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RESUMEN

La Echinococcocis e Hidatidosis causada por el cestode
Echinococcus sp, es una de las mas importantes zoonosis a nivel
mundial. El control de esta parasitosis se puede realizar
mediante el tratamiento de los perros infectados con
Praziquantel aunque ésto no ha sido totalmente eficiente. E1
control mediante vacunacidén en los hospederos intermediarios
y/o en los hospederos definitivos es otra alternativa de
control. A través de este trabajo nos propusimos desarrollar
una vacuna oral para ser aplicada en el hospedero definitivo
empleando nanoparticulas (NPs). Los antigenos seleccionados
fueron las proteinas de Echinococcus granulosus, tropomisina vy
paramiosina. Estos antigenos recombinantes se encapsularon en
NPs poliméricas biodegradables, se determindé el tamafio, la
carga, la forma, asi como la eficiencia de encapsulacidén (E/E).
Por otro lado, se estudidé la integridad y la inmunogenicidad
de los antigenos luego del proceso de formulacidén de las NPs.
Se funcionalizaron las NPs agregandole MPLA (Monophosphoryl
Lipid A) como adyuvante, y Chitosan (CS) para aumentar la
adherencia de las NPs al mucus intestinal. Se sometieron las
NPs a jugos gastrico e intestinal artificial para determinar

el efecto de los mismos sobre las NPs y los antigenos.

Se obtuvieron células dendriticas de perros a partir de
monocitos sanguineos (cMoDCs). Se determind la capacidad de
las NPs de ser internalizadas por macrdéfagos murinos y células
dendriticas de perros. Luego se determindé la capacidad de las
NPs para activar cMoDCs. En la ultima etapa de este trabajo se
realizaron una serie de ensayos clinicos pilotos en perros. Se
evalué la inmunogenicidad y la eficacia de las formulaciones
de NPs desarrolladas. Los resultados mostraron que se

obtuvieron NPs de un tamafio <300nm, con un potencial Zeta
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negativo con gran uniformidad de forma y tamafio observado en
la microscopia electrdnica. El porcentaje de encapsulacidn de
las proteinas paramiosina de Echinococcus granulosus (EgA3l) y
tropomiosina de Echinococcus granulosus (EgTrp) fue superior
al 80% sin alteracidén de la integridad ni de la
inmunogenicidad. La bifuncionalizacidén con MPLA no alterd las
caracteristicas de las NPs, la E/E, ni la integridad e
inmunogenicidad de los antigenos. La funcionalizacidén de las
NPs con CS le aportd la carga positiva esperada, sin producir
cambios en las propiedades de las NPs y los antigenos. Los
jugos gastrico e intestinal artificiales no alteraron las
propiedades de las NPs ni integridad e inmunogenicidad de los
antigenos. Los experimentos de internalizacidén demostraron que
las NPs fueron internalizadas por macrbdé6fagos murinos y cMoDCs

caninas. Ademés, las NPs activaron eficientemente las cMoDCs.

Los estudios clinicos de inmunogenicidad demuestran que
las NPs desarrolladas activan la inmunidad de mucosas vy
sistémica, con una respuesta mixta Thl/Th2, sin respuesta de
IgE sistémica. Los ensayos clinicos de eficacia con vacunacidn
oral y desafio, mostraron una proteccidén de un 94.5% indicando
que estamos frente a un prometedor sistema de “delivery” de
antigenos wusando nanoparticulas biodegradables como vacuna

oral de mucosas contra E. granulosus.



INTRODUCCION

1) HIDATIDOSIS

La Hidatidosis causada por el cestode Echinococcus
granulosus, es una de las mayores zoonosis a nivel mundial que
afecta tanto al hombre como a los animales domésticos
(Echinococcosis quistica) (Thompson y Jenkins, 2014; Boufana
et al., 2015, Deplazes et al., 2017). Se extiende en todo el
continente americano, asi como en Europa, Australia, China,
Rusia, Africa y Asia (Deplazes et al., 2017; Ito y Budke 2017;
Pavletic et al., 2017). Esta enfermedad, ademéds, es una de las
més importantes =zoonosis parasitaria reportada en Uruguay,
Argentina, Brasil, Chile y Pert (Irabedra y Salvatella 2010;
Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al., 2017).

El género Echinococcus (Platyhelminthes, Cestoda) comprende
varias especies: Echinococcus granulosus, Echinococcus
multilocularis, Echinococcus oligarthrus, Echinococcus vogeli,
Echinococcus equinus, Echinococcus ortleppi, Echinococcus
felidis, y Echinococcus shiquicus (Thompson y McManus, 2002;
Xiao et al., 2006; Huttner et al., 2008; Ita y Budke, 2017). Los
miembros de estas especies difieren en la morfologia de sus
estados larvarios y adultos. Datos recientes basados en estudios
genémicos de E. granulosus indican que hay por lo menos diez
poblaciones genéticamente diferentes (McManus, 2002; McManus y

Thompson, 2003, Boufana et al., 2015).

2) CICLO BIOLOGICO DE E. granulosus.

En América del Sur, las ovejas (hospederos intermediarios)
y los carnivoros (hospederos definitivos) son los que mantienen

el ciclo de E. granulosus en la naturaleza (Fig. 1). Este
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parasito desarrolla su estadio adulto (tenias) en el intestino
de los perros domésticos, o carnivoros salvajes como zOrros o
lobos, y su estadio larvario (quistes) en 1los hospederos
intermediarios como las ovejas, bovinos, equinos y suinos, y

en los hospederos accidentales como el hombre.

Los carnivoros comen las visceras de los animales
infectados ingiriendo de esta manera las larvas las que se
establecen en el intestino de los perros desarrollo la tenia
adulta. Una vez alcanzada la forma adulta, y alrededor de los
45 dias, las tenias poseen huevos infectantes denominados
oncdésferas que son liberados al medio con las heces de 1los
carnivoros. Las oncdsferas son ingeridas por los hospederos
intermediarios, asi como por los hospederos accidentales, como
el hombre, y en los tejidos de estos organismos se desarrollan

los quistes gque provocan la enfermedad denominada Hidatidosis.

oncosfera

protoescolices - )’

/

\d’/

Echinococcosis quistica
en higado y pulmén

Figura .1 Ciclo de E. granulosus.
Tomado de Zhang y McManus, 2008.
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3) VARIACION GENICA DEL GENERO ECHINOCOCCUS.

Desde el punto de vista genético se han descrito diez
variantes dentro del género Echinococccus. Genotipos G1-G3 que
incluyen a E. granulosus sensu stricto (s.s.), genotipo G4 que
incluye a E. equinus, genotipo G5, que incluye a E ortleppi vy
genotipos G6-G10 qgque incluye a E. canadienses (Nakao et al.,
2007; Thompson, 2008; Cucher et al., 2016; Deplazes et al., 2017;
Ito y Budke 2017). Al referirnos en forma genérica a estos

genotipos los nombramos como E. granulosus sensu lato (s.l1.)

En un estudio reciente se ha demostrado que un muy alto
porcentaje de individuos (humanos) estédn infectados con el
genotipo G1, (Rojas et al., 2014; Boufana et al., 2015, Cucher
et al., 2016 vy Deplazes et al., 2017). Los caninos, en
particular 1los perros, constituyen la principal fuente de
infeccién de equinococosis quistica en humanos alrededor del
mundo, siendo la mayoria de los casos causados por E.
granulosus genotipo Gl (Boufana et al., 2015). Esta variedad
representa la mayor parte de la carga mundial, seguida por E.
canadensis (G6 y G7) (Cucher et al., 2016; Ito y Budke 2017).
En las figuras 2 y 3 se muestra la distribucién del género
Echinococcus a nivel mundial 'y en América del Sur,

respectivamente.

La Hidatidosis en seres humanos y otros hospederos
intermediarios en América del Norte, es causada por genotipos
asociados a la vida silvestre de E. canadensis (G8-G1l0),
presentes en los ovinos, porcinos y ganado bovino (Deplazes et
al., 2017, Cucher et al., 2016). E. canadensis estd presente en
Canada, y Gl10 parece ser mas comin en la vida silvestre. Los
hospederos definitivos incluyen 1lobos, coyotes 'y perros,
mientras que los 1intermediarios son normalmente cérvidos

salvajes o criados en cautividad. En México se encontraron los
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genotipos G5 (E. orleppi) y G7 (E. intermedius) (Rodriguez-Prado
et al., 2014). Esta informacidédn debe ser tenida en cuenta para
entender la epidemiologia, adaptar los programas locales de
control 'y ©prevencidén de la Equinococcosis asi como la

Hidatidosis.

E. granufosus 8 ). Number of

genotypes  human cases }
e Gt e 1-10

G2 ® 11-25
G3 ® -0
e G5 .}50

e Gs
® G7 Human cystic echinococcoss
* G8
e G10
s~
B c 2807 7%
- 2604 (I[[IAT] - Liver
12.2% 2401 —_ g‘:f;,‘;‘,
Gs § 2204 | 19.6% o Other
105 G
& = 1]
2% 1&:.
a2 / S llezi};ﬁ
0.8% ¥ 129%
5 25.7%

Figura 2. Distribucién mundial de las variaciones génicas del género
Echinococcus. A)distribucidén mundial de los genotipos de E. granulosus
s.1l. Identificados en humanos; B) porcentaje de casos de humanos
causados por cada genotipo de E. granulosus s.l.; C) localizacién de
quistes hidadticos en los 6érganos en humanos causados por E. granulosus
s.s. (genotipo Gl) y E. canadiensis (genotipos G6 y G7). La categoria
“others” se aplica a localizaciones reportadas en menos de tres
casos. Tomado de Cucher et al., 2016.

13



80°W 60°W 40°W

04— | o
20°S - L 20°S
40°S - - 40°S
1 l 1 1
100°W 80°W 60°W 40°W 20°W

Figura 3. Representacién esquematica de la
distribucién genotipica de E. granulosus s.l.
aislados en América del Sur. Tomada de Cucher
et al., 2016.

4) DISTRIBUCION DE LA HIDATIDOSIS EN EL MUNDO.
4.1) Hidatidosis en América del Sur

La Hidatidosis es endémica en Argentina, Uruguay, Chile,
Pert y Brasil (Pavletic et al., 2017). En el 2014 en Uruguay y
Argentina se gastaron 365.000 y 856.000 dbélares respectivamente

para el control de esta zoonosis. La prevalencia de la
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echinococcocis quistica no ha disminuido en ovinos y bovinos
en el periodo 2009/2014, salvo en Uruguay y Brasil, donde
disminuydé drasticamente manteniéndose por debajo de 10%

(Pavletic et al., 2017).

Los datos epidemiolégicos de América del Sur desde 2009
hasta el 2014 para Uruguay, Argentina, Chile, Pert y Brasil,
estdn Dbasados en informacién oficial de los organismos
encargados del control de esta parasitosis en los diferentes
paises (Pavletic et al., 2017, Irabedra y Salvatella 2010;
Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al., 2017). En Uruguay, la
prevalencia de la Hidatidosis en humanos fue de 57 casos en
2009 a 11 casos en 2014; en ovinos del 5.9% en 2009, al 2.2 %
en 2014 y la infestacidén en perros del 3.2% en 2009 al 1.8% en
2014. En Argentina, en humanos la prevalencia aumentd de 416
casos en el 2009 hasta 777 casos en el 2014. En ovejas no hay
datos oficiales y la prevalencia en perros descendid de 17.7%
en el 2009 a 13.4% en el 2014. En Brasil, el Estado de Rio
Grande do Sul, el area endémica mas importante del pais, mostrd
una prevalencia casi invariable de 11 casos en humanos en el
2009 al 2014; en ovejas una disminucién de 8.76% en el 2009 a
4.64% en el 2014, mientras que no hay datos oficiales de
infestacién en perros. Perl, es el pais de América del Sur con
la mayor incidencia y prevalencia de equinococosis quistica en
seres humanos con tasas de hasta 79/100.000 habitantes en
provincias como Pasco y de 39/100.000 habitantes en
Huancavelica (0OPS, Montevideo, 2009). Estudios realizados al
sur de Lima mostraron una incidencia quirtrgica de 32/100.000
habitantes y una prevalencia en caninos de 6,25% en el periodo
1996-1998 (Moro et al., 2004). En los Yes peruanos la
prevalencia en humanos reportada fue de 910/100.000 habitantes

y la de ovinos de hasta 87% (Moro et al., 1997), la mas alta
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reportada en América del Sur. Los datos publicados por Pavletic
y colaboradores en 2017 indicaron una prevalencia en humanos
de 11/100.000 en 2009 aumentando a 30/100.000 casos en 2011 vy
disminuyendo nuevamente a 11/100.000 casos en el 2014. La
prevalencia de Hidatidosis ovina fue de 8.76% en 2009 a 4.64%
en el 2014. En Chile los datos epidemioldgicos indican que los
casos en humanos fueron de 843 en el 2009 a 832 en el 2014, la
Hidatidosis ovina aumentd de 1.4% en 2009 a 2.1 % en el 2014 y
no se cuenta con datos oficiales de la infestacidn en perros
(Pavletic et al., 2014). En conclusidén si observamos la
distribucidén de esta enfermedad en América del Sur comprobamos
que es una parasitosis endémica en Argentina, Chile, Peru,
Brasil, y Uruguay por lo que es necesario desarrollar nuevas
herramientas de control para esta zoonosis. La presencia de un
numero importante de nuevos casos al afio en nifios indica que
se estdn contagiando a temprana edad y que todavia existe

transmisién del perro al hombre (Pavletic et al., 2014).

4.2) Hidatidosis en Europa.

En la zona del Mediterrédneo y en Gran Bretafia (Gales), el
ciclo de vida de E. granulosus es predominantemente doméstico,
manteniéndose entre perros y ovejas. También existe un ciclo
silvestre con 1los cénidos salvajes como el chacal (Canis
aureus) y los lobos (Canis lupus) en Bulgaria (Breyer et al.,
2004) . Las regiones mas afectadas son Espafa, Italia y la isla
de Cerdefia, donde la incidencia anual en humanos alcanza el 4-
8/100.000 habitantes (Desplazes et al., 2017). En Bulgaria la
Equinocococis gquistica en nifios aumenté de 0.7 a 5.4 cada
100.000 habitantes entre 1970 y 1995 (Todorov y Boeva 1999).
En la provincia de Gales en Inglaterra, se usdé la educacidn

como herramienta de control, pero la prevalencia en perros se
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duplicd desde 1993 (3.4%) a 2002 (8.1%), todo lo cual indica
que la educacidén no es suficiente para controlar esta zoonosis.
Por otro lado, con el empleo de la dosificacidn de los perros
cada 6 semanas con Praziquantel en la Rioja, Espafia, fue
posible reducir la prevalencia de perros infectados de 7% en
1989 a 0.2% en el 2000, y en humanos de 19/100.000 habitantes
en 1980, a 4/100.000 habitantes en el 2000 (Jiménez et al.,
2002). La eliminacidén total de 1la Hidatidosis en Europa
solamente ha sido posible en Islandia. Los programas de control
no han tenido demasiado progreso en el resto de la regidén del

Mediterrédneo (Batelli et al., 2002).

4.3) Hidatidosis en el resto del mundo

En Australia la biomasa parasitaria del género
Echinococcus es mantenido principalmente por el ciclo salvaje,
a través del eje depredador/presa entre los perros salvajes
(dingos) vy marsupiales (“wallabies” y canguros) (Jenkins,
2006) . Otros hospederos silvestres incluyen zorros y cerdos
salvajes. Esta fauna silvestre, reservorio de E. granulosus,
mantiene el ciclo doméstico a través de la infeccidn por perros
salvajes que defecan en los predios rurales e infectan al
ganado, a cerdos salvajes y al hombre. La invasién de 1los
perros salvajes y zorros en centros urbanos presenta una nueva
via potencial de transmisidén desde la vida silvestre a los
humanos (Jenkins et al., 2003). En New South Wales, se
determindé una prevalencia de 29% en 344 perros de
establecimientos rurales y un 18 % en 218 perros en Victoria.
La prevalencia de E. granulosus en perros salvajes en el Este
de Australia se encuentra entre el 25% y el 100% (Jenkins DJ.,

20006) .
La Hidatidosis en el Medio Oriente y el Norte de Africa,
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es altamente prevalente en Iréan, Turquia, Iraq, Marruecos,
Tunez y Libia (Sadjjadi, 2006, Ito y Budke 2017; Deplazes et
al., 2017). La equinocococis por E. granulosus en el Norte de
Africa ha sido reportada como endémica principalmente en
Argelia, Egipto, Libia, Marruecos y Tunez (Desplazes et al.,
2017) . En todos estos paises los camellos son un hospedero
intermediario muy importante en el mantenimiento del ciclo de
E. granulosus en la naturaleza. En Marruecos la Equinocococis
quistica es altamente endémica. En estudios realizados en areas
rurales mostraron una prevalencia de 33% en perros, 9.9% en
ovejas, 3.2% en cabras y 42% en bovinos (Kachani et al., 1997).
En humanos se ha reportado una incidencia de 3.6-15.8/100.000
habitantes (Anderson et al., 1997). En Tunez en un estudio
mediante necropsia realizado en perros callejeros se determind
que el 21 % de los intestinos de los perros analizados estaban
infectados con E. granulosus (Lahmar et al., 2001). Las ovejas
son el principal hospedero intermediario aunque en algunas
regiones de Tunez se observdé una prevalencia de 10.1% en
camellos (Lahmar et al., 2001, 2004; Deplazes et al., 2017).
En humanos se ha comunicado una incidencia de 15/100.000
habitantes (Report of Ministery of Public Health 1993, Tunez).
La equinococosis alveolar y gquistica humana, causada por la
ingestidén accidental de huevos de las tenias E. multilocularis
vy E. granulosus (s.1.), respectivamente, es endémica en Asia
(Ito y Budke, 2017) Varias especies de Echinococcus se
mantienen en mamiferos domesticados y/o salvajes a través de

interacciones predador-presa.
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5) CONTROL DE LA EQUINOCOCOSIS E HIDATIDOSIS.
5.1) Generalidades

Las primeras medidas de control en América del Sur y en
nuestro pais han sido basadas en la experiencia de los
programas de control de las islas de Tasmania, Nueva Zelanda,
Islandia, Chipre y Malvinas, tratando a 1los animales con
Praziquantel (Economides et al., 1998; Craig et al., 2006).
Esta droga presenta propiedades Unicas como tenicida con 100%
de eficacia contra E. granulosus presentes en 1los perros
infectados. El1 Praziquantel tiene la funcidén de cortar el ciclo
del parédsito antes de que el pardsito alcance su estado adulto
y elimine sus formas infectantes para los animales domésticos
y el hombre, y més importante aun, evitar la contaminacién del
medio ambiente con estas formas. El Programa de Control se
realiza con la dosificacién de perros con Praziquantel
(5bmg/kg), cada 30 dias, en forma obligatoria, realizada por un
agente oficial de los organismos encargados del control. A
pesar de la eficiencia de la droga los programas de control no
han sido eficaces debido a que no todos 1los perros son

dosificados.

5.2) Control de la Echinococcosis e Hidatidosis en Uruguay

En Uruguay se comenzd la dosificacién a partir de 1992 vy
el plan de control fue estructurado en forma similar al de
Nueva Zelanda. En 1992 la prevalencia en ovejas fue de un 40
%. Posteriormente, a la luz de los resultados experimentales,
(Cabrera et al., 1996; Cabrera et al., 2005; Irabedra vy
Salvatella, 2010; Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al.,

2017) se comenzd a dosificar los perros cada 30 dias por iddbneos

pertenecientes a la Comisién de Lucha Contra la Hidatidosis,
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actualmente denominada Comisidén de Zoonosis. En 1995 el
tratamiento llegd al 95% de los perros y en el afio 1998 1la
prevalencia en perros bajdé dramaticamente a 0.7% y como
consecuencia, la incidencia en humanos bajdé a 6.5 cada 100.000
habitantes. De acuerdo a 1los datos de prevalencia de la
Hidatidosis en humanos, ovejas e infestacidén en perros,
descritos en la seccidédn 2.1 pareceria que el tratamiento con
Praziquantel no es suficiente para controlar totalmente esta

zoonosis parasitaria.

6) INMUNIDAD CONTRA HELMINTOS PARASITOS

Los mecanismos postulados de inmunidad protectora a nivel
intestinal en helmintos estdn asociados a una respuesta de
hipersensibilidad de tipo I regulado por linfocitos Th2, con
produccién de IgE especifica, hiperplasia de células
caliciformes, con liberacidén del mucus de éstas células a la
luz intestinal, degranulacidén de mastocitos, desarrollo de un
proceso inflamatorio de origen alérgico, con aumento de la
contractibilidad muscular intestinal, todo lo cual lleva a la
expulsién de los parédsitos (Clife et al., 2005; Artis, 2006;
Anthony et al., 2007; Webb et al., 2007; Hibner et al., 2010;
Breloer y Abraham, 2017).

En la infestacidén por helmintos, las células intestinales
liberan alarminas, IL-25, IL-33, y linfopoyetina del estroma
timico (TSLP), que activan las células del sistema inmune
innato y adaptativo de mucosas desarrollando una respuesta del

tipo Th2 (Cortes et al., 2017), (Fig. 4A y 4B).
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La IL-33 es una citoquina de la inmunidad innata expresada en
células no linfoides como las células epiteliales intestinales
ILC2, que es liberada cuando se produce dafio celular epitelial
activando la produccidén de citoquinas tipo Th2 ,activando
basé6filos, mastocitos, macrdfagos. IL-33 es un potente
activador de células linfoides innatas de tipo 2 (ILC 2) que
ocurre temprano después de la infeccidédn por helmintos (Breloer
y Abraham 2017). La IL-25 se produce en respuesta a la
microbiota y se incrementa después de la infeccidén por
helmintos. IL-25 activa una célula progenitora multipotente,
(MPP) que puede dar lugar a otros linajes celulares innatos.

En respuesta a las alarminas las ILC2 producen grandes
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cantidades de IL-13 y las células epiteliales dafladas producen
TLSP que activan las células dendriticas (DC) en la lamina
propia e inducen la migracién de las DC a los ndéddulos linfaticos
mesentéricos (MLN) para polarizar la respuesta inmune a una

respuesta de ti

La citoquina IL33 y TSLP son secretadas por las epiteliales
intestinales vy la 1IL25 secretadas por las células tuft
presentes en el epitelio intestinal inducidas por los antigenos
parasitarios. Posteriormente los basdéfilos del intestino
secretan TSLP, IL13 e IL4, las ILC2 secretan IL4 e IL5, todo
lo cual dirige la respuesta inmune hacia una respuesta del tipo
Th2 (Fig.4 1A). Las células Th2 secretan una serie de
citoquinas que promueven la expulsién de los paréasitos
helmintos al inducir cambios fisioldgicos en el epitelio
intestinal (Fig. 4C). Los mecanismos incluyen hiperplasia de
células caliciformes vy secrecidén mucosa, aumento de la
proliferacidén, el recambio y la contractilidad del musculo liso
y aumento del peristaltismo todo lo cual lleva a la expulsidn

de los parasitos.

Los mecanismos de expulsidén han sido bien estudiados en
roedores (Anthony et al., 2007; Maizels et al., 2012) y en
ovejas parasitadas con nematodes. En ovejas infectadas con
Trichostrongylus colubriformis se observd un aumento de los
leucocitos globulares (Balic et al., 2002), eosindéfilos e IgGl
(Stankiewicz et al., 1993), aumento vy degranulacidén de
mastocitos de la mucosa (Stankiewicz et al., 1994) aumento de
IL-5 (Emery et al., 1999) y aumento de la IL33 de las células
epiteliales (Yronicos et al., 2012). Por otro lado se demostrd
que mastocitos de la mucosa del intestino de ovejas inmunizadas
con T. colubriformis y Haemonchus contortus se degranulaban en

presencia de los antigenos nativos de estos paréasitos
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sugiriendo que los mastocitos sensibilizados probablemente
participan activamente en la respuesta inmune, mediante un
mecanismo de hipersensibilidad de tipo I, (Bendixsen et al.,
1995) . En experimentos donde se inmunizaron ovejas con ciclos
repetidos de infecciones/tratamiento con T. colubriformis y H.
contortus, se pudo determinar histoldgicamente, qgque en las
ovejas inmunizadas habia un incremento del numero de mastocitos
de las mucosas y un aumento significativo de leucotrienos en
el mucus intestinal, sugiriendo wuna degranulacidén de 1los
mastocitos inducidos por los parasitos (Douch et al., 1996).
Ovejas inmunizadas con antigenos de la membrana intestinal de
H. contortus indujeron la produccidén de citoquinas IL-4, IL13
y variables niveles de IFN gama en linfocitos presentes en
ganglios 1linfaticos abomasales, aumento de eosindéfilos,
produccién de IL4 y de IgE, indicando una polarizacidén hacia
una respuesta Th2 (Jasmer et al., 2007; Shakya et al., 2009).
Recientemente se ha demostrado ademéds, gque estos mecanismos
estan regulados por linfocitos CD4+/Th2, con una produccidn
especifica de IL4, IL5, IL13, IL2le IL25. Los helmintos son
poderosos moduladores de la respuesta inmune del hospedero, y
su capacidad para provocar la expansién de las células T
reguladoras es uno de los principales mecanismos para la
cronicidad (McSorley y Maizels, 2012). Por otra parte, el
establecimiento de helmintos intestinales en forma crénica,
pueden ser causadas por el inicio de respuestas de tipo Thl,
(Klementowicz et al., 2012). En presencia de IL-12, las células
dendriticas polarizan la respuesta y activan las células T CD4+
virgenes en los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN)
desarrollando una respuesta Thl. Los linfocitos Thl polarizados
producen citoquinas que inhiben la activacidén de Th2 (lineas
rojas Fig. 4C) vy promueven auto-expansidén, lo que lleva al

establecimiento crénico del parédsito y la patologia asociada.
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IFN-gama es la principal citoquina secretada por células Thl,
aunque otras citoquinas, como IL-27 e IL-18, también estan
involucradas en la inmunidad <contra algunos helmintos
intestinales. En las infestaciones crénicas los eventos inmunes
claves en el 1inicio de la respuesta de tipo Th2, estan
bloqueados por la respuesta Thl. En la lamina propia, las
células dendriticas CD103+ migratorias dependientes de Batf-3,
producen constitutivamente IL-12, previniendo la activacidn
Th2 independientemente de la presentacidn del antigeno, aunque
la via exacta aun no se conoce. Estos eventos favorecen el
establecimiento de los helmintos y el desarrollo de infecciones

crbénicas.

7) EVIDENCIA DE INMUNIDAD CONTRA E. GRANULOSUS EN PERROS
INFECTADOS.

Una vez establecido E. granulosus en el intestino del
hospedero definitivo se encuentra con sus ventosas succionado
el epitelio y sus espinas tegumentales (microtricas) en
direccién opuesta al escdlex, lo que hace gque el parédsito se
mantenga en la luz intestinal pero firmemente establecido vy
adherido a 1la mucosa, dentro de las criptas, en relaciédn
estrecha con las gléandulas de Lieberkhun, (Thompson et al.,
1979). Los estudios histopatoldgicos de 1los intestinos de
perros infectados con E. granulosus indican que el parésito
estd separado del sistema inmune del hospedero por solamente
una linea de células epiteliales intestinales, pero en estrecha
relacidén con el sistema inmune del hospedero (Smyth y MacManus

1989; Thompson et al., 1979).

Las primeras evidencias de inmunidad adgquirida fueron

comunicadas por Gemmell y colaboradores (1962; 1968), donde se
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mostrdé que luego de la sexta infeccidén y reinfeccidn con
protoescdlices (PS) de E. granulosus, los perros desarrollaban
una disminucién de un 50% en el numero de ©parasitos

infectantes.

Unos de los primeros estudios en donde se evidencid que
la respuesta inmune contra E. granulosus estd mediada
especificamente por células T, fue llevado a cabo por Al-
Khalidi y Barriga (1986). Estos autores (Barriga y Al-Khalidi,
1986), demostraron que hay una respuesta humoral dependiente
de IgG e IgA sistémica y de IgA de mucosas. Afios después
demostraron que los animales infectados presentaban un test de
hipersensibilidad de piel positivo frente a los antigenos del
gusano adulto y de protoescdlices. E1 aumento de IgA indica
que existe una respuesta especifica de mucosas y qgque ademas
hay una respuesta alérgica mediada por IgE, inmunoglobulina
imprescindible en las hipersensibilidades de tipo I y aparece
en patologias inflamatorias de origen alérgico, medibles por
inoculacién de antigenos en piel. Resultados similares fueron

obtenidos por Deplazes y colaboradores en el afio 1994.

Mas evidencia de inmunidad adquirida fue determinada por
varios autores, quienes reportan un menor numero de parasitos
en los animales mé&s viejos comparados con los méas jbévenes, en
las infecciones naturales (Lahmar et al., 2001; Torgerson,

2003; Budke et al., 2005; Moro et al., 2005; Torgerson, 2006).

En experimentos mas recientes Rossi y colaboradores (2012)
demostraron que, frente a infecciones y reinfecciones
repetidas, al igual gque en los experimentos de Gemmell vy
colaboradores (1962), los perros adquirian inmunidad
protectiva debido a que se observdé una disminucidén drastica
del numero de pardsitos. A diferencia de los experimentos de

Gemmell y col. (1962), Rossi y col. determinaron el tipo de
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respuesta T desarrolladas por los animales. Sorprendente, ellos
observaron que los perros con mas reinfecciones y menor numero
de parasitos, desarrollaban una polarizacidén Thl con aumento
de IFN gama y niveles de IL4 y IL13 similares a los controles
no infectados. Esto sugiere que los mecanismos responsables de
la reduccidén del numero de parasitos son Thl dependiente. De
todas formas, como sugieren los autores, son necesarios mas
experimentos y un mayor numero de animales para poder obtener
una conclusién clara de los mecanismos inmunoldgicos de

proteccidn contra este cestode en perros.

Por otro lado, los mastocitos Jjuegan un rol fundamental
en la expulsién de los paréasitos en perros (Moreno et al.,
2004) probablemente aumentando la permeabilidad intestinal
mediada por IgE. Los mastocitos activados persisten en la
lédmina propia del intestino grueso y en el compartimiento
intraepitelial mucho después de la expulsidn de los helmintos.
En consecuencia, se ha demostrado la proteasa 1 de mastocitos
(MCPt-1) provoca el aumento de la permeabilidad intestinal,
hiperplasia de <células cliciformes, epiteliales vy de 1la
contractibilidad muscular en otros modelos de animales

(Sorobetea et al., 2017; Bramhall y Zaph 2017).

8) ANTIGENOS POTENCIALES PARA DESARROLLAR UNA VACUNA CONTRA E.
GRANULOSUS.

8.1) Proteinas musculares.

Las proteinas musculares de los helmintos son potentes
inmunbégenos para sus hospederos y han sido evaluadas como
candidatos para vacunas. Entre éstas se encuentran la
paramiosina y la tropomiosina. La primera, ha sido recomendada

por la WHO (Jiz, et al., 2008) para ser incluida en una vacuna
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contra la Schistosomiasis, luego de haber sido probada sus
capacidad como inmundégeno por varios autores en Schistosoma
mansoni (Kalinna y McManus, 1997), Schistosoma japonicum (Chen
et al., 2006), Taenia solium (Laclette, et al., 1992, Vazquez-
Talabera et al., 2001), E. granulosus (Muhlschlegel, et al.,
1993), Brugia malayi (Langy, et al., 1998), Onchocerca volvulus
(Erttmann et al., 2009), Trichinella spiralis (Wei et al.,
2011) vy Paragonimus westermani (Zhao et al., 2007). La
tropomiosina, por otro lado, ha sido descrita como candidato
para el desarrollo de wvacunas contra Onchocerca volvulus
(Harrison et al., 2000), Fasciola hepatica (Cancela et al.,
2004), T. solium en suinos y humanos (Solis et al., 2004),
Clonorchis sinensis (Park et al., 2009), y Ostertagia ostertagi
(Visser et al., 2006), y Boophilus microplus, la garrapata del
ganado bovino (Parizi et al., 2009). Ambas proteinas, presentes
en acaros del polvo, son responsables de las alergias y asma
en humanos (Huntley et al., 2004; Thomas et al., 2004; Valmonte
et al., 2012). La paramiosina desarrolla buenos niveles de IgE
y estd asociada a la resistencia de la infeccidén contra S.

japonicum (Jiz et al., 2009).

8.2) Paramiosinas de E. granulosus
8.2.1) EG36

En 1993 Mihlschlegel y colaboradores describen por primera
vez una paramiosina en E. granulosus, partiendo de una libreria
de ADNc del estado larvario, utilizando para el rastreo, sueros
hiperinmunes de conejo. Uno de los clones positivos, denominado
EG36, fue estudiado y la secuencia predictiva de aminoacidos
mostrd un 71.4% de identidad con la paramiosina de S. mansoni

y una similitud significativa con una secuencia peptidica 17
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aminoacidos del antigeno B de T. solium. Se obtuvo la proteina
en forma recombinante con un peso molecular aparente de 97 kDa.
Estudios de inmunolocalizacidn determinaron gque la proteina se
expresaba en el tegumento de larvas de E. granulosus y E.

multilocularis.

8.2.2) EgA31l.

Una segunda paramiosina fue obtenida también de una
libreria de ADNc, en este caso de E. granulosus adulto,
empleando para el rastreo sueros de perros infectados con el
parasito (N° Acceso al GenBank AF067807) (Fu et al., 1999). El
clon correspondiente recibidé el nombre de EgA31l y sSu marco
abierto de lectura corresponde a un polipéptido de un peso
molecular de 66 kDa. Esta paramiosina estd presente durante
todo el desarrollo del parédsito en el perro, asi como durante
el desarrollo del qguiste en pacientes humanos. Se ha
immunolocalizado en el paréngquima subtegumentario, regidn rica
en fibras musculares, con una localizacibén principal en la
regién de las ventosas. EgA31l, estd presente también en las
células subtegumentales de las microtricas del parasito adulto,
en los huevos y en la periferia de los corpusculos calcareos
del quiste. La maxima concentracidn se observa en el parasito

adulto, en la regidén de las ventosas (Saboulard et al 2003).

Esta proteina estd claramente asociada con dos estructuras
del paradsito como son los musculos y el tegumento. Por 1o
tanto, es probable que EgA31l interactle con la miosina y esté
involucrada con el ensamblaje de los filamentos musculares. El
hecho de que se acumule en las ventosas de los PS luego de su
evaginacidén, y que estos sean imprescindibles para mantenerse

unidos al intestino, nos indica que EgA31 deberia tener un rol
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importante en la adhesidén del parasito en la mucosa intestinal.
Las ventosas estdn separadas de los componentes del sistema
inmune del perro solamente por la linea del epitelio
intestinal, lo que nos sugiere que la proteina mencionada
podria ser un blanco facil del sistema inmune del hospedero.
Este hecho refuerza la idea de que esta proteina podria estar
involucrada en la permanencia de los gusanos adultos en el
intestino, debido a que las ventosas son unos de los 6rganos
mas importantes de E. granulosus para mantenerse adherido a la

pared intestinal.

La proteina recombinante de EgA3l (rEgA31l), que
corresponde a un fragmento de la proteina nativa, es capaz de
desarrollar una buena respuesta inmune celular en perros,
cuando se la inyecta subcutédneamente (Fu et al., 2000). Se
observd una hipertrofia de la zona de la corteza ganglionar y
un aumento de los linfocitos T, CD3+, CD4+, CD8+ y CD5+. Esta
respuesta celular activa, demuestra que este antigeno tiene la
capacidad de estimular una respuesta de linfocitos y que, por
lo tanto, podria generar memoria inmunoldgica, condicidn
imprescindible de un antigeno para ser usado en el desarrollo

de una vacuna.

EgA31 se empled para inmunizar ratones BALB/c,
observadndose una importante respuesta inmunogénica (Fraize et
al., 2005). Se pudo observar ademas un aumento de la relacidn
CD4+/CD8+ en los animales inmunizados, asi como un aumento en
los niveles de anticuerpos del isotipo IgGl e IgA. También se
detectd un aumento en la produccidén de IL-12, IFN-gama, IL-10

e IL-6. Esto sugiere que la respuesta es Thl/Th2.
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8.3) Tropomiosina de E. granulosus.

Las tropomiosinas son moléculas que forman polimeros
continuos a lo largo del surco mayor de la mayoria de 1los
filamentos de actina (Gunning et al., 2008). En el musculo
estriado, la tropomiosina regula la interaccién actina-miosina
y, por lo tanto, es imprescindible en la contraccién del
misculo. La tropomiosina contribuye también a la mayoria, si
no a todas, las funciones del citoesqueleto de actina siendo
su papel esencial en la viabilidad de una amplia gama de

organismos.

La tropomiosina de E. granulosus fue aislada y expresada
por primera vez por A. Esteves y colaboradores (2003). Estos
autores reportaron el aislamiento y la expresidén del gen de la
tropomiosina partiendo de una libreria de ADNc de PS mediante
rastreo con antisueros anti-PS y anti-membrana germinativa. E1
inserto de algunos clones seleccionados como diferenciales vy
especificos de PS, fueron subclonados en pBluescript II KS vy
secuenciados. Se encontrd que la secuencia aminocacidica de uno
de ellos ©presentaba un 66-77% de identidad con las
tropomiosinas de varias especies y una alta similitud con 1la
tropomiosina de S. japonicum. El1 fragmento de 531 pb, dgque
corresponde al 90% de la regidn codificante del gen, fue
amplificado por PCR, subclonado y expresado en el vector pQIA.
Se ha demostrado que la proteina recombinante rEgTrp es
altamente inmunogénica. Estudios de inmunohistoquimica
realizados sobre secciones de PS revelaron que la tropomiosina
de E. granulosus se expresa en las ventosas, asi como en el
subtegumento (Esteves et al., 2003) coincidiendo esta expresidn
con la demostrada para EgA3l. En el intestino del perro de 2 y
4 dias post-infeccidédn también se detecta la expresiédn de esta

proteina nativa en las ventosas y el tegumento del parasito
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(Fig. 5). Estos datos indican que la tropomiosina estéd presente
en el establecimiento y fijacidén del PS evaginado en el
intestino del perro. Las ventosas junto a las microtricas de
E. granulosus son estructuras imprescindibles en la permanencia

del paradsito en la mucosa intestinal.

Figura 5. Inumnolocalizacién de Tropomiosina.
Secciones de intestinos de perro con 4 (A-D) y 12
(E, F) dias de infeccidén con E. granulosus, tefiidas

con anticuerpos de conejo anti-Tropomiosina (A, C,
E). Controles negativos B, D, F).
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En ensayos de vacunacidn, una proteina quimérica usando
péptidos de cinco proteinas, incluyendo EgTrp y EgA31l, protegid
en un 99.6% de la infestacién en ratones desafiados con
protoescdlices en forma intraperitoneal (Esmaelizad et al.,
2013a) . Los mismos autores demostraron también que la proteina
quimérica GST-ChEgA31 generaba una capacidad protectiva de un

50 a 60% (Esmaelizad et al, 2013b).

Esto significa que los epitopes de células T de EgTrp y
de EgA31 son potencialmente relevantes para desarrollar
inmunidad protectora contra E. granulosus. Ademds, estos
antigenos empleados en ensayos de vacunacidédn en perros,
demostraron también ser potenciales candidato vacunales en base

a la respuesta inmunogénica (Petavy et al., 2008).

9) DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA E. GRANULOSUS.
9.1) Vacunas en el hospedero intermediario.

En los primeros trabajos en donde se evidencidé inmunidad
protectiva contra el desarrollo de infeccidn en ovejas, se
emplearon oncbdsferas activadas de E. granulosus, Taenia
hydatigena, Taenia ovis y Taenia pisiformis, demostrandose que
existia dinmunidad especie especifica y protectiva. Estos
resultados indicaban que era posible el desarrollo de una

vacuna contra E. granulosus en ovejas (Gemmell, 1969).

Afios mas tarde, con el advenimiento de la ingenieria
genética, se generaron proteinas recombinantes a partir del
conocimiento de antigenos nativos con potencial uso en vacunas.
La primera vacuna recombinante de la que se tiene noticia fue
la desarrollada por investigadores australianos contra el

cestode T. ovis, para ser aplicadas en ovejas (Johnson et al.,
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1989). Siguieron a esta primera vacuna, el desarrollo de una
vacuna contra la cisticercosis causada por Taenia saginata en
bovinos (Lightowlers et al., 1996), y T. solium en cerdos
(Flisser et al., 2004). Treinta afios después de los primeros
hallazgos de MA. Gemmel de 1966, se dio a conocer el desarrollo
de la vacuna recombinante EG95 contra E. granulosus
(Lightowlers et al., 1996), basada en la inmunidad desarrollada
contra la oncdsfera, en su hospedero intermediario (ovejas).
Esta wvacuna, tiene como antigeno una proteina recombinante de
oncdésfera de 16 kDa que posee un dominio de fibronectina tipo
II, expresada como proteina de fusidén a Glutatidén S-transferasa
(Lightowlers et al., 1996). Este antigeno ha mostrado ser
efectivo en ensayos de vacunacidén en diferentes especies de
hospederos intermediarios, cabras, ovejas, bovinos y llamas
(Lightowlers et al., 1999; Woolalard, 2000; Heath et al., 2003;
Heath et al., 2012; Larrieu et al., 2013, 2015, 2017; Poggio
et al., 2016, Umair et al., 2017) y ha sido recomendado por
los autores para ser utilizada en los programas de control.
Esta vacuna fue registrada para su uso comercial en Argentina
y China, con el nombre Tecnovax Hidatil EG95. Diferentes
estudios han demostrado que el gen EG95 presenta polimorfismo
(Chow et al., 2008; Pan et. al., 2017). El antigeno fue obtenido
a partir del genotipo Gl y resultd inmunoldégicamente diferente
al obtenido de G6 (Rojas et al., 2013). Se requeriridn méas
estudios para determinar si la actual wvacuna EG95 seria
efectiva contra los genotipos G6/G7, o si serd necesario, vy
posible, desarrollar vacunas especificas para cada genotipo

(Alvarez Rojas et al., 2014; Pourseif et al., 2018).

Recientemente, ensayos de inmunizacién en ovejas
desafiadas con oncédésferas de E. granulosus (Wang et al., 2016),

al 1digual que antigenos crudos del tegumento de los PS,
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mostraron ser altamente inmunogénicos produciendo buenos
niveles de anticuerpos (Valizadeh et al., 2017) asi como una

disminucidén en el desarrollo de los quistes.

9.2) Vacunas contra E. granulosus en su hospedero definitivo.

Uno de los méds importantes experimentos de vacunacidn
llevado a cabo en perros fue reportado en el boletin de WHO
por Gemmel y Soulsby (1968). Varios han sido los antigenos
empleados en ensayos de vacunacién en perros desde oncoédsferas,
antigenos de membrana germinal y de PS, hasta productos de
secrecidén-excrecidén de gusanos adultos. En todos los casos los
resultados fueron alentadores y hay una fuerte tendencia a
considerar necesario inmunizar con el estado adulto del
paradasito para lograr niveles de proteccidédn medibles en el
hospedero definitivo. Gemmell y col. en 1962 vacunaron perros
con antigenos totales del estado larvario (membrana germinativa
y PS) y del adulto, encontrandose mayores niveles de proteccidn
con los antigenos del adulto. No obstante, los resultados
anteriores, se siguid ensayando antigenos de estadios
larvarios. Ejemplo de ellos fue el uso de moléculas presentes
en las oncdsferas (Gemmel y Soulsby, 1968), PS irradiados o
antigenos glicosilados de PS (Movsesijan y Mladenovic, 1968;

Carol et al., 1997).

Empleando también un antigeno del estado larvario, la
proteina recombinante EgFABP1 (fatty acid binding protein de
E. granulosus), se obtuvo una respuesta inmune de mucosas muy
importante en el modelo murino, con una respuesta humoral
predominantemente de IgG2a, IgGl e IgA con una regulacidén ThZ2,
(Chabalgoity et al., 1997), 1la cual estd asociada a los

mecanismos efectores protectivos contra los parasitos
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helmintos intestinales reportados en la bibliografia (Else vy
Grencis, 1996; Grencis, 1997; Bancroft et al., 2000;
Worthington et al., 2013, Cortes et al ., 2017).

Altos niveles de proteccidédn (97%-100%), se lograron con
proteinas recombinantes de PS y adultos fusionados a GST,
medidos en funcién del desarrollo de oncdésferas en perros
vacunados (Zhang et al., 2006). Los antigenos empleados en este
caso fueron egM4, egM9 y egMl23 (N° acceso AF482719, AF482720,
y AF482718) (Zhang et al., 2003). Desde entonces, no se ha
reportado mas informacidén acerca del desarrollo de vacunas

usando los antigenos mencionados.

Petavy vy col. en el afio 2008 mostraron resultados
experimentales prometedores de una vacuna contra E. granulosus.
En estos ensayos, se vacunaron perros por via oral, usando
fragmentos de dos proteinas recombinantes rEgTrp (Esteves et
al., 2003) y rEgA31l (Fu et al., 1999). Ambos fragmentos fueron
clonados y expresados en una cepa no patogénica de Salmonella
tiphymurium como sistema de ©produccidén vy liberacidén de
antigenos a nivel de mucosas y de estimulo de la inmunidad de
mucosas en forma especifica (Chabalgoity et al., 1997). Estos
experimentos mostraron muy buenos niveles de protecciédn,
manifestados por una disminucidén de la carga parasitaria de
entre un 70-80% y menores niveles de desarrollo estrobilar.
Estos resultados indican que los antigenos tienen capacidad

protectiva (Petavy et al., 2008).

10) USO DE NANOPARTICULAS EN MEDICINA

Las nanoparticulas poliméricas (NPs) son quizas la forma
mas simple usada para encapsular proteinas o farmacos para

aplicaciones de nanomedicina, debido a su facil sintesis vy
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amplia aplicabilidad (Thauvin et. al., 2017, McClements 2018).

Las NPs aprobadas por la Food y Drug Administration (FDA-
USA) se estédn utilizando cada vez méds en nanomedicina. De
hecho, dos de 1las diez drogas mas vendidas Copaxone® vy
Neulasta®, en los Estados Unidos en 2013, fueron farmacos
encapsulados en particulas poliméricos (Duncan, 2014). Los
polimeros usados en medicina para la generacidédn de NPs
generalmente se clasifican en una de dos categorias: (a)
conjugados polimero-fadrmaco para aumentar la vida del farmaco
y biodisponibilidad, y (b) polimeros degradables ©para
aplicaciones de liberacidén controlada. En general las NPs
tienen un tamafio similar a componentes de las células y pueden
entrar a células vivas, usando los mecanismos de endocitosis o

pinocitosis (Treuel et. al., 2013).

11) USO DE NANOPARTICULAS EN EL DESARROLLO DE VACUNAS

El uso de NPs en formulaciones de vacunas permite no solo
mejorar la estabilidad e inmunogenicidad del antigeno, sino
también la entrega dirigida, y una lenta liberacidén (Zhao et.
al., 2014). Un numero de vacunas basadas en NPs que varian en
composicidén, tamafio, forma y propiedades de superficie estén
siendo desarrolladas para uso humano en forma creciente. Sin
embargo, los desafios —contintan debido a la falta de
comprensién con respecto al comportamiento in vivo de las NPs,
las gque pueden funcionar como un sistema de administracidén para
mejorar el procesamiento del antigeno y/o como un adyuvante
inmunoestimulante para activar o mejorar la inmunidad (Zhao

et. al., 2014; Thauvin et. al., 2017).

La figura 6 muestra que el numero de publicaciones

referidas a nanoparticulas y vacunas ha crecido en los ultimos
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afos. Esto demuestra que hay una creciente confianza en la NPs
como sistema de “delivery” de antigenos a ser utilizados en
vacunas. La nanotecnologia vendidé en el mundo, 6.8 billones de
dbélares en el 2006 y con una prediccidén de 160 billones de

délares en el 2015 (Zhao et al., 2014).

300+

Number of publications
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RIS RERORS @@@$WQ§QQ¢

Year

Figura 6. Numero de publicaciones utilizando los términos de busqueda

"nanoparticule y vaccine" tomado de Zhao et al., 2014.

Segun postulan McCarthy y col. (2014) las NPs usadas en
vacunas deberian cumplir con las siguientes caracteristicas:
a) ser captadas por las células dendriticas (CD); b) madurar y
activar CD; «c¢) ©procesar y presentar eficientemente 1los
antigenos a las células T para activarlas; d) inducir un
contexto inflamatorio para que las CD expresen moléculas co-
estimuladoras; e) inducir seflales que lleven a las CD a migrar
a los linfo-nédulos via CCR7-CCL19/21 para activar la respuesta

de células T.
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11.1) VACUNAS DE MUCOSAS.

La administracién de una vacuna via oral para estimular
la inmunidad de mucosas es la forma mas frecuente de inducir
la inmunidad deseada contra diversos tipos de antigenos a nivel
sistémico y en la mucosa mas externa (Kaur et al., 2017). La
administracién de vacunas de mucosas proporciona respuestas
tanto humorales como celulares. La mucosa es una de las
principales zonas por donde entran los patdgenos y parasitos,
lo que hace que la mucosa sea un sitio perfecto para la
aplicacién de vacunas e inducir inmunidad protectora frente a

estos organismos.

Los polimeros naturales y sintéticos se wutilizan para
obtener NPs para el desarrollo de anticuerpos de la mucosa
nasal. Durante la Ultima década, los materiales a nanoaescala
<1000 nm como particulas similares a virus, liposomas, ISCOM,
poliméricos y nanoesferas no degradables, han recibido atencién
como vehiculos potenciales de suministro para antigenos que
pueden actuar como estabilizadores de la vacuna y adyuvantes
(Gregory et al., 2013). Es importante destacar que algunas de
estas NPs pueden entrar en células presentadoras de antigenos
por diferentes vias, modulando de ese modo la respuesta inmune
al antigeno. Sus propiedades también las hacen adecuadas para
el suministro de antigenos a las mucosas y para la

administracidén intradérmica.

Los polimeros biodegradables han sido descritos como los
candidatos ideales para encapsular antigenos vy drogas en
particulas del orden de los nandmetros y especificamente para
el desarrollo de vacunas de mucosas (McNeela y Lavelle, 2012;
Zhao et. al., 2014; Kaur et. al., 2017). La enorme ventaja del
uso de esta tecnologia es su capacidad de proteger los

antigénicas durante el pasaje a través del aparato
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gastrointestinal permitiendo que el sistema inmune de mucosas
pueda recibir los antigenos sin alteraciones de la integridad
ni de la inmunogenicidad. En la figura 7 se ejemplifica las
diferentes formas de incorporar proteinas a NPs teniendo en

cuenta la relacidn proteina nanopolimero.
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Figura 7. Diferentes formas de formular NPs. Tomada de Zhao et al., 2014

Teniendo en cuenta la interaccién de la proteina y su
relacidén con el nanopolimero es posible considerar que la
forma més adecuada para proteger la estabilidad, integridad e
inmunogenicidad de los antigenos para una administracidén por
via oral, es la encapsulacidén de las mismas dentro de un

polimero biodegradable.

Varios compuestos naturales y polimeros sintéticos han
sido usados para preparar NPs durante la Gltima década. Dentro
de éstos, los poliésteres son los mas prometedores debido a

sus caracteristicas fisicogquimicas, las técnicas por las cuales
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pueden ser sintetizados y especialmente por su capacidad de
ser biodegradables y biocompatibles (Rieux et. al., 2006; Mora-
Huertas et. al., 2010; Zhao et. al., 2014)). Estos polimeros
tienen ademéds, la muy importante capacidad de proteger a las
proteinas antigénicas de la degradacidn a nivel del estdmago e

intestino.

Los polimeros biodegradables han sido usados como hilos
de suturas en medicina. Los polimeros &cido polilactico (PLA),
acido poliglicédésido (PGA), y especialmente &cido poli lactico
co-glicdésido (PLGA), se han utilizado en el desarrollo de
vacunas debido a sus caracteristicas de Dbiocompatibilidad,
biodegradabilidad y de ser relativamente faciles de preparar
(Shive y Anderson 1997; Jain et al., 2000; Jain et al., 2010;
Anderson y Shive 2012). Estos polimeros han sido aprobados por
la FDA, para ser aplicados en el transporte de drogas,

proteinas e incluso antigenos de vacunas (Bobo et al., 2016).

El tamafioc de las particulas, asi como Ssu carga V
estabilidad son caracteristicas importantes de estos sistemas
de transporte de antigenos a nivel del tracto gastrointestinal.
Estas caracteristicas determinan la distribuciédn, las
caracteristicas bioldgicas, la toxicidad y la interaccidén con
las células blanco de los tejidos. Existe una gran variedad de
publicaciones en las que los autores no coinciden en el impacto
que tiene el tamafio de las NPs en la respuesta inmune a nivel
de las mucosas. (Mottram et al., 2007; Mann et al., 2009).
Particulas de alrededor de 100 nm desarrollan una respuesta
Thl/Th2 mixta cuando se usa Chitosan-NPs (Wen et al., 2011).
El tamafio de las particulas de alrededor de 100 nm pareceria
ser Oéptimo para que las particulas sean captadas por las
células M intestinales y las células presentadoras de antigenos

del tejido linfoide asociado a mucosas, e incrementar y hacer
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mas eficiente la respuesta inmune a nivel de las mucosas, Como
ha sido demostrado en experimentos in vitro e in vivo (Desai
et al., 1996 y 1997). La figura 8 muestra los diferentes tamarfios

de NPs utilizadados para el desarrollo de vacunas.

Polymeric nanoparticles (2-1000 nm)
Inorganic nanoparticles (2-1000 nm)
ISCOM (40 nm) lippsomes (100-400 nm)
VLPs (20-800 nm)

emulsions (50-600 nm)

Q 10 100 1000 nm

Figura 8. Diferentes tamafios de NPs utilizadas para el desarrollo de

vacunas. Tomada de Zhao et al., 2014.

Las células M se encuentran predominantemente recubriendo
los foliculos linfoides asociados a epitelios (FLAE) incluidas
las placas de Peyer del intestino de los animales y del hombre
(Neutra et al., 1996). Tienen como funcién principal la de
capturar antigenos intestinales luminales asi como particulas
extrafias como las NPs, y ponerlos en contacto con las células

presentadoras de antigenos del FLAE.

Existen fuertes evidencias que indican que el agregado de
moléculas a las NPs, proceso denominado “funcionalizacidén de
las NPs” aumentan considerablemente la respuesta inmune
desarrollada en nanovacunas experimentales (Liang et al., 2017;
Margaroni et al., 2017; Athanasiou et. al., 2017). Estas
moléculas tienen la capacidad de favorecer la internalizacidn
de las NPs en la superficie de las mucosas. Luego de atravesar

la barrera epitelial, algunas de estas moléculas tienen la
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capacidad de activar 1las <células dendriticas evitando el
desarrollo de tolerancia y desarrollando una respuesta inmune
mas potente, con un claro efecto adyuvante. Son ejemplos de
ellos, lectinas (Hamdy et al., 2011), Chitosan (Gupta et al.,
2011; Zhao et. al., 2017; Marciello et al., 2017; Lebre et al.,
2017; Singh et al., 2017), Avidina y polietilenglicol (Cu et
al., 2011), la flagelina, ligando del TLR5, (Stano et al.,
2011), receptores de lectinas tipo C sobre macrdéfagos
alveolares y sobre células dendriticas (Carrillo-Conde et al.,
2011; Chavez-Santosco et al., 2012) y el pentapéptido RGD (Gly-
Arg-Gly-Asp-Ser). Este UGltimo, ligando para Bl integrinas en
las superficies de las células M (Fievez, 2009) vya se
encuentran en fase de ensayos clinicos, usando liposomas como

“sistema de delivery” (Bernasconi et. Al., 2016).

Hay fuertes evidencias que sugieren que las células
epiteliales intestinales expresan receptores de tipo Toll
(TLR2, TLR4) vy podrian comportarse como células presentadoras
de antigenos (Robert et al., 2000). Receptores TLR2 estan
presentes en el intestino delgado y los TLR4 en el duodeno
(McMahon et al., 2010; Swerdlow et al., 2010). En perros se
describidé la expresidén del receptor TLR4 en la superficie
luminal de las células epiteliales del duodeno (Wassef et. al.,
2004) . En la mucosa intestinal, se encuentran células
especializadas en la captura e internalizacidén de antigenos
luminales hacia el tejido linfoide (células M). Por cada célula
M hay millones de células epiteliales (Pridgen et al., 2015).
El uso de ligandos externos especificos para TLR4 en las NPs
permitirian que éstas no se unan exclusivamente a las células
M y si a toda la superficie del intestino, amplificando de

manera muy importante la eficiencia de la internalizacidén de
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NPs luminales y la entrega de los antigenos encapsulados a las

células dendriticas en el tejido linfoide.

Varias son las nanovacunas experimentales descritas, por
ej. contra malaria (Tyagi et. al., 2012), Leishmaniasis
(Danesh-Bahreini et. al., 2011; Santos et. al., 2012; Margaroni
et. al., 2017) hepatitis (Mangala et. al., 2011), tumores
(Matsuo et. al., 2011), influenza (Gupta et. al., 2011),
Streptococcus equis (Florindo et. al., 2009), Neospora caninum
(Jimenez-Ruiz et. al., 2012), S. mansoni (Oliveira et al.,
2012), Plasmodium falciparum (Pusic et al., 2011), Clamidia
trachomatis (Taha et al., 2012; Fairley et al., 2013),
tuberculosis (Ansari et al., 2011), diarrea viral bovina (Mody
et al., 2015), listeriosis (Calderon-Gonzalez et. al., 2015),
influenza en cerdos (Dhakal et. al., 2017), y enfermedad de
Newcastle en aves (Zhao et. al., 2017). Curiosamente, no se ha
descrito hasta el momento ninguna nanovacuna contra parasitos

helmintos intestinales.
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OBJETIVOS

1) Objetivo general.

Desarrollo de una nanovacuna contra E. granulosus para

ser aplicada en el hospedero definitivo.

2) Objetivos especificos:

e Formulacidén de nanoparticulas y encapsulamiento de los

antigenos

e FEvaluacidén de la integridad y la inmunogenicidad de los

antigenos encapsulados.

e Bifuncionalizacidédn de las NPs con Chitosan (CS) vy

(Lipido A monofosforilado) MPLA.
e Desarrollo de un método de conservacidén de las NPs

e Determinacidén de la capacidad de las NPs desarrolladas

para proteger los antigenos a nivel gastrointestinal.

e Determinacién de la capacidad de las NPs de ser

internalizadas por macréfagos.

e Determinacidédn de la capacidad de las NPs para ser

internalizadas y activar células dendriticas.

e Determinacién de la inmunogenicidad de las NPs en

caninos.

e FEnsayo piloto de la eficacia de las nanovacunas

desarrolladas en caninos infectados experimentalmente.

44



MATERIALES Y METODOS

Los antigenos recombinantes, rEgTrp vy rEgA31l, fueron
seleccionados para encapsular en polimeros y desarrollar las

NPs y emplear en ensayos de vacunacién.

1) EXPRESION Y PURIFICACION DEL ANTIGENO RECOMBINANTE rEgTrp

Se empled el fragmento comprendido entre los residuos 101-
178 de 1la isoforma A de la proteina tropomiosina de E.
granulosus (N° acceso al GenBank AAB65799), clonado en el
vector de expresidn pQIA (Qiagen) (Esteves et al., 2003). Se
expresd en la cepa de Escherichia coli M15 (pREP4) (Qiagen).

Las bacterias transformadas con el plésmido se cultivaron a
37°C en LB (Luria Bertani) suplementado con 100pug/pl de

Ampicilina y 25ug/pul de Kanamicina, hasta una DOsoorm de 0,5-07.
La expresidén de la proteina recombinante, (EgTrp-r), se indujo
por la adicién de 1,5 mM de isopropil-R-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) incubéandose durante 3 hs
adicionales. Las células se recogieron luego de centrifugar a
5.000 x g durante 10 min, se resuspendieron en tampdén de lisis
(tampén fosfato 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM) y se
lisaron por sonicacidén. Los residuos celulares se eliminaron
por centrifugacién a 15.000 x g durante 30 min a 4°C. ElL
sobrenadante se sembrdé en una columna His-Trap de 5 ml (GE
Healthcare) empleando para la purificcién el sistema de
cromatografia AKTAprime (GE Healthcare). La elucidén se realizd

en el mismo tampdn, en gradiente, con concentraciones
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crecientes de imidazol (100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM). Las
fracciones se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) vy espectrometria

de masas.

2) EXPRESION Y PURIFICACION DEL ANTIGENO RECOMBINANTE rEgA3l

El polipéptido codificado por el fragmento de Pst/Dra I
del ADNc de la paramiosina de FE. granulsous se clond en el
vector de expresidn pet22b (Novagen) y se expresd en la cepa
de E. coli BL21 (DE3) (NEB). Las bacterias transformadas con

el plésmido se cultivaron a 37°C en LB suplementado con

100ug/pul de Ampicilina, hasta una DOsoonm de 0,5-07. La expresidn
del polipéptido recombinante (rEgA31l) fue inducida por la
adicién de IPTG 1 mM (Sigma) durante 3 h adicionales. Las
células se recogieron luego de centrifugar a 5.000 x g durante
10 min, se resuspendieron en tampdén de lisis (tampdén fosfato
50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM y urea 8M) y se lisaron
por sonicacién. Los residuos celulares se eliminaron por
centrifugacién a 15.000 x g durante 30 min a 4°C. E1
sobrenadante se sembrbé en una columna His-Trap de 5 ml
empleando para la purificacidén el sistema de cromatografia
AKTAprime (GE Healthcare). La elucidén se realizd en el tampdn
de 1lisis en gradiente, con concentraciones crecientes de
imidazol (100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM). Las fracciones se

analizaron por SDS-PAGE y espectrometria de masas.

3) ENCAPSULACION DE ANTIGENOS EN NPs.

Para la encapsulacién de cada antigeno recombinante, se

prepararon NPs poliméricas (NPs) mediante el método de doble
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emulsién/evaporacidédn tal como lo describe Bilati y col., (2005)
con algunas modificaciones. En una primera etapa se realizaron
diferentes ensayos para estandarizar el método, variando el
tipo de polimero, el tiempo de sonicacidn, concentracidén de
PVA y cantidad de proteina. En la formulacidén final se prepard
la fase orgédnica disolviendo 1 g de poli (D, L) acido léactico
(PLA) (100-LD-2E, lote LX00111, Lakeshore Biomaterial,
EVONIK/USA) en 20 ml de acetato de etilo a 50°C. Se prepard la
primera emulsidén afiadiendo a la fase organica, gota a gota, la
fase acuosa interna (2 ml de cada antigeno en tampdn de elucidn:
2,2 mg/ml de rEgTrp vy 1,8 mg/ml rEgA3l) bajo agitacidn
magnética, combinada con sonicacidn, a una amplitud del 25 mA
(S-4000, Misonix) durante 2 min. A continuacién, la segunda
emulsién se llevd a cabo agregando la primera emulsidén a 40 ml
de solucidédn acuosa de poli alcohol vinilico (PVA) al 2% (Sigma
Aldrich MW 88), con sonicacidén, a una amplitud del 25 mA durante
2 min en hielo. La preparacidén final se agitd magnéticamente
durante 10 min. Finalmente, el disolvente orgédnico se evapord
a 40°C y 200 mbar de vacio, usando un evaporador rotatorio
(Rotavapor® RE-140, Biichi, Suiza) (Tabla 1). La suspensidén de
NPs obtenida se almacendé a 4°C hasta su uso posterior. Se
prepararon NP denominadas "“Blanco” en condiciones similares,
reemplazando la solucién antigénica por 2 ml de PBS. Llamaremos
de ahora en méds, NP a la formulacién con el polimero PLA; NP-
EgTrp o NP-EgA31 cuando la formulacién contenga ademéds el

antigeno.
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4) CARACTERIZACION DE LAS NPs
4.1) Tamafio y carga eléctrica

Para realizar el estudio del tamafio y carga eléctrica
(potencial zeta) de las NPs obtenidas se realizd una suspensién
de las mismas en agua para ser estudiadas mediante técnicas de
dindmica de dispersién de luz, utilizando un Zetasizer Nano
2590 (Malvern Instrumens, Reino Unido). Todas las formulaciones

fueron analizadas por este método.

4.2) Morfologia

Se determindé la morfologia y tamafio de las NPs mediante
microscopia electrdénica de transmisidédn (TEM) utilizando un
microscopio CM 120 (Philis, Eindhoven, Paises Bajos). Se colocd
una gota de suspensién de NPs en una microrejilla de cobre y
se tifié con una solucidén acuosa de silicotungstato de sodio al

1%.

4.3) Eficiencia de encapsulacién.

Para evaluar la cantidad de proteina encapsulada, 100 pl
de la suspensidédn de NPs se centrifugd a 28000 x g en una
centrifuga HAERAEUS (Biofugue Stratos), durante 30 min para
separar la proteina libre en el sobrenadante (S) y la proteina
encapsulada en el sedimento (P). A continuacidén, las proteinas
encapsuladas se liberaron de las particulas disolviendo el
polimero con 1 ml de acetonitrilo. La cantidad total de
proteina en la formulacidén (T), en el sobrenadante y en las
NPs presentes en el sedimento, se cuantificaron wusando el

reactivo de Bradford siguiendo el procedimiento descrito por
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Zor y Selinger (1995) Como control del total de proteina

agregada durante la formulacidén se tomaron 100 pl de la
suspensidén total de NPs y se agregd 1 ml de acetonitrilo. Luego
se procedidé como ya se describid. Comparando la cantidad de
proteina en cada muestra se determina el ©porcentaje de

encapsulacién (E/E).

5) EVALUACION DE LA INTEGRIDAD E INMUNOGENICIDAD DEL ANTIGENO
ENCAPSULADO.

5.1) Estudio de integridad.

Una vez formuladas las NPs, se realizd el estudio de la
integridad de los antigenos encapsulados, rEgTrp y rEgA31l,
mediante elecroforesis en poliacrilamdia en condiciones
desanturalizantes (SDS-PAGE) comparandolos con las proteinas
recombinantes sin encapsular. De esta forma se determina si el
procedimiento de encapsulacidén altera la integridad de 1los
antigenos recombinantes. Para cumplir con tal objetivo se
trataron 100pl de las formulaciones de NPs en las condiciones
descritas en la seccidén 8. Esto se realizd por triplicado. Se
empled el sistema de electroforesis Nu-PAGE, que incluye mini
geles pre-ensamblados de poliacrilamida al 12% con SDS,
antioxidante, y tampdén de desarrollo (Invitrogen). El1l pellet
obtenido de cada muestra se resuspendidé en 6.5 pl de agua bi-

destilada, se agregd 2.5 pl de tampdn de muestra y 1 pl de

agente reductor. Los 10 pl finales se sometieron a
electroforesis en los mini-geles mencionados. La
electroforesis se realizdé a 100 mA empleando el sistema de
electroforesis XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen). Como

control se empled la cantidad de proteina que inicialmente se
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utilizdé para preparar 100 pl de NPs.

5.2) Estudio de inmunogenicidad.

Para evaluar la inmunogenicidad de las proteinas, se llevd
a cabo la técnica Western Blot. Las muestras obtenidas como en
el estudio de eficiencia, se sometieron a SDS-PAGE al 12%, para
luego ser transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bolt
Western Pack A nitrocellulose, Invitrogen) empleando el médulo
de transferencia horizontal de mini geles Xcell II™ de
Invitrogen, a corriente continua de 100 mA por 1 a 2 h. Se
emplearon como anticuerpos primarios anti-EgTrp y anti-EgA31
generados en conejo, y como anticuerpos secundarios anticuerpos
de ratdén anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (SIGMA). La

sefial se reveld usando Diaminobencidina (SIGMA) .

6) PREPARACION DE NPS FUNCIONALIZADAS CON EL ADYUVANTE MPLA.

La funcionalizacién de las NPs con MPLA (lipido A
monofosforilado de Salmonella minnesota R595, L6895, Sigma)
tiene un doble objetivo en el desarrollo de la nanovacuna
propuesta: a) aumentar la adhesidén via TLR-4 (Wassef et al
2004), presente en las células epiteliales de perros, para
aumentar el pasaje de las NPs a través del epitelio intestinal,
hacia el tejido 1linfoide, y Db) activar las células
presentadoras de antigenos (CPA) para mejorar la presentacidn
del antigeno a las células T y aumentar la inmunogenicidad de
los antigenos (Elamanchili et al 2004, Sarti et al 2011). En
el proceso de formulacidén de las NPs, primero se solubilizd 1

mg de MPLA en una mezcla de 1000 pl de metanol-cloroformo (1:4
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v/v) que luego se disolvid en 10 ml de la fase organica de PLA

antes de hacer la primera emulsidén con los antigenos.

7) PREPARACION DE NPS FUNCIONALIZADAS CON CHITOSAN.

El Chitosan (CS) incluido en las formulaciones con NPs
tiene dos funciones importantes a nivel de las mucosas: a)
aumentar la unidén de las NPs a la mucosa intestinal porque
tiene la propiedad de cargar las NPs positivamente (el mucus
intestinal estd cargado negativamente), b) abrir las uniones
intercelulares de las células epiteliales intestinales para
dejar pasar las NPs hacia el tejido linfoide de la mucosa

intestinal (Jaganathan et al 2006, Gupta et al., 2011).

En una primera etapa se siguidé el método de Gupta vy
colaboradores (2011) mediante el cual se agregaba el CS al PVA
durante la preparacidén de las NPs. Sin embargo, cuando se
estudidé el porcentaje de encapsulacidén se observd que la
proteina no quedaba encapsulada en la NPs por lo que se

desestimd este procedimiento de funcionalizacidn.

Se decidié funcionalizar la NPs con CS luego de 1la
encapsulacidn. Para estandarizar la inclusidén de este
compuesto, primero se trabajdé con las NPs sin antigenos (NP-
blanco) . Se prepararon NPs como se indicd en la tabla 1. Luego
se centrifugaron a 28.000 x g durante 15 min y el sobrenadante
se decantd para eliminar el PVA. Posteriormente se suspendieron
las NPs en una solucidén acuosa de CS (1:4) con 0,025% por un
lado, y con 0,1% de CS por otro, a diferentes pH. Se mantuvo
cada solucidn bajo agitacidén magnética durante diferentes
periodos (1, 4 o 24 horas). Cada suspensidédn obtenida se
centrifugd nuevamente a 28000 x g durante 15 min. El pellet se

suspendidé en agua o solucidédn acuosa de PVA al 2%.
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Para determinar si la incorporacidén del CS fue efectiva,
se mididé el potencial Zeta, esperando fuera positivo.
Posteriormente se prepararon las NPs con antigenos, con el

agregado de CS siguiendo la metodologia desarrollada.

8) ESTABILIDAD GASTRICA E INTESTINAL DE LOS ANTIGENOS
ENCAPSULADOS.

Uno de los problemas mas importantes a resolver en el
desarrollo de una vacuna oral es la estabilidad del antigeno
durante su transito gastro-intestinal. Para evaluar el efecto
de las condiciones géastricas e intestinales, en una primera
serie de experimentos, se incubd una alicuota de NPs en una
solucidén acuocsa a pH 1,6 y otra alicuota en una de pH 6,8
simulando las condiciones gastrica e intestinal
respectivamente. En una segunda serie de ensayos, se incubaron
las NP durante 2 horas y en forma separada en: a) fluido
artificial géstrico (FAG) preparado segun Vertoni vy col.
(2012), vy b) durante 2,5 horas en fluido artificial intestinal
(FAI) preparado de acuerdo con Ingels y col. (2002). Para
evaluar el efecto producido en las NPs, éstas fueron analizadas
en cuanto a tamafio, potencial zeta e integridad del antigeno,

de acuerdo a lo descrito anteriormente (secciones 4 y 9).

9) PROTECCION DE LAS NPS DURANTE DEL PASAJE POR EL TRACTO
GASTROINTESTINAL.

Con el objetivo de proteger las NPs durante el pasaje por
el aparato gastrointestinal se procesaron las NPs de la
siguiente manera: 2 ml de NPs liofilizadas se incluyeron en

capsulas de gelatina dura (CAPSUGEL) o fueron recubiertas por
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una solucidén etandlica al 6% de un copolimero anidnico a base
de acido metacrilico y acrilato de etilo (EUDRAGIT® L100-55,
EVONIK - USA).

Los ensayos de desintegracién y disolucidén para ver la
liberacién de las NPs de las capsulas protegidas, se realizaron
siguiendo las recomendaciones de la Farmacopea Europea N° 8.
Se determiné el efecto del pH 1,2 simulando las condiciones
del estémago yv pH 6,8 simulando las condiciones del intestino.
Posteriormente se analizaron para determinar el tamafio,
potencial zeta e 1integridad del antigeno como ya se

describiera.

10) ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS NPs

Con el fin de obtener una forma estable y administrable
por via oral de NPs, se escogid la liofilizacidn. Se afiadid a
la suspensidén de NPs manitol o sacarosa como crioprotectores,
a una concentracién final entre 2 - 10%. La suspensidén de NPs
se congeld durante 2 h a -80°C antes de la sublimacidén. La
liofilizacidén se realizd en un liofilizador Sciquip, a una
temperatura de la bandeja -15°C y una presidén de 500 milibar
durante 20 h. Las NPs liofilizados se mantuvieron a temperatura
ambiente, en heladera o congeladas durante diferentes periodos.
Posteriormente se reconstituyeron en agua y se analizaron para
determinar el tamafio, potencial zeta e integridad del antigeno

como ya se describiera.

53



11) ESTUDIOS DE INTERNALIZACION DE LAS NPS USANDO UN MODELO DE
MACROFAGOS MURINO.

Es importante que las vacunas activen el sistema inmune
adaptativo y desarrollen memoria inmunoldbdgica. Las encargadas
de activar las células T responsables de la memoria son las
células presentadoras de antigenos (CPA). Para activar células
T es necesario que los antigenos sean internalizados por las
CPA, como macrdéfagos activados o células dendriticas,
procesados y ensamblados en las moléculas de MHC de clase I y
IT (Murphy, 2017). Por 1lo tanto, el paso siguiente en el
desarrollo de esta nanovacuna fue comprobar si las NPs podrian
ser internalizadas por macrbéfagos murinos. Para ello realizamos
una serie de experimentos para evaluar la citotoxicidad y la

internalizacidén de NPs en los macrdéfagos.

11.1) Evaluacién de la citotoxicidad

Para evaluar los efectos tdéxicos de las diferentes NPs
desarrolladas, éstas fueron puestas en contacto con macrbdéfagos
murinos J774. Se evaluaron las preparaciones de NPs sin
funcionalizar (NP) con MPLA (NP-MPLA), con CS (NP-CS) y con
ambos (NP-MPLA-CS), teniendo en cuenta que estas moléculas
podrian ser toéxicas para las células. Para cumplir con tal
objetivo se cultivaron los macrbéfagos en botellas de 75 ml
(NUNC) y mantenidos de acuerdo a las recomendaciones de 1la
American Type Culture Collection (Waldorf, MD, EUA). La linea
celular J774 se propagd en medio esencial minimo (MEM) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU), a 37°C adicionando 10% de
suero fetal bovino (SFB) en una atmésfera de CO2 al 5%. Los
macréfagos se despegaron con una solucidén de tripsina y se

sembraron a continuacién en placas de cultivo de fondo plano
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de 96 pocillos en un volumen de 50 upl, incubando a 37°C con 5%
CO, hasta que la capa celular cubridé del 80 al 90% del fondo
del pocillo. Posteriormente se agregaron a los cultivos las
diferentes formulaciones de NPs ya indicadas, en diluciones de
1:10, 1:20 y 1:100 de la formulacidn original para determinar
una dilucidén de trabajo no tdéxica. Se evalud la toxicidad de
las NPs luego de 12 h de incubacién mediante el ensayo de
incorporacién usando el kit de Ensayo de Proliferacidn Celular
(MTT) no radiocactivo de Cell-Titer 96 (Promega, Madison, WI,
USA) .

11.2) Evaluacién de la internalizacién de NPs en macréfagos

murinos.

El objetivo de estos experimentos fue estudiar la
capacidad de la NPs formuladas para ser internalizadas por los
macréfagos. Para cumplir con tal objetivo se agregd rojo Nilo
(SIGMA) como marcador fluorescente a una concentracidén de
0.005%, en la solucidn orgénica de PLA/acetato de etilo basados
en Almouzen y colaboradores (2012). Las NPs marcadas, NPs, NPs-
CS, NP-MPLA y NP-MPLA-CS se adicionaron a los cultivos como se
indicdé en el item anterior. Los macréfagos a su vez se contra-
colorearon con el colorante nuclear fluorescente Hoechst 33342
(Sigma). La aplicacién de estos dos colorantes permitid
observar claramente el nlUcleo de los macréfagos coloreados en
azul y las NPs coloreadas en rojo en el citoplasma, luego de
la internalizacidén. Las muestras se observaron empleando un
microscopio de fluorescencia (Ziess,Axio-Imager) y microscopio
Laser confocal (Leica TCS SP2). También se realizaron

filmaciones para ver la dinadmica de internalizacidén de las NPs.
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12) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CELULAS DENDRITICAS
DERIVADAS DE MONOCITOS CANINOS.

Luego de determinar que las NPs bifuncionalizadas con CS
y MPLA eran internalizadas por los macréfagos del modelo ratédn,
estudiamos si también eran internalizadas por las células
dendriticas de perros derivadas de monocitos (cMoDCs). Por 1lo
tanto, para cumplir con este objetivo aislamos y purificamos
monocitos de perros para luego transformarlos en células
dendriticas, mediante dos métodos, el método de células
adherentes y la seleccidén por CD14 (MACS). Los experimentos
que indicaremos a continuacidén se llevaron a cabo en el
laboratorio de Patologia de la Escuela Veterinaria de Lyon bajo

la supervisién del Profesor Thierry Marshal.

El proceso de purificacidén se realizd de acuerdo a
Bonnefont-Rebeix y col. (2006). Se obtuvo sangre de 4 caninos
Beagles adultos del instituto Claude Bourgelat del Campus
Veterinario VetAgro-Sup de Lyon. El uso de estos animales de
experimentacidén se realizd de acuerdo a la ordenanza de
Experimentacidén Animal de la Facultad de Veterinaria de Lyon
(VetAgro) - Lyon Francia. Se tomaron 40 ml de sangre de la vena
yugular de cada perro en tubo ACD (BD Vacutainer, BD-Plymouth,
UK) al dia 0. Se separaron dos tubos con 20 ml por cada animal
y se diluyd la sangre al medio con PBS estéril. Se tomaron 35
ml de la dilucidén sangre/PBS y 15 ml de Ficoll- Hypaque de
1,077 de densidad (Eurobio, Les Ulis, France), dque se
centrifugaron a 600 x g durante 30 min a 20°C. Luego las células
obtenidas (paquete de células mononucleares de sangre
periférica o PBMC) se lavaron tres veces con PBS estéril.
Posteriormente para comprobar la naturaleza de las células, se
realizdé citometria de flujo marcando las células con un

anticuerpo anti-CD14 como marcador especifico de monocitos
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sanguineos. Las células positivas para CD14 se separan para

continuar con cada uno de los métodos.

Siguiendo el método MACS, las células se resuspenden en
PBS y se incuban durante 30 min a 4°C con anticuerpo hecho en
ratédn anti-CD14 bovino el cual tiene reaccidédn cruzada con el
CD14 de macrdéfagos y células dendriticas de perros (CAM36A,
CliniSciences, Francia). PosteriormenteB se lavdé con PBS y se
incubdé durante 30 min a 4°C con un anticuerpo hecho en cabra
contra IgG de ratdédn ligados a particulas magnéticas (Miltenyi,
Biotec, Francia). Finalmente se siembran en columnas MS de
acuerdo al fabricante (Miltenyi, Biotec, Francia). Después de

cinco lavados, se eluyen las células CD1l4+.

De acuerdo al método de adherencia, 1las PBMC se
resuspendieron en el medio RPMI 1640, en una concentracién de
10 millones de células/ml con el agregado de 100 U/ml de
penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-Glutamina y
2% de plasma canino autélogo (dia 0). Se incubaron durante 24
horas a 37°C. Al dia siguiente (dia 1) las células no adherentes
se eliminaron pipeteando suavemente con PBS pH 7,4, tres veces.
Las células adherentes se cultivaron en RPMI durante 24 horas
a 37°C, con el agregado de 800 U/ml de GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor) humano, 500U/ml de IL4
canina, 25 ng/ml de F1t3L (receptor tyrosine kinase 3 ligand)
humana y 10% de suero fetal bovino. En el dia 3 se agrega medio
fresco preparado como al inicio del experimento (dia 0). En el
dia 4 se cambid el medio como en el dia 1 dejando las células
con este medio hasta el dia 7. En este dia se recuperaron 1las
células adherentes denominadas células dendriticas inmaduras
(iDC), se contaron y se determindé la viabilidad de las mismas
usando Azul Tripan, mediante una lupa binocular. El porcentaje

de iDC se determindé por citometria de flujo marcando 0-2
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millones de células con anticuerpos especifico de cMoDCs anti-

CD14 y anti-CD80 y CD40.

13) ANALISIS DEL EFECTO DEL MPLA SOBRE LAS cMoDCs.
13.1) Viabilidad

Para evaluar la citotoxicidad de las NP-MPLA sobre las
cMoDCs "adherentes" se incubaron las NP formuladas con
diferentes concentraciones de MPLA (0.025%, 0.05%, 0.1% y 0.2%)
durante 48 h. Las células se recogieron mediante tratamiento
con tripsina (Eurobio, Francia), se tifieron con 5 pl de Annexin
V FITC y 5 ul de yoduro de propidio (FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I, BD Biosciences, Francia) y se analizaron
directamente mediante citometria de flujo para evaluar

apoptosis y necrosis respectivamente.

13.2) Activacién

Se analizaron también los niveles badsicos de expresidn de
los marcadores de activacién de las células seleccionadas
CD14+. Se utilizd como control positivo la estimulacidén de las
células con LPS y como control negativo PBS durante 24 h. Se
emplearon los anticuerpos anti-CD40 (LOB7/6, Serotec), anti-
MHC II (YKIX334.2, Serotec), anti-CD80 (16-10Al1, Biolegend) vy
anti-CD86 (IT2.2, Biolegend) marcado con moléculas
fluorescentes, mediante citometria de flujo. Las células se
tifieron 30 minutos a 4°C con el anticuerpo primario (FITC o PE
marcado) o el control del isotipo marcado, se lavaron con PBS
y se analizaron con un citdmetro Accuri (Becton Dickinson) . Se

registrd el porcentaje de células positivas.
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14) EVALUACION DE LA INTERNALIZACION DE NP POR LAS cMoDCs.

Basamos la metodologia de estos experimentos en el
conocimiento de que el hierro en los tejidos puede ser
detectado y tefiido con la coloracién de Perls de acuerdo a
Meguro y col. (2007), y que es posible encapsular Fez04 en
polimeros Dbiodegradables de acuerdo a Bakandritsos vy col.

(2010) . Se desarrollaron las diferentes formulaciones de NPs

incluyendo en la solucidén de PLA, 500 pl de una solucidbdbn de
Fes0s a una concentracidén de 5 mg/ml en tolueno y particulas de
Fe30s de 5 nm de didmetro méximo (SIGMA), para un total de 20
ml de formulacidén, de acuerdo a la metodologia descrita (tabla
1) . Las formulaciones fueron las siguientes: NP-Fe304, NP-MPLA-
Fes304, NP-CS-Fe30s. Luego de obtener las iDC de 6 dias de cultivo
en celdas portaobjetos Labtec (Lab-Tek® Chamber Slide™ System
for “in vitro celular culture” se incubaron con las NPs+Fe30q.
Las células se centrifugaron durante 5 min a 500 rpm en una
lamina de microscopio usando una centrifuga Cytospin-2
(Shandon, Cheshire, UK). Las la&minas fueron tefiidas con May-
Grunewald-Giemsa (VWR) para estudiar la morfologia de las
células vy/o con coloracién de Perls (Bio-Optica, Milén,
Italia). La observacién de las células tefiidas se realizd por

microscopia éptica.

15) EVALUACION DE LA ACTIVACION DE CELULAS DENDRITICAS
INMADURAS POR LAS NPs FORMULADAS.

Para evitar el desarrollo de tolerancia y desarrollar una
buena respuesta inmune de células T es necesario activar las
células dendriticas. Para comprobar si las NPs eran capaces de
activar a las células dendriticas se enfrentaron las 1iDC

obtenidas en el procedimiento anterior.
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Las células dendriticas (DC) actualmente se dividen en
tolerantes inmaduras y maduras inmunogénicas o activadas (Lutz
y Schuler 2002). De acuerdo a Wang y col. (2005) la sefial de
activacién parece ser la liberacidén de citoquinas pro-
inflamatorias de las DC (IL12, TNF alfa, ILl beta e IL-6) y la
sobreexpresidén de MHC-II, CD80 y CD86. Incubamos las iDC con
los diferentes NPs producidas y determinamos la activacidén de
las iDC por medio de citometria de flujo determinando 1los
niveles de MHC-II, CD86 y CD80 expresados en la membrana

celular de dichas células.

Las formulaciones analizadas fueron las siguientes: a)
NP-EgTrp; b) NP-EgTrp-MPLA; c) NP-EgTrp-MPLA-CS; d) NP-blanco.
Las iDC tratadas se incubaron 30 min a 4°C con los siguientes
anticuerpos monoclonales especificos mAb conjugados con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) anti-
CD14-PE (TU K4, Dako, Glostrup, Dinamarca), anti-MHC -II-FITC
de perro (YKIX 334.2, Serotec, Oxford, Reino Unido), y anti-
CD86 FITC humano (FUN-1, Becton Dickinson, y BU- 63, Chemicon,
Temecula, CA, EE.UU.), o anti-CD86 humano (IT2.2, Becton
Dickinson). Se realizdé el anadlisis por citometria de flujo
usando un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson,
Pleasanton, CA, EE. UU.), con MacIntosh-Software CellQuest. La
expresién de los antigenos de superficie, el porcentaje de
intensidad de fluorescencia positiva vy media (IMF) se
calcularon mediante el software Accuri (Becton Dickinson). Se
compard la relacidn de IMF entre cada condicién. Se empled LPS

(Sigma) a 2 upg/ml como control positivo.
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16) ENSAYO CLINICO: ESTUDIO DE LA INMUNOGENICIDAD DE LAS NPs.

Luego de determinar si las NPs formuladas activan las
células cMoDCs determinamos la inmunogenicidad de 1las NPs
mediante vacunacidén via oral estudiando luego la respuesta de

anticuerpos.
16.1) Animales

Se inmunizaron 18 perros de entre 5 y 7 meses de edad,
por via oral, con diferentes formulaciones de NPs segun se
muestra en la tabla 2. Los perros fueron tratados, a los 2
meses de edad, con antihelminticos como Biaverm® (Niclosamida
y Levamisol) un antiparasitario de amplio espectro contra
gusanos redondos, y Dolpac® (Oxantel, Pirantel y
Praziquantel), vy a los 4 meses de edad contra parasitos
redondos \ tenias. Posteriormente se trataron contra
ectoparasitos cada un mes. Se vacunaron contra Parvovirosis
con Primodog® a los 3 meses de edad. También se vacunaron con
Eurican®, contra Leptospirosis, Adenovirosis y Parainfluenza.
Fueron alimentados con alimento comercial y suplementados con
carne de caballo, pasta y verduras. Los animales vivieron desde
su nacimiento en una perrera especial para la investigacién de

Echinococcosis en la Escuela Veterinaria de Sidi Thabet-Tunez.

Tabla 1: Esquema de vacunacién

GRUPOS NPS NUMERO DE ANIMALES
I BLANCO 3
II NP-EgTrp 5
III NP-EgTrp-MPLA 5
IV NP-EgTrp-MPLA+CS 5
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16.2) Nanoparticulas

Las NPs empleadas en estos experimentos (tabla 1)
crioprotegidas con 2% de manitol, liofilizadas y protegidas

por capsulas de gelatina dura (CAPSUGEL) conteniendo una dosis

de 182,6 pg de antigeno.

16.3) Vacunacién

La nanovacuna se suministré dentro de la comida. Los
animales fueron mantenidos en ayuno 24 horas antes de ser
vacunados. Se los mantuvo con agua ad libitum. Fueron vacunados
los dias 0 y 14 con una céapsula por vez, y mantenidos en

observacidén durante 4 horas luego de suministrarles la vacuna.

16.4) Colecta de muestras

Se colectd suero, saliva y heces de cada uno de 1los
animales a los dias 1, 7,14 y 21. Aproximadamente 1 ml de
saliva fue colectada directamente de la boca con pipeta de
plastico en forma individual. Las muestras se mantuvieron en
hielo en primera instancia y posteriormente a -40°C. Las
muestras de heces fueron obtenidas de acuerdo a la metodologia
utilizada por Lahmar y col. (2007) y guardadas a -40°C. A cada
muestra de heces se le agregd Gentamicina y Azida de Sodio para
evitar la contaminacién bacteriana y fungica. Se disolvid 2

mg/ml de Gentamicina y 10 mg/ml de Azida de Sodio en agua

destilada. Se agregd 50 pl de esta solucidén y 100 pul de una

solucidén de inhibidores de proteasas (Fast Protease inhibitor

S8820-20TAB, Sigma) por cada 950 pnl de saliva, suero o

sobrenadante de heces.
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16.5) Determinacién de inmunogenicidad.

Para determinar niveles de IgM, IgA, IgGl, IgG2 se empled
el kit de ELISA Started Accesory Kit (# E101, Bethyl
Laboratory) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
conjugados contra los diferentes isotipos de Inmunoglobulinas

fueron también de Bethyl Laboratory.

El pegado del antigeno (0,2 pg de EgTrp por pocillo) se
realizé durante toda la noche en tampdn carbonato pH 9.6 en
agitacién, a 4°C. Al dia siguiente se lavd la placa, se bloqued
con solucidédn proporcionada por el kit y se incubaron las
siguientes muestras con el anticuerpo primario: suero 1/200,
saliva 1/50 y heces 1/5 durante 1 hora a 37°C, diluidas con
PBS. Luego se lavaron tres veces durante 5 min cada vez, con
solucidén de lavado del kit. Posteriormente se incubaron durante
30 min con anti-isotipo de inmuoglobulinas de perros a una
dilucién 1/10.000 de: Anti-Dog IgA (#A40-104), Anti-Dog IgGl
(# A40-120P), Anti-Dog IgG2 (# A40 121P), anti-Dog IgM (# A40-
116P) . Finalmente, se incubaron con la solucidén de sustrato

TMB del kit y se mididé la absorbancia a 450 nm.

La determinacién de IgE se realizd siguiendo el mismo
procedimiento con la diferencia que el anticuerpo primario
empleado fue anti-IgE-Biotinilada 1/10.000 y se incubaron 1
hora a 37°C tiempo Posteriormente se incubd con el polimero

avidina-peroxidasa ultrasensible (1/1.000) (Sigma #S 2438)
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17) EFICACIA DE LA NANOVACUNA

17.1) Animales

Este ensayo se realizdé en Tunez, como prueba piloto,
utilizando un bajo numero de animales. Se emplearon perros de
entre 5 y 7 meses, desparasitados con antihelminticos vy
vacunados contra las infecciones mé4s frecuentes de 1los

cachorros, como se indicdé en el experimento anterior (Tabla

2) .

NUMERO DE ANIMALES NANOPARTICULAS

2 NP-EgA31-MPLA-CS
NP-EgTrp-MPLA-CS

2 NP-Blanco

Tabla 2: Animales empleados en el ensayo de vacunacién

17.2) Nanoparticulas

Las NPs conteniendo cada uno de los antigenos en estudio
se formularon como se indica en la tabla 1 y se funcionalizaron
con MPLA y CS. Las NPs liofilizadas fueron protegidas con

EUDRAGIT® L100.

17.3) Vacunacién y desafio

Cada perro recibidé 2 wvacunaciones via oral en intervalos
de 3 semanas. Se administraron 2 capsulas por
inmunizacidén/perro conteniendo rEgTrp en una y rEgA31 en la

otra con una cantidad de antigeno de 182.6 ug totales.
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Tres semanas después los animales fueron desafiados con

490.000 protoescdlices de E. granulosus.

17.4) Analisis de resultados

La autopsia fue realizada a los 28 dias post-infeccidn
(periodo prepatente). Se contaron los parasitos del intestino
delgado por medio de raspaje de la mucosa y conteo por lupa

binocular. Se expresaron en numero de parasitos.
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RESULTADOS

1) ENCAPSULACION DE ANTIGENOS EN NPs

Las proteinas obtenidas para la encapsulacidén fueron la
paramiosina recombinante (rEgA31) % la tropomiosina
recombinante (EgTrp) de Echinococcus granulosus, producidas de
acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. Obtuvimos una
fraccién de elusidédn de 1la proteina rEgTrp con una buena
concentracién de acuerdo a lo observado en la Fig. 1A por SDS-
PAGE 12%. Luego de la purificacidén se observd una fraccidn
bastante pura y limpia analizada por la misma metodologia con
un peso molecular aproximado de alrededor de 27 KDa y una
concentracién de 1.8 mg/ml en el buffer de elutidén medido por
el método de Bradford. Esta banda fue reconocida por un
anticuerpo especifico anti-rEgTrp por la técnica de Western
Blot (resultado no mostrado). La proteina rEgA3l mostrd una
menor cantidad en el perfil de elusidén (Fig. 1C), pero una
banda clara y relativamente limpia por enciama de 55 KDa, con
una concentracién de 2.2 mg/ml en el buffer de elucidén medido
por el método de Bradford, la cual se comprobd por Western Blot

con un anticuerpo especifico desarrollado en conejo.

Esta proteina fue encapsulada en el polimero PLA de acuerdo a
lo descripto en la metodologia (Fig. 1E) vy los resultados
mostraron que obtuvimos una suspensidédn homogénea de NPs limpida
y blanca cuando se le agregd 2 ml de la solucidén de rEgTrp, y
2 ml de la solucidén de rEgA31l (Fig. 1E, Fig 1F). Se obtuvo un
volumen final de 40 ml de una suspensidén acuosa de NPs luego
de la evaporacidédn del acetato de etilo el cual se usd como

solvente del polimero. Los antigenos rEgTrp y rEgA31 fueron
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purificados por la MSc. C. Silvarrey (Seccidén Bioquimica,
Facultad de Ciencias, UdelaR) (Fig. 1
A B C D
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B oopscen B we
PRIMERA
EMULSION  SEGUNDA
EMULSION rEgTrp 18 2
rEgA3l 2,2 2
PLA 50 20
PVA 20 40
Figura 1. Encapsulacién de los antigenos recombinantes. A-D SDS-
PAGE 12% de: A) Perfil de elucidén de EgTrp. 1: Marcador de peso

molecular; 2: muestra de partida, 3-10: fracciones eluidas.

Purificacidén de rEgTrp. B)EgTrp, fraccidén seleccionada. C) Perfil
de elucidén de EgA31l. 1: Marcador de peso molecular; 2 y 4 fraccidn
soluble; 3 'y 5: fraccién insoluble. D) EgA3l, fracciones

seleccionadas. Se indica el peso molecular a la izquierda. E)
Método de doble emulsidn y evaporacidn; Se indican las tres etapas
empleadas en la formulacidén de las NPs: primera y segunda emulsiédn,
y evaporacién; F) formulacidén final de las nanoparticulas. Las
flechas indican a que nivel dénde se encuentran las proteinas en
el SDS-PAGE.

2) TAMANO DE LAS NPs

El tamafio de 1las NPs fue determinado por medio

de

tecnologia laser. Las NP-EgTrp analizadas presentaron un tamafio

promedio de 181.1 nm con un indice de polidispersidén (pdl)
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0.122 (Fig. 2), mientras que las NPs-EgA31l un tamafio promedio
de 259,2 nm con un pdl de 0.125 (Fig. 3). En todos los casos
se emplearon réplicas técnicas. Los resultados obtenidos con
tecnologia Lazer se correlacionaron con las observaciones
realizadas en microscopia electrdnica (Fig.4). Obsérvese que
el tamafio de las NP-blanco sin proteina son mas pequefias (Fig.4
C) correlacionado con lo graficado con color bordeaux, violeta
verde vy obscuro (Fig. 3). Le sigue en tamafio NP-EgTrp 1lo
graficado con color rojo verde y azul de la Fig. 2
correlacionado con la Fig. 4%, y las NPs de mayor tamafio son
las NP-EgA31l como se observa en la Fig. 4B. A mayor cantidad

de proteina encapsulada es mayor el tamafio de las NPs.

Intensidad (%)
=

1000 10000

Tamafio (nm)

Figura 2. Tamano de las WP-EgTrp. Distribucion de tamafics de las NP=
FaTrp. Se indican en rejo, verde v azul tres ensavos independientes.

Intensidad (%)

Tamanfo (nm)

Figura 3. Tamafio de las NP-EgA3l. Distribucién de tamafios de: NP-blanco
(bordeaux, violeta, verde oscuro), NP-EgA31l 3 ensayos independientes
(rojo, azul, verde) y sus repeticiones (negro, rosado, rosado suave).
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Estos resultados se correlacionan con lo observado por medio
de microscopia electrdédnica de trasmisidn (MET) (Fig. 4). Si
bien las NPs de ambas formulaciones difieren en tamafio, estéan
dentro de los valores esperados (< 300 nm). Por otro lado el

indice de polidispersidén nos indica que las preparaciones son

homogéneas.

Figura 4. Tamafio y forma de las NPs. Microscopia electrdénica de
transmisidén de: A) NP-EgTrp; B) NP-EgA31l; C) NP-blanco.

Se determind ademas, el tamafio de las NPs obtenidas empleando
tres concentraciones de PVA, 0,5%, 1% y 2% (Fig. 5). Obsérvese
que cuanto menor es la concentracidén de PVA mayor es el tamafio

de la NPs, razébédn por la cual consideramos gque una concentracidn

del 2% es la adecuada.

DE prr e R R R R R :

20 b e e
S D e

Intensidad (%)
=

01 1 10 100 1000 10000

Tamafio (nm)

Figura 5. Efecto del PVA en el tamafio de las NPs EgTrp. Distribucién

de tamafios de: NP-EgTrp-PVA 2% (rojo); NP-EgTrp-PVA 0,5% (azul); . NP-
EgTrp-PVA 1% (verde).
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3) EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Un paso importante en la caracterizacién de las NPs
formuladas, es la determinacién de la eficiencia de
encapsulacién. Para ello se debe disolver las NPs con un
solvente adecuado para luego obtener y dosificar la proteina
liberada. Para la disolucién de las mismas fue necesario
determinar cudl era el disolvente mds adecuado. Como se indica
en la tabla 1 el disolvente apropiado fue el Acetonitrilo.
Consideramos que la disolucidn del polimero era completa cuando

La formulacidén se presentaba transparente.

Tabla 1. Determinacién del solvente adecuado para liberar las

proteinas encapsuladas. T: formulacién total; S: sobrenadante; P:

pellet
400 npl 1 ml acetona Disolucidédn incompleta
NP (T)
400 pl 1 ml acetona Disolucién incompleta
NP (P)
400 npl 1 ml acetona Disolucidédn incompleta
NP (S)
400 pl 1 ml acetonitrilo Disolucién completa
NP (T)
400 pl 1 ml acetonitrilo Disolucién completa
NP (P)
400 pl 1 ml acetonitrilo Disolucién completa
NP (S)

Luego de seleccionado el solvente adecuado se analizd por
medio de electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida
(SDS-PAGE) si la proteina conservaba su integridad (Fig. 6).

Los experimentos demostraron que la disolucidén de las NPs con
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acetonitrilo no alterd la integridad de las ©proteinas
encapsuladas. Obsérvese también que la proteina liberada del
pellet (P) y la presente en el total de la formulacidn (T) nos
muestra una banda similar de intensidad de coloracidén indicando
que la cantidad de proteina presente en el pellet es cercana a
la gque presenta la formulacién total. La no deteccidn de
proteina en el sobrenadante indica que la mayoria de 1la
proteina fue encapsulada. Se incluyd en el ensayo la proteina
pura, para controlar el efecto del acetonitrilo sobre las

proteinas.

Se puede observar también que el tratamiento con el
disolvente del polimero usado para formular las NPs no produce
alteracidén en la integridad, ya que si comparamos las bandas
de los carriles que contienen las proteinas con acetonitrilo
con las no tratadas, el tamafio y la intensidad son similares

(Fig. o).

>
o

)
0
o
<
0
&

.' TR ik
"“ u Hll‘f—‘

Figura 6: Eficiencia de encapsulacién e integridad de las proteinas
en la formulacién. SDS-PAGE 12.5% tefiido con Coomassie brilliant
blue; A) (PM) marcador de peso molecular; 1) EgTrp (47,5 ug/ml);
2) NP-EgTrp(T); 3) NP-EgTrp(S); 4) NP-EgTrp(P);5) EgTrp con
acetonitrilo (47,5pg/ml). B) (PM)Marcador de peso molecular 1) EgA31l
(45,5 pg/ml); 2) EgA31 con acetonitrilo (45.5 npg/ml); 3) NP-A31(T);
4)NP-EgA31(S); 5) NP-EgA31(P). Las flechas indican a que nivel se
encuentran las proteinas. 71



Finalmente, 1la eficiencia de encapsulacién (E/E) se
determiné como la diferencia entre la cantidad total de cada
proteina agregada inicialmente y la cantidad total de cada
proteina presente en el sobrenadante obtenido luego de disolver
las NPs con acetonitrilo, utilizando el método de Bradford para
dosificarlas. La tabla 2 muestra los resultados de E/E
obtenidos. Estos resultados son concordantes con los resultados

obtenidos por medio del SDS-PAGE (Fig. 6).

Determinamos también la eficiencia de encapsulacién al
usar diferentes concentraciones de PVA para asegurarnos que el
porcentaje seleccionado de 2% no alteraba este pardmetro (Tabla
3). Como puede apreciarse en la tabla, la eleccidén del 2% fue
adecuada, vya que se obtuvo el mayor porcentaje de proteina

encapsulada.

A B

EFICIENCIA EFICIENCIA

DE ENCPASULACION DE ENCPASULACION

(%) (%)

NP-EgTrp 85,0601 NP-EgA31 94,59
NP-EgTrp 78,28 NP-EgA31 84, 64
NP-EgTrp 87,41 NP-EgA31 61,71

Tabla 2: Eficiencia de encapsulacién. A) EgTrp. Promedio: 82,9%; SD:
4.4. B) EgA31l. Promedio 80,31%; SD: 14,28. Se muestran datos obtenidos
de 3 ensayos independientes.
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PVA AGREGADO A LAS EFICIENCIA

NP-EgTrp (%) DE ENCPASULACION (%)
2 78.28
1 66.66
0.5 71.45

Tabla 3. Efecto del PVA en la eficiencia de encapsulacién.
Los datos son el promedio de triplicados.

4) ESTUDIOS DE INMUNOGENICIDAD.

Otro pardmetro a determinar al caracterizar las NPs
consiste en determinar si la inmunogenicidad de los antigenos
encapsulados se mantiene, entendiéndose por inmunogenicidad la
capacidad de una proteina de ser reconocida por anticuerpos
especificos presentes en un antisuero, dirigidos contra ella
Si no se altera la integridad no deberia alterarse la
inmunogenicidad. Para ello, realizamos el tratamiento va
mencionado para liberar la proteina encapsulada para luego
someterla a (SDS-PAGE) y Western blot, utilizando anticuerpos
especificos anti-EgTrp. Como puede observarse en la figura 7,
la proteina mantiene su reactividad frente al antisuero. Los
mismos estudios realizados para EgA31l mostraron gque esta
proteina tampoco cambiaba su integridad ni su inmunogenicidad
luego del procedimiento de encapsulacién (resultados no

mostrados) .
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kDa PM 1 2 3 4

180
116
90
58
48.5 Figura 7: Estudio de 1la
inmunogenicidad de la proteina
EgTrp encapsulada. Western
blot. PM: marcador de peso
molecular 1: EgTrp(47.5 pg/ml)
36.5 tratada con acetonitrilo; 2,3
26.6 y 4 son proteinas del pellets

de 3 formulaciones de NP-EQTrp
diferentes. La flecha indica a
que nivel se encuentran las
proteinas.

5) BIFUNCIONALIZACION CON CHITOSAN Y LIPIDO A
MONOFOSFORILADO

El objetivo de la funcionalizacidén de las NPs es aumentar
la adherencia al mucus, y la activacidén de las células
presentadoras de antigeno. Elegimos Chitosan (CS) para
favorecer la adherencia y Lipido A monofosforilado (MPLA)
para lograr la activacidédn de las células dendriticas (DC)
del perro. Luego de la formulacidédn de las NPs agregando los
compuestos mencionados, se procedidé al estudio de sus
caracteristicas, mediante la determinacién del tamafio vy
potencial Zeta, integridad e inmunogenicidad. El1 agregado
del CS cambié la carga de las NPs, transformadndolas en
positivas, siendo esta transformacidén proporcional a la
concentracién del mismo en la formulacién (Fig. 8A). E1

potencial Zeta de las NPs con CS también fue determinado a
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diferentes pH mostrando la conservacién de la carga positiva
desde pH 4 hasta un pH de 7, alcanzando un valor de 8.6 mV
a pH 5.5 (Fig. 8B). El estudio por microscopia electrénica
de transmisidén confirmé 1la presencia de CS sobre la
superficie de las NPs indicado por la nube oscura alrededor
de ellas (Fig. 8D). Estas imagenes muestran ademds que se
conserva la forma esférica de las particulas. Por otro lado,
como se observa en la figura 9 el tamafio de las NPs no cambia
con el agregado de MPLA y aumenta con el agregado de CS
superando levemente el tamafio esperado de 300 nm. Con respeto
a la carga, el anadlisis de potencial Zeta indica que el

agregado de MPLA no lo altera, pero si el CS (Fig.10.

Ak
15 Olh m4h m24h
30
25

20
15

I -

Podencial FetaimV

Potencial Zeta (mV)
=Y

0,025 0.05 1 T4 45 5 55 6 65 1

Concentracton de Chintosan (%) pH

Figura 8: Efecto de Chitosan en las NPs-EgTrp. A-B) Medidas de potencial Zeta
variando la concentracién de CS a diferentes intervalos (A) y variando el pH
(B) . C-D) Imé&genes de microscopia electrdénica de transmisidén de NPs-EgTrp sin
(C) y con Chitosan (D).



Intensidad

Tamanfo (nm)

Figura 9. Efecto del CS y el MPLA en el tamafio de las NPs.
Distribucidén de tamafio de: NP-EgTrp (rojo); NP-EgTrp-MPLA (verde);
NP-FaTro-MPT.A-CS (azul) .
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Figura 10. Potencial Zeta de las NPs bi-funcionalizadas con MPLA y CS.
Se indica en color las diferentes formulaciones: NP-blanco(rojo); NP-
EgTrp (verde), NP-EgTrp-MPLA (azul) NP-EgTrp-MPLA-CS (negro).

6) METODO DE CONSERVACION DE NPs.

Con el fin de asegurar estabilidad de las NPs a largo
plazo, se procedid a liofilizarlas en presencia de manitol o
sacarosa como agentes protectores, previa determinacidén de la
concentracién mas adecuada de ambos carbohidratos. E1
liofilizado fue luego introducido en capsulas de gelatina dura
(CAPSUGEL) en una dosis de 182,6 pg de proteina por capsula
seguido de recubrimiento entérico con Eudragit. Nuevamente fue

necesario determinar si la distribucidén de tamafio, y carga de
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las NPs, y sobre todo si la antigenicidad de las proteinas
encapsuladas se conservaba. Como puede apreciarse en la tabla
4, no se observan diferencias mayores en presencia de

cualquiera de los aditivos agregados.

El efecto de la sacarosa y el manitol sobre la integridad
e inmunogenicidad de EgTrp luego de tratar 1las NP con
acetonitrilo para liberar el antigeno, puede verse en las
figuras 11 vy 12. Como puede apreciarse, no se produce

alteracidén en ninguna de estas propiedades.

MANITOL TAMANO DE SACAROSA

AGREGADO (%) LAS NPs (nm) AGREGADA (%)

0 159, 9 0 159, 9
2 213,1 2 195,4
4 242,4 4 188,6
6 192,2 6 193,6
8 187,17 8 193,6

Tabla 4. Efecto de la concentracién de los crioprotectores en el tamafio de

las NP-EgTrp liofilizadas. A): manitol; B) y sacarosa
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kDa

180
116
90

kDa

180

116

90

58
48.5

36.5
26.6

Figura 11: Efecto de la sacarosa y
el manitol sobre la integridad de
EgTrp encapsulada. Estudio por SDS-
PAGE de la integridad de la EgTrp,
usando sacarosa y manitol como
crioprotectores. PM) marcador de
peso molecular; 1) NP-EgTrp; 2) NP-
EgTrp con sacarosa 2% luego de
liberada la proteina del pellet; 3)
NP-ETrp con manitol 2%. Todas las
muestras se trataron con
acetonitrilo. La flecha indica a
que nivel se encuentran las
proteinas.

Figura 12. Efecto de la sacarosa y
el manitol sobre la inmunogenicidad
de EgTrp encapsulada. Western-Blot
de la EgTrp, usando sacarosa VY
manitol como crioprotectores. PM)
marcador de peso molecular 1)EgTrp
(42,5 pg/ml); 2) NP-EgTrp de las
NPs sin liofilizar; 3) NP-EgTrp con

sacarosa % 4) NP-EgTrp con
manitol 2%. Todas las muestras se
trataron con acetonitrilo. La

flecha indica a que nivel ddénde se
encuentra la proteina.
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7) EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LOS ANTIGENOS ENCAPSULADOS
FRENTE A CONDICIONES GASTROINTESTINALES.

Un aspecto importante a tener en cuenta en la formulacidén
de una vacuna oral, es su proteccién frente al medio gastrico
y al intestinal. Para llevar a cabo esta evaluacidén, las NPs
fueron primero sometidas a los ©pHs géastrico (pH 1.6) e
intestinal (pH 6,8), durante 2 y 6 horas (Fig. 13). Luego del
ensayo se liberaron los antigenos como ya se describiera, y se
analizaron por electroforesis. Como puede apreciarse en la
figura no se observa alteracidén de la integridad de los
antigenos encapsulados luego de las 2 horas de incubacidén. En
base a este resultado procedimos a incubar las NPs durante 2
horas en los fluidos artificiales géastrico (FAG) e intestinal
(FAT). La figura 14 muestra que la incubacidédn en el FAG no
alterdé ninguno de los antigenos, observandose la degradacidn

total frente al FAT.

2h 6h 2h 6h
kDa py  ctr H,0 pH6,8 H0 pHL.6 Ctr H,0 pH6,8 H,0 pHI1,6

36.5
31.0

21.5

14.4

Figura 13. Proteccién de los antigenos contra la degradacién gastrica
e intestinal. Anidlisis por SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie brilliant
blue de EgTrp (A) y EgA3l (B) extraidas de sus respectivas NPs-MPLA
luego de incubacidén en agua o solucidén a pH6,8 y 1,6 luego de 2 y 6
horas de incubacién. 79 Ctr: ntigenos sin tratar.



kDa kbDa PM 1 23 45
200
116.3 121%(.)3
77.4 77.4
66.3 66.3
55.4 55.4
36.5
36.5 31.0
31.0 215
21.5 144
14.4
6.0
3.5
6.0
3.5

Figura. 14. Proteccién de los antigenos encapsulados frente a fluidos
gastrico e intestinal artificiales. Andlisis por SDS-PAGE 12% tefiido
con Coomassie brilliant blue A:1) NP-EgTrp sin tratar; 2) NP-EgTrp-
FAG; 3) NP-blanco-FAG; 4) NP-EgTrp-FAI; 5) NP-blanco-FAI; B:1)NP-EgA31l
sin tratar; 2) NP-EgA31-FAG; 3) NP-blanco-FAG; 4) NP-EgA31-FAI; 5)
NP-blanco-FAI. PM: marcador de peso molecular; FAG: fluido géstrico;
FAI: fluido intestinal. Las flechas indican a que nivel se encuentran
las proteinas

Frente al resultado obtenido cuando se incubaban las NPs
con el fluido intestinal artificial como se muestra en la
figura 14B carril 4 y 5 pensamos que las enzimas del FAI podian
haber quedado adheridas a la superficie externa de las NPs.
Una hipdtesis a éste fendémeno fué que cuando hicimos el
tratamiento con acetonitrilo para liberar EgA31 de las NPs
entonces las enzimas del FAI degradaron la EgA31l. Como forma
de verificar ésta hipdtesis realizamos una serie de
experimentos variando el pH para inactivar las enzimas que
pudieran estar adheridas por fuera de 1las NPs. En éstos
experimentos en pH <1.2 no se observd degradacidédn de la EgA31
(Fig. 15; carril 5- NP-EgA31+FAI). Para proteger nuestros
antigenos del pasaje por el estdédmago liofilizamos las NPs luego

de la encapsulacidén de los antigenos y empaquetamos las NPs
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dentro de céapsulas de gelatina.

Posteriormente se sometieron

las capsulas a media géastrico e intestinal artificial para ver

el efecto sobre el

transportada dentro las NPs

kDa 1 2 3 4
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97.4
66.3
55.4
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31.0

21.5
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tamano

e 1inmunogenicidad de EgTrp
(Fig.16) .
-

Figura 15. Proteccién de EgA3l
frente a FAI intestinal.

SDS-PAGE 12.5% tefiido con
Coomassie Blue. 1) marcador de
peso molecular; 2) NP-Blanco; 3 vy
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Figura 16. Caracterizacién de las NPs en capsulas de gelatina.
A) distribucidén de tamafio de NP-MPLA-CS luego de liofilizadas
y redispersadas en agua (verde) vy luego de disolver las
cépsulas pH 6.8 (Azul) comparadas con las NP-MPLA-CS
iniciales(rojo); B y C) andlisis por SDS-PAGE de las proteinas
extraidas B) EgA3l y C: EgTrp. Se emplearon antigenos libres
como control (carril 1). Se extrajeron las proteinas de las
NPs liofilizadas (carril 2), de la suspensidén total (carril
3), del sobrenadante (carril 4) y del pellet (carril 5)de las
cépsulas con NPs luego de disueltas en el medio intestinal;
D) andlisis por Western blot de EgTrp extraida de NPs antes
(carril 1) vy después de la liofilizacidén (carril 2). Las
flechas indican a que nivel se encuentran las proteinas.

8) INTERNALIZACION de NPs Y ACTIVACION POR CELULAS
PRESENTADORAS DE ANTIGENOS

Una vez verificada 1la integridad de 1los antigenos
encapsulados en las NPs formuladas, se iniciaron una serie de
estudios in vitro para determinar si las NPs eran

internalizadas por las células presentadoras de antigenos vy
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eran capaces de activarlas. En estos estudios se cultivaron
macrdéfagos de ratdn y células dendriticas de perro derivadas
de monocitos (cMoDCs) empleando microscopia éptica y confocal,
y citometria de flujo. Se adicionaron marcadores especificos a
las NPs de acuerdo al método de analisis a emplear.
Adicionalmente, se analizdé la calidad de adyuvante del MPLA
empleando como referencia moléculas co-activadoras del sistema

inmune

8.1 Estudios de internalizacién en macréfagos.

Como paso previo a los estudios de internalizacidn vy
activacién de las diferentes formulaciones de NPs en células
dendriticas de perros se realizaron estudios usando macrdéfagos
de ratdn. En este caso, las NPs fueron marcadas con rojo Nilo.
Para interpretar estos resultados es importante mencionar que
las NPs deben ser captadas endocitadas y biodegradadas por los
macrdéfagos. Las NPs no degradadas se observaran de color rojo
porque no hay degradacién en el fagolisosoma. La viabilidad de
los macréfagos murinos se determind previamente por el método
de MTT obteniendo una wviabilidad superior a 90% en una
concentracién de 100 upl de 1la formulacién de NP-MPLA sin

antigeno.

Los resultados obtenidos indican que 1las NPs fueron
internalizadas rapidamente por los macrdéfagos habiéndose
observado NPs dentro de los macrdéfagos a las 2 h de incubacidn

(Fig. 17).

Es interesante destacar el efecto que produce la inclusidn
del MPLA en la formulacidén de las NPs a las 24 h de incubaciédn.
Como puede observarse en la figura, se detecta una drastica

disminucién de la coloracidén rojiza dentro de los macrdéfagos
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cuando se incluyd este compuesto. Por otro lado, los macrdéfagos
incubados con NPs formuladas con CS presentan acumulos de
material tefiido con Rojo Nilo indicando una menor
biodegradacién. Finalmente, en los macrdéfagos enfrentados a
las NPs con MPLA y CS (CS-MPLA-NP) se observd una coloracidn
rojiza leve sugiriendo la presencia de mayor numero de NPs sin

biodegradar.

CS-NP MPLA-NP CS-MPLA-NP

Figura 17. Internalizacién de las NPs por macréfagos: Imdgenes de
microscopia confocal de macrdfagos de ratdn J774 después de 2 y 24 horas
de incubacién con NPs marcadas con Rojo Nilo. NP: NPs blanco; CS-NP: NPs-
Chitosan; MPLA-NP: NPs-MPLA; CS-MPLA-NP: NPs-CS-MPLA.

8.2) Purificacién de células dendriticas (cMoDCs) obtenidas

de células mononucleares de perro.

Se emplearon dos métodos de purificacidén de cMoDCs, el
método de purificacidén por particulas magnéticas con el
anticuerpo anti-CD14, y el de adherencia. En una primera etapa
se realizaron estudios morfoldgicos vy de calidad de 1la
purificacién mediante tincidén de May Grunwal Giemnsa (MGG) vy

por citometria de flujo respectivamente, para comparar los dos
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métodos de purificacidén utilizados. Los resultados mostraron
que morfoldgicamente no hay importantes diferencias entre ambos
métodos, observandose diferencias en la pureza del tipo celular

obtenido.

Aplicando el método de adherencia, los cambios
morfoldgicos observados después de la tincién de MGG entre
células adherentes en el dia 1 y cMoDCs en el dia 6 como se
observa en la figura 18A parte izquierda. En el dia 1, las
células adherentes PBMC, son pequefias y redondas, con un nucleo
ovoide o en forma de rifién y un citoplasma expandido moderado.
Después de 6 dias de cultivo con cGM-CSF y cIl-4 (MoCDs - dia
6), los cMoDC "adherentes" son mads grandes y muestran un
citoplasma més expandido con proyecciones citoplasmaticas
delgadas (dendritas) que irradian desde la superficie. En los
perfiles de citometria de flujo, las células PBMC en el canal
de monocitos en el dia 0 aparecen con tamafio pequefio (FSC) vy
granulometria (SSC) mientras que en el dia 6 observamos un
fuerte aumento de ambos parametros, confirmando los cambios
morfoldgicos (Fig. 18B parte izquierda). Este protocolo permite
obtener en el dia 6, 1x10% cMoDC "adherentes" por cada 25x10¢
PBMC en el dia 0. La eficacia relativa de purificacidn
partiendo del PBMC es aproximadamente 4%. Sin embargo, también
se observd un numero significativo de otros tipos de células,
tales como linfocitos, células polimorfonucleares o plaquetas

en el cultivo en el dia 6.

Usando el método de seleccidn con particulas magnéticas
con el anticuerpo anti-CD14 (protocolo anti-CD14, Fig. 18), se
observaron cambios morfoldgicos similares entre las PBMC
seleccionadas con CD14 en el dia 1 y las cMoDCs seleccionadas
en el dia 6 (Fig. 18A, parte derecha). En el dia 0, las células

CD14 + son pequefias, redondas con nucleo ovoide o en forma de
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rifién y citoplasma expandido moderado, similares a las células
obtenidas por el protocolo de adherencia en el dia 1 del método
anterior (Fig. 18). En el dia 6, las células son mas grandes y
muestran numerosas proyecciones citoplasmicas delgadas (Fig
18A parte izquierda). Estos resultados se confirmaron mediante
citometria de flujo (figura 18 B parte izquierda). E1l protocolo
MACS permite obtener 5x10° células CD14+ al dia 0 partiendo de
25 x 10% PBMC, y un total de 1x10° de cMoDC en el dia 6. Por lo
tanto, la eficacia relativa de obtencién de numero de PBMC
iniciales es < 0,4%. Por otro lado, siguiendo el método de
adherencia, se obtienen al dia 6, 1 x10% pero con una eficiencia
relativa del 4%. Sin embargo, estas células estdn contaminadas
con linfocitos, plagquetas y polimorfonucleares. Si comparamos
los dos protocolos, la pureza de las cMoDCs obtenidos con anti-
CD14 fue superior al 90%, lo cual nos permite trabajar con

células dendriticas casi puras, aungque sSu numero sSea menor.

PROTOCOLO DE ADHERENCIA PROTOCOLO DE ANTI-CD14

A Células adherentes dia 1 cMoCDs dia 6 células CD14*dia0 CD14* MoCDs dia 6

oo}

SSC-A

200 000 400 000 €00 000 001

SSC-A

Figura 18. Caracterizacién de cMoDcs. A) Cambios morfoldgicos observados
observados por microscopia 6ptica con la tincidén de May Grunwald Giemsa
de células obtenidas por los métodos de adherencia y de seleccidn por
CD14+. B) Perfiles de citometria de flujo de células obtenidas por los
métodos de adherencia y de seleccidén por CD1l4+.Circulo rojo punteado
indica las células purificadas g%f cada protocolo.



8.3 Efecto de las NPs funcionalizadas con MPLA sobre la

viabilidad y activacién de las cMoDCs

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 19,
las formulaciones de nanoparticulas con o sin MPLA no tienen
efecto citotdéxico sobre cMoDCs "adherentes"; la viabilidad
celular fue superior al 90% en todos los casos. Las cantidades
de MPLA no tuvieron ningun efecto significativo sobre la
viabilidad celular. Se observd una disminucidn de la viabilidad

celular de 86% con MPLA 0,2% (Fig. 19).

NP- blanco NP-MPLA 0,025% NP-MPLA 0.05% NP-MPLA 0,1% NP-MPLA 0.2%
T N N | T | N

s (BATE) o Gating]

W d & o F S JT
LA

o T

95% de viabilidad 90% de viabilidad 91% de viabilidad 90% de viabilidad 86% de viabilidad

Figure 19. Viabilidad de cMoCDs de perro. Perfiles de citometria de flujo de
viabiliadad obtenidos luego del tefiido con Annexina V e Yoduro de Propidio
de células cMoDCs luego de 48 h de incubacién con NPs con diferentes

cantidades de MPLA. La Annexina V estéd en el canal FL1-A y el yoduro de
propidio en el FL2-A.

Se estudid la expresidén de los marcadores de activaciédn
de las cMoDCs seleccionadas por anti-CDl14, en el dia 7 de
cultivo luego de 24 h de contacto con diferentes NPs. Los
resultados en la tabla 5 muestran que 24 h después de
incubacién, la expresidén de MHC-II, CD80, CD86 y CD40 aumenta
claramente en la estimulacidén con LPS (control positivo) en

comparacién con el control negativo. Cuando comparamos las
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diferentes concentraciones de MPLA en las NPs vemos que todas
las concentraciones observadas en la tabla 5 nos muestran un
aumento de MHC-II. CD80 y CD40 al igual que el control positivo
(LPS), pero que la Unica formulacidn que nos muestra un aumento
claro de CD86 comparado a la estimulacidn con LPS son las NPs-
MPLA 0.025. Consideramos que ésta concentracidédn es adecuada y
el marcador de activacidén para nuestro modelo de CDs es CD86.
Estos experimentos nos permiten concluir que las NPs con MPLA
a una concentracidén de 0.025% son las mas apropiadas para el
desarrollo de una nanovacuna debido a que inducen una mayor

activacidén de las cMoDCs.

Esta formulacién con 0.025% de MPLA se empled en
experimentos posteriores para ver su efecto en la activacidn

de células dendriticas.

NPs-MPLA NPs-MPLA  NPs-MPLA NPs-MPLA
PBS LPS 0.025% 0.05% 0.1% 0.2%
CD80 91.5 95.1 94.5 94.2 95.5 88.8
MHC II  90.5 95.5 94.5 93.9 96.6 94.4
CD40 73.5 81 73.2 73.3 76.6 76.8
CD86 42.5 70.3 64.1 54.6 44.9 43.1

Tabla 5. Porcentaje de células positivas para CD80, MHC II, CD40 y CD86

24 horas después del contacto con PBS (control negativo), LPS y NPs-MPLA.

8.4. Evaluacidén de la internalizacidén de NPs en cMoDCs.

Para evaluar la internalizacién de las diferentes
formulaciones en las cMoDCs, las NPs se marcaron con 6xido de
hierro, que se puede visualizar mediante tincidén de Perls que
colorea de azul las NPs. Después de 2 h de incubacidén, 1los

resultados mostraron que con NP-MPLA 0.1%, el hierro (tincidn
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azul) se observa principalmente en la superficie de las
dendritas en forma de pequefios granulos azules (aproximadamente
0,2 um de diadmetro) con un tamafio compatible con el tamafio de
las NPs formuladas (Fig. 20Al). E1 hierro parece estar presente
en las NPs que se observan en la parte externa de las cMoDCs,
que aun no estan internalizados y degradados. Para las NP-
blanco, algunos de estos pequefios puntos azules se observan en

el citoplasma (Fig.20Bl).

Después de 24 h de incubacidén, observamos en la condicidn
NP-blanco, grandes acumulos azules (alrededor de 1 a 2 um de
didmetro) en el citoplasma del 44% de las células contadas bajo
microscopio éptico y pequefios acumulos azules (alrededor de
0,4 uym de didmetro) en el citoplasma del 7% de células (Fig.
20Bl), mientras que con las NP-MPLA se observan acumulos azules
grandes se observaron solo en el 5% de las células y pequefios
acumulos azules en el 41% de las células (Fig. 21B2-B3). Los
gradnulos son mas grandes a las 2 h después del contacto, 1lo
que sugiere una degradacidén de las NPs en las cMoDCs y una
acumulacién de hierro en las vacuolas endociticas. El1 tamafio
de los granulos depende de la presencia o ausencia de MPLA. En
el segundo experimento (optimizacidén de la relacidn de carga
de MPLA), 1los resultados mostraron que la cantidad de
acumulacién de hierro en cMoDC es mayor 48 h después del
contacto (Fig. 20C) que a las 24 h (Fig. 20B). Con MPLA 0.1% vy
0.2%, las células estan completamente llenas de acumulos azules
muy grandes, a veces con expulsidn extracitopléasmica de hierro.
Después de la tincidén de MGG las MoDCs son redondeadas, sin
dendritas (Fig. 20D3-D4) se ven de color intenso y contienen
numerosas vacuolas grandes (expresidén de sufrimiento) con
pérdida de la morfologia tipicas de las células dendriticas.

Cuando se emplea MPLA 0.05% (Fig. 20C2) 1los acumulos son
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numerosos pero no llenan completamente las células y no son
tan grandes, las dendritas son pequeflas pero aun son
observables sus caracteristicas morfoldgicas tipicas, las
células son ligeramente redondeadas pero no expresan un estado
de sufrimiento marcado (Fig. 20D2). Menor concentracidén de MPLA
(0.025%) da 1lugar a numerosos Jgrupos azules pequefios e
intermedios en el citoplasma de las células con dendritas
largas y un aspecto morfoldgico normal (Fig. 20C1-D1),
conservando la morfologia tipica de las células dendriticas.
Estos resultados indican que la concentracidén de MPLA 0.025%

es la méds apropiada para el desarrollo de la nanovacuna.
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Figura 20: (A - C): cMoDCs con coloracidn de Perls. (D) cMoDCs tefiidas con MGG. A) luego de 2 hs de incubacién con:
25ug/ml de NPs-MPLA (A1) o NPs blanco (A2); B)luego de 24 hs de incubacidn con: NPs-blanco (B1), NPs-MPLA 0.1%
(B2), o NPs-MPLA 0.025% (B3); C) luego de 48 hs de incubacion con: NPs-MPLA 0.025% (C1,) NPs-MPLA 0.05% (C2),
NPs-MPLA 0.1%(C3) NPs-MPLA 0.2% (C4); (D) Luego de 48hs de incubacion con : NPs-MPLA 0.025% (D1), NPs-MPLA
0.05% (D2), NPs-MPLA 0.1% (D3), NPs-MPLA 0.2% (D4). ==> Grano azul en contacto (0,2um); —» grano
internalizado ( 0,2um); ™= ac(imulos de 1-2 um, » actimulos de 0,4pm.
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8.5) Evaluacién de la activacién de las cMoDCs purificadas

por MACS.
8.5.1. Estudio de marcadores celulares de activacién

El analisis citométrico mostrd que la mayoria de las PBMC
sanguineas, (alrededor del 60-70%) de las células expresan
espontdneamente CD14, CD80, MHC II y CD40 a un alto nivel, pero
no expresan CD86 (Fig. 21A). Después de la seleccidn, una gran
mayoria de las células CD14+ (mas del 90%) expresan esosS
marcadores con la misma intensidad. Sorprendentemente,
alrededor del 30% de estas células también expresan CD86 (Fig.
20B), lo gque sugiere que el proceso de seleccidn positiva con
la fijacién del anticuerpo a anti-CD14 induce la activacidn
celular. Este resultado se debe a que la proteina CD14 es,
junto con TLR4, un receptor de LPS. Después de 1la
diferenciacién de cMoDCs (dia 6), la expresién de CD14, CDS8O,
MHC II y CD40 permanece positiva y alta para una gran mayoria
de células (superior al 90%), mientras que la expresidén de CD86
disminuye significativamente, 1lo gue sugiere un retorno a
estado estacionario o la muerte de células activadas con CD86
(Fig. 21C). Cuando las células se incubaron 24 h con LPS, la
expresiédn de CD86 se detectd en aproximadamente el 75% de las
células (Fig. 21E) mientras qgque en células no estimuladas
(condicién de PBS) un 8% de éstas expresaron CD86 (Fig.21D).
Ademas, la expresién de CD80, MHC II y CD40 fue muy similar en
porcentaje de células positivas a las observadas con PBS, se
detectd un aumento de IFC (intensidad de fluorescencia celular)
para todos estos marcadores. De hecho, entre las 2 condiciones
(PBS versus LPS), la IFC aumenta 1.2 veces para CD80, 1.8 veces
para MHC II y 1.7 veces para CD40. Estos resultados sugieren
fuertemente que el LPS induce la activacidén y maduracidén de

las cMoDCs como presentadoras de antigenos, razdn por la que
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pueden usarse como control positivo. Ademés, la expresidn CD86
es, en nuestro modelo, el marcador mas confiable para mostrar

evidencia de activacidén de cMoDCs.

CD14 CD80 CD86 MHCII CD40
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Figura 21. Activacion de células dendriticas de cMoDCs . Perfiles de citometria de flujo de la expresion de CD14,
CD80, CD86, MHC Il y CD40 obtenidas de (A) PBMC, (B) células seleccionadas CD14+ al dia 0, (C) cMoDCs al dia 6
(D) cMoDCs 24 horas después de incubacion con PBS ( control negativo) o (E) LPS (control positivo).

8.5.2) Determinacién del grado de activacién de las cMoDCs

por diferentes formulaciones

Se realizdé el estudio inmunofenotipico de las cMoDCs
seleccionadas con anti-CD14 luego de 24 horas de incubacidn
con las formulaciones NP-EgTrp, NP-EgTrp-MPLA, NP-MPLA y NP-

blanco.
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Los anadlisis citométricos se muestran en la figura 22. La
expresidén de CD80 fue bastante similar tanto en porcentaje de
células positivas como en intensidad de fluorescencia (IFC)
después de la incubacidn con todas las formulaciones, y no fue
significativamente diferente a la de las células no estimuladas
(condicién de PBS). De hecho, 1los porcentajes de células
positivas fueron aproximadamente 92% para PBS, 93% para LPS y
rango entre 93% y 97% para todas las formulaciones. E1 aumento
del doble de IFC en comparacidén con PBS también fue muy similar
y oscila entre 1.2 y 1.4 veces para todas las condiciones

evaluadas, incluido el LPS.

En el caso de MHC II y CD40, 3 ensayos compartieron
resultados muy similares y uno de ellos tuvo porcentajes de
células positivas alrededor de 20% debajo de los demas. Sin
embargo, el desafio con las diferentes formulaciones da
resultados similares. Para MHC II, los porcentajes de células
positivas fueron de aproximadamente 87% para PBS y oscilan
entre 90 y 98% para todo el resto de las condiciones probadas.
También se observd un pequefio aumento de la IFC en comparacidn

con el control negativo (entre 1.1 y 1.5 veces).

Se obtuvo una evolucidén similar con el marcador CD40. La
Unica diferencia es una clara disminucidén de la expresidn con
la condicidén de rEgTrp solo en comparacidn con PBS y todas las
demds condiciones tanto en términos de porcentajes de células
positivas como de aumento de IFC. Para CD86, se observd un
aumento significativo después de un desafio con todas las
formulaciones en comparacidén con PBS. De hecho, el porcentaje
de células positivas fue de aproximadamente el 15% con PBS vy
entre el 34% y el 52% para todas las condiciones analizadas,

incluido el LPS. Con respecto a la IFC, se observd un aumento
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entre 1.4 y 3 veces para todas las formulaciones en comparacidn

con PBS.

Comparando todos los ensayos, NP-blanco y NP-EgTrp dieron
resultados muy similares, mientras que la expresidén de todos
los marcadores de activacidén aumentd en presencia de MPLA. La
formulacién completa (NP-EgTrp-MPLA) proporciona el mejor

resultado en comparacidén con todas las formulaciones probadas.

Se observé un aumento en la expresidén de CD86 tanto en
términos de porcentaje de células positivas como de IFC después

de la incubacidén con LPS y NP-MPLA.
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Figura 22. Activacién de células MoDCs en presencia de las distintas
formulaciones. A) Porcentajes de células positivas y B) incremento de
intensidad de fluorescencia (IFC) comparado con PBS, para la expresidn
de CD80, CD86, MHC II and CD40. PBS como control negativo y LPS como
control positivo. Se muestran cuatro ensayos.
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8.6) Estudios clinicos de inmnunogenicidad de las diferentes

vacunas nanos formuladas.

En una primera etapa, para conocer el status
parasitolégico de los perros, se realizdé un estudio de base
antes de iniciar los experimentos, con bromhidrato de arecolina
y al finalizar el experimento por medio de necropsia. Este
estudio, con 4 perros por grupo, mostrd que el pardsito mas
frecuente encontrado fue Toxocara canis, seguido de
Mesocestoides sp y Uncinaria stenocephala. E1 Unico grupo de
animales que no tenian parasitos al momento del estudio fue el

grupo control (NP-blanco) (ver tabla 6).

Formulaciones Parasitos encontrados al Parasitos encontrados al
inicio del experimento final del experimento
NP-blanco Ninguno Ninguno
NP-EgTrp Toxocara canis Uncinaria stenocephala
Mesocestoides sp.
NP-EgTrp-MPLA Toxocara canis Toxocara canis
NP-EgTrp-MPLA Toxocara canis Ninguno

Tabla 6. Parasitos encontrados en los perros al comienzo y final del

experimento

Posteriormente, se determinaron los niveles de
anticuerpos generados contra EgTrp en, saliva, heces y suero.
En la figura 23 se muestran los precedimientos seguidos para

la extraccidén de las muestras.
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Figura 23. Procedimientos de extraccién de saliva y muestra de
los animales. A-B) nanovacuna en forma de capsula de color
amarillo que con NPs liofilizadas en su interior; C-D) planilla
y tubos para la extraccidédn de sangre y extraccidn de saliva

Los animales dosificados con NP-blanco en el tiempo O
dieron una respuesta positiva a IgA en suero, indicando gque en
los animales hay IgA sistémica contra la EgTrp. Sin embargo,
se observa un aumento de IgA en heces producida por la NP-EgTrp
a lo largo del experimento (Fig. 24A). Con respecto a los
niveles de IgE en sangre (Fig. 24D) no se observa un aumento
claro de los anticuerpos especificos contra EgTrp desde que
los niveles de anticuerpos de los animales controles negativos

aumentaron.
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Figura 25: Niveles de anticuerpos IgGl e IgG2 al dia 0 y 21 del
experimento.



En suma, el andlisis de los niveles de los diferentes
isotipos de anticuerpos mostraron un 1incremento gue no es
uniformes en los diferentes isotipos siendo claro el aumento
de IgA en heces producida por las nanoparticulas NP-EgTrp, vy

en saliva con NP-EgTrp-MPLA

Es interesante y promisorio el aumento observado de los

niveles de IgA en heces y saliva de los animales vacunados.

8.7) Estudio clinico piloto de vacunacién y desafio.

Este ensayo piloto de wvacunacidén y desafio con 4 perros,
mostrd una reduccidn del numero de tenias de E. granulosus en
los animales vacunados comparados con el control (figura 26).
El porcentaje de reduccidén del numero de parasitos en los
animales vacunados comparados con el control fue de 94.5%
(tabla 7). Estos resultados son prometedores debido a que el
numero de tenias establecidas en el intestino de los animales
vacunados fue de un 5% indicando que la vacuna tiene un efecto
importante en la reduccidén de la infestacidén con E. granulosus

(Fig. 27).
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Figura 26. Ensayo de vacunacién en perros. Numero
de tenias de E. granulosus obtenidas por autopsia
de animales vacunados con NP-EgTrp

Animales Namero de Nuimero de Tenias en Tenia
animales tenias el intestino | expulsadas
(%) (%)
Control 2 104130 100 0
Vacunados 2 5740 5.5 94,5

Tabla 7. Ensayo de vacunacién en perros. Porcentaje de expulsidn de E.

granulosus en animales vacunados

Los 1intestinos de 1los perros vacunados mostraron una
hemorragia intensa en la parte anterior del duodeno y las
placas de Peyer hipertrofiadas sugiriendo una estimulacidén de
la inmunidad comparada con el control no vacunado, no
observandose la presencia de paradsitos macroscopicamente (Fig.

27). En los intestinos de los perros no vacunados, se observa
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una leve inflamacidén y alto numero de tenias fijadas

mucosa en la primera porcidén del intestino delgado.

A B

Figura 27. Observacién macroscépica de los intestinos.
A) perros no vacunados; B) perros vacunados.
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DISCUSION
1) FORMULACION Y CARACTERIZACION

Los sistemas de “delivery” aplicados a las wvacunas via
oral de mucosas estdn dirigidos a proteger los antigenos
durante el pasaje gastrointestinal conservando la integridad e
inmunogenicidad de los antigenos. El1 uso de adyuvantes que
permiten el direccionamiento a células especificas del sistema
inmune tales como las células dendriticas, también mejora la
respuesta inmunoldgica especifica. En la pasada década, el uso
de nanoparticulas como sistema de "delivery" de vacunas se ha
incrementado exponencialmente (Mora Huertas et al., 2010; Zhao

et al., 2014).

El objetivo principal de este trabajo fue el desarrollo
de wuna nanovacuna oral contra el platelminto parasito E.
granulosus para proteger a los canidos de la Echinococcocis vy

a los humanos de la Hidatidosis.

En una primera etapa, desarrollamos un sSistema de
“delivery” de antigenos usando NPs de polimeros biodegradables
con el objetivo principal de proteger a los antigenos durante
el pasaje por el tracto gastrointestinal y activar el sistema
inmune de la mucosa intestinal. Los antigenos seleccionados
fueron dos proteinas musculares recombinantes de E. granulosus,
EgTrp y EgA31l, debido a que en un trabajo piloto previo, usando
ambas proteinas y Salmonella enterica serovar thyfimurium como
sistema de “delivery” se obtuvieron niveles de proteccidbn por
encima del 80% en perros desafiados con protoescdlices (Petavy

et al.,2008).
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En este contexto, al considerar el desarrollo de un nuevo
sistema de “delivery” para una vacuna oral, decidimos
desarrollar wuna nueva vacuna encapsulando los antigenos

mencionados en nanoparticulas poliméricas (nanovacuna) .

Para el desarrollo de esta nanovacuna usando
nanoparticulas, nos propusimos formular NPs seguras,
biodegradables y facilmente administrables a los perros, con
condiciones de tamafio y carga idénica que brindaran una buena
interaccidén con el mucus intestinal y las células dendriticas,
que protegieran al antigeno manteniendo su inumnogenicidad vy
que fueran capaces de activar las células dendriticas para

desarrollar una buena respuesta adaptativa protectiva.

Las nanovacunas en base a nanoparticulas prometen ser muy
utiles ya que tienen fuertes ventajas como la proteccidédn del
antigeno durante el pasaje gastrointestinal, el “delivery” del
antigeno y la estimulacién del sistema inmune, todas ventajas
ampliamente reportadas en la bibliografia (Mora-Huertas et
al., 2010; Fichter et al 2015; Kaur et al., 2017). Un indice
de su valor es el gran aumento en las publicaciones cientificas
referentes a la utilizacidén de nanoparticulas en el desarrollo
de vacunas demostrando el interés de esta tecnologia (Zhao et

al., 2014).

El tamafio y la carga de la superficie de las NP es un
paradmetro importante a considerar en el disefio de estos
sistemas. El tamafio de las NPs tienen una impacto directo sobre

el desarrollo de respuesta inmune (Stano et al., 2012).

En este contexto, hemos desarrollado NPs con un tamafo
entre 200 y 300 nm teniendo en cuenta que las células M
internalizan bien particulas de menos de 1 um como fue

demostrado para la captura de NPs-PLGA por las placas de Peyer
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murinas (Shakweh et al., 2005). Por otro lado, NPs con un
tamafio de alrededor de 200 nm indujeron una buena respuesta de
células CD4+ en modelos murinos y desarrollaron una buena
respuesta a nivel de mucosa nasal y pulmonar, mientras NPs més
grandes y mas chicas no lo hicieron (Stano et al., 2012).
Hasta el momento no se han reportado estudios de interaccidn
de NPs biodegradables con el sistema inmune de mucosas en

caninos.

Para el desarrollo de 1las NPs wutilizamos el acido
polilactico (D-L) (PLA), aprobado por la FDA para su uso en
nanoparticulas Dbiodegradables (Zhao et al., 2014). Este
polimero fue previamente empleado en nanoparticulas mostrando
interesantes propiedades fisicoquimicas para interactuar con

células presentadoras de antigenos (Tyler et al., 2016).

Por otro lado, incorporamos el MPLA como adyuvante vy
activador de células dendriticas, un potente ligando del
receptor tipo Toll 4 (TLR-4) presente en estas células
(Steinhagen et al., 2010, Venezia et al., 2017). Esta molécula
ha sido aprobada por la FDA (USA) para ser usada en las vacunas
comerciales contra el virus HBV de la hepatitis B (Fendrix) vy
HPV del papiloma humano (Cervarix, de Glaxo Smith Kline vy
Vervarix de Merck) (Tritto et al., 2009; Mbow et al., 2010;
O Hagan et al., 2010). E1 MPLA se obtiene del LPS de las
membranas de bacterias Gram - , pero es mil veces menos tdxico
que el LPS natural (Johnson et al., 2009). Datos recientes
indican que la adicién de un agonista de TLR4, el MPLA,
adsorbido en alumbre, aumentd considerablemente la respuesta
inmune de una vacuna contra el HPV (Gianinni et al., 2006).
En la formulacidén de las NPs, nosotros utilizamos el MPLA sin
sales de aluminio. Las sales de aluminio son adyuvantes con

potente estimulacidén de 1la respuesta humoral del tipo Th2
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mediante la induccidén de produccidén de IL4 y el bloqueo de la
respuesta celulare Thl mediante secrecidén de IL10 (Tritama et

al., 2018; Oleszycka et al., 2018)

Teniendo en cuenta que la respuesta inmune protectora
contra parédsitos luminales estd asociada a respuestas Th2 de
anticuerpos, con predominio de IgE seria interesante agregarle

sales de aluminio a las NPs en futuras investigaciones.

La eficacia del MPLA cuando es incluido en un sistema de
nanoparticulas poliméricas ha sido demostrada en modelos 1in
vitro e in vivo, particularmente en vacunacidén oral de mucosas
(Sarti et al., 2011; Elamanchili et al., 2007) [23,24].
Ademéds, los efectos del MPLA asociado a NPs en la activacién
de macréfagos caninos han sido descriptos (Guldner et al.,

2016) .

Hemos demostrado en este trabajo que el MPLA en una
concentracién de 0.025% no dafia a los macréfagos murinos ni a
las células dendriticas derivadas de monocitos caninos
(cMoDCs) . La inclusidén del MPLA en la NPs, no alterdé ni el
porcentaje de encapsulacidén de los antigenos, ni la integridad
e inmunogenicidad de los mismos. Tampoco se observd que hubiera
cambios en el tamafio y potencial Zeta de las NPs comparado con
las NPs sin MPLA. Finalmente nuestros resultados demuestran
que el MPLA no interfiere con los métodos de conservacidn

desarrollados.

Un factor fundamental en el desarrollo de este tipo de
vacunas es asegurar la entrega eficiente del antigeno a las
células inmunes de la mucosa del dudodeno y yeyuno del perro
en los que el pH es mayor a 5.5 independientemente de la dieta
ingerida (Grayzel y Miller, 1928; HogenEsch, Felsburg 1992).

El sistema de “delivery” de antigenos deberia ser sensible al
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pH intestinal de manera tal de que la capsula gue recubre las
NPs las libere en la primera porcidén del duodeno, para ser
internalizadas por las células M de la mucosa intestinal vy
luego por las células dendriticas (des Rieux et al., 2009).
Nuestros resultados demostraron que el recubrimiento de las
NPs formuladas y recubiertas con EUDRAGIT- L100 luego de
sometidas a un pH de 6.8 no alterd el tamafio de las NPs ni 1la
integridad de los antigenos con un alto porcentaje de

conservacidén de los antigenos encapsulados.

La eficacia en la conservacidén de los antigenos con las
NPs-PLA, que hemos obtenido, frente a las condiciones “in
vitro” del aparato gastrointestinal, estd en concordancia con
la proteccidén obtenida para la insulina usando como polimero
PLGA, sistema que mostrd mas del 60% de conservacidn de la
insulina luego de aplicar condiciones de incubacidén similares

a las que empleamos en este trabajo (Jain et al., 2012).

El epitelio intestinal es una barrera importante en el

pasaje de las NPs a la lamina propia y al tejido linfoide de

las mucosas (Devriendt et al., 2012). Este hecho, ademéas del
transito gastrointestinal, produciria una disminucidn
importante en la eficacia de las wvacunas de mucosas. Dado

que el mucus intestinal tiene carga global negativa, para
aumentar la mucoadhesividad de nuestro sistema de NPs,
funcionalizamos las NPs con CS, cargando las NPs positivamente
para aumentar la adhesividad a la mucosa intestinal, no solo a
las células M, sino a todo el epitelio intestinal (Barbate et
al., 2013; Devriendt et al., 2012). E1 CS es un polisacarido
catidénico natural que se obtiene por medio de la desacetilaciédn
de la qguitina, y ha sido ampliamente estudiado para ser
aplicado en vacunas de mucosas (Xia et al., 2015). Se ha

reportado que el CS no sbdélo aumenta la adhesidén de NPs al
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epitelio intestinal, sino que también favorece la apertura de
las “tight Jjunctions” de la barrera epitelial intestinal
permitiendo el transporte paracelular lo que aumenta la entrega
del antigeno a la células dendriticas (Primard et al., 2010;
Sonaje et al., 2012). En el presente trabajo, el recubrimiento
con CS fue optimizado para obtener NPs con carga positiva
asegurando las interacciones electrostaticas de las NP-CS con
el mucus, favoreciendo la mucoadhesividad en el duodeno. Esta
porcidén del intestino del perro es la que recibe la carga
parasitaria total del gquiste ingerido por el perro. Es por ello
que la estimulacién de la inmunidad contra este parasito en el
intestino delgado es una buena estrategia para desarrollar una
vacuna eficiente contra E. granulosus. La caracterizacién de
las NP luego del recubrimiento con CS mediante el sistema de
andlisis empleado (Zetasizer) confirmé que las NPs presentaban
una carga positiva indicando la incorporacién de las CS a las
NPs formuladas. Estos resultados son comparables a 1los
obtenidos por otros autores (Gupta et al., 2011; Li et al.,
2012; Barhate et al., 2013), pero siguiendo otra metodologia
desarrollada en ésta tesis. Siguiendo la metodologia empleada
por éstos autores, obtuvimos una pérdida de mads de un 90% en
la eficiencia de encapsulacién comparada con la formulacién
sin CS (resultados no mostrados) por lo que buscamos de un
método alternativo descripto en materiales y métodos. Mientras
los arriba mencionados autores incorporaban el CS durante 1la
formulacién, disolviéndolo en la solucién de PVA nosotros
incorporamos el CS luego de obtenida la NPs. Las pruebas “in

vitro” realizadas en éste trabajo a diferentes pH nos mostraron

que el comportamiento del CS fue similar.

El tamafio de las NPs luego de agregar el CS aumentd

superando los 300 nm con un potencial Zeta positivo mayor a 30
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mv y una superficie uniforme. Estos resultados estan en
concordancia con Li y col. (2012) que habiendo incluido CS a
nanoparticulas formuladas con PLA por otra metodologia
obtuvieron NPs con un potencial Zeta de 36 a 43 Mv y un tamafio
de 133 nm a 352 nm, pero con una superficie de NPs menos
uniforme y mas rugosa. Nuestros resultados ademas, estan en
concordancia con las observaciones obtenidas usando NPs-PLGA
recubiertas con CS para el delivery intranasal de la toxina
del tétanos en dbénde la incorporacidén de CS no alterd la
eficiencia de encapsulacién, la integridad ni la
inmunogenicidad del antigeno (Vila et al., 2002; Ghalavand
et al., 2018). Nuestros experimentos al igual que 1los
desarrollados por Ghalavand y col. (2018) mostraron que el CS
no altera la E/E, integridad, ni la inmunogenicidad del
antigeno. Por otro lado se ha reportado el uso de CS como
adyuvante para vacunacién subcutédnea en ovejas contra E.
granulosus usando el antigeno EG95 (Umair et al., 2017). Los
resultados obtenidos por estos investigadores mostraron que en
la inoculacién subcutédnea el CS tenia un efecto adyuvante
importante potenciando la respuesta inmune dependiente de
anticuerpos. Hasta el momento no se han reportado vacunas
orales para ser usadas en caninos usando CS en su composicidn.
Estos resultados apoyan que la incorporacién de CS a las NPs
es una estrategia muy prometedora para el desarrollo de vacunas

orales.

El empleo de cultivos de macrdédfagos murinos J774 y células
dendriticas de perro derivadas de monocitos sanguineos, nos
permitidé estudiar el efecto del MPLA y el CS sobre 1la
internalizacién de las NPs. Ninguno de los dos adyuvantes
tienen un efecto citopatico ni en macréfagos ni en las cMoCDs,

si bien el CS altera levemente la internalizacidn de las NPs

109



en las células dendriticas de perros. A pesar de este ultimo
resultado, aun consideramos que la funcionalizacidén con CS es
una buena estrategia ya que su empleo favorece de todos modos
la adherencia al mucus intestinal. De acuerdo a nuestros
experimentos el CS no se elimina totalmente debido a las
condiciones de pH intestinal asegurando la interaccidén NPs

mucus intestinal.

La potenciacién de la respuesta inmune de mucosa usando
CS ha sido previamente demostrado en la generacidén NPs-PLGA-
Hepatitis B para administracidén intranasal (Pawar et al.,
2013) y en vacunas experimentales usando antigenos de la
membrana B de Brachyspira hyodysenteriae encapsulados en
microparticulas de PLGA (Jian et al., 2014) 1las cuales

desarrollaron altos niveles séricos de IgG y IgA.

Para asegurar la estabilidad de la nanovacuna durante su
almacenamiento las NPs fueron liofilizadas con el agregado de
un protector e incluidas en céapsulas para facilitar 1la
administracidén oral a los perros. Para producir las céapsulas,
se utilizdé el recubrimiento con Eudragit® L100-55. Este es un
material soluble a un pH por encima de 5.5 pero resistente al
PpH gastrico como ha sido mostrado en nuestros ensayos in vitro
y en concordancia con otros investigadores (Khan et al., 1999;
Xu et al., 2018). Una aproximacidén similar se ha empleado para
una vacuna oral experimental usando un antigeno recombinante
de Helicobacter pylori. NPs—-PGLA recubiertas con Hidroxipropil
metilcelulosa ftalato, un polimero biodegradable sensible al
pH, fueron empleadas para inmunizar ratones en forma oral con
muy buenos resultados (Tan et al., 2017). El uso de Eudragit®
L100-55 para recubrir nanoparticulas de CS fue utilizado para
desarrollar un sistema que realizara el “delivery” de antigenos

a nivel de placas de Peyer (Xu et al., 2018). Estos autores
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prepararon particulas de un tamafio de 558.2 + 35.6 nm, con una
eficiencia de encapsulacién del 90.38% + 9.12, Dbuena
estabilidad y gran resistencia a las degradacidén enzimdtica y
acida, produciendo altos niveles de IgG e IgA en un modelo 1in

vivo usando ratas.

En esta primera etapa de nuestros experimentos disefiamos
NPs de tamafio y carga adecuada, que presentaron gran eficiencia
de encapsulacién, conservaron la integridad e inmunogenicidad
de los antigenos EgTrp vy EgA3l, asi como wuna adecuada
funcionalizacidén con MPLA % CS que no altera las
caracteristicas mencionadas de las NPs vy los antigenos.
Demostramos también que el CS le confiera una carga positiva a
las NPs y sobre todo que los antigenos estan protegidos de las
condiciones del estbébmago e intestino del ©perro. La
caracterizacién de las NPs formuladas nos permitid demostrar
que el sistema es adecuado para encapsular, conservar y

proteger los antigenos.

Una vez formuladas las NPs 1iniciamos estudios de
internalizacidén e inmunogenicidad in vitro (activacidédn de CDs)
en cultivos de células dendriticas, y estudios de
inmunogenicidad y eficacia in vivo en ensayos clinicos en

perros.

2) INTERNALIZACION Y ACTIVACION DE cMoDCs

Para desarrollar una respuesta inmune a nivel de mucosas
mediante una vacuna suministrada via oral debemos evitar el
desarrollo de tolerancia inmunoldgica (Holmen vy Cerkinsky,
2005) . Uno de los mecanismos del desarrollo de tolerancia es
la generacién de células T reguladoras (CD4*CD25%) que suprimen

las respuestas inmune protectoras (Wu et al., 2003) La
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activacidén y la expansidn clonal de estas células T reguladoras
depende de las células dendriticas. Para evitar el desarrollo
de células T reguladoras que inhiban las respuestas inmunes
protectivas como las inducidas por las vacunas, es necesario
activar células dendriticas e incrementar la buena presentacidn

de antigenos (Feller et al 2013).

En el desarrollo de estos sistemas, una buena comprensidn
de la interaccidén de las células dendriticas con las NPs es
esencial en el desarrollo eficaz de nanovacunas (Zhao et al.,
2010) . A modo de ejemplo, se ha descrito que las
caracteristicas fisicas de las NPs influyen sobre la captura
por las células dendriticas y macrdéfagos activados y en la
presentacidén de antigenos a las células T, por las vias de
clase I (MHC I) o de clase II (MHC II) dependientes (Reddy et
al., 2006).

Varios estudios han sido llevados a cabo in vitro para
caracterizar la interaccidén de diferentes tipos de NPs con
células dendriticas de ratdén o humanas (Redy et al., 2006; Zhao
et al., 2014). En contraste, pocos estudios se han realizado
sobre células caninas, siendo mayoritarios aquellos que
emplearon macrdéfagos (Derman et al., 2015; Guldner et al.,
2016) . Segun la bibliografia disponible es la primera vez que
se demuestra la interaccidén de las células dendriticas caninas
con NPs - PLA biodegradables y que se observa claramente la
capacidad de activacidén de las CDs o inmunogénicidad in vitro

de las NPs+PLA+MPLA.

Las DCs de perro al igual que las DCs humanas y de ratones
pueden ser generadas In vitro a partir de monocitos sanguineos
(PBMC) luego de estimularlos con IL-4 y GM-CSF recombinantes.
Para ello, los monocitos sanguineos son aislados por

centrifugacidén en gradiente de densidad, y purificados por su
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habilidad de adherirse a los frascos pléasticos de cultivo o
por el uso de particulas magnéticas unidas a anticuerpos
especificos para moléculas presentes en la superficie de 1los
monocitos, usando el sistema MACS (magnetic microbead
technology) (Qeska et al., 2013). Estos dos métodos han sido
empleados en este trabajo para generar células dendriticas
derivadas de monocitos de perro (cMoCDs). En ambos protocolos,
a los 6 dias de cultivo, 1las cMoDCs inmaduras mostraron
prolongaciones celulares tipicas de las CDs y un gran nucleo
lobulado. Con respecto al inmunofenotipo, con los dos
protocolos usados, las células obtenidas expresaron
fuertemente CD14. Por otro lado, las células obtenidas por el
método MACS (anti-CD14) mostraron una alta expresidén de CD80 vy

CD40 y MHCII al final de la etapa de diferenciacidn.

Nuestros resultados son consistentes con lo mostrado por
otros autores en la literatura disponible. Se ha descrito que,
en contraste con las cMoDCs humanas o de ratdén, las células
dendriticas de perro inmaduras mantienen la habilidad de
expresar CD14 luego de la diferenciacidén (Bonnefont-Rebeix et
al., 2006; Gutzwiller et al., 2010; Qeska et al., 2013),
mientras que las células maduras, luego de estimuladas con GM-
CSF e IL-4 expresan altos niveles de CD40, MCH II y CD80 (Ibisch
et al., 2005; Gutzwiller et al., 2010).

Durante la etapa de seleccidédn de monocitos, observamos
sorprendentemente que la seleccidén por CD14 empleando la
tecnologia MACS, indujo la expresidén de CD86 en las células
positivas al dia 0. Esta observacidén sugiere que el uso del
anticuerpo primario anti-CDl14 para marcar a los monocitos
sanguineos indujo una activacidén Dbasal de los monocitos
aislados evidenciado por la expresidén de las moléculas co-

estimuladoras CD80 los cuales son marcadores de activacidn.
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La activacidén de las células dendriticas responde a la
interaccidén de sus receptores de superficie (TLRs) con sus
ligandos y se caracteriza por la expresiédn de las moléculas
co-estimuladoras CD80, CD86, CD40 y del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo II (MHC-ITI) (Tizard, 2009) .
Nuestros resultados se explican desde que CD14 es un co-
receptor para LPS Jjunto a TLR4. Durante el proceso de
diferenciacidn, esta expresidn decrece hasta alcanzar un nivel
basal al dia 6, momento en el cual se estimulan las cMoDCs por

medio de LPS o NPs.

Durante mucho tiempo se ha reportado que caracterizar
especificamente la activacidén las células dendriticas caninas
ha sido dificil. Varios autores reportaron que CD86 se expresa
durante la diferenciacidén y que es un marcador confiable de la
activacién de las cMoDCs (Bonnefont-Rebeix et al., 2006;

Gutzwiller et al., 2010; Qeska et al., 2013).

Nuestros resultados indican que luego de las 24 h de
incubacién con el ligando del receptor TLR-4, LPS, se observa
la expresidén de CD86 en las cMoDCs y un aumento en la expresidn
de CD80, MCH II y CD40, de acuerdo con los resultados previos
descritos en CDs humanas, de ratdn y caninas (Qeska et al.,
2013) . De esta manera decidimos usar en nuestros experimentos
LPS como control positivo de activaciédn y CD86 como marcador

de activacidédn de CDs.

Para estudiar el efecto del MPLA en la internalizacidn
del de las células cMoDCs, marcamos las NPs con 6xido de
hierro. Los resultados obtenidos mostraron gque las NPs son
eficientemente internalizadas por las células caninas. EI1
hierro se detectd en las células luego de las 2 h de contacto
como pequefios granulos 0,2 pm en la superficie de las células;

la internalizacidén se hizo evidente y masiva después de las 24
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h de contacto y continudé hasta las 48 h. Luego de 24 h de
contacto se observan acumulos azules de hierro, grandes vy
pequefios, siendo mayor el numero de células con acumulos
grandes cuando son incubadas con NPs-blanco y mayor el numero
de células con acumulos pequefios en las incubadas con NP-MPLA.
Estas diferencias sugieren que el MPLA induce una via diferente
de degradacidén. Por otro lado, la presencia de granulos de
mayor tamafio que aquellos observados a las 2 horas sugiere que
las NPs probablemente fueron degradadas quedando el hierro
secuestrado en las vesiculas fagolisosdédmicas en dénde deberian

degradarse las NPs.

Las particulas exdbgenas, moléculas o patdgenos son
adquiridos por las células por diferentes vias de endocitosis
ya sea pinocitosis o fagocitosis. Las vias pinociticas incluyen
endocitosis mediada por caveolina (particulas entre 50-80 nm),
mediada por clatrina (particulas menores a 150 nm), vy
macropinocitosis (0,5 a 5 micras). Las particulas mayores a
500 nm son también internalizadas por fagocitosis (Khalil et
al.2006). Las células presentadoras de antigenos internalizan
particulas de alrededor de 200 nandémetros via pinocitosis,
mientras que aquellas de 1 um son capturadas via
macropinocitosis o fagocitosis (Zhao et al., 2014; Derman et

al., 2015).

Las NPs desarrolladas en este trabajo tienen un tamafio de
alrededor de 300 nm por lo gque esperariamos que el mecanismo
de internalizacidén seria de pinocitosis. Las NPs con un tamafio
entre 20 y 200 nm son preferentemente internalizadas por las
DCs mediante mecanimos de pinocitosis, mientras dque 1los
macrbéfagos emplean mecanismos de macropinocitosis %
fagocitosis para la captura de particulas mas grandes, entre

05 yv 5 micras (Xiang et al., 2006).
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En el modelo celular A549, NPs-PLA son internalizadas por
la via de pinocitosis mediada por clatrina (Macedo da Luz,
2017) . Por otro lado Blander y Medzhitov (2004) demostraron
que la activacidn y regulacidn de la fagocitosis es dependiente
de multiples pasos que incluyen internalizacidédn y maduracidn
del fagolisosoma. Los mismos autores observaron dos modos de
maduracidédn del fagosolisosoma, constitutivo e inducible. Su
principal diferencia dependia de la capacidad de la carga para
activar la seflalizacidén via TLR. Nuestros resultados indican
que el MPLA estaria activando los mecanismos de pinocitosis
evidenciado por la acumulacidén de hierro en particulas
pequefias. Las nanoparticulas desarrolladas presentan un tamafio
adecuado para la internalizacidén por las cMoDCs. Foged y col.
(2005) mostraron en DC humanas, empleando particulas
fluorescentes, que el tamafio o6ptimo de particulas para una
rapida y eficiente adquisicién era menor a 500nm y gque la
internalizacién ocurria en wuna forma concentracidén-tiempo
dependiente. Estos resultados fueron confirmados por
Elamanchili 'y col. (2004) en macrdéfagos de ratdn @ se
internalizaban a las 2 h de contacto y a las 24 h se acumulaban
en los lisosomas. Resultados similares se obtuvieron con
macréfagos caninos y nanoparticulas de PLGA (Derman et al.,
2005) . Estos autores demostraron que péptidos cargados en NP-
PLGA eran fagocitadas por macrdéfagos caninos duplicando 1la
produccién de o6xido nitrico (NO) en contraste con el péptido
libre, sugiriendo que el sistema NPs producia una activacidn
de los mismos. Guldner y col. (2016) observaron que PLGA/OVA-
FITC se localizaba dentro del citoplasma de la mayoria de los
macréfagos caninos 2 h después del contacto in vitro, y que la
internalizacidén continuaba hasta las 24hs. Estudios in vivo,
mostraron que en ratones NPs-PLGA de alrededor 300 nm generaban

una mejor maduracidédn de las DC y una respuesta antigénica mas
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eficiente que las NPs-PLGA de un tamafio de alrededor de 1lum

(Joshi et al., 2013; Xiang et al., 2016).

El tamafio de las NPs que hemos desarrollado, de alrededor
de 300nm, permitié una eficiente internalizacidén por las
células dendriticas de perros, lo cual ha sido demostrado por

primera vez en el mundo.

El adjuvante es un factor que afecta la internalizacidén y
activacién de las células presentadoras de antigenos (Oh et
al., 2014; Gutjahr et al., 2016). Las NPs desarrolladas con
el agregado de MPLA, produjeron una buena activacidén de las
células dendriticas comparadas con las NPs sin MPLA. Estos
resultados estédn de acuerdo con lo encontrado por otros autores
(Elamanchili et al., 2004). Estos autores observaron en un
modelo murino que los marcadores de activacidédn tenian mayor
expresién cuando las NPs contenian MPLA. En el mismo modelo,
Margaroni vy col. confirmaron el efecto adjuvante del MPLA en
la co-encapsulacién de NPs-PLGA con MPLA (Margaroni et al.,
2016) . La formulacidén completa empleada por ellos indujo una
expresidédn mas significativa de CD40, CD80, CD86 y MHC clase II
en DCs de ratones, y una mas eficiente produccidén de IL-12 vy
IL-10 que las NPs-PLGA sin MPLA. Ademéds, esas DC promovieron
la activacidén de células T y el desarrollo de una respuesta
efectora (Margaroni et al., 2016). Weilhammer vy colaboradores
observaron que la conjugacidén de MPLA a nanoliproteina (NPL)
aumentaba significativamente la expresién de moléculas co-
estimuladoras, en células dendriticas y la produccidén de
citoquinas (IL-6, TNF-o, MIP-la y RANTES) comparada con la
inyeccién de NLP sola (Weilhammer et al., 2013). Sarti et
al., mostraron que la formulacidén completa PLGA-MPLA-OVA
inducia una respuesta IgG mayor que la OVA en PBS o PLGA-OVA

sin MPLA. Mas alUn titulos significativamente altos de IgA se
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generaban con la formulacidén completa, proporcionando la
capacidad de inducir inmunidad de mucosas (Sarti et al.,

2011) .

Para optimizar la cantidad de MPLA a emplear en nuestros
estudios y evitar el efecto téxico del mismo, ensayamos 4
concentraciones (0.2%, 0.1%, 0.05% vy 0.025%). Cuando se
incubaron durante 48 horas las cMoDCs con concentraciones de
MPLA de 0.1% vy 0.2%, se observdé que las células estaban
completamente llenas de 6xido de hierro, a veces con gran
exocitosis de hierro extra citoplasméatico, sugiriendo
sufrimiento o alteracidén celular. Las NPS que contenian 0.025%
fueron bien internalizadas vy no tuvieron impacto en la
viabilidad de las células. Luego de 48 horas de incubacidn,
las células tenian un aspecto morfoldgico compatible con
células dendriticas saludables, sin alteraciones
citoplasmaticas observables al microscopio que nos indicaran
sufrimiento o dafio celular, por lo cual seleccionamos esta
concentracién de 0.025% para seguir nuestros estudios. La
ausencia de efectos tdéxicos en las células con concentraciones
de MPLA empeladas (250 ng/ml para NPs y entre 62 ng/ml y 500
ng/ml en el medio de cultivo coincide con la literatura
(Nkabinde et al., 2014; Macedo Da Luz et al., 2017). Mas aun,
Ismaili y col. (2002) no encontraron efectos tédxicos en células
dendriticas derivadas de monocitos humanos asi como de células
T de sangre periférica aun a 100 pg/ml de MPLA. Por otro lado,
estudios realizados con células A549 mostraron que las
concentraciones de NPs-PLA entre 2 'y 200 pg/mL o
concentraciones de NPs-PLGA entre 0.01 y 4 mg/mL no tenian
efecto sobre la viabilidad (Grabowski et al., 2013; Macedo Da
Luz et al., 2017). Esta ausencia de toxicidad de NPs-PLGA fue

confirmada por Nkabinde et al usando células Caco-2 y Hela
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aun con concentraciones altas (5.8 mg/ml) (Nkabinde et al.,

2014) .

La formulacidén de NPs desarrolladas es la mas adecuada
para la internalizacidén y activacidédn de las CDs. Es asi que
estudiamos también el efecto de las distintas formulaciones en
la activacién de las cMoDCs obtenidas por el sistema MACS
evaluando la expresién de los marcadores CD40, CD80, CD86 y el
complejo MHCII. Analizamos por citometria de flujo 1la
expresiédn de estas moléculas luego de 24 horas de incubacidn
con las formulaciones NPs-blanco, NPs-MPLA, NPs-EgTrp, la
formulacidén completa NPs-EgTrp-MPLA, el antigeno recombinante
EgTrp y LPS como control positivo de activacidén celular.
Nuestros resultados mostraron que la expresidén de todos 1los
marcadores excepto CD86, estaba aumentada en las células
inmaduras antes del contacto. En el caso de CD86, se detectd
una expresidén alta después de la incubacidén con el control
positivo LPS y con las formulaciones analizadas. En particular,
el porcentaje de células positivas frente a NP-MLA y NPs-EgTrp-
MPLA fue levemente superior al control positivo. Asimismo, el
incremento de fluorescencia de las células positivas fue
notorio en presencia de la formulacidédn completa sugiriendo una
buena activacién de las células. Por otro lado, el antigeno
recombinante cuando fue aplicado solo no indujo la activacidn
de CD86, sugiriendo que el antigeno recombinante EgTrp no es
un buen activador de cMoDCs lo que hace evidente la necesidad
del wuso del sistema de “delivery” desarrollado, para ser

suministrado como wvacuna oral.

También en nuestros ensayos quedd demostrado que las
NPs-blanco tienen un efecto adyuvante, lo que reafirma nuestra
conviccién de usar el polimero PLA para la formulacidédn de las

NPs.
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En nuestro modelo de DC “in vitro” determinamos gque las
NPs desarrolladas tenian capacidad para activar células
dendriticas y que potencialmente podrian ser usadas en el
desarrollo de vacunas en general y de vacunas contra el cestode
Echinococcus granulosus en particular. A pesar de que la
vacunacién oral tiene numerosas ventajas, la degradacidén de
los antigenos vacunales, su baja captura por el tejido linfoide
del tracto gastrointestinal y el desarrollo de tolerancia via
células dendriticas pueden ser una problema importante a
resolver en esta nueva generacidn de vacunas (Mata-Haro et
al., 2007; Sarti et al., 2011; Fichter et al 2015). Hemos
desarrollado nanopaticulas que protegen a los antigenos y que
tienen la capacidad de llegar al sistema inmune de la mucosa
intestinal y activar el sistema inmune. Por eso en los prdéximos
experimentos realizaremos estudios de inmungenicidad vy de

proteccidén in vivo, en ensayos clinicos en perros.

3) ESTUDIOS CLINICOS DE INMUNOGENICIDAD Y PROTECCION

Los primeros estudios clinicos realizados en el marco de
este trabajo, fueron estudios de inmunogenicidad de las
diferentes formulaciones. Se vacunaron perros Beagle con una
dosis de NPs via oral sin desafiarlos con E. granulosus.
Pretendimos, de esta forma, obtener informacidn acerca de la
capacidad de las NPs desarrolladas para activar el sistema
inmune sistémico vy de mucosas. Antes de realizar las
vacunaciones se realizaron estudios parasitoldégicos a 1los
animales. De acuerdo a los mismos se observd la presencia de
pardsitos antes y al final del experimento, (ver resultados).
Considerando que en el dia 0 observamos anticuerpos anti-
tropomiosina al igual que en el dia 21, creemos que los

resultados positivos encontrados, incluso en algunos controles
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negativos, son debidos a la estimulacidédn del sistema inmune
por estos paréasitos, teniendo en cuenta que todos los helmintos
tienen en su soma parasitario proteinas musculares. Estas
proteinas estan asociadas al desarrollo de alergias, y por lo
tanto son capaces de activar el sistema inmune adaptativo vy
desarrollar memoria inmunoldgica, (Sereda et al., 2008; Tyagi
et al., 2015; Navarrete-Perea et. al., 2017; Carballo vy
Coronado, 2018; Vogt et. al., 2018). Probablemente esto
explique porqué los animales del grupo control presentaron
niveles de anticuerpos anti-tropomiosina detectables. La
tropomiosina es una proteina muy conservada y estd presente en
helmintos parasitos como por ejemplo en M. corti, en Ascaris
sp, O. volvulus, S. mansoni, T. canis T. colubriformis, H.
contortus y O. Ostertagi, y T. spiralis (Sereda et al., 2008;
Koziol et al., 2011; Zhu et al., 2014).

Segun nuestra experiencia profesional, en estudios
epidemioldgicos y experimentales con perros, sabemos que es
dificil mantener a los animales libres de parasitos sobre todo
libre de T. canis. La alta resistencia a los parasiticidas vy
algunos quimicos que se utilizan para la limpieza de los boxes
donde se encuentran los animales, es determinante (Moreno et
al 2004). Como consecuencia los huevos permanecen viables vy
los perros se pueden re-infectar. Datos epidemioldgicos avalan
esta afirmacién (Cabrera et. al; 1995-1996; Felsmann M.2017).
Esto nos cred un importante problema experimental a la hora de
evaluar la respuesta porque la ingestidén de huevos larvados T.
canis, permanecen en 1los animales como larvas hipobidticas
(estado de resistencia) (Nijsse et. al; 2016) y desarrollan
altos niveles de anticuerpos especificos (Zwickl et al; 2018).
Estos autores encontraron altos niveles niveles de IgE e IgG

especifica contra antigeno somdtico de larvas III de T. canis
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dentro de las cuales las proteinas musculares paramiosina vy
tropomiosina son las predominantes. En nuestros experimentos
observamos una respuesta de IgG asi como IgE en sangre. Como
se observdé IgE en los animales que fueron vacunados con las
NPs sin antigeno, no podemos afirmar que la respuesta sea
debida a la vacuna. Estos datos nos indican que los antigenos
musculares activan células B para producir IgE y linfocitos T
y por lo tanto inducen memoria en el sistema inmune, lo cual
es el objetivo de las vacunaciones (Guo et al., 2016). Estos
resultados indican que las proteinas que empleamos para
nuestros experimentos son apropiadas para ser utilizadas en
vacunas desde el momento que activan el sistema inmune
adaptativo (linfocitos B y T) y por lo tanto desarrollan
memoria inmunoldgica, con inmunidad de larga duracidén. En
general, las fuertes respuestas de Th2/IgE durante 1las
infecciones ©por helmintos estdn asociadas con sintomas
alérgicos, que probablemente (pero no exclusivamente) dependan
de la inmunomodulacidén inducida por parédsitos (Carballo vy
Coronado, 2018), como Ascaris sp, Estrongilus sp, Anisakis y
echinococcosis  sp. Ademés, hay evidencia de que las
helmintiasis (por ejemplo, ascariasis) pueden aumentar los
sintomas en pacientes alérgicos. La tropomiosina de A.
lumbricoides (Asc 1 3) tiene una fuerte actividad alergénica
asociado al asma en humanos con reactividad cruzada con las
tropomiosinas de los acaros del polvo doméstico (HDM) (Carballo
y Coronado, 2018). Esto sugiere que en nuestros experimentos
la presencia de otros parédsitos pudiera también desarrollar
una reactividad cruzada de anticuerpos con las proteinas

musculares de E. granulosus encapsuladas en las NPs.

Son pocos los trabajos publicados en dénde se utiliza

vacunacién via oral con diferentes sistemas de “delivery” de
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antigenos, contra el cestode E. grannulosus. El1 grupo de P.
Desplazes, inmunizd perros por via oral con esporas de Bacilus
subtilis formadoras de biofilms expresando en su superficie
rEgTrp y rEgA3l (Vogt et al., 2018). Los animales vacunados
desarrollaron una respuesta especifica de anticuerpos del
isotipo IgG pero no IgA, sugiriendo que no hubo estimulaciédn
del sistema inmune de mucosas. En nuestros experimentos usando
los mismos antigenos recombinantes obtuvimos una buena
respuesta de IgA en saliva y en heces sugiriendo gque hubo
activacién del sistema inmune de mucosas. Creemos que esta
diferencia entre los experimentos de Vogt y col. y nuestros
experimentos se debe quizads, a que al encapsular los antigenos
en las NPs, estos gquedan protegidos del ambiente enzimatico
intestinal y ademds tiene la capacidad de activar el sistema
inmune de mucosas. Nosotros observamos un incremento de IgA en
las heces pero no en los sueros sugiriendo una estimulacién de
la inmunidad de mucosa pero sin aparente activacién de la

inmunidad sistémica por las NPs-EgTrp.

La respuesta inmune Th2 se ha descrito como el principal
mecanismo de expulsidén de parédsitos de la luz intestinal,
mediante el desarrollo de una reaccidén de hipersensibilidad de
tipo I mediada por IgE (reaccidédn alérgica) (Harrison et al.,
1998; Clife et al., 2005; Artis, 2006; Anthony et al., 2007;
Webb et al., 2007; Hibner et al., 2010). Al igual que Kouguchi
y colaboradores, no encontramos un incremento de IgE asociado
a la vacunacidén con nanoparticulas. Este hecho reafirma la

ausencia esperada de una respuesta inmune sistémica.

En el anédlisis de la respuesta de los isotipos de IgG
(IgG1l/IgG2) a nivel sistémico se observd un claro predominio
del isotipo IgG2 tipico de las respuestas Thl a diferencia de

la respuesta de IgA a nivel de mucosas que es claramente Th2.
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Nuestro experimento de inmunizacidn, y de acuerdo al isotipo
de inmunoglobulina detectada por ELISA contra el antigeno
rEgTrp, sugiere gque tenemos una respuesta sistémica del tipo
Thl y una respuesta de mucosas del tipo Th2, basicamente

podriamos decir que tenemos una respuesta mixta Thl/Th2.

Son necesarios mas experimentos para poder asegurar
categdéricamente gque nuestro sistema de NPs biodegradables
inducen wuna respuesta mixta Thl/Th2. Deberiamos realizar
estudios de citoquinas expresadas por linfocitos obtenidos de
animales vacunados y no vacunados para determinar el tipo de
respuesta T generada como fue estudiado por Rossi y col.
(2012). Estos autores demostraron gque una infestacidédn con
protoescdlices de E. granulosus desarrolla una clara
polarizacidén de tipo Th2 a nivel de las mucosas. Esta
polarizacidén probablemente activa mecanismos que desarrollan
una primera expulsidén de parasitos que evitarian el desarrollo
de una infeccidén crénica. Posteriormente los mismos autores
demostraron que frente a varias infecciones y reinfecciones el
animal se hace resistente a la reinfestacidén por E. granulosus
y en ese momento la polarizacidén Th2 cambia y se transforma en

mixta Thl/Th2.

En otros experimentos de inmunizacidén oral Petavy y col.
(2008) wvacunaron perros con una cepa mutante de Salmonella
atenuada como vector para que produjera las mismas proteinas
empleadas en esta tesis y en los ensayos con biofilms vya
mencionados. La diferencia entre estos tres experimentos es el
sistema de “delivery”. El sistema utilizado por Petavy y col.
desarrolla un granuloma rico en células mononucleares desde
dénde las salmonellas producen los antigenos, en un
microambiente de citoquinas del tipo Thl; una respuesta no

asociada a los mecanismos de expulsiédn de parasitos
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intestinales. Los autores observaron un aumento de plasmocitos
con presencia de IgA en el tejido linfoide intestinal, pero no
describen la presencia de anticuerpos IgA especificos en las
heces o saliva. A su vez no encontraron niveles aumentados de
IgG, IgA e IgE en el suero, comparados con los controles
negativos lo que sugiere que no hubo respuesta sistémica.
Nosotros observamos un aumento de IgA en saliva y en heces,
sugiriendo una respuesta especifica de mucosas y sistémica de
anticuerpos especificos a predominio de IgG2. Aunque Petavy vy
col. observaron un aumento de células T y B a nivel del tejido
linfoide intestinal indicativo de activacidédn de respuesta
inmune adaptativa a nivel de las mucosas, no necesariamente
tiene que ser especifica para EgTrp o EgA31l. Si bien se observd
inflamacién a nivel intestinal en los perros vacunados, ésta
pudo ser una respuesta hacia la Salmonella. Estos resultados
demuestran claramente que la eficacia o capacidad protectora
de las vacunas de mucosas tampoco depende Unicamente de los

niveles de anticuerpos.

El grupo de Kouguchi y col. (2013) realizd experimentos
de inmunizacidén con antigenos de E. multilocularis via nasal
(4 dosis) con un total de 500 pg total del antigeno SRfl por
animal, y 3 dosis via oral por animal, usando una capsula
entérica con 15 mg de antigeno mezclado 100 mg de la subunidad
B de la toxina del célera por animal. Estos autores evaluaron
la respuesta sistémica de anticuerpos y no observaron aumento
de anticuerpos durante el proceso de inmunizacidén, pero si
observaron un aumento de IgG e IgA en suero luego del desafio
de los animales con las tenias. A pesar de la vacunacidén con
grandes dosis de antigenos empleados por éstos investigadores
por via oral no pudieron observar aumento de IgA en saliva o

en heces y tampoco de IgE en suero, a diferencia de nuestros
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experimentos en donde pudimos detectar IgA en saliva y heces,
e IgE en suero. Estos autores no demostraron gue su vacuna
estimulara la inmunidad de mucosas, pero obtuvieron un buen
porcentaje de proteccidén (87,6%). EI1 antigeno por ellos
empleado, es también una proteina localizada nivel de las
ventosas, el rostello de las tenias Echinococcus
multilocularis, al igual que las proteinas musculares EgTrp y
EgA31 de Echinococcus granulosus. Esto sugiere que 1los
antigenos ubicados en esos lugares del parasito son buenos para
inducir inmunidad protectora y potencial desarrollo de vacunas

contra éstos y otros cestodes.

Por otro lado ensayos de vacunacidén usando tropomiosina
de la filaria Acanthocheilonema viteae, helminto que produce
infeccidén tesidual, asociados a adyuvantes que desarrollan
respuesta Thl, e inducen proteccidén (Hartman et al., 2006),
mientras que el uso de adyuvante de aluminio que desarrolla
respuestas tipo Th2 vy anticuerpos protectores no desarrollaron
proteccidén. Estos estudios demuestran que la tropomiosina en
condiciones especiales puede desarrollar una respuesta no
alergénica e inducir proteccidédn contra pardsitos tesiduales.
Esta proteina muscular muestra una gran versatilidad en el
desarrollo de inmunidad protectora lo que la hace un buen
candidato para el desarrollo de vacunas contra parasitos tanto

tesiduales como luminales.

En nuestro estudio piloto de vacunacidén vy desafio,
observamos una reduccidén del numero de parasitos comparados
con el control. Consideramos éste, un resultado muy prometedor,
aunque es necesario utilizar un mayor numero de animales para
asegurar su efecto protectivo. Otros estudios de vacunacidn
usando antigenos musculares y tegumentarios mostraron niveles

de proteccidén entre un 70 y 80% para E. granulosus y de 86.7%
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para E. multilocularis, respectivamente (Petavy et. al., 2008

Kouguchi et al 2013).

La observacidén macroscdpica de los intestinos de los animales
vacunados muestran un proceso inflamatorio intenso,
coincidiendo con lo observado en los ensayos de vacunacioén
oral, empleando Salmonella como sistema de “delivery”, Petavy
et al (2008). En los experimentos mostrados en éste trabajo
usando nanoparticulas se observdé una estimulacién de 1la
inmunidad de mucosa debido a la deteccidédn de IgA especifica,
no comprobandose en los trabajos mencionados de Petavy et al
(2008) y Kouguchi et al (2013. Si no tenemos IgA en realidad
no podemos asegurar que la respuesta es una respuesta de
mucosas y mediada por células T, podemos estar frente a una
estimulacidén inespecifica de la respuesta inmune y no una
respuesta especifica mediada por epitopes B y T como son las

respuestas que debieran generar las vacunas.

Los antigenos musculares tropomiosina y paramiosina son
compartidos por varias especies de helmintos parasitos. Estos
parecerian buenos inmundgenos y eventualmente podréan
desarrollar una buena respuesta inmune contra helmintos del
perro e incluso aquello de potencial zoondtico. En éste sentido
el desarrollo de una vacuna utilizando antigenos compartidos vy
conservados nos permitiria desarrollar una vacuna universal
contra varios helmintos intestinales del perro de interés
médico y veterinario. Eso nos indica la importancia de seguir

trabajando en ésta direccidn.

Finalmente creo firmemente que nuestros resultados
indican que las NPs desarrolladas son capaces de inducir una
respuesta de anticuerpos a nivel de mucosas y sistémica, vy
reducir el establecimiento de las tenias en el intestino del

hospedero definitivo. Serd necesario pasar al siguiente nivel
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de experimentacidédn empleando un mayor numero de animales, para

comprobar estos resultados primarios sumamente alentadores.
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1)

)

6)

CONCLUSIONES

Desarrollamos un sistema de transporte de antigenos usando
nanoparticulas para el desarrollo de una vacuna oral
contra el cestode Echinococcus granulosus para ser

aplicada en perros.

Encapsulamos la tropomiosina (EgTrp) vy la paramiosina
(EgA31) recombinantes de E. granulosus en nanoparticulas
biodegradables con una alta eficiencia de encapsulacién,
y conservacién de la capacidad inmunogénica e integridad

de los antigenos.

Las nanoparticulas desarrolladas protegen a los antigenos
recombinantes rEgTrp y rEgA31l de las condiciones gastricas

e intestinales.

Desarrollamos un método de conservacioén con NPs
liofilizada e incluida en capsulas de proteccidn géastrica
e intestinal para resistir las condiciones adversas del
aparato gastrointestinal. Esta formulacidén de
conservacién permite guardar la vacuna a temperatura

ambiente sin alterar los antigenos durante mucho tiempo.

Bifuncionalizamos las NPs agregandole CS y MPLA sin
alterar la integridad y la capacidad inmunogénica de los

antigenos rEgTrp y rEgA31l.

El agregado de las moléculas CS y MPLA a la formulacién
de las nanoparticulas permitird a las NPs adherirse a toda
la superficie intestinal y aumentar la capacidad de las

mismas para llegar al tejido linfoide de la mucosa.
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7) Por primera vez se demostrd como las NPs wusando el
polimero biodegradable Acido Poli-Lactico (PLA) con el
agregado del adyuvante MPLA en su formulacidédn pueden
activar células dendriticas de perros y aumentar moléculas
co-estimuladoras imprescindibles para activar linfocitos

T.

8) Los ensayos clinicos de inmunogenicidad de la nanovacuna
oral indicaron que la nanovacuna era capaz de estimular
la inmunidad de mucosa debido al aumento de IgA observado
en saliva y heces y una respuesta mixta Thl/Th2 sistémica

de acuerdo a la relacidén de isotipos de IgG2 e IgGl.

9) Un estudio piloto de eficacia mostrdé un 94.5 % de de
expulsién de tenias y esa expulsidédn estd asociada a un

fuerte proceso inflamatorio observado a nivel intestinal.

10) En ésta Tesis por primera vez se desarrolld una
nanovacuna contra paradsitos para ser administrada por via

oral en perros.
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