiia GenScript y se
expreso en la cepa M15 pRep4 transformada con el plasmido pQE-TriSystem en el que

previamente se habia clonado la region codificante optimizada de EgVALI.
3.2.1 Estudios de Expresion de EgVAL?2

Para la expresion de la proteina EgVAL2 se realiz6 un pre-cultivo sembrando 3 pl de
bacterias de la cepa BL21(DE3) pLysS transformadas con el plasmido pET22b-EgVal2
almacenadas en glicerol a -80 °C, por cada 3 ml de medio LB, con 100 mg/ml de Ampicilina.
El pre-cultivo fue incubado durante toda la noche a 37 °C y a una agitacion de 200 rpm.
Posteriormente se transfirieron 6 ml de pre-cultivo a un matraz conteniendo 300 ml de medio
2TY. Las células de E. coli fueron incubadas en agitador en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente, dejandolas crecer hasta una absorbancia (D.O.) (A 600 nm) entre
0.5 — 0.8. Una vez alcanzada esta absorbancia, se agrego isopropil-p-D-1 tiogalctopirasnésido
(IPTG) como inductor de la expresion, a una concentracion final de 0.4 mM, durante 2 y 4
horas a 30 °C y 37 °C con igual agitacion. Finalizada la induccion, las células fueron
centrifugadas a 5500 rpm en rotor J14 (Beckman), durante 20 minutos a 4 °C. El precipitado
fue resuspendido en 10 ml de tampdn de union (50 mM de Buffer fosfato pH 8, 300 mM de
NaCl, 8 M de urea y 20 mM de imidazol) y almacenado a -20 °C.

3.2.2 Analisis de la expresion

Con el fin de verificar si hubo induccién adecuada para comenzar con la purificacion de la
proteina, se tomaron alicuotas de las células antes y después del agregado de IPTG para

analizar mediante electroforesis SDS-PAGE. Las alicuotas sufrieron el mismo tratamiento que
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las células contenidas en el matraz (centrifugacion a 5500 rpm, durante 20 minutos a 4 °C;
resuspension del precipitado en tampon de unidn con y sin urea para estudiar las fracciones
soluble e insoluble). Las muestras se analizaron en gel de poliacrilamida al 15% en

condiciones desnaturalizantes y se visualizaron con Azul de Coomasie.

3.2.3 Ruptura de células y liberacion de la proteina

Se realizo la ruptura de las células mediante congelado y descongelado, y posterior sonicacion
(Sonic ruptor 250, Omni International) en hielo, a 40 % de amplitud y pulsos de 2 segundos
durante 15 minutos. Por ultimo las células se centrifugaron a 13000 rpm rotor JA — 20

(Beckman) durante 30 minutos a 4 °C.

3.2.4 Purificacion de EgVAL?2 por cromatografia de afinidad

Se realiz6 una cormatografia de afinidad empleando Ni Sepharosa High Performance como
matriz en una columna pre-enpaquetada de 5 ml (GE Healthcare). La columna se equilibré
con al menos 5 volimenes de columna con el tampoén de union (50 mM de Na-Fosfato pH 8;
300 mM de NaCl; 8 M de urea; 20 mM de imidazol). Previo a cargar la muestra, la misma se
centrifugd a 13000 rpm en rotor JA20 (Beckman) durante 20 minutos a 4 °C para eliminar
posibles precipitados. Luego se filtro con filtro de acetato de celulosa con un tamafio de poro
de 0,2 um. La carga se realizé con bomba peristéltica con un flujo constante de 5 ml/min. La
elusion se realizd en pasos con concentraciones crecientes de imidazol utilizando el
tampon50 mM de Sodio-Fosfato pH 8; 300 mM de NaCl; 8 M de urea, con diferentes
concentraciones de imidazol: 20 mM, 50 mM, 100 mM, 300 mM y 500 mM. La elusién se
realizd a un flujo de 2 ml/min, colectando 2 ml por tubo. Las fracciones colectadas se
analizaron mediante electroforesis SDS — PAGE y se visualizaron por tincién de Azul de
Coomassie. Los tubos en donde la proteina se obtuvo sin otras proteinas visibles a la tincion

con Azul de Coomassie se seleccionaron para calcular la cantidad de proteina obtenida.

3.2.5 Optimizacion de la secuencia nucleotidica de EgVAL1

Ensayos anteriores realizados por la Lic Soledad Echeverria, (Seccion Bioquimica, Facultad
de Ciencias, Montevideo, Uruguay) mostraron que la proteina EgVALI no se expresaba en
cantidades apreciables. Con el fin de optimizar su expresion, se envid la secuencia original al
servicio GenScript, el cual utiliza el algoritmo OptimunGene™ para estudiar los parametros

criticos, necesarios para obtener una buena eficiencia de expresion en el organismo
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seleccionado (http://www.genscript.com/gene_synthesis.html).

3.2.6 Clonado

La region codificante optimizada de EgVAL1 en el plasmido pUCS57 se utiliz6 para
transformar células DH5a (cedidas por el Lic. Danilo Segovia) segun el protocolo que se

describe a continuacion.

Las células competentes se descongelaron en hielo durante 10 minutos agregando luego 50 ng
de plasmido por cada 50 pl de células. Se incubaron durante 20 minutos en hielo y 90
segundos a 42°C. A continuacidn, se incubaron las células durante 2 minutos en hielo. Por
ultimo, se agregd 350 ul de medio LB y se incubd durante 60 minutos a 37°C con agitacion.
50 ul de bacterias fueron cultivadas en placas conteniendo medio LB agar y ampicilina (100

mg/ml) durante toda la noche a 37°C.

Se seleccionaron varias colonias aisladas para realizar pre-cultivos de 3 ml de medio LB con
ampicilina (100 mg/m), los cuales se utilizaron para extraer el ADN plasmidico por el método
alcalino. Luego analizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en tampoén TAE y
tincion con GelRed (Biotium). Los plasmidos recuperados fueron digeridos con las enzimas
de restriccion Hind 11l y Bam HI (Fermentas), en un volumen final de 50 pl. A continuacion,
se incub6 una hora a 37°C y luego en frio para inactivar la reaccion. Paralelamente, se realizo
la digestion del vector pQE-TriSystem (Qiagen) con las mismas enzimas de restriccion. Los
productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, en las
condiciones ya mencionadas. Las bandas en el gel de agarosa correspondientes al vector lineal
y al fragmento con la region codificante de EgVAL?2 fueron purificadas mediante el uso de kit

de purificacioén de bandas (Quiagen).

A continuacion, se realiz6 la ligacion de la region codificante de EgVALL (50 ng) al vector de

expresion pQE-TriSystem (44 ng), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Con 5 pl del producto de ligacion obtenido, transformamos células M15 pRep4 segun el
protocolo de transformacion por choque de calor de baja eficiencia que se detalla a
continuacion: se centrifugd 1 ml de pre-cultivo de M15 pRep4 durante 2 minutos a 5000 rpm.
Se descarto el sobrenadante y el pellet se lavd con CaCl, 0.1 M frio y estéril. Repetimos el
primer paso y resuspendimos el pellet en 100 ul de CaCl, 0.1 M frio y estéril. Incubamos

durante 1 hora en hielo y luego agregamos 2 pl del pldsmido pQE-TriS-EgVAL2. Incubamos
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30 minutos en hielo y posteriormente realizamos el choque térmico de 90 segundos a 42 °C y
90 segundos en hielo. Por ultimo, agregamos 500 pl de medio de cultivo LB y cultivamos las
bacterias en placas conteniendo medio LB agar, ampicilina (100 mg/ml) y kanamicina (10

mg/ml) durante toda la noche a 37°C.

Para verificar que las bacterias crecidas en las placas fueran transformantes, se seleccionaron
8 colonias, se extrajo el ADN plasmidico y se digiri6 con las enzimas de restriccion Hind 111

y Bam HI, seglin protocolos detallados anteriormente.

3.2.7 Estudios de expresion de EgVAL1

Se siguid el mismo protocolo que para EgVAL2.

3.3 Deplecion de los sueros anti-EgVALI1 y anti-EgVAL?2

Los sueros anti-EgVALI1 y anti-EgVAL2 fueron producidos en ratones por el laboratorio

Covalab (Lyon, Francia). Se realizé la deplecion segun el siguiente protocolo:

Se realizo la expresion de proteinas de E. coli transformadas con el vector pQE-TriSystem,
segun el protocolo de expresion utilizado para expresar las células transformadas con pQE-
TriSystem-EgVALs. El extracto de proteinas obtenidas se incubd en contacto con dos
membrana de nitrocelulosa durante 2 hs a temperatura ambiente. Posteriormente, las
membranas se lavaron con 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBST. Por ultimo, se
incub6 cada membrana de nitrocelulosa con uno de los sueros (anti-EgVALI y anti-EgVAL?2)

durante 2 hs a temperatura ambiente y se recuper? el suero depletado.

3.4 Encapsulacion de EgVALSs

Se evaluaron dos metodologias de encapsulacion: nanoprecipitacion y el método de doble
emulsion con evaporacion del solvente. Todos los ensayos fueron realizados en el laboratorio
de parasitologia y micologia médica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Claude

Bernard Lyon 1, Francia. A continuacion se detalla el protocolo de cada uno de los métodos.

3.4.1 Nanoprecipitacion

Para evaluar el método de nanoprecipitacion, se ensayaron 3 condiciones en donde se vario la

cantidad de polimero disuelto en el solvente organico y se empled a la proteina sero albimina
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bovina (BSA).

Se disolvieron 200 (ensayo 1), 100 (ensayo 2) y 50 (ensayo 3) mg de policaprolactona (PCL)
de 14000 Da, en 25 ml de acetona. En el ensayo 3 se agregd 5 mg de seroalbumina bovina
(BSA) para evaluar la eficiencia de encapsulacion. Esta primera solucion se agrego, gota a
gota y con agitacion, a 50 ml de una solucién de Tween 80 0.1%. Una vez agregadas, dejamos

agitando la formulacion final durante 10-20 minutos.

La acetona se evapord utilizando un evaporador con rotacion. Los parametros iniciales fueron:
bafio de agua a 40 °C, 100 rpm de rotacion y presion a 250 miliBar. Luego, bajamos la

presion, paso a paso, a 50 miliBar.

El tamafio de las particulas obtenidas en cada ensayo se determind mediante difraccion laser

usando el equipo Mastersizer (Malvern).
3.4.2 Doble emulsion con evaporacion del solvente

Se realizaron varios ensayos de encapsulacion por esta metodologia. Se evaluaron dos
polimeros diferentes (PCL y 4cido polilactico (PLA)) variando sus concentraciones y las de
proteina para determinar los mejores parametros para la formulacion de las nanoparticulas

finales.

Los parametros evaluados utilizando PCL fueron los siguientes:

- 1 ml de BSA (10 mg/ml y 100 mg/ml)
- 10 ml de solucién de PLC (50 a 200 mg de PCL disuelto en etil acetato)
- 20 mlde PVA 2%

Los parametros evaluados utilizando PLA fueron los siguientes:

- 1 ml de una solucion 1 mg/ml de EgVALI1 (o EgVAL2)
- 10 ml de solucion de PLC
- 20 mlde PVA 2%

La primera emulsion se obtuvo sonicando, durante 2 minutos y a 25° de amplitud, la solucion
acuosa y la solucion de polimero. A esta emulsion se le agreg6 la solucion de PVA sonicando

durante 2 minutos a 25° de amplitud y con agitacion para evitar la formacion de precipitados.
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En cada caso, se ensayaron distintas condiciones para lograr la evaporacion del solvente. En
algunos ensayos, la evaporacion se realizé en las mismas condiciones que se usaron para el
método de nanoprecipitacion y en otros primero se diluyé 1/10 la formulacion de
nanoparticulas y luego se evaporo con el rotaevaporador en las mismas condiciones que se
usaron en los ensayos de nanoprecipitacion. Por ultimo, se evaluo la evaporacion del solvente

“overnight” sin usar el rotaevaporador.

El tamafio de las nanoparticulas obtenidas se determind mediante difraccion laser usando el

equipo Zetasizer (Malvern).

3.4.3 Nanoparticulas con Chitosan

Para el agregado de Chitosan a las soluciones de nanoparticulas de EgVAL1 y EgVAL2, se
centrifugd 10 ml de cada solucion durante 15 minutos a 15000 rpm con el fin de precipitarlas.
El pellet se resuspendiéo en 40 ml de Chitosan al 0.1%. Luego dejamos la solucién en

agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente.

3.4.4 Eficiencia de la encapsulacion

Se centrifugaron 200 pul de NPs durante 15 minutos a 14000 g. Se separd el sobrenadante, y el
pellet se resuspendié en 200 pl de tampon de union. Tanto a estas muestras, como a 200 pl de
NPs sin centrifugar (NPs totales), se les agregd 1 ml de acetonitrilo y se incubaron con
agitacion hasta la total disolucion de las NPs. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
durante 30 minutos a 14000 g, se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 75 pl

de tampon de uniodn.

Las muestras se analizaron en geles de acrilamida 15% mediante electroforesis SDS-PAGE y

tincion con Azul de Coomassie.

3.5. Estudios de estabilidad

3.5.1 Estudio de la estabilidad de las nanoparticulas en jugo gastrico e intestinal

artificial

Se centrifugaron 100 pl de NP-EgVALL, y 400 ul de NP-EgVALI1 con chitosan, a 14000 g
durante 20 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 100 pl de H,O

miliRo. Posteriormente, se agregd 1 ml de fluido géstrico simulando estado de ayuno
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(FaSSGF) segtn Vertzoni y colaboradores (2005) y se incubo durante 2 hs a 37 °C y 200 rpm.
Luego de la incubacion, se centrifugaron todas las muestras durante 20 minutos a 14000 rpm.
Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 100 pl de H,O miliRo. Se agregé 1
ml de fluido intestinal simulando estado de ayuno (FaSSIF) segin Galia y colaboradores
(1998) y se incubo durante 2 hs a 37 °C y 200 rpm. Luego de la incubacién se centrifugaron
todas las muestras durante 20 minutos a 14000 rpm. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendid el pellet en 100 pl de H,O miliRo. A cada muestra se le agrego 1 ml de

acetonitrilo para disolver el polimero de las NPs y liberar a las proteinas.

La estabilidad de EgVAL1 luego de la incubacion con FaSSGF y FaSSIF se estudié mediante
Western blot.

3.5.2 Western blot

La proteina EgVALI recuperada luego de disolver las nanoparticulas que se sometieron a los
fluidos FaSSGF y FaSSIF, fue sembrada en un gel de acrilamida 15%. Terminada la
electroforesis, se transfirio el gel a una membrana de nitrocelulosa equilibrada con el tampon
de transferencia. La transferencia de realizo en un cuba de transferencia (Amersham) durante
1 hora y media a 4 mA / cm” de membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, se incubé la
membrana en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. La membrana bloqueada se
incub6 con el anticuerpo primario (anti-EgVALI depletado) diluido 1 / 500 en solucion de
bloqueo, durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se lavd la membrana con 3
lavados con TBST de 10 minutos cada uno con agitacion y se incubd con el anticuerpo
secundario (IgG anti-raton) conjugado a fosfatasa alcalina diluido 1 / 10000 en TBST. Se
lavé la membrana con 3 lavados con TBST de 10 minutos cada uno con agitacién y el

revelado se realiz6 agregando el sustrato de la fosfatasa alcalina NBT / BCIP.
3.5.3 Estudio de estabilidad de las nanoparticulas durante el almacenamiento

Para evaluar la estabilidad de las NPs luego del almacenamiento en solucion a 4°C durante 9
meses, se midi6 la distribucion de tamafio de las formulaciones NP-EgVAL1, NP-EgVALI-
Chitosan, NP-EgVAL2, NP-EgVAL2-Chitosan utilizando el equipo Zeta Plus (BrookHaven)
en el laboratrio de biomateriales de la Facultad de Ciencias. Previo a cada medida, las
soluciones se filtraron con filtro de celulosa de 0,45 micras (Millipore) y se dejaron reposar

durante 2 minutos para evitar movimientos bruscos, que puedan interferir con la medida.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de EgVAL1 y EgVAL?2

Los clones empleados en este trabajo fueron cedidos por la Dra. Estela Castillo. La secuencia
y la traduccion virtual estuvo a cargo del grupo que ella dirige, comprobando que el marco

abierto de lectura era el esperado.

El andlisis de las secuencias obtenidas indica que la proteina EgVALI1 tiene un peso
molecular de 18,8 kDa y un punto isoeléctrico (pI) de 8,96 mientras que la EgVAL?2 tiene un
peso de 24,2 kDa y un pl de 8,83. Los datos fueron obtenidos a través del software ProtParam
disponible en el portal ExXPASy (http://www.expasy.org/). Es importante destacar que los
clones de partida no incluyen la region correspondiente al péptido sefial. La prediccion de los
sitios de  glicosilacion a  través del servicio de  prediccion = CBS

(http://www.cbs.dtu.dk/services/) indica que EgVALl tiene 4 sitios posibles de O-

glycosilacion en las posiciones 25, 143, 149 y 153 y un sitio de N-glicosilacion en la posicion
82. Por su parte, EgVAL?2 tiene 4 sitios posibles de O-glycosilacion en las posiciones 160,
162, 169 y 180 y un sitio de N-glicosilacion en la posicion 97.

La busqueda en el programa BLAST (Altschul ef al., 1990) indic6 una alta similitud entre
EgVAL1 y EUB54826.1 (92%) y EgVAL-2 y EUB55880.1 (94%). Estas dos secuencias son
producto del proyecto PRINA182977 (Zheng et al., 2013); a la fecha no hemos encontrado

nueva informacion sobre estas secuencias.

Se realiz6 la busqueda de epitopes lineales en ambas proteinas mediante la herramienta

bioinformatica SVMTriP (http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/index.php). EgVAL1 presenta 5

posibles epitopes, 3 de ellos recomendados por el sitio debido a su alto “score” y EgVAL2

presenta 3, 1 de ellos recomendado por el sitio (Tabla 1).
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Prediccion de epitopes lineales de EgVAL1 Prediccion de epitopes lineales de EgVAL2
Localizacién Epitope Score Localizacion Epitope Score
1 27-46 MMLMKHSPRLENLAERWARR 1 1 26-45 ASNMMLLLYSSHLEQLADYW 1
2 322 EEDRRSILELHTAAREQVRP 0,929 2 66-85 GQNIAAVGGFKPAFTEAVCG 0,496
3 60-79 LVPTVRWLANMWKAEVKYYT 0,911 3 95-115 YFNNSCTHICGHYTQMVWAT 0,439
4 89-108 KVCGHYTQMVWADSTELGCA 0,782
5 133-152 AGNFIGRKPYTEGGSCTKCP 0,553

Tabla 1. Prediccion de epitopes lineales de las proteinas EgVALs. En rosado se indican los epitopes

significativamente recomendados por el sitio.

4.1.1 Topologia de secuencia

El andlisis de la estructura primaria de las EgVALs revel6 la presencia de los motivos CAP,
definidos por Gibbs y colaboradores (2008), con un alto grado de conservacion y una region
bisagra rica en cisteinas. Estos elementos nos permitieron considerar a estas proteinas como
miembros de la superfamilia CAP (Figura 1A). Los motivos especificos de cada una de las
nueve familias presentes en mamiferos estdn ausentes en las EgVALSs, como por ejemplo los

motivos LCCL, R3H o ICR de las familias CRISPLD1-2, R3H y CRISP respectivamente.

El motivo CAP3 (HNxxR) no estd totalmente conservado y fue encontrado como HhxxR y
HtxxR. Esta misma situacién ocurrié en el motivo CAP2 en EgVAL2 que fue encontrado
como YFTvCQYKtGNh. Las regiones bisagras de las EgVALSs tiene un espaciamiento entre
las cisteinas de Cx,CxsCx4C y no tienen ningiin motivo especifico mas alla de la region
bisagra, como ocurre con varias familias de proteinas CAP de mamiferos (Gibbs et al., 2008)

(Figura 1B).
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Figura 1. Motivos conservados de las proteinas CAP. A) Secuencias de EgVAL1-2 indicando motivos
consenso. Los motivos CAP se muestran en colores (sin colorear los aminoacidos no conservados. B)

Representacion esquematica de cada familia CAP de mamiferos mostrando los motivos consenso. Modificada a
partir de Gibbs ef al., 2008.
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4.1.2 Reconstrucciones filogenéticas

Para evaluar la relacion de las EgVALs con las nueve familias descritas para mamiferos, se
aplicaron algoritmos filogenéticos empleando secuencias de Mus musculus (Mm)
representativas de cada familia. El andlisis filogenético mostr6 que las proteinas de E.
granulosus se incluyeron en el mismo clado que las proteinas R3HDML, PI15 y CRISPLD1/2
(Figura 2). CRISPLDI y CRISPLD2 se caracterizan por la presencia de un dominio C-
terminal (Ct) LCC que no fue encontrado en las proteinas de E. granulosus en estudio (Figura

1B).

L CRISP2
- CRISP4
" GAPR1
% GUPRIL2
i GUPR1
as PI6

473{— GUPRIL1

CAPCL

Ts'—c CRISPLD1
32 CRISPLD2

(=]
w

Figura 2. Relaciones filogenéticas. Arbol filogenético obtenido mediante anélisis de méxima verosimilitud de
las secuancias EgVALs y las secuencias de raton representativas de cada familia. (Mm): Mus musculus. Los

nimeros en los nodos indican “bootsraping”.

Se realizaron ademas, reconstrucciones filogenéticas empleando los métodos “Neighbour
Joining”, “Minimum Evolution”, “UPGMA” y “Maximum Parsimony”. Todo ellos arrojaron

resultados similares al mostrado en la figura 2.
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4.1.3 Comparacion con proteinas CAP de helmintos

Las secuencias de las proteinas EgVALs fueron comparadas con secuencias de proteinas CAP

de helmintos (nematodos, trematodas y cestodos).

Las CAPs de nematodos, conocidas con el nombre de ASP, se clasifican en 3 grupos,
mientras que las de trematodos, conocidas como VALSs, se clasifican en 2 grupos (Chalmers et
al., 2012; Osman et al., 2012). Ambas clasificaciones consideran inserciones o deleciones de
residuos. La comparacion con los grupos de proteinas de nematodos mostré que EgVALI1
coincide con el grupo 2 (ausencia del residuo conservado His69 y del enlace disulfuro N° 2) y
EgVAL?2 presentaba elementos tipicos del grupo 1 (conservacion de residuos de histidinas y
posicion de los enlaces disulfuro). La comparacion con las secuencias de proteinas de S.
mansoni mostré6 que ambas EgVALs comparten elementos caracteristicos del grupo 1
(ausencia de los residuos conservados His21 y Tyr82). A pesar de que las proteinas ASPs de
Ancylostoma caninum no tiene los motivos CAP tipicos, presenta la estructura de sandwich a-

B-a caracteristica de la superfamilia (Figura 3).

Los datos preliminares obtenidos de proyectos genoma de los cestodos 7. solium, E.
multilocularis, E. granulosus y Hymenolepis microstoma indican la presencia de los motivos
CAP y de residuos conservados compartidos con la superfamilia. Se tendra una visiéon mas
clara de la familia VAL de cestodos, una vez que los proyectos genomas de los mismos se

hayan completado.

Los motivos CAP consenso en las secuencias de cestodos aqui analizadas presentan un alto
grado de conservacion. En el motivo CAPI, de los 9 residuos que lo componen, los residuos
de las posiciones 3, 4, 5 y 7 tienen entre un 80-85% de conservacion. En el caso del motivo
CAP2, de los 12 residuos, los que ocupan las posiciones 2 y 4 presentan un 85% de
conservacion. El motivo CAP3 se presenta altamente conservado en todas las secuencias
analizadas, destacdndose el residuo de la posicion 5, una arginina, que se encuentra 100%
conservada. Esta arginina es el unico residuo que se encuentra con un 100% de conservacion
en estas secuencias. Por ultimo, el motivo CAP4 también se encuentra altamente conservado
en las secuencias de cestodos analizadas. Fuera de estos motivos, se observan una importante

conservacion de varios residuos como puede observarse en la figura 4.
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Figura 3. Comparacion de EgVALs con proteinas de nematodos y trematodos. La numeracion de los

aminoacidos indicada al derecho del alineamiento, comienza en el primer residuo después de péptido sefial. La

conectividad de los residuos de cisteinas en los enlaces disulfuro de Ancylostomatidae se indican con nimeros.

La conectividad de los residuos de cisteinas en los enlaces disulfuro de Schistosoma mansoni se indican con

letras. Las cisteinas que podrian participar de enlaces disulfuro en EgVALs de acuerdo al modelado por

homologia se indican sombreados en amarillo. Los residuos tipicos de las secuencias del grupo 2 de S. mansoni

(His21, Tyr82) y del grupo 1 de Ancylostomatidae (His69, His129) se indican en anaranjado. Los residuos

consenso de los motivos CAP estan subrayados. Secuencias representativas de cada grupo: SmVAL4 grupo 1,

SmVALI13 grupo 2, NaASP2 grupo 1, AcASP3 grupo 2, AcASP7 grupo 3.
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Figura 4. Comparacién de EgVALSs con proteinas CAP de cestodos. Los residuos consenso de los motivos

CAP estan subrayados. En azul claro se indican los residuos con un 70% de similitud y en azul oscuro los

residuos idénticos con igual proporcion.
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4.1.4 Modelado por homologia

Se realizo6 el modelado por homologia de EgVAL1 y EgVAL2 utilizando como molde los
datos cristalofraficos de las proteinas que tienen mayor identidad con las proteinas en estudio.
La desviacion de la media cuadratica (RMSD) global entre los modelos y sus moldes fue de
1,65 A para EgVAL1 y 1,21 A para EgVAL2. El RMSD es la medida de la distancia
promedio entre los &tomos de proteinas superpuestas. Para verificar la estabilidad e integridad
de los modelos, se determind la evolucion de la energia potencial (dindmica molecular). En
ambos modelos se observa el dominio central tipico de las proteinas de la superfamilia CAP,
compuesto por un sandwich a-p-a de tres hebras  rodeadas de hélices a por ambos lados, y
un dominio C-terminal compuesto por dos hebras  cortas y dos enlaces disulfuro. El modelo

de EgVAL2 tiene una extension adicional de 29 residuos.

Se identificaron 3 enlaces disulfuro en EgVALL: Cis107-Cis128 que conecta dos cadenas f3
del dominio central; Cis148-Cis157 y Cis151-Cis162 en la region bisagra que conecta el
subdominio N-terminal con el dominio CAP. El modelo de EgVAL?2 tiene el mismo patréon de
enlaces disulfuro que EgVALI1 en las posiciones Cis120-Cis141; Cis161-Cis170; Cis164-
Cis175 y un cuarto puente adicional que conecta la Cis49 con la Cis125. La figura 5 indica la
estructura secundaria de cada proteina modelada luego de los 5 picosegundos de dindmica
molecular mientras que las estructuras terciarias de las EgVALS modeladas, se muestran en

las figuras 6 y 7.

EgVAL1
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INVII/IVUV .

GVGQNLAASGGLVPTVRWLANMWKAEVKYYTYSNNSCIPFKVCGHYTQM

VWADSTELGQAINRCDSMLPAWRPPVYYLV:QYSPAGNFIGRKPYTEGG

SCIKCPTGYDCOTHNQCWSR
EgVAL2

ANS AR NANANNAT
N\ - JUWVUV VNV

A AANAANN AAN Rﬁ-
..........

PHYHGIGQNIAAVGGFKPAFTEAVCGWRHEEKYYSYFNNSCTHICGHYTQMVWATTKWIG

[ElAMRPF GGMRADWHNPQYFTVEQYKTAGNHYGERPYKYGPS[_BQCPKRHSCYRKQCVAYPTC

AAAAAAA A A

KRVFPLMKLADRKDKVIPKCVIDWT

Figura 5. Estructura secuendaria de EgVALSs. Las ondas rojas indican las a hélices. Las lineas azules indican
giros P. Las flechas amarillas indican las cadenas . Los recuadros en rojo indican las cisteinas que participan en

enlaces disulfuro.
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Figura 6. Modelado por homologia de EgVALI1. A) Superposicion del molde (IRC9.pdb) con el modelo de
EgVALI1 obtenido. B) Mapa de Ramachandran. C) Dinamica molecular hasta los 5 picosegundos. D) Modelo

luego de 5 picosegundos de simulacion. En blanco se indican los motivos CAP y en violeta la region bisagra.
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Figura 7. Modelado por homologia de EgVAL2. A) Superposicion del molde (2DDB.pdb) con el modelo de
EgVAL2 obtenido. B) Mapa de Ramachandran. C) Dinamica molecular hasta los 5 picosegundos. D) Modelo

luego de 5 picosegundos de simulacion. En blanco se indican los motivos CAP y en violeta la region bisagra.
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En la figura 8, se observan las proteinas CAP cuya estructura se conoce. Es interesante
observar que EgVAL2 tiene una extension C-terminal similar a las proteinas Triflin, Stecrisp,
Ves V5, Pseudecin y Natrin. Este region presente en las proteinas de la familia CRISP (Figura
9), es similar a los de la pequefia toxinas peptidicas SHK y BGK, las cuales se piensa que
estan relacionadas con el bloqueo de canales i6nicos (Shikamoto et al., 2005). Sin embargo,
en el caso de EgVAL2, este dominio no presenta todos los elementos caracteristicos de los
bloqueadores de canales i6nicos. Por otro lado, la EgVAL1 presenta similitud estructural con
GliPR-1, Na-ASP2 y Ac-ASP7. Ademas de presentar el sandwich a-B-a, estas proteinas
presentan el subdominio N-terminal de la region C-terminal de las proteinas de la familia
CRISP. Es intresante mencionar que Na-ASP2, proteina de Necator americanus secretada en
el estadio larvario infectivo, ha sido evaluada como candidato vacunal en ratones, generando

proteccion contra las infecciones por N. americanus (Diemert et al., 2012).
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Figura 9. Comparaciéon de la estructura de la toxina Bgk con el subdominio C-terminal de Triflin y
EgVAL2. A) Estructura del dominio C-terminal de la proteina Triflin (1WVR.pdb). B) Estructura de la toxina
Bgk (BGK.pdb). C) Estructura de la extension C-termnal de EgVAL2.

A partir de la estructura tridimensional de proteinas de la superfamilia, se ha descrito una
hendidura donde se ubican residuos altamente conservados y accesible al solvente: His, Glu /
Gln y Ser (Fernandez et al., 1997; Szyperski et al., 1998; Chalmers et al., 2008; Asojo et al.,
2004). Dado que estadisticamente los sitios activos de las enzimas estan localizados en
hendiduras, esto sugiere que las proteinas de la superfamilia podrian tener funciones
enzimaticas cuyo sitio activo estaria formados por estos aminodcidos (Laskowski et al.,
1996). El modelado por homologia de la superficie accesible demostré que ambas EgVALs
poseen la hendidura que contiene a los residuos His93 y Glu74 de EgVALI, y His53, Glu89 y
His106 de EgVAL2 en una posicion tridimiensional conservada. La Figura 10 muestra la

superposicion de los residuos conservados con la proteina Trifilin.

51



Resultados

Figura 10. Representacion de la hendidura conservada. A y B) Superficies accesibles al solvente de las
EgVALI1 (A) y EgVAL2 (B). C y D) Representacion en cintas de la estructura tridimensional de EgVALI1 (C) y
EgVAL2 (D). E y F) Superposicion de los aminoacidos conservados de EgVAL1 (E) y EgVAL2 (F) con la

proteina Triflin, (azul). En turquesa se muestran los residuos conservados de EgVALs.
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4.2 Expresion de las proteinas EGVAL1 y EgVAL?2

4.2.1 Estudios de expresion de EgVAL?2

Los antecedentes de produccion de las proteinas EgVAL detallados anteriormente, hizo
necesario mejorar las condiciones de expresion para obtener ambas proteinas con buen
rendimiento y de forma soluble. Uno de los motivos que explicarian la baja expresion
obtenida de las EgVALSs por el grupo de la Dra. Estela Castillo, es que la proteina pueda
resultar toxica para las bacterias. Por dicha razon, eligieron la cepa BL21(DE3)pLysS y el

vector de expresion pET22b(+).

El vector de expresion de EgVAL2 es el pET22b(+), que tiene una secuencia sefial pelB en el
extremo N-terminal, para potenciar de localizacion periplasmica de las proteinas y una cola de
6 histidinas en el extremo C-terminal. La localizacion peripldsmica influye en el correcto
plegado, la solubilidad y la formacion de enlaces disulfuro de las proteinas expresadas (GE
Healthcare Life Sciences, Recombinant Proteins Purification). La secuencia codificante es
trasncripta por la ARN polimerasa del bacteriofago T7. La cepa de E. coli elegida para
expresar a EgVAL?2 fue BL21(DE3) pLysS. Esta cepa permite la expresion con alta eficiencia
de genes que estén bajo el control del promotor de T7 y que tengan un sitio de union al
ribosoma. Ademas, esta optimizada para la expresion de proteinas toxicas ya que reprime a la
ARN polimerasa T7 hasta el momento de la induccion con IPTG, evitando la expresion basal.
Si bien Costébile (2013) la utiliz6 para la expresion de proteinas CAP de M. corti sin tener un
buen resultado, en este trabajo evaluamos distintas condiciones de expresion de las proteinas
en este sistema. Algunos cambios en las condiciones del cultivo, como la baja de la
temperatura y la variacion de los tiempos de induccidon pueden reducir la tasa de crecimiento
de las bacterias y de esta manera optimizar la expresion de las proteinas en forma soluble. Se
estudio asi, la expresion de las EgVALs a diferentes temperaturas (30°C y 37°C) y tiempos de
induccion (2 hs y 4 hs).

Partiendo de cultivos de 250 ml de medio, se ensayaron las 4 condiciones mencionadas. Se
colectaron alicuotas antes y después de realizar la induccion de la expresion con IPTG en la
fraccion soluble e insoluble, las cuales fueron analizadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%, en condiciones desnaturalizantes y visualizadas por tincion de Azul de

Coomasie, no observandose una induccion evidente en la fraccion soliuble (no se muestra). A
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pesar de este resultado, seguimos adelante con las purificaciones agregando 8 M de urea al

tampon de union.

El resto de cultivo se centrifugd y se homogeneizo en el tampén de uniéon conteniendo 20 mM
de imidazol. La adicion de 20 mM de imidazol evita la unién de proteinas de forma
inespecifica. Se realizaron luego las cromatografias de afinidad en pasos, a concentraciones
crecientes de imidazol (de 20 a 500 mM). No se visualizaron picos en los cromatogramas que
evidenciaran la presencia de la proteina por lo que se eligieron fracciones seriadas para
analizar por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes y
posterior tinciéon con Azul de Coomassie (Figura 11). La razén por la cual no se vio picos en
estos cromatogramas es que el imidazol presenta absorbancia a 280 nm y la cantidad de
proteina expresada es muy poca, por lo que el pico correspondiente a la elucion de EgVAL2

se ve enmascarado por la absorbancia del imidazol (no se muestra).

A) EgVAL2: 302C, 2 hs B) EgVAL2: 302C, 4 hs
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Figura 11. Cromatografias de afinidad de EgVAL?2. Electroforetogramas (SDS-PAGE 15%) de las muestras
seleccionadas. A) Expresion de EgVAL2 durante 2 hs a 30°C. Carriles 1-4: marcador de peso molecular, muestra
no inducida, muestra inducida, percolado; carriles del 5 al 15 volumenes de elucion: 3.4 ml, 8.5 ml, 11.9 ml, 15.3
ml, 18.7 ml, 23.8 ml, 27.3 ml, 32.3 ml, 37.4 ml, 47.6 ml y 51 ml. B) Expresiéon de EgVAL2 durante 4 hs a 30°C.
Carriles 1-3: marcador de peso molecular, muestra inducida, percolado, carriles del 4 al 15 volimenes de

elusion: 5.1 ml, 8.5 ml, 13.6 ml, 17 ml, 22.1 ml, 27.3 ml, 30.6 ml, 35.7 ml, 39.1 ml, 42.5 ml, 47.6 ml y 51 ml. C)
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Expresion de EgVAL2 durante 2 hs a 37°C. Carriles 1-15: marcador de peso molecular, muestra inducida,
percolado, volumenes de elucion: 5.1 Iml, 8.5 ml, 11.9 ml, 17 ml, 20.4 ml, 25.5 ml, 28.9 ml, 32.3 ml, 37.4 ml,
42.5 ml, 47.6 ml y 51 ml. D) Expresion de EgVAL2 durante 4 hs a 37°C. Carriles 1-3: marcador de peso
molecular, muestra inducida, percolado, volumenes de elucion: 5.1 ml, 8.5 ml, 15.3 ml, 18.7 ml, 22.1 ml, 25.5
ml, 30.6 ml, 35.7 ml, 39.1 ml, 42.5 ml, 47.6 ml y 51 ml. El recuadro indica a EgVAL2. Se indica la
concentracion de imidazol adicionada al buffer de unién en cada paso. En todos los casos se cargd 10 pl de
marcador de peso molecular (BioLabs), 3 ul de muestra no inducida, muestra inducida y percolado y 15 pl de

cada fraccion.

Analizando el resultado de las cuatro cromatografia concluimos que se obtuvo un mayor
rendimiento cuando la induccidn se realiz6 a 30°C durante 4 hs (Figura 11D). La cantidad de
proteina obtenida por litro de cultivo fue 1 mg. A pesar de los cambios realizados para obtener
la proteina soluble. A continuacion se muestra la proteina purificada y concentrada

solubilizada en 8 M de urea.

EgVAL2 concentrada
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Figura 12. EgVAL2 concentrada. SDS-PAGE al 15%. Carril 1: marcador de peso molecular (10 ul), carril 2:
EgVAL2 pura y concentrada (22.5 pl). El recuadro indica a EgVAL2.

4.2.2 Optimizacion de la secuencia de EgGVAL1 para su expresion en E. coli

En trabajos previos realizados por el grupo de investigacion de la Dra. Estela Castillo, se
observo un bajo rendimiento de EgVALI1 con respecto al obtenido con EgVAL2 se envid la
secuencia original de EgVAL1 al servicio GenScript, el cual utiliza el algoritmo

OptimunGene™ para mejorar la expresion del gen en cepas de E. coli.

La optimizacion de la secuencia se realizd6 mediante ajuste del uso de codones, ajuste del
contenido GC, ajuste de sitios para enzimas de restriccion y elementos actuando en cis y
remocion de secuencias repetidas. La secuencia nativa de EgVAL1 emplea codones raros en

tandem que pueden reducir la eficacia de la traduccion o incluso desenganchar la maquinaria
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de traduccion. Se sesgd el uso de codones de la secuencia para E. coli mediante la mejora del

indice de adaptacion de codon (CAI) de 0,61 (secuencia original) a 0,87 (secuencia

optimizada) (Figura 13). El CAI fue definido por Sharp y Li (1987) para cuantificar las

similitudes del uso de codones entre una secuencia de codificacion y un conjunto de

secuencias de referencia. Cuando existen codones sindénimos para un aminoacido dado, los

genes altamente expresados prefieren algunos de ellos, de acuerdo a la abundancia de los

tRNA. Existe evidencia experimental de que ciertos codones pueden afectar nivel de

expresion. Esto sugiere que para tener un nivel de expresion maximo de un gen heterélogo, es

necesario que el uso de codones se corresponda con el del huésped elegido (Ramazzotti et al.,

2007; Sharp y Li, 1987). Ademas, recientemente se descubrié que el uso de los codones no

optimos desestabiliza al ARNm (Presnyak et al., 2015).

indice de adaptacion de codones (CAI)
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Figura 13. Optimizacion del uso de codones.

Por otro lado, se optimizé el contenido de GC (Figura 14) para prolongar la vida media del

ARNmMm. Se rompieron las estructuras de tallo-bucle que desfavorecen la union del ribosoma al

ARNm y la estabilidad del mismo. Ademads, el proceso de optimizacion modificd los

elementos que actian en cis de forma negativa.
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Contenido gc (%)
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Figura 13. Ajuste del contenido GC en la secuencia de EgVALL.

A continuacion se muestra el alineamiento entre la secuencia original y la secuencia

optimizada:

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

CTGTCAGAAGARAGATCGTCGCTCAATCCTGGAACTGCACACCGCCGCCCGTGRARACAAGTC
CTTAGTGARGAGGACCGTAGGAGCATTCTTGAACTTCACACAGCAGCTCGTGAGCARAGTG

CGTCCGCCGGCCTCARATATGATGC TGATGAAACATTCACCGCGTCTGGARARCCTGGCA
CGCCCACCTGCTTCCAACATGATGCTAATGARACATTCTCCAAGACTGGAGRAATTTGGCA

GAACGTTGGGCTCGTCGCTGCCGCGGCGTGGGTCAGAATCTGGCAGCATCGGGCGGTCTG
GARAGATGGGCTAGGCGATGCAGGGGTGTTGGACAGRATCTTGCCGCTTCTGGAGGGTTA

CCGTTCGCTGGCTGGCGRAACATGTGGARAGCCGRAGTTARATACTACRACGTAC
GTTCCAARCAGTTAGGTGGCTAGCGAATATGTGGAAGGCAGAAGTGARATATTACACTTAC

AGCAACAACTCTTGCATTCCGTTTARAGTTTGTGGCCACTACACCCAGATGGTCTGGGCA
TCCAACAACTCCTGCATTCCTTTTAAGGTCTGCGGACATTACACGCAGATGGTTTGGGCC

GATAGTACGGAACTGGGTTGCGCTATCAACCGTTGTGACTCCATGCTGCCGGCATGGCGT
GACTCAACTGARACTCGGCTGTGCAATCAATCGTTGCGACAGCATGCTTCCAGCTTGGCGT

CCGCCGGTCTATTACCTGGTGTGTCAATATTCTCCGGCCGGCAATTTCATTGGTCGTARR
CCACCAGTATATTATTIGGTTTGTCAGTACTCTCCTGCGGGCAATTTCATAGGGCGTARG

CCGTACACCGAAGGCGGTTCCTGTACGAAATGTCCGACGGGTTACGACTGCACGCACAAT
CCCTACACTGAAGGAGGATCCTGCACCARATGCCCAACTGGTTACGACTGCACTCACAAT

CRAATGTTGGAGCCGC
CRAATGCTGGAGCAGA

Figura 14. Alineamiento de las secuencias de EgVALT1 original y optimizada. Las letras en rojo indican las

bases cambiadas en la secuencia optimizada con respecto a la original.
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4.2.3 Clonado

La region codificante de EgVALI1 optimizada e insertada en el plasmido pUCS57 se utilizd
para transformar células DH5a, segtn el protocolo de transformacion de células competentes.
La cepa de E. coli DH5a es recomendada por su eficiencia en el subclonado y propagacion de
plasmidos. Se plaquearon las células transformadas y se eligieron 4 colonias aisladas para
realizar precultivos, los cuales se utilizaron para extraer el ADN plasmidico. Se realizé una
doble digestion del plasmido pUCS57-EgVALI con las enzimas de restriccion Bam HI 'y Hind
III. La figura 15 muestra el resultado de la doble digestion. Ademas, la presencia del inserto
con la region codificante de EgVAL1 fue confirmada por PCR utilizando cebadores
especificos: Fw 5'TCGGGCGGTCTGGTGCCGAC3’ y Rev
S'TCTGCCCAGACCATCTGGGT3’ (no se muestra).
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Figura 15. Doble Digestion de pUC57-EgVALI1. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: marcador peso
molecular (MP) MassRuler (Life Technologies) (3 pl), carril 2: a) pUCS57-EgVALL sin digerir, carril 3: pUC57-
EgVALI digerido. La felcha indica el fragmento correspondiente a EgVALI.

El fragmento correspondiente a la region codificante de EgVALI digerida con las enzimas de
restriccion Bam HI 'y Hind III fue asilado a partir del gel de agarosa mediante kit comercial

(Bioline), obteniéndose una concentracion de 6,5 ng/pl.

Posteriormente, se digirid el plasmido pQE-TriSystem con las mismas enzimas de restriccion,

obteniéndose una concentracion de 13 ng/ul, para ligar la region codificante de EgVALL. El
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producto de ligacion se empled para transformar la cepa M15pREP4 de E. coli. Se eligieron
algunas colonias para extraer el ADN plasmidico y se confirm6, mediante secuenciacion, la

presencia del inserto en el vector elegido.

4.2.4 Estudios de expresion de EgVAL1 optimizada

Uno de los objetivos de la optimizacion de la secuencia de ADNc de EgVALL era poder
expresar a la proteina de forma soluble. Una vez clonada la region codificante optimizada en
el vector pQE-TriSystem, se transformaron cepas de E. Coli M15 pRep4. El vector pQE-
TriSystem permite la expresion de proteinas en varios sistemas de expresion tanto eucariotas
como procariotas. Este plasmido contiene el promotor del fago TS5 que es reconocido por la
ARN polimerasa de E. coli, permitiendo la expresion eficiente de las proteinas recombinantes,
y dos secuencias del operador /ac que incrementan la union del represor /ac y garantizan la
represion del promotor de T5. La expresion de proteinas codificadas en los vectores pQE se
induce por el agregado de IPTG que inactiva la represor /ac. Ademas contiene un trecho de 8
histidinas en el extremo C-terminal. Este tipo de vector puede ser mantenido en la cepa de E.
Coli M15 pRep4. Esta cepa estd optimizada para la expresion de proteinas que puedan resultar
toxicas para la cepa y recomendada para lograr altos niveles de expresion. Contiene el
plasmido pRep4 que codifica para el represor /ac, asegurandose una expresion altamente

regulada. El pRep4 se mantiene mediante seleccion por resistencia al antibidtico kanamicina.

Luego de la transformacion, realizamos el estudio de las fracciones soluble e insoluble de la

expresion de EgVALI1 en 50 ml de medio de cultivo LB, durante 4 horas a 37°C (Figura 16).

Estudio de solubilidad de EgVAL1
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Figura 16. Estudio de solubilidad de EgVAL1 optimizada. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular (BioLabs) (12 pl), carril 2: fraccion soluble no inducida (20
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ul), carril 3: fraccion insoluble no inducida (20 pl), carril 4: fraccion soluble inducida (12 pl), carril 5: fraccion

insoluble inducida (7 pl). El recuadro indica a la proteina EgVALI.

El estudio de solubilidad indicd que la proteina estaba presente tanto en la fraccion soluble
como en la insoluble. A continuacion, realizamos la purificacion de EgVALI1 en la fraccion
soluble mediante cromatografia de afinidad en pasos, a concentraciones crecientes de
imidazol (20, 100, 200, 300 y 500 mM). Se seleccionaron fracciones seriadas, las cuales
fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, en condiciones
desnaturalizantes y visualizadas por tincion de Azul de Coomasie. No se detectd la presencia

de la proteina (no se muestra).
Posteriormente se realizo la purificacion de EgVALI en la fraccion insoluble a 37°C durante

4 horas (Figura 17).

Cromatografia de la fraccion insoluble de EgVAL1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1n 12 13 14 15

0— | B
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500 mM de imidazol

Figura 17. Cromatografia de afinidad de la fraccién insoluble de EgVALI. Electroforetogramas (SDS-
PAGE 15%) de las muestras seleccionadas. Carril 1: marcador de peso molecular (BioLabs) (10 ul), carril 2:
muestra inducida (11.25 pl), carril 3: percolado (11.25 pl), carriles 4 al 15: voliimenes de elusién 3.6 ml, 5.4 ml,
9 ml, 16.2 ml, 27 ml, 32.4 ml, 36 ml, 39.6 ml, 43.2 ml, 50.4 ml, 55.8 ml, 61.2 ml. Se indica la concentracion de
imidazol de cada fraccion. El recuadro indica a EgVALI. Se cargd 15 pl de cada fraccion menos en la fraccion

de 3.6 ml, donde se cargaron 7.5 pul y la fraccién de 5.4 ml en donde se cargd 11,25 pl.

En conclusion, mediante la optimizacion de la secuencia de EgVALI1 no se logrd producir la
proteina de forma soluble, si bien en un principio se pensé que si. Probablemente, una
pequenia fraccion de la proteina se expresd de forma soluble pero no de manera estable, por lo
que no fue posible visualizarla una vez purificada. De todas maneras, aunque solubilizada en

8 M de urea, luego de la optimizacion de secuencia se obtuvo mayor cantidad de proteina.
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A continuacidn, se estudié la expresion de la proteina a 30°C y 37°C y la purificacion de la
misma por gradiente de imidazol (de 20 a 150 mM), utilizando el equipo AKTAprime plus
(GE Healthcare). Se eligieron algunas fracciones para su estudio las cuales fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, en condiciones desnaturalizantes y

visualizadas por tincién de Azul de Coomasie. (Figura 18).

A) EgVALL: 302C, 4 hs B) EgVALL: 379C, 4 hs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 18. Cromatografias de afinidad de EgVALI. Electroforetogramas (SDS-PAGE 15%) de las muestras
seleccionadas. A) Expresion de EgVALI durante 4 hs a 30°C. Carril 1-15: marcador de peso molecular, muestra
indicida, percolado, volimenes de elusion: 8.5 ml, 11.9 ml, 20.4 ml, 25.5 ml, 30.6 ml, 35.7 ml, 40.8 ml, 49.3 ml,
54.4 ml, 59.9 ml, 64.6 ml y 69.7 ml. B) Expresion de EgVALI1 durante 4 hs a 37°C. Carril 1-15: marcador de
peso molecular, muestra inducida, percolado, volimenes de elusioén: 6.8 ml, 15.3 ml, 20.4 ml, 25.5 ml, 28.9 ml,
34 ml, 39.1 ml, 42.5 ml, 45.9 ml, 51 ml, 59.5 ml y 68 ml. El recuadro indica a EgVAL?2. Se indica el gradiente
de imidazol. En todos los casos se cargd 10 pl de marcador de peso molecular (BioLabs), 2.25 ul carga, 4 ul de

percolado y 15 pul de cada fraccion.

Al igual que ocurrié con la proteina EgVAL2, se obtuvo un mayor nivel de expresion de
EgVALI1 cuando esta se expresd durante 4 horas a 30°C. En los siguientes siguientes se
eligieron los parametros de 30°C y 4 hs de induccion. La cantidad de proteina obtenida por
litro de cultivo fue 1 mg, calculada por densitometria, utilizando el software Imagel]

(http://imagej.nih.gov/ij/).

Una vez optimizados los pardmetros de expresion de ambas proteinas, las mismas fueron
liofilizadas para continuar con su encapsulacion. La encapsulacion se llevo a cabo en el
“Laboratoire de parasitologie et mycologie medicale” de la universidad Claude Bernard Lyon
1, en Lyon, Francia. Por tal motivo, fue necesario liofilizarlas para llevarlas en condiciones
adecuadas para su preservacion. Previamente, se estudi6 el posible efecto que la liofilizacién

pudiera tener sobre las proteinas, una vez que éstas fueran resuspendidas. Se realizd una
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electroforesis en gel de poliacrilamida 15% en condiciones desnaturalizantes de las proteinas
antes y despues de ser liofilizadas. En la figura 19 se muestra el resultado de este ensayo.
Como puede observarse en esta figura, el proceso de liofilizacion no afecté a ninguna de las

proteinas.

EgVAL1y EgVAL2 antes y
después de liofilizar

Figura 19. Estudio de los efectos de la liofilizacion sobre las EgVALSs. Electroforesis SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 15%. Carril 1: marcador de peso molecular (BioLabs), carril 2: EgVALI1 antes de liofilizar
(22.5 pl), carril 3: EgVALI1 luego de la liofilizacion (22.5 ul), carril 4: EgVAL2 antes de liofilizar (22.5 pl),
carril 5: EgVAL2 luego de la liofilizacion (22.5 ul), carril 6 al 8: 1, 3 y 5 ug de lisozima.

62



Resultados

4.3 Encapsulacion de las EGVALSs en nanoparticulas poliméricas

Previo a la encapsulacion de las EgVALSs, se ensayaron varias condiciones de encapsulacion
mediante el método de nanoprecipitacion y el método de doble emulsion con evaporacion del
solvente, usando la proteina sero albimina bovina (BSA) y el biopolimero poli caprolatona
(PCL). Si bien los diferentes polimeros puede influir en el tamaio final de las nanoparticulas,
se utiliz6 PCL debido a que su costo es mucho menor al costo del polimero PLA, que fue el
que se utilizo para la encapsulacion de las EgVALs. Por otro lado, debido al bajo rendimiento
en la produccién de las EgVALs, decidimos usar BSA como proteina de prueba. Esto nos
permitid estandarizar parametros tales como concentracion de polimero y tiempo de

sonicacion, que luego fueron usados para encapsular a las EgVALSs con el polimermo PLA.

4.3.1 Encapsulacion de proteinas por el método de nanoprecipitacion

Empleamos el método de nanoprecipitacion que empleara Bilati y colaboradores (2005a,
2005b) Si bien este método fue ideado para compuestos hidrofobicos, las modificaciones
introducidas por los autores, tales como tipo de solvente, proporcion solvente / no solvente y
concentracion de polimero, lograron encapsular proteinas en nanoparticulas poliméricas (NPs)

de 130-560 nm. A continuacién se muestra un esquema del método de nanoprecipitacion:

AGREGADO GOTA A GOTA, CON
AGITACION MODERADA

EVAPORACION

FASE ORGANICA DEL SOLVENTE

FASE ACUOSA

v

Figura 20. Esquema del método de nanoprecipitacién para la formulacién de NPs. La fase organica que
contiene al polimero y al compuesto a encapsular es agregado gota a gota y con agitacion a la fase acuosa que

contiene al estabilizante. Por tltimo, se evapora al solvente.

Se realizaron 3 ensayos de encapsulacion por nanoprecipitacion usando distintas
concentraciones de PCL. En el tercer ensayo, se agregd BSA para evaluar la eficiencia de

encapsulacion.
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Ensayo 1: se utilizé una solucion de PCL (200 mg) disuelto en acetona a una concentracion
final de 0,8 % m/v (fase orgénica) y una solucién de Tween 80 al 0,1 % (fase acuosa). Se

obtuvieron NPs de un tamafio promedio de 244 nm (Figura 21A).

Ensayo 2: se utilizé una solucion de PCL (100 mg) disuelto en acetona a una concentracion
final de 0,4 % m/v (fase orgénica) y una solucién de Tween 80 al 0,1 % (fase acuosa). Se

obtuvieron NPs de un tamafio promedio de 193 nm (Figura 21B).

Ensayo 3: se utilizé una solucion de PCL (50 mg) disuelto en acetona a una concentracion
final de 0,2 % m/v (fase orgénica) a la cual se le agregé 5 mg de BSA disuelta en acetona y

una solucion de Tween 80 al 0,1 % (fase acuosa). Se obtuvieron NPs de un tamafio promedio
de 4983 nm (Figura 21C).
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Figura 21. Distribucion granulométrica de las particulas. La medida de la distribucion granulométrica se

realizé mediante difraccion laser, utilizando el equipo Mastersizer 2000 (Malvern). A) Ensayo 1, B) Ensayo 2,
C) Ensayo 3.

Los valores més importantes que hay que tener en cuenta al momento de evaluar las NPs
obtenidas son el tamafo y el indice de polidispersion (PI). El tamafio se obtiene mediante la
técnica de dispersion de luz dindamca (DLS). La DLS mide el movimiento browniano y lo
relaciona con el tamafo de las particulas; se iluminan a las particulas con un laser y se analiza
la intensidad de las fluctuaciones de la luz dispersada. El PI es un parametro obtenido de

manera simultanea con el tamafio de particula. Los valores cercanos a 0 indican que la
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muestra es monodispersa y valores cercanos a la unidad indican que la muestra es
polidispersa, es decir, presenta gran variedad de tamafios. En los tres ensayos realizados
esperabamos obtener particulas con un tamano de aproximadamente 200 nm y un PI con un

valor menor a 0,3.

En los dos primeros ensayos, se logro obtener NPs de una tamafio de 193 y 244 nm. En este
caso, la cantidad de polimero agregada influy6 en el tamafio de las NPs obtenidas, si bien en
ambos ensayos se obtuvieron NPs del tamafio deseado. Sin embargo, como se observa en la
figura 21 C, no fue posible obtener NPs cuando se agregd proteina a la formulacion (ensayo
3). Ademas, la poblacion de particulas obtenidas no fue homogénea, visualizdndose dos
poblaciones de diferente tamafio en el grafico de distribucién granulométrica (muestra
polidispersa). Esto se puede deber a que la BSA precipitdé en presencia de la acetona,
interfiriendo con la encapsulacion y el tamafio de las particulas obtenidas. Se filtr6 la solucion
de particulas con un filtro de 0.45 pum para deshacernos de los precipitados y se volvid a
medir el tamafio, comprobandose nuevamente que no se obtuvieron NPs del tamafio deseado

mediante estos pardmetros de formulacion.

A continuacion, ensayamos la formulacion de NPs por el método de doble emulsion con

evaporacion del solvente.
4.3.2 Método de doble emulsion con evaporacion del solvente

Mediante este método, es posible encapsular compuestos hidrofilicos como lo son las
proteinas. Tiene la ventaja de que las mismas pueden ser disueltas en la fase acuosa y no en la
organica como ocurre en el método de nanoprecipitacion. Sin embargo, las etapas de
sonicacion y la exposicion de la proteina a la interfase organica / acuosa pueden afectar su
estabilidad (Bilati et al., 2005b). A continuacién, se muestra un esquema del método de doble

emulsion con evaporacion del solvente:
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FASE ACUOSA 2

FASE ORGANICA

EVAPORACION DEL
SOLVENTE

EMULSIFICACION O/W
(SONICACION)

EMULSIFICACI(}N wio
(SONICACION)

A4

FASE ACUOSA1

Figura 22: Esquema del método de doble emulsién con evaporacion del solvente para la formulaciéon de
NPs. Se realiza la primera emulsion mediante sonicacion de la fase acuosa y que contiene a la proteina con la
fase organica que contiene al polimero. Posteriormente, sonica la fase acuosa 2 que contiene al estabilizador y la

primera emulsion, logrando asi la segunda emulsion. Por ltimo, se evapora el solvente.

Se ensayaron diversas condiciones de encapsulacion mediante el método de doble emulsion

con evaporacion del solvente las cuales se resumen en la tabla 2.

PCL en etil Tamfio de particulas indice de
Ensayo BSA acetato PVA Tiempo de sonicado | Evaporacién del solvente obtenidas polidispercién Comentarios
2 mide | 20 mlde
BSA (10 | PCL ({200 2 minutos a 25° de
1 mg/ml) | mg/ml) |40 mlal2% amplitud Por rotaevaporacién 2338 nm 0,517
2 mide | 20 mlde
BSA (10| PCL(100 2 minutos a 25° de
2 mg/ml) mg/ml) |40 mlal 2% amplitud Por rotaevaporacion 151,36 nm 0,074
2 mide [ 20 mlde
BSA (10 |PCL (50 mg/| 2 minutos a 25° de
3 mg/ml) ml) 40 ml al 2% amplitud Por rotaevaporaciéon 165,2 nm 0,317
20 ml de
PCL (50 mg/| 2 minutos a 25° de
4 Sin BSA ml) 40 mlal 2% amplitud Por rotaevaporacién 164,8 nm 0,074 Control
Se evalla la estabilidad
Se dividié la farmulacién en de 20 ml de la primera
3 alicuotas: 1- evaporacién emulsién. No es
overnight, 2- evaporacién estable debido a que
4 mide | 40 mlde por dilucién 1/10y no tiene PVA. El resto
BSA (10 |PCL (50 mg/| 2 minutos a 25° de rotaevaporacion, 3- 1-414,4 nm; 2- 150,96 nm; | 1- 0,408; 2- 0,075; se utilizé para la
5 mg/mli) ml) 40mlal 2% amplitud rotaevaporacion 3-203,8 nm 3-0,401 segunda emulsién.
20 mlde
PCL (200 2 minutos a 25° de
6 Sin BSA mg/ml) |40 ml al 2% amplitud Por rotaevaporacion 332,2 nm 0,455 Control
Se dividié la formulacion en
2mide | 20 mide 2 alicuotas: 1-
BSA (100(PCL (50 mg/| 2 minutos a 25° de  |rotaevaporacién, 2- dilucién)
7 mg/ml) ml) 40 ml al 2% amplitud 1/10y rotaevaporacién 1-1799 nm; 2- 174 nm__| 1-0,122; 2- 0,102

Tabla 2. Resultados de los ensayos de encapsulacion por el método de doble emulsion con evaporacion del

solvente.

En el ensayo 5, se evalud la estabilidad de la primera emulsién al no realizar la segunda
emulsion con la solucién de PVA al 2%. El resultado indicd que la primera emulsién no es
estable por lo que es necesario agregar PVA como estabilizador. Este paso se debe realizar

inmediatamente después de haber realizado la primera emulsion.

66



Resultados

Se ensayaron formulaciones con distintas concentraciones de polimero para evaluar el efecto
que este tiene en el tamafio y en el PI de las NPs. Como se desprende de los resultados, se
obtienen NPs de menor tamafio y menor PI cuando se usa menos cantidad de polimero
(ensayos 3, 5y 7). En el ensayo 1y 6, en donde se us6 200 mg / ml, si bien se obtuvieron NPs
del tamano deseado, el PI estd por encima de 0,3 lo que indica que la muestra es polidispersa.
Por otro lado, si comparamos el ensayo 4, el ensayo 5, al evaporar el solvente por dilucion y
posterior rotaevaporacion y solo por rotaevaporacion, y el ensayo 7, vemos que el agregado y
la cantidad de BSA no modificé el tamafio de las NPs obtenidas. Sin embargo, el método de
evaporacion del solvente en el ensayo 5 influy6 en el valor de PI, indicando que se obtienen
NPs mas polidispersas cuando el solvente se evapord durante toda la noche o por
rotaevaporacion sin la dilucion previa. Este ultimo resultado no se condice con las
nanoparticulas que se obtuvieron en los demés ensayos en donde el solvente se evaporo por

rotaevaporacion.

En el ensayo 7 también se evalud la evaporacion del solvente por dilucion y luego

rotaevaporacion y por rotaevaporacion, concluyendo que no hay diferencia en el tamafio y PI

de las NPs obtenidas.

En la figura 23 se muestran las medidas del tamafio de las particulas obtenidas. El tamafio se
midid con el equipo Zetasizer, el cual es mas especifico para la medida de NPs que el equipo
Mastersizer utilizado para medir el tamafio de las particulas obtenidas por nanoprecipitacion.

Distribucion de tamafio segun intensidad

Distribucién de tamafio segun intensidad
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Figura 23. Distribucion del tamaifio de las NPs formuladas por el método doble emulsion con evaporacion
del solvente. A) Distribucion de tamafio de las NPs formuladas en los ensayos 1, 2, 3, 4 y 5. B) Distribucion de

tamafio de las NPs formuladas en el ensayo 5 segun los distintos métodos de evaporacion del solvente. C)
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Distribucion de tamaifo de las NPs formuladas en el ensayo 6. D) Distribucion de tamafio de las NPs formulada

en el ensayo 7 segun los distintos métodos de evaporacion del solvente.

El ensayo 7 se realizo por triplicado, obteniéndose en todos los ensayos NPs de un tamafio

entre 164 y 179 nm y un PI menor a 0,3.

Debido a estos resultados, se decidié utilizar la siguiente formulacion para las NPs con las

EgVALs encapsuladas:

* 1 volumen de la solucién con la proteina (concentracion variable)
* 10 volumenes de la solucion de PVA al 2% (20 mg/ml)

* 20 volumenes de la solucion del polimero al 5% (50 mg/ml)

El tiempo y amplitud de sonicacion para lograr cada emulsion es de 2 minutos y 25°.

4.3.3 Eficiencia de encapsulacion

Se intentd calcular la eficiencia de encapuslacion de BSA en las NPs de PCL mediante el
método de Bradford (SIGMA). Brevemente, se tom6 una alicuota de cada formulacion y se
centrifugaron para separar las NPs de la fase acuosa. Las NPs fueron disueltas con el solvente
organico y se agrego a cada fraccion el reactivo de Bradford. Se midi6 la absorbancia a 595
nm. No fue posible obtener resultados coherentes, probablemente por la presencia del
solvente organico utilizado para disolver el polimero y liberar a la proteina encapsulada, el

cual interfiere con el reactivo.

El Dr. Uruguaysito Benavides, puso a punto el célculo de la eficiencia de encapsulacion
mediante andlisis de geles de acrilamida obtenidos por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. Brevemente, se tomaron alicuotas de cada formulaciéon y se centrifugaron
para separar a las NPs (pellet) de la fase acuosa (sobrenadante). Posteriormente, las NPs
fueron incubadas en el solvente organico para disolver el polimero y liberar a la proteina
encapsulada. Las dos fracciones fueron analizadas por electroforesis, resultando en una alta
eficiencia debido a que la proteina se encontraba en el pellet y no se evidencio la presencia de

la misma en el sobrenadante (datos no publicados).
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4.3.4 Encapsulacion de EgVAL1 y EgVAL2 en nanoparticulas de PLA por el método de

doble emulsion con evaporacion del solvente

Se encapsularon las proteinas EgVAL1 y EgVAL?2 utilizando el polimero PLA.

Se formularon 20 ml de nanoparticulas con EgVALI1 (NPs-EgVALI1) (10 ml de PLA al 5%
disuelto en etil acetato, 20 ml de PVA al 2% disuelto en agua destilada y 1 ml de proteina a
una concentracion de 1 mg/ml) y 10 ml de nanoparticulas con EgVAL2 (NPs-EgVAL2) (5 ml
de PLA al 5% disuelto en etil acetato, 10 ml de PVA al 2% disuelto en agua destilada y 500
ul de proteina a una concentracion de 1 mg/ml). El tamafio de las NPs-EgVALI fue de 165,8
nm y el de las NPs-EgVAL 153 nm. Por otro lado, el PI de las NPs-EgVALI fue de 0,086 y el
de las NPs-EgVAL2 fue de 0,086. Este resultado es el esperado debido a que el tamafio
optimo que tienen que tener las nanoparticulas para ser captadas por las células M del

intestino debe ser menor a 1 um (des Rieux et al 2005, Awaad et al 2012).

4.3.5 Determinacion del potencial zeta.

El potencial zeta (PZ) es la medida de la magnitud de la repulsion o atraccion entre las
particulas. Se determiné el valor del PZ de las NPs, el cual estd directamente relacionado con
la densidad de carga superficial. La medida se realiz6 usando la celda de flujo acuoso con el
equipo Zetasizer. El PZ de las NPs-EgVALI1 fue de -1,16 mV y de las NPs-EgVAL2 -1,2
mV.

Si bien el tamafio de las NPs era el esperado, esta valor de PZ podria indicar que las NPs no
son estables. Cuando las particulas tienen una valor de PZ muy bajo, no hay fuerzas
electroestaticas que prevengan la flocuacion de las mismas. Se considera que las NPs son
estables cuando el valor del PZ esta por debajo de -30 mV o por encima de 30 mV (manual

del Zetasizer Nanoseries).

4.3.6 Eficiencia de encapsulacion de las EgVALSs

Se evalud la eficiencia de encapsulacion de las NPs mediante analisis por electroforesis en

geles de poliacrilamida al 15 % en condiciones desnaturalizantes (Figura 24).
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Eficiencia de encapsulacion de las NPs-EgVALs

- EgVAL2

EgVAL1

Figura 24. Eficiencia de encapsulacion de las EgVALs. Electroforesis en gel de poliacrilamida 15 % en
condiciones desnaturalizantes. Carril 1: NPs-EgVALTI total; carril 2: NPs-EgVALI sobrenadante; carril 3: NPs-
EgVALI pellet; carril 4: NPs-EgVAL?2 total; carril 5: NPs-EgVAL?2 sobrenadante, carril 6: NPs-EgVAL?2 pellet.
Las flechas indican a EgVAL1 y EgVAL2.

Mediante éste andlisis se determind que las proteinas estaban presentes en las fracciones
totales (NPs totales) y en las fracciones donde solo se encontraban las NPs sin la fase acuosa
(NPs pellet). Por otro lado, no se visualiza la presencia de las proteinas sin encapsular (NPs
sobrenadante). Este resultado indica que la mayor parte de las proteinas fue encapsulada. No

podemos afirmar que toda la proteina fue encapsulada debido a la sensibilidad del método.

Si bien el célculo de eficiencia no es exacto, con estos resultados podemos decir que la
eficiencia de encapsulacion es muy alta ya que no se ve proteina sin encapsular en ninguna de

las dos formulaciones de NPs.

Hasta aqui podemos concluir que el método de doble emulsion con evaporacion del solvente
es un método adecuado para encapsular a las proteinas EgVALSs en nanoparticulas de PLA. El
tamarfio, el PI, el PZ y el calculo de eficiencia de encapsulacion indican que hemos obtenido
las particulas deseadas para continuar con los ensayos de recubrimiento con Chitosdn y con

los estudios de estabilidad de las NPs.

4.3.7 Recubrimiento de las nanoparticulas con Chitosan.

Debido a sus propiedades hidrofilicas, el Chitosan (CH) ha sido elegido para recubrir
nanoparticulas. Es un polisacarido cationico, ampliamente utilizado como un potenciador
seguro y eficiente de la absorcion intestinal de macromoléculas terapéuticas, debido a su
capacidad mucoadhesiva (Mei-Chin et al 2013). Por este motivo, se realiz6 el recubrimiento

con CH de las NPs-EgVALs.
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El tamafio de las NPs-EgVALI recubiertas con CH (NPs-EgVAL1-CH) fue de 258, 5Snm y el
PI de 0,3, mientras que el tamafo de las NPs-EgVAL2-CH fue de 175 nm y el PI de 0,3. El
valor de potencial zeta para las NP-EgVAL1-CH resulto ser 34,6 mV y para las NP-EgVAL2-
CH 33,9 mV.

Es de notar que el tamafio de las NPs se modificé debido al recubrimiento con CH. Sin
embargo, este tamafio sigue siendo éptimo para que puedan ser captadas por las células M del
intestino. Por otro lado, se modificé el valor del potencial zeta, pasando de tener un valor
negativo, casi cercano a cero, a tener un valor positivo dado por la carga de la cubierta de CH.
Estos valores indican que el recubrimiento de las NPs-EgVALs fue exitoso y que ademas, la

cubierta de CH las estabiliza.

En el caso de las NPs-EgVALs, el PI se modifico debido al agregado de chitosan, llegando al

limite de valor aceptado para considerar la muestra como monodispersa

En conclusion, no solo se logré el recubrimiento de las NPs con CH, que permite una mejor

adherencia a la mucosa intestinal, si no que se aumento6 la estabilidad de las NPs.
4.3.8 Estudio de la estabilidad de las NPs en jugo gastrico e intestinal artificial:

Para evaluar si las NPs podian proteger a las proteinas hasta llegar a las células intestinales, se
incubaron en fluidos biologicos sintéticos para imitar el pasaje de las mismas por el sistema
gastrointestinal. Las muestras sometidas a estos fluidos fueron analizadas mediante la técnica
de Western blot, utilizando los anticuerpos producidos en raton contra EgVALI y contra
EgVAL2 (Figura 25). Brevemente, luego de la incubacion con los fluidos biologicos, las NPs
fueron disueltas con el solvente orgénico para liberar a las proteinas encapsuladas. Se

centrifugo la muestra y la fraccion en donde se encuentran las proteinas, fue analizada.

WB- NPs tratadas con FASSGF y FASSIF

1 2

' € EgVAL2
EgVALL — 3

Figura 25. Estabilidad de las NPs tratadas con FASSGF (“Fasted State Simulated Gastric Fluids”)y FASSIF
(“Fasted State Simulated Intestinal Fluids”). Western Blot sobre membrana de nitrocelulosa (Amersham). Carril
2: NPs-EgVAL1-CH; Carril 3: NPs-EgVAL2-CH.
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A partir de los resultados obtenidos, vemos que las NPs recubiertas con chitosan protegieron a
los antigenos durante la incubacion con los fluidos gastrointestinales sintéticos. Es importante
destacar que mediante la formulacion final de las NPs-EgVALs se logra el objetivo principal

de la encapsulacion, proteger a los antigenos.

Este resultado es promisiorio debido a que en un modelo in vivo, los antigenos encapsulados
en NPs recubiertas con Chitosan serian protegidos hasta la llegada al intestino en donde seran
internalizados por las células M gracias a su tamafio y a las propiedades mucoadhesivas del

chitosan.

4.3.9 Estudio de estabilidad de las NPs durante el almacenamiento

Las NPs-EgVALs fueron formuladas en setiembre de 2014 en el Laboratoire de parasitologie et
mycologie medicale de la Université Claude Bernard Lyon 1, en Lyon, Francia. Hasta julio de
2015, las mismas fueron almacenadas a 4°C en solucion. Para evaluar su estabilidad durante
este tiempo, se volvid a medir el tamafio y PI en el laboratorio de biomateriales de la Facultad

de Ciencias, utilizando el equipo Zeta Plus (BrookHaven). La tabla 3 muestra los resultados

obtenidos.
Tamaiio (nm) Indice de polidispersion
NPs-EgVAL1 182,3 0,034
NPs-EgVAL2 146,84 0,042
NPs-EgVAL1-CH 493,18 0,573
NPs-EgVAL2-CH 368,02 0,597

Tabla 3. Medida del tamafio y del indice de polidispersion de las NPs-EgVALs y NPs-EgVALs-CH

A partir de estos resultados podemos concluir que las NPs-EgVALs resultaron estables
durante el almacenamiento en las condiciones nombradas anteriormente, a pesar de que el
valor del PZ indicaba que las mismas no lo eran. Estos datos resultan alentadores para el

almacenamiento de las nanovacunas que se pretenden desarrollar a partir de estos estudios.

Por otro lado, no sucede los mismo con las NPs-EgVALs-CH. Durante su almacenamiento, el
tamano de las NPs y mas importante ain, el PI, aumentaron significativamente hasta valores
que no son los recomendados para el uso de las mismas como nanovacunas orales. El tamafio

de las NPs influye en la internalizacion de las mismas por parte de las células del intestino.
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El aumento de tamafio y del PI puede deberse a que la cubierta de chitosan en solucion no se
mantuvo estable, provocando la precipitacion de la misma. Este resultado no se condice con el
valor del PZ que se habia medido para estas NPs, el cual indicaba que la adicién de chitosan

las estabilizaba.

Se necesitaran mas estudios de estabilidad para poner a punto el almacenamiento de las

formulaciones final de NPs, si las mismas son utilizadas como nanovacunas.
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5. DISCUSION

Este trabajo se llevo a cabo en el marco del proyecto PARAVAC financiado por la Union
Europea. PARAVAC es un consorcio mundial formado por universidades y otras
organizaciones, con el fin de producir vacunas contra distintos parasitos que causan gran
impacto sobre la salud y el bienestar de los seres humanos y el ganado, ademas de grandes

pérdidas econémicas (http://paravac.eu/). Uno de los objetivos como participantes de este

proyecto fue caracterizar, expresar y encapsular proteinas de E. granulosus para su posterior
uso en el desarrollo de una nanovacuna. Hemos tomado para esta tesis, dos de las proteinas
incluidas en el proyecto para profundizar en su caracterizacion. Se trata de dos proteinas
identificadas en Echinococcus granulosus como potenciales candidatos vacunales, de las que

muy poco sabemos y nombramos EgVAL1 y EgVAL2.

Ubicar una proteina dentro de una superfamilia de proteinas es un buen comienzo para iniciar
su caracterizacion. La clasificacion de nuevas proteinas dentro de una familia permite inferir
posibles funciones y hace mas facil la comunicacion cientifica. Se han desarrollado bases de
datos donde se clasifican las proteinas ya sea en base a su estructura, como a su secuencia.
Dentro de una familia de proteinas, la mayoria de sus miembros tienen similitudes
estructurales entre ellos y en algunos casos comparten un origen evolutivo comun. Para
clasificar las proteinas de nuestro interés, nos hemos basado en su secuencia ya que las bases
estructurales emplean datos de estructuras resueltas ya sea por cristalografia o resonancia
magnética nuclear. Hemos realizado andlisis de homologia de secuencia que nos permitid
clasificarlas dentro de la superfamilia CAP, también conocida como SCP/TAPs (Gibbs et al.,
2008). Esta superframilia de proteinas incluye varias familias con funciones muy variadas o
no totalmente conocidas, que tienen en comun una serie de motivos lineales llamados

motivos CAP1-4.

En 2008, Gibbs y colaboradores revisaron las secuencias de las proteinas CAP de mamiferos
y afiadieron dos motivos a los definidos anteriormente en la base de datos PROSITE
(http://www.expasy.ch/prosite/). Estos motivos estdn presentes en las EgVALs pero con
diferente grado de conservacion. Los motivos CAP 1, 2 y 4 estan presentes en la secuencia de
la proteina EgVALI, mientras que en la secuencia de EgVAL2 solo estan presentes el CAP 1
y 4. Los motivos CAP3 en EgVAL1 y CAP 2 y 3 en EgVAL2 no estan completamente

conservados. Por otro lado, la region bisagra (extension corta que contiene 4 cisteinas) y el
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dipéptido PY (cercano al CAP 2), elementos también conservados de la superfamilia CAP,
estan presentes en ambas proteinas. Consideramos que el hecho de que algunos motivos CAP
no se encuentren totalmente conservados, no significa que las EgVALs no pertenezcan a esta
superfamilia. El andlisis reportado por Gibbs y colaboradores fue realizado considerando
proteinas de mamiferos, por lo que no es de extrafiar que las secuencias de las proteinas de
invertebrados presenten diferencias con las primeras. El hecho de no presentar todos los
motivos CAPs totalmente conservados también se vio en la proteina SmVAL4 del trematodo
Schistosoma mansoni, que tiene 9 de los 12 residuos conservados en el CAP2 y dos de los tres
residuos conservados en el motivo CAP3 (Kelleher et al., 2014). Por otro lado, el andlisis de
las secuencias de proteinas CAPs de cestodos, indico que los motivos CAPs estdn presenten
con un alto grado de conservacion, aunque presentan diferencias con respecto a los
resportados por el sitio PROSITE y por Gibbs y colaboradores (2008). Sin embargo, al igual
que ocurre con las proteinas EgVALSs, no podemos decir que estas proteinas no pertenecen a
la superfamilia CAP. Actualmente una gran cantidad de secuencias de invertebrados estan
ahora disponibles a partir de los Proyectos Genoma, lo que hace necesaria una revision de las

secuencias consenso que definen a los motivos CAP que fueron descritos con anterioridad.

Se emplearon las secuencias de estas proteinas para compararlas y clasificarlas dentro de una
familia de proteinas CAPs. La reconstruccion filogenética realizada indica que las proteinas
EgVALl1 y EgVAL2 estain mas relacionadas con las subfamilias R3HDML, PI15 y
CRISPLDI1-2 que con las restantes familias. Los miembros de estas subfamilias tienen los
cuatro dominios CAP, el dipéptido PY, la region bisagra (Cx2Cx7Cx4C) y los motivos
especificos LCCL presentes en la familia CRISPLD1-2, RxxxH en la familia R3H y un corto
tramo de 12 residuos a continuacion de la region de bisagra en el caso de la familia PI15.
Ninguno de los motivos especificos de los miembros de estas familias coincide

completamente con nuestras proteinas.

Al momento, existe poca informacion disponible acerca de la estructura 3D de los miembros
de las distintas subfamilias pertenecientes a la superfamilia CAP. La mayoria de las
estructuras resueltas son de venenos y toxinas de plantas. Los venenos pertenecen a la familia
de proteinas CRISPs mientras que las toxinas de plantas pertenecen a la familia PR-1. El
modelado por homologia de EgVAL1 y EgVAL2, muestra la estructura tipica de la
superfamilia. Al presente se han reportado trece estructuras de miembros de esta superfamilia,

todas ellas presentan un dominio conservado que consiste en un sandwich a-f-a y algunas
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ademads, presentan un dominio adicional en el extremo C-terminal. Este dominio adicional,
estd compuesto por dos subdominios (subdominios N-terminal y C-terminal), con cinco
puentes disulfuro bien conservados y esta presente en miembros de la subfamilia CRISP de
mamiferos y de venenos de serpientes (Shikamoto et al., 2005; Suzuki et al., 2008). Se cree
que podria participar en el bloqueo de los canales i6nicos ya que poseen una estructura similar
a toxinas de anémonas de mar Shk y BgK (Tudor et al., 1996; y Dauplais et al., 1997). Estas
toxinas se caracterizan por tener un plegamiento muy conservado formado por tres cortas
hélices alfa estabilizadas por tres puentes disulfuro. Las estructuras que se conocen, tanto de
helmintos como de las proteinas relacionadas con patdégenos, presentan el dominio sandwich
a-B-a y solo las CAPs de nematodos y EgVALI1 y 2 tienen el subdominio N-terminal. Al
momento no se ha reportado ninguna funcién para este subdominio. El modelo de las
proteinas EgVALs obtenido luego de una dindmica de cinco picosegundos posee una
extension mas alld del subdominio N-terminal con un plegamiento muy similar al de los
inhibidores de canales i6nicos. En nuestro modelo no aparecen los puentes disulfuros
caracteristicos pero no por ello descartamos que pueda cumplir una funcién de este tipo. Esta

extension no esta presente en el modelo de EgVALI por lo que descartamos esta funcion.

En la proteina P14a, toxina en la planta del tomate, fueron identificados por primera vez
residuos accesibles al solvente (His48 y His93) que podrian ser parte importante de un sitio
activo (Fernandez et al., 1997). A partir de este hallazgo, se sugiridé que estos residuos, junto
con dos glutaminas, todos proximos espacialmente, sin un rol estructural y situados en una
hendidura de la proteina, podrian tener actividad enzimatica (Szyperski et al., 1998).
Posteriormente, se encontrd que estos residuos estdn conservados en los miembros de la
superfamilia CAP y podrian estar involucrados en la unidon de iones metélicos (Shikamoto et
al., 2005, Suzuki et al., 2008). Ademas, pueden adoptar una conformacion similar a la de las
Zinc proteasas, aunque esta actividad solo se pudo demostrar para la proteina CRISP Tex 31,
presente en el molusco Conus textile (Milne et al., 2003). El modelado por homologia de las
EgVALs mostré que EgVALI tienen los residuos His93 y Glu74 y EgVAL2 His53, GIn67,
Glu89 y His106 que ocupan en un lugar similar en su estructura 3D al lugar que ocupan los

residuos posiblemente involucrados en esta actividad enzimatica en las estructuras resueltas.

Por otro lado, las proteinas de la familia PR-1 son altamente resistentes a la digestion por
enzimas proteoliticas (Fernandez et al., 1997). Este hecho sugiere que algunos miembros de la

superfamilia CAP, como por ejemplo, PI15, PI16, R3HDML, y las proteinas relacionadas con
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la patogénesis de las plantas, podrian tener una funciéon de inhibiciébn de peptidasas
(Yamakawa et al., 1998). Por tal motivo, no se descarta la posibilidad de que la capacidad de
union de metal podria ser parte de una actividad inhibidora. La reconstruccion filogenética
muestra que las EgVALs estan relacionados con PI15 y R3HDML y en consecuencia, podrian

tener esta actividad.

El paso limitante en la realizacion de este trabajo ha sido la expresion y purificacion de las
proteinas EgVAL1 y EgVAL2. Como se detalla en los antecedentes, el uso de los sistemas de
expresion P. pastoris 'y C. elegans no fueron exitosos. Por otro lado, los resultados publicados
en la tesis de maestria de la MSc. Alicia Costéabile sugieren el uso de E. coli como sistema de
expresion para proteinas de la superfamilia CAP de Mesocestoides corti, modelo cestodo
utilizado debido a la cercania filogenética con parasitos de importancia en la salud publica,
como lo es E. granulosus. En su trabajo, Costabile ensay6 el uso de 3 cepas de E. coli
(BL21(DE3) CodonPlus, BL21(DE3) pLysS y SHuffle) para expresar la proteina McCRISP2,

obteniendola pura aunque en muy baja cantidad (Costabile 2014, tesis de Maestria).

Otros autores han expresado proteinas de la familia CAP de helmintos en cepas de E. coli: la
region codificante de OvASP1 ligada en el vector pET28, fue expresada en la cepa BL21
(MacDonalds et al., 2004) y las regiones codificantes de ASPs de 4. duodenale, A. caninum 'y
N. americanus ligadas en el vector pProEx-HT, fueron expresadas en la cepa DH5a (Sen et
al., 2000). Todas estas proteinas se obtuvieron en cuerpos de inclusion (agregados insolubles
de proteina mal plegada). Este hecho también se observo en la produccion de ASPs de H.

contortus 'y de A. caninum (Hotez et al., 2003).

Entre las ventajas que este microorganismo brinda como sistema de expresion se destacan:
mayor velocidad especifica de crecimiento que las levaduras y células de mamiferos, facil
manipulacion genética, bajo costo asociado a medios de cultivo o equipamiento, existencia de
gran variedad de vectores de expresion estables, y ademas es un microorganismo aprobado

para su utilizacion como hospedero en la produccion de biofarmacos (Garcia et al., 2013).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se eligié como sistema de expresion dos cepas de E.
coli y se ensayaron distintos parametros para lograr la produccién de EgVALSs solubles y con

buen rendimiento.
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Las cepas de E. coli elegidas para la expresion de las EgVALSs fueron BL21(DE3) pLysS y
M15 pRep4, considerando que la baja expresion de las EgVALs podria deberse a que las
proteinas resultan toxicas para E. coli. Estas dos cepas estan optimizadas para la expresion de
proteinas que puedan resultar toxicas. En estos casos, la expresion del gen tdxico en
condiciones no inducidas trae como consecuencia la seleccion de las células que expresan los
niveles mas bajos del gen toxico. En consecuencia, estas células son incapaces de expresar
altos niveles del gen de interés, aun luego de la induccion con IPTG. Mediante distintos
mecanismos, ambas cepas inhiben la expresion basal de la proteina, hasta la adicion del
inductor IPTG al medio de cultivo. Como dijimos anteriormente, si bien Costabile (2003)
utilizé la cepa BL21(DE3) pLysS para intentar la expresion de proteinas CAPs de M. Corti,
en este trabajo continuamos trabajando con esta cepa cambiando las condiciones de expresion.
A pesar de lo antedicho, los niveles de expresion continuaron siendo bajos, especialmente en

el caso de la proteina EgVALI1 que se obtuvo insoluble y su expresion fue casi nula.

En base a estos resultados, focalizamos nuestros esfuerzos en mejorar las caracteristicas del
gen de EgVALL para su expresion en E. coli. Entre las caracteristicas del gen heterdlogo que
pueden influir en los niveles de expresion estan el uso de determinados codones especificos
en el gen que son poco usados en E. coli y la presencia de estructuras secundarias en el
ARNmMm, que pueden afectar el inicio de la transcripcion y la traduccion (Garcia et al., 2013).
Por estas razones, se optimizé la secuencia de EgVALI mediante el servicio de GeneScript,
esperando obtener un aumento significativo en los niveles de expresion de la proteina, tal
como se ha reportado para otras secuencias optimizadas (Burgess-Brown, 2008). Sin
embargo, el resultado no fue el esperado y por tanto, no consideramos necesario optimizar la

secuencia de EgVAL2.

Por otro lado, siguiendo las recomendaciones de GE Healthcare (GE Healthcare Life
Sciences, Recombinant Proteins Purification) para mejorar la solubilidad de las proteinas, se
realizé la induccion de la expresion a una temperatura menor que en los primeros ensayos
(30°C) y se evaluaron dos periodos de induccion con IPTG (2 y 4 hs). Se obtuvo mayor

cantidad de proteina cuando la temperatura y el tiempo de induccion fueron de 30°C y de 4 hs.

Sin embargo, ninguno de estos abordajes resultd en la obtencion de la proteina soluble ni en el
aumento significativo de la produccion, logrando obtener 1 mg de proteina por litro de

cultivo. Debido a ellos recurrimos al agregado de urea para solubilizar a las EgVALs. El
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agregado de este reactivo fue resistido ya que genera algunas complicaciones durante la

purificacion pero no afecté el proceso de encapsulacion.

Al momento de realizar los ensayos de expresion, no se contaba con el equipamiento
necesario para realizarlos a tempertaruas mas bajas. En la actualidad, la seccion bioquimica
cuenta con un nuevo agitador donde es posible cultivar las bacterias a temperaturas menores a

30°C, lo cual podria mejorar su solublidad.

Es probable que la presencia de puentes disulfuros y glicosilaciones de las EgVALs,
perjudiquen su produccion de forma soluble en este sistema de expresion. El uso de la cepa de
E. coli (DE3) Origami, podria ser una estrategia exitosa para la obtencion de las proteinas
EgVALs de forma soluble. Esta cepa esta optimizada para la expresion de proteinas que
forman puentes disulfuros debido a la mutacion de los genes tiorredoxin reductada y glutation

reductasa..

Nisbet y colaboradores (2013), han reportado la expresion en E. coli de forma soluble de la
proteina Tci-ASP-1, usando la cepa BL21 CodonPlus-RIL y el vector pET-SUMO. Esta cepa,
esta optimizada para la expresion de proteinas con codones raros. En nuestros ensayos
observamos que la optimizacion para el uso de codones de EgVALIno influyo
significativamente en los niveles de expresion, lo que nos estaria indicando que la baja
expresion no se deberia al uso de codones. Como perspectiva, se podria intentar la expresion
de EgVAL2, para la cual no fue optimizada su secuencia, segun las condiciones de Nisbet y

colaboradores empleando el vector y la cepa utilizada por estos autores.

A pesar de los resultados obtenidos mediante los diferentes protocolos de expresion, la
cantidad de proteina obtenida fue suficiente para la produccién de anticuerpos y para la

realizacion de los ensayos de encapsulacion.

Si bien se realizaron varios esfuerzos, no fue posible obtener ninguna de las proteinas en
forma soluble. Sin embargo, la urea empleada para solubilizarlas no interfiri6 con los ensayos
de encapsulacion ni consideramos sea un problema para la salud del animal que recibira las
proteinas encapsuladas ya que fue posible la generacion de anticuerpos especificos en ratones

sin que la salud de éstos se viera afectada.

Por ultimo, si bien las proteinas no se encuentran en su conformacidn nativa, esto no es un

impedimento para la generacion de una respuesta inmune y en consecuencia para emplearlas
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como vacuna. Existen dos tipos de epitopes presentes en las proteinas: continuos y
discontinuos. El epitope continuo (también llamado lineal) es un fragmento consecutivo de la
secuencia de la proteina y el epitope discontinuo se compone de varios fragmentos dispersos a
lo largo de la secuencia, que forman la interfaz de unién al antigeno. El limite entre los
epitopes continuos y discontinuos es vago, un fragmento en un epitope discontinuo puede ser
considerado como un epitope continuo. Existen varios métodos de prediccion de epitopes que
se basan en las propiedades de los aminoacidos incluyendo la hidrofilicidad, la accesibilidad
de disolvente, la estructura secundaria, la flexibilidad, y la antigenicidad. Una de las
herramientas bioinformaticas que predice la existencia de epitopes continuos en una secuencia

de aminoacidos es SVMTriP (http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/index.php). Mediante esta

herramienta, se evidenci6 la presencia de cinco epitopes continuos para EgVALI1 y tres para
EgVAL2. Este resultado resulta prometedor a la hora de generar una respuesta inmune

mediante las proteinas EgVALSs obtenidas de forma insoluble.

En el caso de que en futuros ensayos no se lograra obtener altos niveles de expresion de las
EgVALs, se podria intentar el desarrollo de la nanovacuna utilizando los epitopes putativos de
las EgVALs, sintetizando y expresando los péptidos que actuarian como tales. Varios autores
han utilizado diversos péptidos sintéticos, logrando obtener la respuesta inmune deseada (Abd

Alla et al., 2007; Anderson et al., 1995; Emini et al., 1985).

En 1996 se di6 a conocer el desarrollo de la vacuna recombinante EG95 contra E. granulosus
(Lightowlers et al., 1996), basada en la inmunidad desarrollada por la oncésfera en su
hospedero intermediario. Si bien los animales vacunados mostraron una proteccion del 96-98
%, un primer estudio de impacto en granjas de Rio Negro, Argentina, detectaron dificultades

operativas en el terreno para la aplicacion de la vacuna (Larrieu, 2013).

La razon para intentar el desarrollo de una vacuna contra E. granulosus en su hospedero
definitivo es solucionar muchas de las dificultades que conlleva la vacunaciéon del hospedero
intermediario. La generacion de una vacuna para perros tiene las siguientes ventajas: el
numero de perros a vacunar es significativamente menor en comparacion con la cantidad de
ovinos y bovinos (es mas econémico en una campafia de control masiva), se puede dosificar
perros callejeros o salvajes sin tener que capturarlos y se activa directamente la inmunidad de
mucosas, lo que genera una mayor proteccion. Por ultimo, una vacuna para perros podria ser
de gran beneficio en la reduccion del periodo efectivo necesarios para detener la transmision

a humanos de E. granulosus, que en la actualidad es mas de diez afos (Zhang et al., 2008).
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Como vimos anteriormente, Al-Alkhalidi y Barriga (1986b) demostraron que frente a una
infeccion por E. granulosus en perros, se genera una respuesta alérgica mediada por IgE. La
molécula que se seleccione como candidato vacunal para este hospedero debe ser capaz de
provocar una respuesta de hipersensibilidad de tipo I, y por lo tanto un aumento de la
produccion de IgE, que genere la expulsion de los parésitos del intestino del perro. Las
moléculas alergenas son buenos candidatos para producir este tipo de respuesta inmune y esta
clase de moléculas estan incluidas en la superfamilia de proteinas CAP. Ejemplo de ello son
las toxinas de venenos de serpientes, avispas y ain de plantas como por ejemplo Trifilin,
Pseudotoxina y PI14 (Fernandez et al., 1997, Henriquesen et al., 2001, Shikamoto et al.,
2005). Se ha demostrado que las proteinas VAL de Schistosoma mansoni tienen propiedades
alergeneas en un modelo murino de la inflamacion de las vias respiratorias (Farias et al.,
2012). Mas prometedor aun es el hecho que se han obtenido resultados promisorios
utilizando proteinas de nematodos miembros de esta superfamila como candidatos vacunales
(Kooyman et al., 2000; Macdonald et al., 2004; Bethony et al., 2005; Meyvis et al., 2007; He
et al., 2009; Diemert et al., 2012; Vlamnick et al., 2015).

En este trabajo, hemos elegido a las proteinas de E. granulosus a las que hemos llamado
EgVALs para su encapsulacion en nanopaticulas poliméricas para su posterior estudio como

candidatos vacunales para el hospedero definitivo del parasito.

Varias son las nanovacunas experimentales descritas como por ejemplo contra malaria,
leishmaniasis, hepatitis, influenza, Streptococcus equis, Neospora caninum, Schistosoma
mansoni, Plasmodium falociparum, Clamidia trachomatis, y contra tuberculosis. (Florindo et
al., 2009; Ansari et al., 2011; Gupta et al., 2011; Mangal et al, 2011; Pusic et al., 2011;
Jimenez-Ruiz et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Santos et al., 2012; Taha et al., 2012; Tyagi
etal.,2012).

La via oral es la ruta de administraciéon de drogas mas conveniente y ampliamente utilizada.
Para que las vacunas orales sean efectivas, deben ser eficientemente internalizadas por la
mucosa e inducir una respuesta antigeno-especifica, asi como generar respuesta de células B
de memoria y células T. Los anticuerpos IgA son los anticuerpos predominantes en las
secreciones intestinales; pueden unirse a los patdgenos y neutralizarlos previniendo su
contacto con la barrera de células epiteliales intestinales. Ademds de ayudar en la "captura" de
antigenos en la mucosa intestinal, la IgA también es importante para la expulsion de los

antigenos del medio interno en el lumen intestinal a través de transcitosis, asi como el
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transporte de antigenos del lumen a los tejidos linfoides subyacentes para la iniciacion de

respuesta inmune (Howe et al., 2015).

Idealmente, el uso de las EgVALs como antigenos vacunales administrados por via oral
deberian generar anticuerpos IgA, los cuales predominan en la respuesta inmune de mucosas

y anticuerpos IgE en respuesta a la reaccion alérgica que ellas generarian.

Las drogas administradas oralmente deben sobrevivir en las condiciones ambientales del
tracto gastrointestinal para poder ser absorbidas y generar este tipo de respuestas. Para lograr
este objetivo, se han desarrollado varios sistemas que actiian como transportadores para llevar
la droga a su sitio de accion. La nanotecnologia permite el disefio de sistemas de entrega de
drogas, capaces de llevarlas de forma protegida, hasta zonas especificas del tracto
gastrointestinal (Park et al., 2011). Esa tecnologia nos pareci6 adecuada para encapsular en
nanoparticulas poliméricas a EgVAL1 y EgVAL2 generando nanoparticulas que puedan ser

transportadas a través del tracto gastrointestinal y absorbidas por las células intestinales.

Varios polimeros biodegradables tales como acido poli lactico-co-glicolico (PLGA), el acido
polilactico (PLA), la policaprolactona (PCL), el Chitosén, la gelatina, y los poli-alquil-
cianoacrilatos se han utilizado ampliamente para la formulacion de nanoparticulas
poliméricas. Entre ellos, el PLA ha sido ampliamente utilizado debido a sus caracteristicas de
biocompatible, biodegradable y en particular porque ha sido aprobado por la “Food and Drug
Administration” (FDA) para su uso clinico (Pandey et al., 2015). Dadas estas caracteristicas,
en este trabajo hemos elegido al PLA como polimero para la formulacion de las

nanoparticulas con EgVALs.

Debido a que el polimero PLA tienen un alto costo y a que los niveles de expresion de las
EgVALs son muy bajos y en consecuencia la cantidad de proteina purificada, para evaluar
diferentes pardmetros de encapsulacion, se empled el polimero PCL (mas econémico) y la
proteina sero albumina bovian (BSA), para la puesta a punto del sistema. Los parametros mas
importantes a tener en cuenta para el disefio de una nanovacuna oral son el tamafio, las
caracteristicas superficiales, el potencial zeta y la forma de las nanoparticulas (des Rieux et

al., 2006).

Las céluas M de las Placas de Peyer son la via mas comln para la internalizacion de las

nanoparticulas en las inmunizaciones orales. Las nanoparticulas se unen a la superficie de las
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células M, donde son endocitadas y translocadas a las placas de Peyer subepiteliales (Awad et
al., 2012). Debido a la capacidad de las células M para la internalizacion de las
nanoparticulas, varios grupos de investigacion han trabajado para mejorar la entrega de las
nanoparticulas a las células M y de esta manera compensar su bajo nimero con respecto a los

enterocitos en el tejido intestinal (des Rieux et al., 2006).

En este sentido, es importante el tamafio de las mismas, que ademas juega un rol importante
en la magnitud y calidad de la respuesta inmune que generan. Las nanoparticulas con un
tamafo menor a 1 um son internalizadas por las células M y entregadas al medio basal,
mientras que las particulas con tamafo mayor a 5 um son captadas por las células M pero
permanecen atrapadas en las placas de Peyer. Si bien existe controversia con respecto al
tamano ideal, el tamafio Optimo de una nanoparticula para ser captadas por las células M

mediante transitosis es por debajo de 1 um (revisado por des Rieux et al., 2006).

Mediante el método de doble emulsiéon con evaporacion del solvente, variando la
concentracion del polimero, logramos obtener nanoparticulas con tamafios menores a 1 pum.
Sin embargo, en los ensayos donde se emple6 mayor cantidad de PCL, también se obtuvieron
particulas de mayor tamafio, incluso mayores a 1 pum. El exceso de polimero puede llevar a la
formaciéon de aglomeraciones entre las particulas formadas, aumentando el indice de
polidispersion de la muestra (Wang ef al., 2015). Por lo tanto, el uso de 50 mg de polimero en
la formulacion final fue el adecuado, obteniendo particulas del tamafio deseado en el rango de

los 200 nm y evitando la formacion de aglomeraciones.

La internalizacion de las nanoparticulas por parte de las placas de Peyer es un factor
importante pero no es el unico que determina la eficacia de una inmunizacion oral. La
capacidad de las nanoparticulas para encapsular los antigenos y la manera en que estos se
liberan en el sitio blanco también son muy importantes. Las nanoparticulas de
aproximadamente 200 nm tienen una ventaja con respecto a particulas de tamafnos menores
que también son eficientemente internalizadas y es que la capacidad de carga de antigenos es
mayor. A su vez, son transportadas a las placas de Peyer de forma mas eficiente que las

nanoparticulas de tamafios mayores (Awaad et al., 2012).

Una vez puestos a punto los parametros de encapsulacion de BSA en nanoparticulas de PCL,
utilizamos estos parametros para encapsular EgVALs en nanoparticulas de PLA. El tamafio de

las particulas obtenido fue el deseado. Estos resultados tienen gran importancia en el
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desarrollo de una vacuna oral exitosa usando nanoparticulas poliméricas como sistema de
entrega de antigenos ya que la vacunacion requiere una alta absorcion por parte de las Placas
de Peyer y la entrega de altos niveles de antigenos a las células. Nuestro resultado es
prometedor ya que aumenta las posibilidades de que las nanoparticulas formuladas sean

captadas por las células M del intestino de los perros.

El tamafio de las nanoparticulas fue medido mediante dispersion de luz dindmica. Para validar
estas medidas, seria necesario visualizar a las nanoparticulas mediante microscopia
electronica. Bilati y colaboradores (2005) y Gaumet y colaboradores (2010), entre otros
autores, obtuvieron la medida del tamafio de las nanoparticulas mediante microscopia
electronica de barrido. La visualizacion de las nanoparticulas por micsocopia, no solo nos
confirma el tamano de las mismas, obtenido por dispersion de luz dindmica, si no que también
permite evaluar la superficie y la forma de las mismas. En este trabajo no se realizaron
estudios de microcopia electronica para evaluar a las nanoparticulas, quedando pendiente para

futuros ensayo.

En cuanto a los valores de la eficiencia de encapsulacion, si bien no fueron calculados con
exactitud, los resultados indican que la mayoria de la proteina fue encapsulada en las
nanoparticulas ya que, mediante la técnica de SDS-PAGE, no se detectd la presencia de la
misma en la fase acuosa que las contiene. Segin datos revisados por Moras-Huertas y
colaboradores (2010), el porcentaje de eficiencia de encapsulaciéon mas alto reportado (94-
99%) corresponde a la encapsulacion de un antiestrogeno en nanoparticulas de PLA, PLC y
PLGA, preparadas por el proceso de nanoprecipitacion. Segun nuestros resultados y mediante
los parametros fijados, no nos fue posible encapsular BSA en nanoparticulas del tamafio
deseado mediante este proceso de formulacion ya que requiere de la dilucion de la proteina en
un solvente orgéanico, lo cual la altera estructuralmente, generando precipitados que interfieren
con su encapsulacion. Si bien no se realizaron los ensayos de nanoprecipitacion con las
EgVALs, sabemos que las proteinas se verian afectadas por la disolucion de las mismas en
solventes organicos por lo cual este método fue descartado. Mediante el proceso de doble
emulsion, varios autores lograron obtener eficiencias de encapsulacion que van de 65 a 75%.
Estos niveles de encapsulacion menores a los obtenidos por el método de nanoprecipitacion
pueden estar influenciados por el polimero y el surfactante usado (revisado por Moras-
Huertas et al., 2010). Tomando en cuenta los resultados de los estudios de encapsulacion

mediante SDS-PAGE, podemos concluir que la eficiencia de encapsulacion de nuestras
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proteinas fue alta, lo que se corresponde con los datos reportados por Mora-Huertas y

colaboradores.

Gupta y colaboradores (2011), calcularon la eficiencia exacta de encapsulacion de una
hemaglutinina del virus de la influenza en nanoparticulas de PCL recubiertas con Chitosan
mediante el ensayo BCA: separaron a las nanoparticulas de la solucion acuosa mediante
centrifugacion y cuantificaron la cantidad de proteina presente en la solucién acuos con el
ensayo mencionado. La proteina que no se encontraba en esa fraccion estaba encapsulada en
las nanoparticulas. Otros autores han reportado el célculo de eficiencia de encapsulacion
mediante este método colorimétrico, para la cuantificacion de las proteinas encapsuladas
(Conway et al., 2001; Mangal et al., 2011; Lancheros et al., 2014). Esta metodologia es
econdmica y facil de realizar en el laboratorio, por lo que serd tenida en cuenta para futuros

ensayos.

El Chitosan es un polisacarido catidnico obtenido a partir de la desacetilacion de la quitina,c
que posee propiedades mucoadhesivas e inmunoestimulantes, lo que lo hace particularmente
util para el desarrollo de nanovacunas mucosas, aumentando la interaccion e internalizacion
de las nanoparticulas en la mucosa. Se cree que el mecanismo de accion es una combinacion
entre sus propiedades bioadhesivas y la ampliacion transitoria de las uniones estrechas entre
las células epiteliales. Ademds, es biocompatible con los tejidos vivos, en donde se
descompone lentamente a productos inocuos (aminoazucares), que son completamente
absorbidos, sin generar reacciones alérgicas o rechazos (Agnihotri et al., 2004). Por estas
razones, en este trabajo se realizo el recubrimiento con Chitosan de las nanoparticulas de PLA

obtenidas.

Los grupos carboxilicos terminales del PLA les confiere carga negativa a las nanoparticulas,
como vimos segun los resultados de la medida del potencial zeta de las mismas. Al recubrir a
las nanoparticulas con Chitosan, no solo se neutralizan los grupos carboxilos del PLA, si no
que también se adicionanan cargas positivas. Este cambio de valor del potencial zeta, que
pas6 de un valor negativo a un valor positivo, confirma que las nanoparticulas fueron
recubiertas. Este hecho es beneficioso para su interaccién con la mucosa intestinal. E1 moco
presente en la mucosa contiene mucinas que a su vez contienen una proporcion significativa
de 4cido sidlico. A pH fisiologico, el acido sidlico tiene una carga neta negativa. En
consecuencia, ocurre una fuerte interaccion electroestatica entre el Chitosdn y las mucinas, lo

que reduce la tasa de eliminacion de las nanoparticulas, aumentando el tiempo de residencia
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de las mismas en el intestino (Gupta et al., 2011). Por otro lado, el tamafio de las
nanoparticulas se ve poco afectado al ser recubiertas con Chitosan, manteniéndose en el rango
adecuado para ser internalizadas por las células M. Por ultimo, el recubrimiento de las
particulas con el Chitosan aumento el valor absoluto del potencial zeta, lo que se traduce en

un aumento de la estabilidad de las nanoparticulas (manual de Zetasizer Nano series).

En soluciones acuosas neutras o a pH basicos, el Chitosan es un polisacéarido catiénico con
grupos aminos libre, lo que lo hace insoluble en agua. Por otro lado, en soluciones acuosas a
pH é&cidos, los grupos aminos se protonan, volviendo al Chitosan soluble (Agnihotri et al.,
2004). Por este motivo, la recubierta de Chitosan de las nanoparticulas de PLA formuladas
podria perderse durante el pasaje de las mismas por el estémago de los perros. Para solucionar
este inconveniente, proponemos incluir a las nanoparticulas en cépsulas gastrorresistentes. De
esta manera, las particulas recubiertas con Chitosan lograrian pasar por el estomago y llegar al
intestino sin verse alteradas. Ademds, utilizando cépsulas gastrointestinales, se evitaria la
dilucién de las nanoparticulas en los jugos gastricos, concentrando al antigeno hasta llegar a la

mucosa intestinal.

La falta de respuesta sistémica a los antigenos administrados de forma oral puede producir
tolerancia. Los antigenos administrados oralmente sin la presencia de un adyuvante, inducen
la tolerancia sistémica debido a la eliminacién de células T, la anergia de células T o la
induccion de células T supresoras, dependiendo de la concentracién del antigeno. Esta
estrategia ha sido ensayada para el tratamiento de alergias alimentarias o respuestas a
bacterias de la flora normal (Foster y Hirst, 2005). Por lo tanto, la cantidad de antigeno
encapsulado en las nanoparticulas y la eleccion de un adyuvante son caracteristicas a tener en
cuenta a la hora de desarrollar una nanovacuna oral. El uso de Chitosan como adyuvante y la
inclusion de las nanoparticulas en cépsulas gastrorresistentes parece una estrategia exitosa

para evitar la tolerancia.

Para lograr una aproximacion al recorrido que realizarian las nanoparticulas en el sistema
gastrointestinal del perro, se realizaron ensayos con fluido gastrico e intestinal artificiales
preparados segin Galia y colaboradores (1998) y Vertzoni y colaboradores (2005). Esta
aproximacion ha sido utilizada por diferentes autores, para evaluar que pasaria en un ambiente

in vivo (Roger et al., 2009, Sakai-Kato et al., 2014).
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Luego de someter a las nanoparticulas al ambiente gastrointestinal artificial, se evaluo la
integridad y la inmunogenicidad de la proteina encapsulada mediante las técnicas de SDS-
PAGE y Western Blot. Las proteinas encapsuladas en nanoparticulas recubiertas con Chitosan
no se vieron alteradas luego del pasaje a través de los fluidos gastricosintestinales sintéticos,

manteniendo tanto su integridad como su inmunogenicidad.

Como se dijo anteriormente, el Chitosan es soluble a pHs acidos. En este ensayo no se evalud
la pérdida de la cubierta de Chitosan al pasar por el fluido géstrico que tiene pH 1,6. La
medida del potencial zeta hubiera revelado la pérdida o no de la cubierta. Este detalle sera
tenido en cuenta para la realizacién de futuros ensayos. A pesar de esto, nuestros resultados
indican que la formulacién de las nanoparticulas con EgVALSs encapsuladas fue exitosa,

logrando protegerlas de las condiciones adversas del ambiente gastrointestinal.

Los ensayos realizados resultan una buena aproximacion para demostrar que el sistema de
entrega de antigenos encapsulados en particulas poliméricas aqui presentado, es una buena
estrategia para el desarrollo de una nanovacuna oral contra E. granulosus, que logra proteger
a los antigenos hasta su llegada al intestino para su posterior internalizacion por parte de las
células M. El polimero elegido logré mantener a los antigenos encapsulados sin verse alterado
por los cambios de pH. Si bien las nanoparticulas generadas en este trabajo no fueron
evaluadas aun en sistemas in vivo, los resultados de estos ensayos resultan prometedores. En
una proxima etapa, se deberia evaluar este sistema de entrega de antigenos en un sistema in
vivo como puede ser cultivo celular o en un modelo mamifero como por ejemplo en ratones,

previo a la inmunizacion de perros.

Por tultimo, las nanoparticulas de PLA resultaron ser estables a lo largo del tiempo durante el
almacenamiento a 4°C en solucién. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con las nanoaprticulas
de PLA recubiertas con Chitosadn, observandose un aumento de tamafo y del incide de
polidispersion de las mismas luego de las concidiones de almacenamiento anteriormente
mencionadas. Es necesario solucionar este inconveniente previo a la utilizacion de estas
nanoparticulas en estudios in vivo. Una soluciéon a este problema seria liofilizar a las
nanoparticulas inmediatamente despues de la formulacion, evitando de esta manera la
precipitacion del Chitosan. Ademas se prevee que las nanoparticulas seran administradas a los
perros en polvo, encapsuladas en capsulas gastroresistentes por lo que de todas formas, es

necesario liofilizarlas.
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Previo a la realizacion de ensayos en sistemas in vivo, seria importante resolver este
inconveniente. El Chitosan, ademas de ser mucoadhesivo, es un potenciador de la respuesta
inmune. Como vimos anteriormente, la eleccion de un adyuvante para el desarrollo de
vacunas orales es muy importante, principalmente para evitar la induccidon de tolerancia por
parte de los antigenos. Si la cubierta de Chitosdn no resulta estable a lo largo del tiempo sera
necesario ensayar el uso de otros adjuvantes de mucosas. Existen tres porductos bacterianos
con gran potencial para ser usados como adjuvantes en el desarrollo de vacunas mucosas: las
enterotoxinas ADP — ribosiladas, los oligodesoxinucleotidos con dinucledtidos CpG no

metilados y el monofosforil lipido A (Freytag y Clements, 2005).

En resumen, este estudio proporciona informacion detallada sobre la organizacion estructural
de las proteinas EgVAL1 y EgVAL2 y su relacion filogenética con otros miembros de esta
superfamilia de proteinas. Las diferencias discretas entre las EgVALSs podrian estar indicando
que realizan diferentes funciones. Previo a nuestro trabajo, otros investigadores intentaron
producir proteina suficiente, lo que no fue logrado utilizando distintos sistemas de expresion.
Aqui, se logr6 producir cantidad suficiente de proteina para obtener anticuerpos y formular las
nanoparticulas. Mediante la encapsulacion de las EgVALs en nanoparticulas poliméricas
recubiertas con Chitosan se logrd obtener particulas del tamafo deseado. Ademads, la
encapsulacién permitid preservar el antigeno cuando este fue sometido a las condiciones

gastrointestinales.

Futuros ensayos seran necesarios para evaluar la eficacia de estos antigenos en la generacion

de una vacuna.
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