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Resumen

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical desatendida causada por el parasito
intracelular Trypanosoma cruzi. Los medicamentos disponibles no son del todo efectivos en la
fase crdénica y no hay vacunas disponibles contra esta enfermedad. Las microalgas representan
una prometedora plataforma para la produccién de vacunas de bajo costo: de entrega oral, sin
la necesidad de purificacién de la proteina antigénica y libres de la cadena de frio. En este
trabajo se presenta el prototipo de una vacuna oral basada en el antigeno Tc24 fusionado al
péptido ligando de células M Col (Tc24:Col). Después del modelado de la estructura terciaria,
los analisis in silico sugieren que la proteina es antigénica, no alergénica y el acoplamiento
molecular indicd una posible interaccion con los Receptores tipo Toll 2 y 4. Posteriormente, el
gen de Tc24:Col se clond en el vector inducible pAlgevir para proceder a la transformacion
transitoria de Schizochytrium sp. mediante Agrobacterium tumefaciens. Por Western blot se
demostré la expresién de la proteina quimérica Tc24:Col a las 48 h post induccién con
rendimientos de 632 pg/L de cultivo algal. Tras la administracién oral de Schizochytrium sp. que
expresa Tc24:Col (en dosis equivalentes a 7.5 y 15 pg de Tc24:Col) a ratones Balb/c se
encontrd una respuesta inmune mediada por la produccién anticuerpos especificos anti-Tc24
IgG en suero e IgA en mucosa intestinal, asi como por el incremento en la produccidon de
citocinas Thl y Th2 en suero. Finalmente, se llevd a cabo la evaluacién inmunoprotectora de
Schizochytrium sp.-Tc24:Col en ratones mediante un reto infeccioso agudo con T. cruzi, en
donde los resultados indicaron una reduccion en la parasitemia. Se concluye que Schizochytrium
sp.-Tc24:Col es un prototipo de vacuna inmunoprotectora contra la infeccién aguda de T. cruzi
en modelo murino.

Palabras clave: vacunas de subunidades, vacunas de mucosas, bioencapsulacion,
transformacion transitoria, Vacunas dirigidas a células M.
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Summary

Chagas disease is a neglected tropical disease caused by the intracellular parasite Trypanosoma
cruzi. Available medications are not fully effective in the chronic phase and there are no
available vaccines against this disease. Microalgae represent a promising platform to produce
low-cost vaccines: oral delivery, without purification of the antigenic protein, and cold-chain
free. Here, the prototype of an oral vaccine based on the Tc24 antigen fused to the M cell ligand
peptide Col (Tc24:Col) is presented. After modeling of the tertiary structure, in silico analyses
suggest that the protein is antigenic, not allergenic, and molecular docking indicated a possible
interaction with Toll-like Receptors 2 and 4. Subsequently, the Tc24:Col gene was cloned into
the inducible vector pAlgevir to carry out the transient transformation of Schizochytrium sp.
using the Agrobacterium tumefaciens method. The expression of the Tc24:Co1l chimeric protein
was demonstrated by Western blot at 48 h post induction with yields of 632 pg/L of algal
culture. After oral administration to Balb/c mice with Schizochytrium sp.-Tc24:Col (in doses
equivalent to 7.5 and 15 pg of Tc24:Col), the immune response led to specific anti-Tc24 IgG
antibodies in serum and IgA in intestinal mucosa production, as well as an increase in in the
production of Thl and Th2 cytokines in serum. Finally, the immunoprotective evaluation of
Schizochytrium sp.-Tc24:Col was carried out in an acute infectious challenge with T. cruzi,
where vaccinated mice showed a parasitemia reduction. We conclude that Schizochytrium sp.-
Tc24:Col is an immunoprotective vaccine prototype against acute T. cruzi infection in a murine
model.

Keywords: subunit vaccines, mucosal vaccines, bioencapsulation, transient transformation, M
cell-directed vaccines.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC) es una enfermedad tropical desatendida que afecta alrededor de
10 millones de personas en el mundo y causa cerca de 10 mil muertes al afio (WHO, 2020). Esta
enfermedad es ocasionada por el parasito intracelular Trypanosoma cruzi, el cual se trasmite
principalmente por la picadura de los triatdminos a través de las heces infectadas que entran en
contacto con la piel lesionada o mucosa permisiva (Stevens et al., 2011). Otras formas de
adquirir la infeccion son la transfusion sanguinea (VVendel, 1998), trasplante de dérganos
(Pierrotti et al., 2018), transmisidon congénita (Dumonteil et al., 2019) y por el consumo de

alimentos y bebidas contaminadas con el parasito (Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012).

Los medicamentos disponibles (benznidazole y nifurtimox) son eficaces cuando se administran
en las etapas tempranas de la infeccion, pero lo son escasamente en pacientes en la fase
cronica de la enfermedad (Rassi et al., 2010; Manne et al., 2013). Actualmente no existe una
vacuna profilactica o terapéutica contra la enfermedad de Chagas, la cual debe propiciar
principalmente una respuesta del tipo celular mas que humoral (Teixeira et al., 2002). Un
antigeno vacunal prometedor de T. cruzi es |la proteina de unién al calcio Tc24, el cual ha sido
producido de manera recombinante en Escherichia coliy Pichia pastoris (Dumonteil et al., 2012;
Martinez-Campos et al., 2015; Barry et al., 2016). Las evaluaciones con la proteina Tc24
recombinante purificada en modelos de ratén, perro y primates no humanos indicaron
inmunoproteccion y seguridad, lo que demuestra que es reconocida por el sistema inmune y
ello brinda perspectivas para evaluarse en humanos (Barry et al.,, 2016; Seid et al., 2017,

Dumonteil et al., 2020).

La poca rentabilidad que significa para las compafiias farmacéuticas el desarrollar una vacuna
contra T. cruzi hace que sea aun mas dificil su obtencidn (Bottazzi y Hotez, 2019). Una propuesta
para combatir la enfermedad de Chagas es la vacunacion de bajo costo: facil escalamiento, sin
necesidad de purificacion, transporte a temperatura ambiente para evitar la cadena de frio, y de
entrega oral sin el uso de jeringas. En este sentido, las vacunas recombinantes producidas en
plataformas de microalgas como Schizochytrium sp. cobran relevancia por el potencial para la

obtencién de altos rendimientos y que su uso como vehiculos de entrega estimulan respuestas



inmunoprotectoras especificas, tanto humorales como celulares (Rosales-Mendoza et al., 2016;
Ramos-Vega et al., 2018). La plataforma de microalgas puede utilizarse para la entrega oral de la
célula completa sin necesidad de purificar del antigeno y no se requeria personal especializado
para su aplicacién, como en el caso de las vacunas parenterales (Yuki y Kiyono, 2014; Kwon y
Daniell, 2016). Por lo tanto, esta plataforma es muy accesible y puede ser un enfoque atractivo
para la inmunizaciéon masiva en los paises en vias de desarrollo. Otro mérito de la produccién
recombinante en estos sistemas es que en ocasiones se puede evitar la necesidad de incorporar
adyuvantes ya que las microalgas poseen compuestos inmunoestimulantes que podrian
potenciar la respuesta hacia la vacuna; sin embargo, secuencias proteicas o péptidos
adyuvantes también pueden ser expresados de forma quimérica con el antigeno (Martinez-
Gonzdlez et al., 2011). Tal es el caso del péptido Col, un ligando dirigido a células M, que ha
funcionado como adyuvante de mucosas promoviendo respuestas citotéxicas cuando fue

coexpresado con antigenos del Dengue (Kim et al., 2018).

No obstante, aun se presentan retos como los bajos niveles de expresiéon de antigenos
producidos en microalgas, por lo que actualmente se proponen sistemas de expresion mas
eficientes. El sistema Algevir consiste en la utilizacion de un vector geminiviral inducible,
dirigiendo la replicacién de miles de copias de la secuencia de interés a través de la proteina
Rep. En el sistema Algevir se han expresado diversos antigenos vacunales, lo que lo hace
prometedor para el desarrollo de vacunas recombinantes orales (Bafiuelos-Hernandez et al.,

2017; Marquez-Escobar et al., 2018).

De manera interesante, no hay estudios de vacunas recombinantes producidas en microalgas
contra Trypanosoma cruzi. Por estas razones, el propdsito de este trabajo fue desarrollar una
vacuna oral en la microalga Schizochytrium sp. contra T. cruzi basada en el antigeno Tc24 y el

ligando de células M (Co1) y evaluar su eficacia ante un reto infeccioso en un modelo de raton.



1.1 Enfermedad de Chagas: agente causal, epidemiologia, transmisién, cuadro clinico e
importancia en la salud humana.

La enfermedad de Chagas es una afeccidn enzodtica cuyo agente etioldgico es el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi, el cual infecta alrededor de 8 millones de personas en el mundo
y causa cerca de 10 mil muertes al afio (WHO, 2020). Un estudio reciente estima que en México
existen mas de 4 millones de personas infectadas, mientras que cada afio se presentan 50 mil
partos de mujeres embarazadas infectadas y 3 mil casos de recién nacidos con infeccidn
congénita (Arnal et al., 2020). Por otro lado, alrededor de 70 millones de personas estaban en
riesgo de infectarse por vivir en zonas endémicas del pais (OPS, 2020). Segun reportes por
estudios seroldgicos, manifestaciones clinicas o bancos de sangre, los estados con mayor
prevalencia son Quintana Roo, Tabasco, Puebla, Campeche, Chiapas, Guerrero, Querétaro,
Oaxaca, Nayarit, Morelos y Jalisco (Cruz-Reyes y Pickering-Lépez, 2006; Arnal et al., 2020).

T. cruzi se localiza principalmente en América Latina y es transmitido por insectos vectores
hemipteros de la subfamilia Triatominae, distribuidos en una gran extension de América del
Norte hasta América del Sur (Schofield y Galvao, 2009). Las principales especies vectores en
México son T. barberi, T. dimidiata, T. gersttaeckeri, T. longipennis, T. mazzottii, T. mexicana, T.
pallidipennis, T. phyllosoma y T. picturata (Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006). En particular, en
Baja California Sur se han reportado las especies de Dipetalogaster maxima (de las especies mas

grandes, L: ~30 mm), T. peninsularis y T. rubida (Jiménez y Palacio, 1999).

La transmision por vector inicia cuando el triatomino consume sangre de un portador de T. cruzi
en su forma flagelada de tripomastigote (Fig. 1). Estos, al llegar al intestino medio del insecto, se
transforman en epimastigotes y se replican por fision binaria (Brener, 1971). Una vez que se
encuentran al final del intestino se diferencian en el drea del recto a tripomastigotes
metaciclicos capaces de infectar (Stevens et al., 2011). Cuando la chinche realiza una picadura,
la succidn de sangre ejerce presidon en los intestinos y hace que el insecto defeque en la zona,
liberando a T. cruzi en las heces (Tyler y Engman, 2001). Una vez que las heces hacen contacto
con la zona de la lesidn, el parasito entra al organismo para iniciar el ciclo de infeccidn
penetrando en las células vecinas al sitio de entrada y diferencidandose a su forma de amastigote

intracelular, mismo que se replica por fision binaria (Schuster y Schaub, 2000). Cuando la
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replicacion de T. cruzi se ha llevado a cabo, el amastigote cambia a la forma de tripomastigote
rompe la célula hospedera y se libera en el torrente sanguineo para diseminarse de manera

sistémica (Rassi et al., 2010).

Adicionalmente, existen formas no vectoriales por las cuales se puede transmitir T. cruzi, tales
como: la transfusiéon de sangre (VVendel, 1998), de manera vertical de la madre al hijo
(Bittencourt, 1992; Dumonteil et al., 2019) y de forma oral por el consumo de alimentos o
bebidas contaminados (NObrega et al., 2009; Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). Todas estas
vias de transmisién dependen de la cantidad de parasitos contenidos en el vehiculo de entrada
al huésped y de la cepa de T. cruzi (Rodriguez et al., 2014). Es interesante el hecho de que la
transmisidon oral puede llegar a ser la forma mas agresiva de infeccién de T. cruzi (Barreto-de-

Albuquerque et al., 2015; Filigheddu et al., 2017).

Las fases de la infeccion se dividen en aguda y crénica. Durante la fase aguda, T. cruzi presenta
un periodo de latencia diferente segln la ruta de transmision: 3-30 dias tras la ingestion de
alimentos y bebidas contaminados, 4-15 dias en la transmisidn vectorial, y 30-112 dias por
transmisidn transfusional (Moraes-Souza y Bordin, 1996; Punukollu et al., 2007; Nobrega et al.,
2009; Bern et al., 2011). En el caso de la ruta vectorial, se puede observar una inflamacién local
(chagoma) o en el parpado (signo de Romafia) (Stevens et al., 2011). Ademas, pueden
presentarse signos leves como fiebre, dolor de cabeza, malestar, diarrea, vémito,
esplenomegalia, y aumentos de las enzimas hepaticas, las cuales son sintomatologias que
facilmente pueden ser confundidas con otras enfermedades infecciosas (de la Rosa et al., 2018)
(Santi-Rocca et al.,). Sin embargo, en la mayoria de las ocasiones no aparecen signos visibles o
tangibles, por lo que la infeccion puede pasar al estado crénico de manera inadvertida,
dificultando su oportuna deteccién, principalmente en zonas no endémicas (Andrade et al.,
2014). En la fase cronica (10 a 20 afios posteriores al inicio), el 30% de las personas con la
enfermedad de Chagas pueden desarrollar padecimientos como megaesdfago, megacolon, o
una cardiomiopatia que puede llevar a la muerte subita, la cual es la causa del mayor nimero de
defunciones (Rassi et al., 2010; Marques et al, 2017). Es de gran relevancia que

aproximadamente el 70% de los infectados permanecen sin sintomas a lo largo de su vida, por



lo que los mecanismos para desarrollar o no la enfermedad son clave para el entendimiento de
los procesos para eliminar el parésito (Andrade y Andrews, 2005). Mientras tanto, es primordial
el desarrollo de una vacuna eficiente, medicamentos y métodos de diagndstico que tengan
procedimientos de uso sencillo y ademas sean econémicos, debido a que actualmente la mayor

parte de las personas que contraen la infeccion la portan por el resto de su vida (Forsyth, 2017).
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Figura 1. Mecanismo de infeccién de T. cruzi. Modificado de Ramos-Vega et al., 2021.
1.2 Respuesta inmune contra la infeccion de Trypanosoma cruzi

En la infeccidon a través de vector, T. cruzi en la forma de tripomastigote metaciclico es capaz de
infectar gran cantidad de especies de mamiferos incluidos animales domésticos y
peridomésticos (Gottdenker et al., 2012). Al ser un parasito intracelular obligado, T. cruzi
infecta a células del tejido que se encuentran cercanas al sitio de la lesién de entrada o inclusive

a fagocitos reclutados a esa zona (Buckner et al., 1999). La respuesta inmune que se



desencadena conlleva mecanismos innatos y adaptativos tanto humorales como celulares que

no suelen ser suficientes para detener la proliferacién del parasito a nivel sistémico.

1.2.1 Inmunidad innata
1.2.1.1 Sistema del complemento

El sistema del complemento es un conjunto de alrededor de 40 proteinas circulantes en el
torrente sanguineo que son sintetizadas en el higado y por los fagocitos, cuyas funciones
incluyen la opsonizacién de patdgenos, reclutacion de fagocitos al sitio de infeccion y la
eliminacion del patégeno de manera directa. Las vias de activaciéon de este sistema son la
clasica, alternativa y la de lectinas, convergiendo las tres en la activacion de la C3 convertasa. T.
cruzi posee al menos 5 proteinas descritas que inhiben esta activacion: Calreticulina (TcCRT),
Factor de aceleracion de la descomposiciéon del tripomastigote (T-DAF), Proteina reguladora del
complemento de T. cruzi (TcCRP), Trispanning del inhibidor del receptor C2 del complemento

(TcCRIT) y la gp58/68 (Ramirez-Toloza y Ferreira, 2017).

La calreticulina (TcCRT) es una proteina expresada en el reticulo endopldsmico y posteriormente
es llevada a la membrana plasmatica del flagelo de T. cruzi. TcCRT tiene la capacidad de
favorecer la fagocitosis aumentando la capacidad infectiva del parasito, ademas de que puede
ser secretada uniéndose al dominio tipo colageno de Clg (impidiendo la interaccion con Clry
Cls), asi como a la Lectina de unidon a manosa (MBL) en el sitio de reconocimiento de

carbohidratos (Ramirez-Toloza et al., 2020).

El Factor de aceleracion de la descomposicion del tripomastigote (T-DAF) es una glicoproteina
de 87-93-kDa que estd presente en la membrana plasmatica del tripomastigote, la cual
Interfiere en el ensamblaje de las C3 convertasas al bloquear la unién del Factor B con C3b en la
via alternativa e impedir directamente la formacién de la C3 convertasa en la via clasica
(Tambourgi et al., 1993). La proteina reguladora del complemento de T. cruzi (TcCRP o Gp160)
es una Glicoproteina de 160 kDa que esta anclada a la membrana del tripomastigote, la cual
puede ser liberada y unirse asi a C2b y C4b para impedir la formacién de las C3 convertasas.

Ademas, si C3b se una a TcCRP que se encuentra anclada a la membrana de T. cruzi, el parasito
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puede liberar la proteina por protedlisis para impedir la opsonizacion. Esto influye en el hecho
de que se considera como las cepas mas virulentas de T. cruzi a aquellas que presentan mayores
niveles de expresion de TcCRP (Ninoa, INC-5 y Colombiana) (Norris, 1998; Henrique et al., 2016).
El Trispanning del inhibidor del receptor C2 del complemento (TcCRIT) es una proteina
transmembrana de 32 kDa que presenta homologia con la cadena beta de C4, la cual es el sitio
de union de C2, compitiendo con C4 para impedir la formacién de C3 convertasa (Inal, 2005).
Por ultimo, La gp58/68 es una glicoproteina de 58-68 kDa que es expresada en la superficie
extracelular y que puede ser liberada, inhibiendo la interaccién del factor B con la C3b unidaa T.

cruzi (Fischer et al., 1988).

1.2.1.2 Fagocitos en la respuesta inmune contra Trypanosoma cruzi

Los macrofagos y neutrdfilos tienen un papel muy importante en la defensa contra T. cruzi, sin
embargo, este parasito presenta diversos mecanismos de evasion de la degradacion por
fagocitosis. T. cruzi entra al organismo e infecta células cercanas al sitio de entrada, incluyendo
fagocitos, interactuando con las proteinas de la matriz extracelular tales como los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés) que reconocen a patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y cuya sefializacidon
conlleva a un aumento de citocinas proinflamatorias, activacion de células del sistema inmune y
activacion de células fagociticas (Alves y Colli, 2007). Los PAMPs son moléculas conservadas en
los patdgenos y su expresidon es esencial para la supervivencia microbiana (Zindel y Kubes,
2020). Entre los PAMPs mds importantes se encuentran los lipopolisacaridos (LPS),
peptidoglucano, acidos lipoteicoicos, mananos (manosa), DNA bacteriano, RNA de doble cadena

y glucanos.

Los Receptores de tipo Toll (TLR) son un tipo de PRR que se encuentran en las células
fagociticas, identificandose 10 TLR diferentes en los seres humanos y de 11 a 13 en ratones.
Estos receptores contienen un dominio extracelular consistente en repeticiones ricas en
Leucina, asi como un dominio intracelular denominado Toll/IL-1R (TIR). Los TLR-1, 2, 4, 5y 6 se
encuentran en la membrana plasmatica interaccionando directamente con el entorno

extracelular, mientras que los TLR-3, 7, 8 y 9 se encuentran en endosomas/lisosomas para
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interaccionar principalmente con material genético de los patdgenos fagocitados; siendo
relevante que TLR-4 también puede internalizarse en estos compartimientos intracelulares e
interactuar con diversas proteinas (Takeda y Yamamoto, 2010). Los PAMPs de T. cruzi mejor
descritos en el medio extracelular son el glicosilfosfatidilinositol (GPI) que interactia con TLR-2 y
TLR-6 y los glicoinositolfosfolipidos (GIPL) que interactian con el TLR-4; en tanto que en el
interior del endosoma, los CpG-DNA del parasito interaccionan con el TLR-9 y el RNA con el TLR-
7. Ambas vias de sefializaciéon, que pueden ser dependientes o independientes de MyD88,
activan al factor regulador del interferén 7 y al Factor Nuclear k3 (NF-k[3, por sus siglas en
inglés) para favorecer una respuesta pro-inflamatoria mediada por citocinas (Tarleton, 2007).
Existen reportes de proteinas que activan TLRs, tal como el Tc52 que interacciona con el TLR-2 y
provoca un aumento en la expresidon de citocinas proinflamatorias (OQuaissi et al., 2002).
Ademas, se ha demostrado que antigenos solubles de T. cruzi estan relacionados con la
activacion de NET’s (trampas extracelulares de neutrodfilos), donde dicha activacion se ve
disminuida al bloquear los receptores tipo Toll 2 y 4 con anticuerpos (Sousa-Rocha et al., 2015),
por lo que es de gran interés un estudio mas profundo de las interacciones que se pueden llevar

a cabo entre los receptores tipo Toll y proteinas antigénicas de T. cruzi.

T. cruzi infecta los macréfagos por distintos mecanismos, y la sefializacion celular después de la
internalizacion del tripomastigote metaciclico da como resultado la formacion de una vacuola
parasitéfora (Barrias et al., 2013). La activacidon de los macréfagos aumenta la NADPH oxidasa
asociada a la membrana con la finalidad de producir aniones superdxido (O,) y obtener
perdxido de hidrogeno (H,0;) por la accidn de la enzima superéxido dismutasa (SOD). Mediante
estas especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) se pueden oxidar
componentes de vitales para a supervivencia del pardsito. Del mismo modo, el aumento en la
sintesis de IFN-y y TNF-« favorece la produccién de dxido nitrico (ON) mediante la oxidacion de
la L-arginina por la accion  de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS, por sus siglas en inglés)
(Teixeira et al., 2002). El ON puede modificar las proteinas que contienen cisteina, inhibiendo la
actividad catalitica de proteinas importantes para el parasito (Silva et al., 1995). Asi mismo, el
ON reacciona con el O, para la formacion del peroxinitrito (ONOO’) que dafia la membrana y las

funciones mitocodriales de T. cruzi. Sin embargo, T. cruzi suele evadir la degradacién de los
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agentes oxidantes del fagocito mediante la produccién de peroxidasas y cuatro superoxido
dismutasas (SOD) dependientes de hierro, protegiendo a T. cruzi del 0% e inhibiendo asi la

formacién del peroxinitrito (ONOQ’) (Piacenza et al., 2009; Machado-Silva et al., 2016).

Es asi como la acidificacién de la vacuola parasitéfora y el aumento de los niveles de Ca”
promueven que el tripomastigote escape de la degradacién. Mas tarde, en el citoplasma celular,
el pardsito se transforma en la forma replicativa de amastigote y, después de nueve ciclos de
division binaria, se diferencian nuevamente a tripomastigotes maoviles que propician la ruptura
de la célula huésped (Dvorak y Hyde, 1973; Andrews et al., 1990). Este punto de la infeccion es
caracterizado por una gran cantidad de parasitos en la sangre, mismos que pueden ser

observados en un frotis sanguineo puesto al microscopio éptico (Bern et al., 2011).

1.2.1.3 Células dendriticas

Las células dendriticas (CD) juegan un papel crucial en el inicio de la respuesta inmune
adaptativa. T. cruzi es capaz de evadir la accién de las CD inhibiendo la maduracion y activaciéon
de estas células. En experimentos in vitro con CD de humanos se observé que T. cruzi disminuyod
la producciéon de IL-12 y TNF-a (Van Overtvelt et al., 1999), lo cual puede deberse a que el
parasito secreta una variedad de moléculas, como proteasas y fosfolipasas, que pueden alterar

el funcionamiento normal de las CD.

Ademas, T. cruzi también puede provocar una disminucion en la expresion de ciertas moléculas
de superficie en las células dendriticas, como CD40 y CD80, asi como disminuir la expresiéon de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad tipo | y Il (MHC, por sus siglas en inglés)
por la accion de compuestos solubles del parasito (Van Overtvelt et al., 2002), regulando asi la

respuesta inmune (Ersching et al., 2016).

1.2.1.4 Células Natural Killer (NK)

Las células natural killer (NK) son linfocitos provenientes de un progenitor comun de las células
T y B, pero pertenecen al sistema inmunitario innato y responden rapidamente a una amplia

variedad de estimulos patoldgicos para lisar células infectadas por virus, células cancerosas,
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entre otras. La respuesta citotoxica celular mediada por IFN-y es clave para el combate contra la
infeccion de T. cruzi (Torrico et al., 1991). En este sentido, las células NK estan involucradas en
este tipo de respuesta temprana a la infeccidn y son responsables de lisar las células hospederas
infectadas y a parasitos extracelulares (Rottenberg et al., 1988; Lieke et al., 2004). Es asi que las
NK juegan un papel importante en dirigir la respuesta inmune hacia Th1l por la liberacién de IFN-
y, donde esta citocina activa los macréfagos para una fagocitosis mejorada (Cardillo et al.,
1996). Ademas, las células NK activadas favorecen la correcta maduracion de las CD,
suprimiendo a la vez a aquellas inmaduras. En este sentido, experimentos en ratones han
demostrado que los parasitos de T. cruzi afectan la citotoxicidad de las células NK en las CD

inmaduras, aumentando la parasitemia y disminuyendo la supervivencia (Batalla et al., 2013).

1.2.2 Inmunidad adaptativa
1.2.2.1 Linfocitos B

Los linfocitos B tienen un papel importante en la respuesta adaptativa al producir anticuerpos
especificos contra antigenos de patégenos, con la finalidad de detectarlos y eliminarlos por
mecanismos como la fagocitosis o el sistema complemento. En la infeccidon de T. cruzi, la
respuesta humoral es crucial porque ratones mutantes incapaces de producir anticuerpos
mueren en la etapa aguda (Kumar y Tarleton, 1998). Sin embargo, T. cruzi presenta diversos

mecanismos para evadir la respuesta mediada por anticuerpos.

Uno de estos mecanismos es la variacidon antigénica, en la cual el parasito puede cambiar los
antigenos que expresa en la superficie, como lo son las mucinas, trans-sialidasas y proteinas
asociadas a lectina que se unen a manosa (MASPs, por su siglas en inglés), dificultando que el
sistema inmunitario del hospedero reconozca y elimine al parasito (Schenkman et al., 1991);
(Pitcovsky et al., 2002). Esta misma diversidad retrasa la activacion de linfocitos B especificos,
haciendo que se produzcan anticuerpos no neutralizantes o de poca afinidad (Minoprio et al.,
1986; Buscaglia et al., 2006) e induciendo hipergammaglobulinemia (Bermejo et al., 2010). Por
ultimo, T. cruzi al ser un parasito intracelular puede evadir esta respuesta mediada por

anticuerpos.
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1.2.2.2 Linfocitos CD4+

Las células T virgenes son activadas en las areas interfoliculares de los érganos linfoides
secundarios por las CD que presentan péptidos de patdgenos, diferencidndose segun el tipo de
estimulo. En esta diferenciacidn, los linfocitos T cooperadores CD4+ (Th, por sus siglas en inglés)
desempeiian un papel muy importante en la respuesta inmune adaptativa liberando citocinas
gue modular la respuesta mediada por macréfagos, CD, linfocitos B y linfocitos T citotdxicos

(Glatzova y Cebecauer, 2019).

Durante la infeccién por T. cruzi se ha demostrado la relevancia de los linfocitos CD4" en la
respuesta inmune contra el pardsito. Existe una alta cantidad de linfocitos T CD4" en los
infiltrados de lesiones cardiacas en modelo de ratén, lo que indica un rol cooperativo con otras
células para la eliminacién de T. cruzi (Tanowitz et al., 1988). Por otro lado, ratones con el MHC
Il Knock-out no tuvieron la misma respuesta de linfocitos T CD8" que los ratones Wk,
haciéndolos mas susceptibles a la infeccidon y muriendo en la fase aguda (Padilla et al., 2007).

Para una mejor proteccion contra la infeccidon es deseable respuestas equilibradas Th1l y Th2,
aungue los mecanismos desarrollados por la Th1l son necesarios para la eliminacién de T. cruzi
(Hoft y Eickhoff, 2005). Uno de los mecanismos de evasion de T. cruzi es inhibir la respuesta Th1,
dirigiéndola mediante enzimas trans-sialidasas e induciendo la produccién de IL-4 que favorece
una Th2. Ademas, la IL-10 promueve la disminucién de IL-2 y su receptor (Diaz et al., 2015). La
investigacion sobre la respuesta inmune en humanos esta mas orientada hacia los linfocitos T
CD8". Sin embargo, aproximaciones a la vacunologia demuestran que pacientes en etapa
cronica de Chagas presentan respuesta T CD4" a los antigenos vacunales TSA-1 y Tc24, dos
antigenos que se han probado como vacunas candidatas en estudios preclinicos (Villanueva-

Lizama et al., 2018).

1.2.2.3 Linfocitos CD8+

Los linfocitos T CD8" virgenes reconocen péptidos antigénicos en las moléculas MHC | y se
activan para ser citotoxicos (CTL). A través del MHC | se presentan los péptidos endégenos que
surgen de la infeccion de patégenos intracelulares o células tumorales, los cuales son

reconocidos por el receptor de células Ty el correceptor CD8", desencadenando la liberacién de
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perforina (produce poros en la membrana de la célula diana) y granzimas (activan las caspasas

para promover la apoptosis) (Woodland y Dutton, 2003).

Al ser un parasito que presenta un ciclo de vida intracelular, los linfocitos T CD8" son cruciales
en la inmunidad adaptativa contra la infeccidn de T. cruzi (Padilla et al., 2009). Sin embargo, la
respuesta citotoxica T CD8" se presenta hasta dos semanas después de la infeccion (Tzelepis et
al., 2006), lo que podria estar asociado con un ciclo de crecimiento intracelular mas lento que el
de las bacterias intracelulares o virus (Andrade y Andrews, 2005). Por estas razones, aunque la
respuesta de células T CD8" es efectiva para el control de la parasitemia, T. cruzi es capaz de

mantenerse en los hospederos toda la vida.

Desde que se demostré que moléculas de T. cruzi son capaces de despertar una fuerte
respuesta citotoxica (Carg et al., 1997), multiples experimentos se han desarrollado para
comprender el papel de este tipo de respuesta inmune y cédmo el parasito es capaz de evadirla.
En este sentido, las trans-sialidasas son necesarias para evadir la lisis al adquirir acido sialico del
hospedero (Dc-Rubin y Schenkman, 2012). Ademas, los epitopos de las trans-sialidasas hacen
gue se presente inmunodominancia en las etapas mas altas de infeccion en ratones, lo que
delimita la respuesta citotdxica de los linfocitos T CD8" (Martin et al., 2006).

La respuesta de células T CD8" es la mas efectiva para hacer frente a la infeccién por T. cruzi, por
lo que la vacunologia se enfoca en generar vacunas basadas en antigenos que desarrollen una
respuesta celular especifica y duradera. Sin embargo, no hay vacunas profilacticas o

terapéuticas en evaluacidn en etapas clinicas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Antigeno Tc24 como candidato para el desarrollo de vacunas contra la Enfermedad de
Chagas

La respuesta celular mediada por la produccién de IFN-y es critica contra T. cruzi al promover la
eliminacion de las células infectadas (Teixeira et al., 2002). Sin embargo, células Thl especificas
en modelos de infeccién in vivo son eliminadas pocos dias después de que se lleva a cabo el
contacto con el patdogeno (Dos Santos Virgilio et al., 2014). Por estas razones, es necesario el
desarrollo de una vacuna profilactica y terapéutica que asegure la prevencion o que ayude a la
eliminacion del parasito en cualquiera de los estadios de infeccion, y que garantice ademas una
respuesta Thl fuerte y duradera (Rodriguez-Morales et al., 2015). Actualmente, las proteinas
como Tc24, TSA-1, Tc52, cruzipain, ASP2 y trans-sialidasas son antigenos prometedores para el
desarrollo de una vacuna eficaz contra la enfermedad de Chagas (EC). Estos antigenos se han

evaluado en forma de vacunas de ADN y de proteinas recombinantes (Tabla 1).

En las dos pasadas décadas, la utilizacion de la tecnologia recombinante ha permitido la
exploracién de los beneficios que representan las vacunas de ADN por su facil obtencion y por
ser capaces de despertar respuestas inmunes especificas (Dumonteil et al., 2004; Cerny et al.,
2016). En este tipo de vacunacion, se emplea un plasmido de expresidén en células eucariotas
qgue contiene el gen de interés y se administra por distintas rutas contra T. cruzi; uno de los
vectores mas utilizados recientemente para el desarrollo de vacunas de ADN es el pCDNA3.1.
Por ejemplo, la administracion intramuscular de una vacuna de ADN con el antigeno cruzipain,
el cual esta involucrado en la invasidn celular y la evasion de la respuesta inmune en la infeccion
de T. cruzi, y el adyuvante GM-CSF protegié del reto infeccioso al 100% de los ratones, redujo el
dafio cardiaco e indujo la produccién de anticuerpos IgG especificos (Cerny et al., 2016). En
modelo de perros, multidosis de 180 pg (i.m.) y 20 pg (i.d.) de los antigenos TcG1, TcG2 y TcG4
con IL-12 y GM-CSF como adyuvantes estimularon la produccién de IgG especificos, redujeron
cuatro veces la parasitemia y disminuyeron lesion cardiaca comparada con el grupo control
(Aparicio-Burgos et al., 2015). En los experimentos previos, la utilizacién de adyuvantes fue
crucial y, aunado a la dificultad que representa la administracion parenteral, se hace necesaria

la busqueda de plataformas de entrega oral que posean compuestos inmunoestimulantes y
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adyuvantes. En este sentido, la vacunacion de ADN ha explorado la administracion oral de
antigenos como Cruzipain, Tc52 o multicomponentes (Cruzipain, Tc24 y Tc52) utilizando
Salmonella entérica como acarreadora del pldsmido de interés. Los resultados demuestran la
produccién de anticuerpos 1gG especificos, reduccion en la parasitemia y supervivencia superior
al 80% frente al reto infeccioso experimental (Cazorla et al., 2015; Cerny et al., 2016; Matos et
al., 2016). De manera relevante, la entrega oral de antigenos indujo una respuesta inmune a
nivel de mucosas detectada mediante la produccién de IgA especificos al antigeno (Cazorla et

al., 2015; Matos et al., 2016).

Un antigeno prometedor en el desarrollo de vacunas contra la EC es la proteina flagelar de
union al calcio Tc24. Esta proteina de 24kDa se encuentra en todos los estadios del parasito,
principalmente en el paquete flagelar de las formas epimastigote y tripomastigote (Engman et
al., 1989; OQuaissi et al.,, 1992). Previamente se ha evaluado como vacuna profilactica vy
terapéutica en ratones (Dumonteil et al., 2004; Limon-Flores et al., 2010). Los resultados
demuestran eficacia en la prevencion y control de la infeccidn, al estimular respuestas celulares
(T CD8"), reduciendo la parasitemia y aumentando la supervivencia. Este mismo antigeno ha
sido evaluado en modelo de caninos mediante la administracion de 250 ug de plasmido que
codifica a Tc24 coadministrado con 250 pg de plasmido que codifica al antigeno TSA-1, en
combinacion con 225 pg de fosfato de aluminio como adyuvante para generar una respuesta
inmune Thl. En la evaluacion profilactica, los perros fueron sometidos a una infecciéon con T.
cruzi dos semanas después de la segunda dosis de la vacuna, mientras que para la vacuna
terapéutica primero fueron infectados y después vacunados. La vacuna fue segura al no haber
afectaciones en los parametros sanguineos. Ademas, se redujo la parasitemia, la inflamacidn
cardiaca y la presencia del parasito en el tejido cardiaco (Quijano-Hernandez et al., 2013). A
pesar de la facilidad de produccién y administracion de vacunas de ADN a través de diferentes
rutas, algunos estudios preclinicos han resaltado la importancia de los esquemas de
inmunizacion que comprenden refuerzos con proteinas recombinantes para la mejora de la
inmunogenicidad (Quijano-Hernandez y Dumonteil, 2011; Gupta y Garg, 2015; Matos et al.,
2016). Por consiguiente, las proteinas recombinantes de antigenos de Trypanosoma cruzi como

Tc24, TSA-1, trans-sialidasa, cruzipain, TcG2 y TcG4 (ver tabla 1) se han producido en
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plataformas procariotas y eucariotas, como Escherichia coli (Dumonteil et al., 2020),
Mycobacterium bovis (Bontempi et al., 2020) y Pichia pastoris (Martinez-Campos et al., 2015).
Estos microorganismos han sido transformados por métodos de choque térmico o

electroporacion.

Los rendimientos de proteina recombinante que se pueden obtener en la produccién de
antigenos recombinantes es un factor importante por considerar. Como ejemplo de estrategias
para incrementar los rendimientos, se ha utilizado la optimizacion de codones del antigeno Tc24
para la expresion en proteinas en levaduras, donde se incrementaron los rendimientos hasta 10
veces en comparaciéon con la proteina sin modificar (Martinez-Campos et al., 2015). Otro
enfoque se ha dirigido a las modificaciones de la secuencia de aminoacidos en el antigeno Tc24,
cambiando las cisteinas por serinas (Seid et al., 2017). En ese estudio, la mutagénesis de cisteina
no tuvo cambios en la inmunogenicidad, pero se obtuvo una mayor cantidad de antigeno

recombinante por gramos de cultivo obtenido.

Aunque la inmunizacién con proteinas recombinantes resulta en una mayor respuesta inmune,
la incorporacion de adyuvantes a la solucidn es necesaria para aumentar la eficacia. Por
ejemplo, el antigeno recombinante Tc24 se ha probado en ratones con dos inmunizaciones
consistentes en diferentes dosis y adyuvantes: 20 pg de rTc24 + 5 pg de MPLA (Martinez-
Campos et al., 2015); 30 ug de rTc24 + 40 pg de CpG ODN (Barry et al., 2016), o 25 ug de rTc24 +
5 ug de E6020, emulsionado en AddaVaxTM (Seid et al., 2017). En estos estudios, se observd
respuesta humoral por anticuerpos IgG especificos y un aumento en la produccion de IFN-y,
reflejada en una parasitemia mas baja y un aumento en la supervivencia ante el desafio con T.
cruzi. Es valioso el hecho que Tc24 ha sido evaluado en primates no humanos. La vacuna
consistié en tres dosis (s.c.) de 100 ug de rTc24 y del antigeno rTSA-1 con 25 pg de E6020 como
adyuvante. Los resultados demuestran produccién de anticuerpos IgG especificos y una
induccidn de respuestas inmunes celulares asociada a la produccion de IFN-y (Dumonteil et al.,
2020). Este estudio proporciona perspectivas de seguridad para una evaluacion en humanos de

la vacuna, ya que no se evidencio alteracidn de los parametros sanguineos de los primates.
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Una dificultad en el uso de bacterias como E. coli, es que requieren de procesos para
purificacion de proteinas por la presencia de toxinas bacterianas (Tripathi, 2016). En
consecuencia, se ha sugerido el uso de sistemas mas seguros y econémicos (Park y Wi, 2016). En
este contexto, la produccion de antigenos recombinantes se lleva a cabo alternativamente en
las plantas y microalgas donde se han demostrado ventajas como el bajo costo, el facil cultivo y
altos rendimientos (Rosales-Mendoza y Salazar-Gonzalez, 2014; Rosales-Mendoza et al., 2016).
De manera interesante, las vacunas recombinantes producidas en la plataforma de microalgas

contra la EC no se han explorado hasta ahora (Rosales-Mendoza et al., 2012).



Tabla 1. Antigenos prometedores como vacunas contra la Enfermedad de Chagas.
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
Dominio  Pichia 18 mg/L de Ratones C3H/HeN Cuatro inmunizaciones: - Mayores titulos de Matos et
N- pastoris y cultivo para hembras, 6-8 GI: Salmonella vector 1gG especificos con al., 2016.
terminal  Salmonella Tc52, y 22 semanasdeedad. vacio via oral (v.0.); Gll: rTc52
de Tc52 enterica mg/L de Reto: Salmonella NTc52 - Mayores titulos de
(NTc52).  (Typhimurium cultivo para Modelo agudo: 100 (SNTc52DNA) v.o.; GlIl: IgA especificos con
aroA SL7207) NTc52. tripomastigotes dos dosis v.0. SNTc52DNA  SNTc52DNA.
sanguineos de T. y 2 intradérmica (i.d.) de - Actividad de lisis por
cruzi via 10 pg proteina rNTc52 + complemento.
intraperitoneal 20 pg ODN-CpG 1826 - Proliferacion celulary
(i.p.) como adyuvante; GIV: dos aumento de IL-10 e
Modelo cronico: dosis intranasales (i.n.) y [IFN-y.
200 dos i.d. de proteina - Reduccion en
tripomastigotes rNTc52 + ODN-CpG 1826. parasitemia
(i.p.)
Cruzipain DNA N/A Ratones C3H/HeN Primer protocolo dos - 100% de Cerny et
hembras, 6—-8 dosis i.m. de 100 ug DNA: supervivencia y menor al., 2016

semanas de edad.
Reto:
500 i.p. (letal) o 50

Gl: vector vacio; Gll: GM-
CSF; Gll: cruzipain (Cz);

GIV: coadministracion de

parasitemia en Cz+GM-
CSF

- Produccion de IgG
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
(sub-letal) Cz mas GM-CSF como especificos.
tripomastigotes adyuvante. - Reduccion en
sanguineos Segundo protocolo: Los enzimas relacionadas
mismos vectores que al dafio cardiaco en los
codifican segun el grupos Czy Cz+GM-CSF
protocolo anterior pero
con Salmonella aro A7207
como sistema de entrega
oral
Cruzipain, DNA N/A Ratones C3H/HeN Cuatro inmunizaciones de - Produccion de IgG e Cazorla et
Tc24 y hembras, 6-8 10° Salmonella IgA especificos. al., 2015
Tc52 semanas de edad.  acarreadora de los - Actividad de lisis por
Reto: siguientes vectores: complemento e
100 i.p. Gl: vector vacio v.o0.; Gll: inhibicion de invasion

tripomastigotes

sanguineos

Cz; Glll: Tc52; GIV: Tc24;
GV: Multicomponente
Cz+Tc52+4Tc24

celular in vitro.

- Los inmunizados con
Tc24 mostraron mayor
hinchazén de la
almohadilla del pie

- 83% de
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
supervivencia.
- 6x reduccién de
parasitemia.
TcGl, DNA N/A Perros (3—4 meses Dos dosis de DNA de T. - Produccion de IgG Aparicio-
TcG2 vy de edad). rangeli- y dos dosis de especificos. Burgos et
TcG4 Reto: 3.5x10° DNA de los antigenos de - 4x reduccién de al., 2015
tripomastigotes/kg 180 pg (i.m.) y 20 pg (i.d.) parasitemia
de peso corporal con 15 dias de separacion. - Menor lesidon cardiaca
ASP2y TS Adenovirus N/A Ratones C57BL/6 Dos dosis s.c. con 10® - Produccién de lgG e Pereira et
(H-2b) hembra, 5-7 unidades formadoras de IgM especificos. al., 2015

semanas de edad.
Reto:

100 i.p.
tripomastigotes
sanguineos
(infeccidén aguda) o
1000

cronica)

(infeccién

(UFP) de Ia

adenoviral

placas

- Células CD8" T
especificas.
- Reduccidn de
parasitemia
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
Tc24 Escherichia No reportado Ratones BALB/c Dos dosis im., dos - rTc24 solo fue Martinez-
coli y Pichia hembra, 6-8 semanas de separacién, suficiente para Campos et
pastoris semanas de edad. de 20 pg de rTc24, con o producir IgG al., 2015
Reto: sin 5 pg monofosforil especificos.
500 i.p. lipido A (MPLA, por sus - rTc24 con MPLA
tripomastigotes siglas en inglés) como aumenta [IFN-y en
sanguineos adyuvante. esplenocitos
- 50% reduccién de
parasitemia.
- 50% supervivencia.
Tc24 Escherichia No reportado Ratones BALB/c Dos dosis, dos semanas - Produccion de IFN-y Barry et
coli hembra, 6—8 de separacion, de 30 pg Tc24-especifico. al., 2016
semanas de edad.  rTc24 con o sis 40 ug - Produccién de IgG
Reto: CpG ODN como especificos.
500 i.p. adyuvante y nanoparticles -  Proliferacion de
tripomastigotes como acarreador células CD8' T
sanguineos - 6x reduccién de
parasitemia.
Tc24 Escherichia 83-100 mg/L Ratones BALB/c Dos dosis, dos semanas - Produccién de IFN-y Seid et al,,
coli de cultivo hembra, 5-6 de separacion, de 25 pg Tc24-especifico. 2017
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
semanas de edad.  rTc24 combinado con 5 ug - Produccién de IgG2a
500 i.p. E6020 y emulsificado en especificos.
tripomastigotes AddaVaxTM como - Reduccion de
sanguineos adyuvante. parasitemia.
- Aumento de
supervivencia
TcG2 y DNA / Noreportado Ratones C57BL/6 Inmunizacidon i.m. de 25 -Respuesta células T Gupta vy
TcG4 Proteina (E. hembra, 6 semanas pg de DNA de cada CD4'yCD8'especifica Garg, 2015
coli) de edad. antigeno, con o sin IL12 y - Produccién de IFN-y y
GM-CSF como adyuvantes TFNa especificos
y refuerzo con i.d. 25 pg - Reduccion de
de proteina con 5 pug de parasitemia
saponina como
adyuvante.
Tsa-1 E. coli 20-25% Ratones BALB/c Dos dosis i.m. de 20 ug de - Reduccion de de la Cruz
hembra, 6—8 rTSA1, con 5, 10 o 15 pg inflamacidon de tejido et al.,
semanas de edad. de MPLA a los dias 7 y 14 cardiaco. 2019
500 i.p. postinfeccion. - Produccién de IFN-y

tripomastigotes

sanguineos

especifico.

- Reduccidn de
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Antigeno  Plataforma Rendimientos Modelo animal y Inmunizacion Respuesta inmuney Referencia
de expresion reto proteccion
parasitemia
Tc24 y E.coli No reportado Tres monos Tres dosis s.c. (un mes de - Produccién de 1gG Dumonteil
TSA-1 (Macaca mulatta) separaciéon) de 100 ug de especificos et al.,
4— proteina recombinante - Respuesta células T 2020
5 afios de edad con 25 pg de E6020 como CD4"y CD8" especifica

adyuvante.
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2.2 Péptido Col (Ligando de células M) como adyuvante de mucosas

La mayoria de las vacunas actuales son disefiadas para administracion subcutanea o
intramuscular (Zhang et al., 2015). Aunque las vacunas administradas por la ruta parenteral
generalmente inducen respuestas inmunes fuertes, esta via de administracion cuenta con
dificultades logisticas como la necesidad de aplicacion por parte de personal capacitado,
tratamiento posterior de las agujas, y otras complicaciones que elevan el costo de produccion,
como la red fria que representa hasta el 95% del costo total de la vacuna (Kersten y Hirschberg,
2007; Levine, 2011). Por estas razones, el desarrollo de vacunas termoestables y de entrega oral
es primordial para una cobertura eficiente, principalmente a paises en desarrollo donde T. cruzi
es endémico. Ademas, los sistemas de expresidn de vacunas recombinantes, tales como plantas
y microalgas, propiciarian sistemas de bioencapsulado para la entrega oral de la célula completa

sin necesidad de purificar la vacuna (Ramos-Vega et al., 2018).

Un reto a vencer en la administracion oral es la tolerancia inmunolégica desarrollada
cotidianamente en el tracto intestinal, por lo que se hace relevante la incorporacién de
secuencias adyuvantes coexpresadas con los antigenos de interés (Wilkhu et al., 2011). En
algunas de las vacunas experimentales administradas a través de mucosas se han utilizado
adyuvantes como la Subunidad B de la enterotoxina termolabil de E. coli (LTB) y la Subunidad B
de la toxina del célera (CTB), propiciando un mejor reconocimiento del antigeno por parte del
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés) y tejido linfoide asociado a
intestino (GALT, por sus siglas en inglés) (Martinez-Gonzalez et al., 2011; Rosales-Mendoza y
Salazar-Gonzalez, 2014). Sin embargo, estos adyuvantes propician principalmente una respuesta
humoral (Van Splunter et al., 2018) (Vasserman y Pitcovski, 2007), mientras que para prevenir la
EC se requiere fundamentalmente una respuesta celular citotoxica (Schnapp et al., 2002; Hoft y
Eickhoff, 2005). De esta manera, para que una vacuna sea efectiva de manera profilactica o
terapéutica ante T. cruzi, se necesita una respuesta celular citotoxica fuerte y duradera con la
produccién de IFN-y. Actualmente, no hay una vacuna en la que se haya probado la coexpresion
de adyuvante-antigeno de T. cruzi en plantas o microalgas y su uso como vehiculos de entrega.

Por esta razon, es de relevancia la evaluacion de nuevos adyuvantes de mucosas que mejoren la
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respuesta celular y ofrezcan proteccion ante T. cruzi, disminuyendo de esta forma el numero de

dosis vacunal a administrar.

En este sentido, el péptido Col es un ligando de las células M que ha sido objeto de varios
experimentos en los cuales se observa un potencial uso como adyuvante de vacunas orales (Kim
etal., 2013). El uso de este péptido se basa en el hecho de que, al conjugar Col con el antigeno
de interés, el ligando se une a las células M, las cuales son células epiteliales especializadas que
captan antigenos de la luz intestinal y los entrega al foliculo subyacente de las placas de Peyer’s,
proporcionando un eficiente reconocimiento del antigeno por parte del sistema inmune de

mucosas (KuolLee y Chen, 2008).

En un estudio previo se utilizd el péptido Col como adyuvante del antigeno EDIII del virus del
Dengue (Kim et al., 2018). En este estudio se obtuvo que la administracion del Col unido al C-
terminal de EDIIl aumentd en la produccidn de anticuerpos especificos IgA e 1gG, asi como de IL-
2, IL-17 e IFN-y. En otro experimento, el Col unido al antigeno NS3 del virus del dengue
incrementd la produccidon de IFN-y en células de bazo y placas de Peyer’s, ademas de inducir
una respuesta celular citotdxica. Debido a lo anterior, el péptido Col representa un potencial de
gran interés para su uso como adyuvante de mucosas en el desarrollo de una vacuna oral contra
T. cruzi debido a que favoreceria el reconocimiento del antigeno en la luz intestinal y favoreceria

una respuesta inmune citotéxica mas fuerte.

2.3 Microalgas como plataformas de produccion y vehiculos de entrega de vacunas
recombinantes orales contra la Enfermedad de Chagas

Las microalgas ofrecen amplias ventajas que pueden ser explotadas en la produccion de vacunas
recombinantes, tales como su facil cultivo, alta obtencion de biomasa a precios bajos y altos
rendimientos de proteinas heterdlogas (Gregory et al., 2013; Ramos-Vega et al., 2021). Ademas,
las células liofilizadas podrian mantenerse a temperatura ambiente sin necesidad de la red fria
(Levine, 2011; Rosales-Mendoza et al., 2016). Vacunas en contra de parasitos unicelulares como
la malaria han sido producidas en estas plataformas (Gregory et al., 2012, 2013). En particular,

Schizochytrium sp. es una microalga marina que pertenece a la familia Thraustochytriaceae. Esta



25

microalga crece en medios econdmicos como el YPD (Extracto de levadura, peptona y dextrosa)
ya que su metabolismo es heterotréfico. Ademas, presenta compuestos inmunoestimulantes
gue pueden potenciar la respuesta ante la vacuna, aunado a que no presenta ningln
componente toxico que pueda causar dafio al ser humano (Mioso et al, 2014). Los
rendimientos en esta plataforma se han visto mejorados por el desarrollo de nuevos sistemas
como lo es Algevir, basado en un vector viral inducible con etanol (Fig. 2). Este sistema consta
de los siguientes elementos: el gen AlcR y el promotor AlcA de Aspergillus nidulans; |la proteina
de replicacion “Rep,” y el origen de replicacion “Ori” del geminivirus Ageratum enation virus.
Los elementos del vector viral se encuentran en el siguiente orden: promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor, gen AlcR, terminador nopalina sintasa (nos), Ori, promotor AlcA, los sitios
de restriccion Sma |, Bam HI, y Pst |, terminador 35S, Ori, promotor AlcA y la proteina Rep

(Bafiuelos-Hernandez et al., 2017).

Smal Pst | / Bam HI

Xbal

= 355 promoter . AleR

Induccion con Etanol 1
I Replicacién por mecanismo
de circulo rodante

Figura 2. Mapa del vector pAlgevir. Modificado de Bafiuelos-Hernandez et al., 2017.

De manera inicial, este sistema se probd para producir la glicoproteina 1 (GP1, de Zaire
ebolavirus) y la subunidad B de la enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB). Los
resultados muestran una transformacion transitoria de Schizochytrium sp. utilizando el método
de Agrobacterium tumefaciens. Una vez confirmada la presencia del transgen, se procedio a
evaluar la presencia y eficiencia de produccidn de los antigenos recombinantes a las 12, 24 y 48
horas posteriores al co-cultivo. Los rendimientos mas altos se observaron a las 48 horas,

obteniendo 1.25 mg/g de peso fresco para GP1 (6 mg/L de medio) y 0.12 mg/g de peso fresco
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(0.6 mg/L de medio) para LTB. Los resultados indican el potencial uso del sistema Algevir para la
produccién de antigenos vacunales para administracién oral (Bafiuelos-Hernandez et al., 2017).

Mediante Algevir también se han producido epitopos del virus del Zika utilizando LTB como
adyuvante. Los rendimientos alcanzaron hasta 360 ug de antigeno recombinante por gramo de
biomasa fresca de Schizochytrium sp. transformada transitorimente; y ademas, la inmunizacién
oral del extracto fresco a ratones propicid una adecuada respuesta humoral especifica mediante

la produccién de IgG (Marquez-Escobar et al., 2018).

Otro ejemplo del uso del sistema Algevir es la produccién de la vacuna candidata de la
enfermedad de Alzheimer’s utilizando LTB como adyuvante. Los rendimientos fueron de hasta
380 pg de antigeno recombinante por gramo de biomasa fresca de Schizochytrium sp. En este
estudio se analizé la capacidad bioencapsuladora de la pared celular de la microalga
Schizochytrium sp. ante la posible degradacion del antigeno a diferentes temperaturas,
observandose proteccién del antigeno desde los 37 °C hasta los 60 °C (Ortega-Berlanga et al.,
2018). Por todo lo anterior, el sistema Algevir es un sistema atractivo para producir una vacuna

—en las plataformas de plantas y microalgas— contra T. cruzi (Fig. 3).
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Figura 3. Representacion grafica del mecanismo de accidon de la vacuna contra la Enfermedad de
Chagas producida en plantas y microalgas, con un impulso parenteral consistente en el antigeno

recombinante Tc24 y el adyuvante MPLA.
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3. JUSTIFICACION

La Enfermedad de Chagas es una de las mas importantes enfermedades tropicales desatendidas
por la industria farmacéutica y los gobiernos donde la enfermedad es endémica. Los
medicamentos disponibles, benznidazol y nifurtimox, no son del todo efectivos. No hay vacuna
profilactica o terapéutica en el mercado o en fases clinicas. Por estas razones, la plataforma de
microalgas constituye una perspectiva interesante y prometedora para el desarrollo de una

vacuna contra la enfermedad de Chagas, idealmente de administracion oral y de bajo costo.
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4. HIPOTESIS

Si la microalga Schizochytrium sp. se ha utilizado de manera eficiente para la producciéon de
vacunas recombinantes, ademas, se ha observado que Tc24 es un antigeno inmunoprotector y
gue Col es un adyuvante de mucosas, entonces, el prototipo de vacuna Tc24:Col se producird
funcionalmente en Schizochytrium sp. desarrollando una respuesta inmunoprotectora en

ratones ante un reto infeccioso con T. cruzi.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar un prototipo de vacuna oral en Schizochytrium sp. contra Trypanosoma cruzi basada

en el antigeno Tc24 y el ligando Col.

5.2 Objetivos particulares

1. Generar la construccion genética Tc24:Col y evaluar las caracteristicas fisicoquimicas
in silico.

2. Expresar la proteina recombinante Tc24:Col y determinar la eficiencia de
produccién.

3. Evaluar la inmunogenicidad de Schizochytrium sp.-Tc24:Col a través de la
inmunizacion oral de ratones.

4. Evaluar la eficacia protectora de Schizochytrium sp.- Tc24:Col en un modelo de ratén

ante un reto infeccioso con T. cruzi.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Generacion de la construccion genética Tc24:Col y evaluacion de las caracteristicas
fisicoquimicas in silico

6.1.1 Diseio del gen y del vector de expresion

La proteina quimérica denominada Tc24:Col consistié en el adyuvante Col M Cell Ligand
fusionado a la C-terminal de la proteina de unién a calcio Tc24, utilizando el poli-linker GGGGS.
El gen Tc24:Col contiene la secuencia del péptido seial Glycine max
(MKMKVLFFVATILVAWQCHA) y una sefial de retencién al reticulo endoplasmico (SEKDEL);

ademas, se incluyd una etiqueta de histidinas en el N-terminal del gen tc24.

6.1.2 Prediccidn de antigenicidad y alergenicidad

La antigenicidad de Tc24:Col se predijo con los programas Antigenpro
(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) y Vaxijenv2.0 (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/Vaxilen/Vaxilen.html) (Doytchinova y Flower, 2008) en modelo de
parasito con un umbral de 0,5. La alergenicidad se predijo utilizando el servidor web AlgPred

(http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/) (Saha y Raghava, 2006).

6.1.3 Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de Tc24:Col

Las propiedades fisicoquimicas de la vacuna Tc24:Col se analizaron mediante ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005) para predecir: peso molecular, pl
tedrico, composicion de aminoacidos, composiciéon atomica, coeficiente de extincidén, vida
media estimada, indice de inestabilidad, indice alifatico y gran promedio de hidropatia (GRAVY).
Ademas, la solubilidad fue evaluada por el servidor PROSO Il (mips.helmholtz-

muenchen.de/prosoll).
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6.1.4 Prediccion de la estructura secundaria

La estructura secundaria de Tc24:Col se predijo con el servidor web PSIPRED 4.0

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ psipred /) (Buchan y Jones, 2019).

6.1.5 Prediccidn, refinamiento y validacion de la estructura terciaria

La predicciéon de la estructura terciaria de Tc24:Col se llevd a cabo mediante el servidor
GalaxyTBM (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=TBM) usando de templado la
proteina cristalizada PDB ID: 3CS1, correspondiente a la proteina flagelar de unién al calcio
(Tc24) de T .cruzi. Como resultado se obtuvieron diez modelos, ordenados segun la energia
GALAXY. Las ramas favorecidas y los rotdmeros pobres también se utilizaron en la seleccién del
mejor modelo. Una vez seleccionado, el modelo generado se sometié a refinamiento en
GalaxyRefine2 (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE2). La estructura
terciaria refinada se valido utilizando Saves v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/), una herramienta
de analisis de estructura de proteinas que ejecuta los programas Errat, Verify 3D y PROCHECK

Ramachandran plot.

6.1.6 Docking de la vacuna Tc24:Col con Toll-Like Receptor 4 (TLR-4) y TLR-2

El acoplamiento de la vacuna Tc24:Col y TLR-4 (ID de PDB: 4G8A) y TLR-2 (ID de PDB: 2Z7X) se
realizé utilizando el servidor PatchDock disponible en https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
(Schneidman-Duhovny et al., 2005) con los pardmetros predeterminados de Clustering RMSD:
4.0 y Complex type: default. Antes del acoplamiento se eliminaron los ligandos y las moléculas
de agua asociadas con las estructuras cristalinas de TLR-4 y TLR-2 utilizando PyMOL. Los 10
modelos de enlace principales generados a partir de PatchDock se enviaron a FireDock
(Refinamiento de interaccién rapida en acoplamiento molecular) disponible en linea en
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/php (Andrusier et al., 2007; Mashiach et al., 2008).
FireDock produce una salida refinada que consiste en la lista clasificada de los 10 mejores

modelos generados por PatchDock, y se seleccioné el modelo con la mejor energia global.
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6.1.7 Clonacion molecular

El gen de interés se sintetizé en la compaiiia Genscript (EE. UU.) utilizando optimizacién de
codones segun el uso preferente en Nicotiana tabacum vy se flanqued con los sitios de
restriccion que reconocen las enzimas 5'Sma | y 3'Bam Hl y Sac |, necesarios para la insercion en
el vector de expresidon pAlgevir. Primeramente se realizd el corte de pAlgevir para poder clonar
la secuencia Tc24:Col. Para ello, se tomaron 5 pL de ADN plasmidico de pAlgevir, 1 uL de buffer,
0.3 pL de las enzimas Sma | y BamH | y 3.8 uL de agua desionizada. La reaccion se incubd a 25 °C
durante 1 h. Posteriormente, se llevd a cabo la liberacion del inserto Tc24:Col contenido en el
vector pUC57. Para ello, se tomaron 2 uL de ADN plasmidico, 1 pL de buffer, 0.3 pL de las
enzimas Sma |y BamH | y 3.8 ulL de agua desionizada. La reaccion se incubd a 25 °C durante 1 h.
El corte de las bandas de interés se realizd en cada gel y se purificaron utilizando el kit
NucleoMag (Duren, Germany) segun las especificaciones del fabricante. Una vez purificadas las
bandas, se procedié a llevar a cabo la sub-clonacién de la construccion Tc24:Col:pAlgevir. Para
ello, se utilizd la T4 DNA ligasa (BiolLabs inc., New England) con las especificaciones del
fabricante. Una vez realizada la reaccion de ligacion, se procedié a transformar las células de E.
coli (Top10) a través de choque térmico (ver anexo) y se sembré en medio solido Luria-Bertani
(LB) con 50 mg/L de Kanamicina a 37 °C. La extraccion de ADN plasmidico se realizé de las
colonias resultantes seleccionadas (n=10-12) (Sambrook et al., 1989). Las clonas positivas por
PCR se sembraron en medio LB liquido hasta su fase exponencial y se realizd la extraccién de
ADN plasmidico mediante miniprep para transferir la construccién a Agrobacterium tumefaciens
(cepa GV3101) por electroporacién (ver anexo). Posteriormente, el cultivo de A. tumefaciens
transformado, se inoculé en medio LB sdlido de seleccion (Kanamicina 50 mg/L) y cultivé a 28
°C. Las colonias que crecieron en el medio selectivo se cultivaron en medio liquido de seleccidn
LB (Kanamicina 50 mg/L) para su crecimiento y posterior extraccién de ADN plasmidico. La
presencia del gen de interés se confirmoé por PCR de punto final utilizando primers especificos

para la secuencia del gen tc24.

Se disefiaron los oligos para la deteccion de los insertos Tc24:Col, para la confirmacién de la

transformacion y para el envio a secuenciar (Tabla 2).
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Tabla 2. Oligos para la deteccidn de los insertos Tc24:Col.

Nombre del Oligo Longitud del Secuencia

producto

Tc24:Col_Confirmacion 306 pb Forward:
GAGCTTGCGGTTCAAAGGGA
Reverse:

TTGAACCAAGAGCCCTAGCC

Tc24:Col_Secuenciacion 542 pb Forward:
GGATGGAAAAAATGCTAAGG
Reverse:

CATCCAATTTAACAGCAGAAG

Tc24gPCR 193 pb Forward:
CGATGCTTCTGGTAATATGCT
Reverse:

ATCTCCATCAGCATCCAATT

6.2 Expresion de la proteina recombinante Tc24:Col y determinacion de la eficiencia de
produccién.

6.2.1 Transformacion transitoria de Schizochytrium sp. por medio de A. tumefaciens para la
produccién de la vacuna Tc24:Col

Se utilizé la cepa de Schizochytrium sp. ATCC 20888, la cual es mantenida en medio liquido YPD
(por sus siglas en inglés) con agua marina a 35 unidades practicas de salinidad (UPS) a 27 + 1 °C.

Para el cultivo en medio sélido se utilizo agar (15 g/L).

El ensayo de expresion transitoria se llevd a cabo de la siguiente manera: un indculo de 1 mL de
cultivo A. tumefaciens [Tc24:Col:pAlgevir] (ODgsonm = 1.0) (cultivado en medio LB; 28 °C; 100
rpm) se afiadié a 100 mL de un cultivo exponencial de Schizochytrium sp. (ODgsonm = 1.0) . Luego,
100 uM de acetosiringona se adicionaron para activar la virulencia de A. tumefaciens GV3101

[Tc24:Col:pAlgevir]. Después de 16 h se afiadié cefotaxima en una concentracién final de 250
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mg/L para eliminar A. tumefaciens. Cuatro horas después de afiadir cefotaxima (20 h de la
adicion del indculo) se indujo la expresion del gen de interés (Tc24:Col) con la adicién de 1 mL
de etanol absoluto (concentracion final de 1%). Se tomaron muestras de 50 mL del cultivo antes
de la induccién (hora 0) y a las 12, 24, 36, 48 y 72 h post-induccidn. Luego se centrifugd (2000
rpm, 10 minutos), eliminando el sobrenadante y se almacend el paquete celular a -80 °C para su

analisis.

6.2.2 Analisis molecular para la deteccion de transgenes

Para detectar el ARNm del antigeno Tc24 se realizé una PCR cuantitativa en tiempo real (RT)
utilizando los oligos: 5'CGATGCTTCTGGTAATATGCT3' y 5'ATTCCATCAGCATCCAATT3'. La
expresion del gen 18s de Schizochytrium sp. se utilizé control endégeno usando los oligos:
5'GCGTATGCTAAAGTTGTTGC3' y 5'CATAATAAACATACCGGCCCC3'. Las muestras de ARN total de
Schizochytrium sp. silvestre (WT) y Schizochytrium sp. transformada se extrajeron con el
reactivo TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las muestras se trataron con ADNasa | de grado de amplificacion (1 U/mg de ARN;
Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). Luego, el cDNA se sintetizé utilizando el sistema de
transcripcion inversa ImProm-IITM (Promega, Madison, WI, EE. UU.). La PCR cuantitativa se
realizé con un sistema de deteccidon de PCR en tiempo real CFX96 TouchTM Bio-Rad, utilizando
SsofastTM EVAGreen® Super Mix (BioRad, modelo 3550 ultravioleta (UV), Hercules, CA, EE.
UU.). El programa consistio en la siguiente reaccién: 95 °C durante 30 s; seguido de 40 ciclos a
95 °C durante 10 s; a 60 °C durante 10 s; ya 65-95 °C (In 0,5 °C Inc) para la curva de fusion.

Finalmente se determind el valor del umbral del ciclo (Ct) del gen Tc24.

6.2.3 Obtencidn de sueros en ratones hiperinmunes.

Para la obtencidn de sueros anti-Tc24 se inmunizaron ratones hembra BALB/c de 8-12 semanas
de edad con la proteina Tc24 recombinante purificada (rTc24). Los ratones (n=2) se inmunizaron
el dia 1 en el cojinete plantar de la pata trasera con 10 pg de rTc24 emulsionado en 10 plL de
adyuvante completo de Freud (CFA). Las dosis posteriores se administraron via intraperitoneal

en los dias 8, 15 y 22 con dosis correspondientes a 50 ug de rTc24 emulsionada en adyuvante
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incompleto de Freud (IFA). Se tomaron muestras de suero por sangrado de cola previo a cada
inmunizacion para medir los titulos de anticuerpos mediante el ensayo de ELISA. Al final del

experimento, los animales fueron eutanaciados para recolectar los sueros.

6.2.4 Analisis de proteina Tc24:Col

La integridad de las proteinas producidas por Schizochytrium sp. se verificaron por Western blot.
Para ello se utilizaron las muestras tomadas a las 0, 12, 24, 36, 48 y 72 h y se procedi6 a la
extraccion de las proteinas de conforme a Franklin et al., (2002) de la siguente manera: 50 mg
de biomasa de cada muestreo se resuspendieron en 200 puL de buffer de extraccion (750 mM de
Tris-HCI, pH 8; sacarosa al 15%; 100 mM de B- mercaptoethanoly 1 mM de PMSF). Las células
de Schizochytrium sp. se sonicaron en frio (4 pulsos de 4 s de duracidn, con intervalos de 4 s
entre cada uno) a 24% de amplitud. Las muestras fueron centrifugadas 8,000 rpm durante 15
min y se transfirieron a tubos de 1.5 mL. Con la finalidad de eliminar impurezas del extracto, se
realizo la precipitacion de proteinas de la siguiente manera: a 100 plL del extracto de proteinas
se afiadieron 100 pL de acido tricloroacético (TAC, por sus siglas en inglés) al 20%. Luego, las
muestras se incubaron durante 30 min a -20 °C y centrifugaron 5 min a 10,000 x g (4 °C). El
sobrenadante se descartd y se afiadieron 500 pL de etanol absoluto para lavar el pellet. Se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y se elimind el etanol por completo.

Finalmente, el pellet se resuspendio en 200 pL de buffer de extraccion.

La cantidad de proteina soluble total (PST) en los extractos se determind por medio del método
de Bradford (Bio-Rad, 5000006). Posteriormente, un volumen correspondiente a 80 ug de PST
se mezclaron con el mismo volumen de buffer de carga reductor 2X (10 pL de muestra mds 20
uL de buffer), sometiendo las muestras a desnaturalizacion en bafio Maria a 95 °C por 5 min. Se
corrieron las muestras por electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970) en geles al 12% (acrilamida
30% vy bis- acrilamida 0.8%) a 120 V. Se transferieron las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa. La transferencia hiumeda se realizé a 150 V por 90 minutos. Una vez realizada la
transferencia se tomd la membrana de PVDF vy, para evitar adhesion inespecifica, se bloqued
con leche al 5% en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) (pH 7.4), a

temperatura ambiente (T.A.) durante 2 horas. Posteriormente, a la membrana se le realizaron
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tres lavados con PBS-T (Tween 20 al 0.05%), por 2 minutos cada uno. Luego, la membrana se
incubd con el suero hiperinmune anti-Tc24 obtenido de los ratones (1:500 en PBS), toda la
noche a 4 °C; luego de tres lavados con PBS-T, de 2 min cada uno, la membrana se incubd con el
anticuerpo secundario anti-IgG de ratdn conjugado a peroxidasa de rabano (A9044-2ML, SIGMA,
St Louis MO, EE. UU.) (diluciéon 1:2000 en PBS-T) a T.A. por dos horas. Pasado este tiempo se
realizardn tres lavados con PBS-T de 2 min cada uno. Por ultimo el revelado para la deteccién de
las bandas se realizé utilizando 2.5 mg de diaminobencidina (D12384, SIGMA, St Louis, MO,
USA) mas 2.5 pL de H,0; en 10 mL de acetato de sodio al 50 mM. Para detener la reaccién se

utilizé molibdato de sodio al 1 M.

Para analizar los niveles de expresién de Tc24:Co1l en Schizochytrium sp. se realizd un ensayo de
ELISA, usando placas de 96 pozos (Microwell Nunc™,Thermo Scientific™) incubadas toda la
noche a 4 °C con 20 pL del extracto de proteinas por pocillo diluido con 80 uL de buffer de
carbonatos (0.2 M, pH 9.6). Se realizaron tres lavados con PBS-T entre cada paso. Para evitar
adhesidon inespecifica se procedid a bloquear los pocillos con 100 uL de leche sin grasa al 5%
(disuelta en PBS-T) a temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, la placa se incubd con
suero hiperinmune anti-Tc24 a una dilucién de 1:500 a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente,
nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS-T y se afadid el anticuerpo secundario anti-IgG de
ratén conjugado con peroxidasa de rabano (dilucion 1:2000; Sigma, St Louis MO, EE. UU.) a
temperatura ambiente durante 2 h. Finalmente, la inmunodeteccidn se revel6 con una solucién
consistente en una tableta de 1 mg de 3,3’, 5,5’ tetrametilbencidina (TMB) (SIGMA; St. Louis,
MO, EE. UU.) méas 7.5 mL de bufer de fosfato-citrato 0.1 M (pH 4,35) (SIGMA; St. Louis MO, EE.
UU.) mas 7,5 mL de bufer de fosfato-citrato 0,1 M (pH 4,35) (SIGMA; St. Louis MO, EE. UU.) y
H,0, al 1 mM, incubados a 25 ° C durante 30 min. La reaccidon enzimatica se detuvo con 50 pL de
acido sulfurico (H,SO4) 2 Ny los valores de densidad éptica de DO se registraron a 450 nm en

VarioskanTM Flash Multimode Reader (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
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6.3 Evaluacion de la inmunogenicidad de Schizochytrium sp.-Tc24:Col a través de la
inmunizacion oral de ratones

Con la finalidad de analizar la actividad inmunogénica de la vacuna oral Tc24:Co1l se implementd
el siguiente diseno de inmunizacion.

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad, con una n= 5 ratones por

grupo.

Se realizaron cuatro inmunizaciones orales los dias 1, 7, 14 y 21, conforme a los siguientes
grupos:

* Control 100 pL PBS, v.o.

* 25 mgde Schizochytrium sp. WT v.o.

* 25 mg de Schizochytrium sp.-Tc24:Co1l v.o., equivalente a 7.5 pug de Tc24:Col.

* 50 mg de Schizochytrium sp. .-Tc24:Col v.o., equivalente a 15 pg de Tc24:Col.

* Control positivo: protocolo de hiperinmune.

En ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad, con una n= 5 ratones por grupo, se
realizaron cuatro inmunizaciones orales en los dias 1, 7, 14 y 21, conforme a los siguientes
grupos:

* Control 100 uL PBS.

* 25 mgde Schizochytrium sp. WT.

* 25 mg de Schizochytrium sp.-Tc24:Col, equivalente a 7.5 pug de Tc24:Co1.

* 50 mg de Schizochytrium sp. .-Tc24:Co1l, equivalente a 15 pg de Tc24:Col.

* Control positivo: esquema para la produccién de suero hiperinmune.

Un dia antes de cada inmunizacién (dias 0, 6, 13, 20) se tomaron muestras de sangre para
obtener suero y medir anticuerpos IgG especificos contra Tc24 a través de un ensayo de ELISA.
En los mismos dias se tomaron muestras de heces para medir anticuerpos IgA especificos contra
Tc24. Para este fin la placa se sensibilizé con la proteina rTc24. Para IgG se utilizé suero a

diferentes diluciones (en 50 uL de PBS). Para IgA se usé el sobrenadante de heces (las muestras
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de cada tratamiento fueron lavadas con 100 pL de leche al 5% en PBS mas 5 pL de inhibidor de
proteasas, centrifugadas 10 min a 12,000 rpm y se colecto el sobrenadante). Enseguida, la placa
se incubd a 4 °C toda la noche. Se realizaron tres lavados con PBS-T y se bloqued con 200 pL de
leche descremada 5% en PBS-T, a temperatura ambiente por 2 h. Se realizaron tres lavados con
PBS Tween. Luego se agregaron 50 uL del anticuerpo secundario anti-IgG (A9044 SIGMA, St.
Louis, MO, EE. UU.) o anti-IgA (A4789 SIGMA, St. Louis, MO, EE. UU.) de ratdon conjugado a
peroxidasa a una dilucién 1/2000. Se incubd la placa a temperatura ambiente por 2 h,
posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-T. Finalmente, la inmunodeteccion se reveld
con una solucién consistente en una tableta de 1 mg de 3,3/, 5,5’ tetrametilbencidina (TMB)
(SIGMA,; St. Louis, MO, EE. UU.) mas 7.5 ml de bufer fosfato-citrato 0,1 M (pH 4,35) (SIGMA; St.
Louis, MO, EE. UU.) y H,0, al 1 mM, incubados a 25 °C durante 30 min. La reaccidon enzimatica
se detuvo con 50 pL de acido sulfurico 1 M (H,S0,4) y los valores de densidad dptica de DO se
registraron a 450 nm en el VarioskanTM Flash Multimode Reader (Thermo Scientific, Waltham,

MA, EE. UU.).

Una semana posterior a la ultima inmunizacidn se realizé el sacrificio de los ratones. Se tomaron
muestras de suero, heces y mucus intestinal para un analisis final de anticuerpos. Por otro lado,
la produccién de IL-4, IL-2, IL-10, e IFN-y se determind en suero sanguineo con el kit Th1/Th2

Mouse Uncoated ELISA Kit (88—7711-44, ThermoFisher), segun el protocolo del fabricante.

6.4 Evaluacion de la eficacia protectora de Schizochytrium sp.- Tc24:Col ante un reto
infeccioso con T. cruzi en un modelo de ratén

6.4.1 Declaraciones de ética

Todos los estudios fueron aprobados por el Comité de Bioética Institucional del “Centro de 186
Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi”, Universidad Autéonoma de Yucatan (Referencia

#CEI-08-2019) y se realizaron en estricto cumplimiento de la NOM-062-Z00188 de 1999.
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6.4.2 Ratones y parasitos

Un total de 30 ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad se alojaron en grupos de 5
por jaula. Los animales recibieron alimento y agua ad libitum con un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas. Los ratones se aclimataron durante dos semanas antes de comenzar el estudio. La cepa T.
cruzi H1 se utilizd en la infeccidn. Los parasitos de la cepa T. cruzi H1 fueron aislados de un caso
humano en Yucatan, México, y se mantuvieron mediante pases en serie en ratones BALB/c cada

25 a 28 dias.

6.4.3 Inmunizacion oral e Infeccidon experimental

Cada grupo experimental contd con una n= 10 ratones. Dos ratones se utilizaron como blanco
sin inmunizacidn ni infeccion.

Los ratones recibieron cuatro inmunizaciones orales los dias 1, 7, 14 y 21, conforme a los
siguientes grupos (Fig. 4):

. Gl: Control 100 uL PBS.

o Gll: Schizochytrium sp. WT liofilizada en 100 uL PBS.

. Glll: Schizochytrium sp. [15 ug deTc24:Co1] liofilizada en 100 uL PBS.

Posterior a la inmunizacion, los ratones fueron infectados con 5000 tripomastigotes de T. cruzi
H1 mediante inyeccion intraperitoneal. Para confirmar la infeccidn, la parasitemia se midié en
camara de Neubauer mediante el examen de sangre fresca extraida de la cola del ratén el dia 12
después de la infeccidn, continuando con el analisis de parasitemia cada 3 dias hasta el dia 48

post-infeccién.

En el dia 50 p.i.,, los ratones fueron sacrificados usando anestesia profunda inducida por

ketamina/xilazina seguida de dislocacion cervical.
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Figura 4. Esquema de inmunizacién y reto infeccioso con de T. cruzi en modelo murino. La
recoleccidn de heces y suero se realizé un dia previo a la Ultima inmunizaciéon para monitorear
la respuesta inmune especifica hacia a la vacuna. El dia 35 posterior a la primera inmunizacion,
los ratones se infectaron con 500 trypomastigotes de T. cruzi i.p. y se monitored parasitemia en
sangre y supervivencia hasta el dia 50 post-infeccién.

6.5 Analisis estadisticos

Las mediciones y bioensayos se realizaron por triplicado, y se hicieron pruebas de normalidad
de los datos. Los datos presentaron una distribucion normal, realizando un analisis de varianza
(ANOVA) de una via y comparacion de medias mediante una prueba de Tukey. Las diferencias se
consideraron significativas a P<0.05. Todo los analisis se hicieron en el software IBM SPSS

Statistics 23 (SPSS, Richmond, VA, EE. UU.).
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7. RESULTADOS

7.1 Generacidon de la construccion genética Tc24:Col y evaluacidén de las caracteristicas
fisicoquimicas in silico

7.1.1 Disefio del gen y del vector de expresion
La secuencia de aminoacidos de la vacuna Tc24:Co1 (280 aa) quedd de la siguiente manera:

MKMKVLFFVATILVAWQCHAHHHHHHMGACGSKGSTSDKGLASDKDGKNAKDRKEAWERIRQAIPREKT
AEAKQRRIELFKKFDKNETGKLCYDEVHSGCLEVLKLDEFTPRVRDITKRAFDKARALGSKLENKGSEDFVEFLE
FRLMLCYIYDFFELTVMFDEIDASGNMLVDEEELKRAVPKLEAWGAKVEDPAALFKELDKNGTGSVTFDEFAA
WASAVKLDADGDPDNVPESAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSSFHQLPARSPLPSEKDEL

La secuencia de aminodcidos detallada y el disefio del casete de expresién se muestran en la

figura 5.

A)
MKMKVLFFVATILVAWOCHAHHHHHHMGACGSKGSTSDKGLASDKD GK
NAKDRKEAWERIRQAIPREKTAEAKQRRIELFKKFDKNETGKLCYDEVHSGC
LEVLKLDEFTPRVRDITKRAFDKARALGSKLENKGSEDFVEFLEFRLMLCYIY
DFFELTVMFDEIDASGNMLVDEEELKRAVPKLEAWGAKVEDPAALFKELDK
NGTGSVTFDEFAAWASAVKLDADGDPDNVPESAGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSSFHOQLPARSPLPSEKDEL
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B)

Etiqueta
Histidina

Antigeno Te24 GGGGS Péptido Col SEKDEL

Sml
Disefio del casete de expresion

Vector pAlgevir y vacuna Tc24::Col.

35s Prom.

Etanol-Inducible

Figura 5. Secuencia de aminodcidos de la vacuna Tc24:Col. Las letras subrayadas corresponden
al péptido sefial de la proteina de almacenamiento vegetativo Glycine max; la secuencia de la
etiqueta de histidina se muestra en negrita; las letras en cursiva indican el antigeno Tc24; las
letras resaltadas en gris indican el linker; las letras en negrita y subrayadas corresponden al
péptido Col; y el subrayado segmentado es la sefial SEKDEL. B) Descripcidon esquematica del
vector pAlgevir y la vacuna Tc24:Col. Se incluyen los sitios de restriccion que reconocen las
enzimas 5'Sma | y 3’Bam HI. Este vector estd disefiado para la expresién inducible por etanol
(cuadro violeta) con los siguientes eventos: el factor de transcripcion AlcR, que se expresa
constitutivamente, activa el promotor alcA tras la inducciéon con etanol, permitiendo la
expresion de la proteina Rep y del gen de interés. La proteina Rep media posteriormente la
replicacion del casete de expresion a través del reconocimiento de los elementos Ori, que
magnifican la expresidén del gen Tc24:Col.

7.1.2 Prediccion de antigenicidad y alergenicidad

La prediccion de Tc24:Col se estimd en 0.911 y 0.75 por Vaxijen v2.0 y AntigenPro,

respectivamente, y se considerd no alérgeno segun el servidor web AlgPred.

7.1.3 Evaluacidn de las propiedades fisicoquimicas de Tc24:Col

ProtParam server se utilizd para la determinacién de las propiedades fisicoquimicas de
Tc24:Col, cuyos resultados se basan en la secuencia de proteinas. En primer lugar, el peso
molecular se estimé en ~30 kDa, mientras que el pl tedrico en 5.66. El coeficiente de extincidn
(280 nm) de la proteina fue 26470 M cm™ cuando se reducen los residuos de Cys, y 26720 M
cm™ cuando todos los pares de residuos de Cys forman cistinas. El nimero de residuos cargados
negativamente (Asp + Glu) y residuos cargados positivamente (Arg + Lys) fue 47 y 39,

respectivamente. La vida media estimada fue de 30 horas en reticulocitos de mamiferos (in
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vitro) y >20 horas en levadura (in vivo). El indice de inestabilidad se calculé en 36.15. El indice

alifatico fue de 65.57. El GRAVY de Tc24:Co1l fue -0.543.

7.1.4 Prediccion de la estructura secundaria

La estructura secundaria obtenida con PSIPRED indicé que Tc24:Col consta de 50.3% Coil y

49.7% Helix.

7.1.5 Prediccion, refinamiento y validacion de la estructura terciaria

La prediccidon de la estructura de proteinas (3D) por GalaxyTBM dio como resultado cinco
modelos que utilizan la estructura cristalizada de Tc24 (ID de PDB: 3CS1) como templado, se
selecciond y refind el Modelo 1 con el servidor GalaxyRefine2. De 10 modelos generados por
este servidor, se selecciond el modelo 3 (Fig. 6) segun los siguientes parametros: RMSD, 21.178;
MolProbity, 0.893; Puntuacion de choque, 1.5; Rotameros deficientes, 0.5; Rama favorecida,
98.6; y energia GALAXY, -7306.07. La estructura 3D de Tc24:Col fue validada con el servidor
Saves v6.0 destacando los siguientes resultados: un factor de calidad general de 87.36 por el
programa ERRAT (Colovos y Yeates, 1993), 91.43% de los residuos tienen una puntuacién 3D-1D
promedio> = 0,2 segun el programa VERIFY 3D (Bowie et al., 1991; Lithy et al., 1992), y el
grafico Ramachandran de PROCHECK mostré un 93.2% de residuos en las regiones mas

favorecidas (Fig. 7).
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Figura 6. Estructura 3D de Tc24:Col refinada por GalaxyRefine2. Este modelo se basé
principalmente en los parametros: malos rotameros, 0.5; Rama favorecida, 98.6; y energia

GALAXY, -7306.07.
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Figura 7. Grafico Ramachandran plot. El Grafico indicéd que el 93.2% de residuos estan en las
regiones mas favorecidas (A y B: areas rojas), mientras que el 6,4% de los aminodcidos en
regiones permitidas adicionales (en a, by I: dreas amarillas), y solo el 0,4% en las regiones no

permitidas (SER 43: 4rea blanca).
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7.1.6 Docking de la vacuna Tc24:Co1l con Toll-Like Receptor 4 (TLR-4) y TLR-2

El andlisis que utilizé PatchDock generd 10 modelos de acoplamiento de Tc24:Col a TLR-4 y TLR-
2, los cuales fueron refinados y clasificados por FireDock. Para TLR-4, el mejor modelo acoplado
(Fig. 8) se determind con los siguientes pardmetros: Energia global, -43.96; atraccion VdW, -
34.13; repulsion VdW, 9.87; ACE, 1.52; y HB, -4.53. Para TLR-2, el mejor modelo acoplado (Fig. 9)
tuvo los parametros: Energia global, 11.79; atraccion VdW, -30.76; repulsién VdW, 17.16; ACE,
15.63; y HB, -2.74.

Figura 8. Complejo acoplado de TLR-4 y Tc24:Col. Complejo acoplado de TLR-4 (abajo, en gris) y
la vacuna Tc24:Col (arriba, en azul). La prediccion del acoplamiento mostré que las
interacciones principales pueden ocurrir entre los enlaces de hidrogeno de ILE 285, ASN 265, ILE
300 y LYS 274 de la cadena TLR-4 A con LYS 90, ASP 115, ASP 84 y THR 69 de Tc24:Col,
respectivamente (cuadro de la izquierda). En el cuadro de la derecha, se observan interacciones
de un doble enlace de hidrégeno entre el aminoacido LYS 324 de la cadena B de TLR-4 con GLY
28 y SER 32 de Tc24:Col.
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Figura 9. Complejo acoplado de TLR-2 y Tc24:Col. Complejo acoplado de TLR-2 (abajo, en gris)
con vacuna Tc24:Col (arriba, en color azul). El cuadro muestra las principales interacciones de
enlaces de hidrogeno entre ASP 301, TYR 300 327 y ASN 268 de TLR-2 con LYS 184, GLU 177 y
ARG 180 de Tc24:Col, respectivamente.

7.1.7 Clonacion molecular

Primeramente se realizd el corte de pAlgevir para poder clonar la secuencia Tc24:Col (Fig.10).
Posteriormente, se llevé a cabo la liberacion de los insertos Tc24:Col contenidos en el vector

pUC57 (Fig. 11).
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M pAlgevir

<:| pAlgevir {17kb)

Figura 10. Corte del vector pAlgevir con las enzimas Sma | y BamHI. Corte del vector pAlgevir
con las enzimas Sma | y BamHI (para la insercidon de Tc24:Col) y liberacién del inserto de 580 pb.

M pUCS57 digerido

pUCS7 (2710 pb)

Tc24:Co1 (858 pb)

Figura 11. Corte del vector pUC57 con las enzimas Sma | y BamHI y liberacién del inserto
Tc24:Col.

Después de la subclonacién y transformacion de E. coli, se realizé la PCR para la amplificacién
del gen Tc24 en las colonias resultantes (Fig. 12). Una vez confirmada la presencia del transgén,
se transformd A. tumefaciens por electroporacion, realizando PCR del ADN plasmidico (Fig. 13)

y se envio secuenciar a Genewiz (South Plainfield, NJ). El resultado obtenido se comparé con la
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secuencia propia mediante alineamiento en la herramienta BLAST. Los resultados demostraron

homologia del 100% entre las secuencias.

306 pb

Figura 12. PCR para detectar la presencia del gen Tc24:Col en colonias de E. coli resultantes de
la transformacidn con la ligacidn. Carriles: M, marcador de peso molecular de ADN de 1 kb (New
England Biolabs); Pos., control positivo utilizando el vector pUC57:Tc24:Co1; carriles 1-5, ADN
de colonias de E. coli; Neg., control negativo.

Figura 13. PCR para detectar la presencia del gen Tc24:Col en colonias de A. tumefaciens
resultantes de la transformacién. Carriles: M, marcador de peso molecular de ADN de 1 kb (New
England Biolabs); Pos., control positivo utilizando el vector pUC57:Tc24:Col; Neg., control
negativo; carriles 1-4, ADN de colonias de A. tumefaciens.
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7.2 Expresion de la proteina recombinante Tc24:Col y determinacion de la eficiencia de
produccién.

7.2.1 Transformacion transitoria de Schizochytrium sp. por medio de A. tumefaciens para la
produccion de la vacuna Tc24:Col

Para comprobar la presencia del gen Tc24, posterior a la transformacion se llevd a cabo una RT-
gPCR. Schizochytrium sp. WT no mostré amplificaciéon con los oligos Tc24, mientras que
Schizochytrium sp.-Tc24:Col presentd una Ct de 32,08 + 0,19. El gen 18s fue utilizado como
control enddgeno, resultando en valores de Ct de 19,4 + 0,04 y Ct: 19,15 + 0,01 para

Schizochytrium sp. WT y Schizochytrium sp.-Tc24:Col, respectivamente.

Como se muestra en la imagen del Western blot (Fig. 14), la expresién de Tc24:Col sdlo se
observéd a las 48 h después de la induccidn con etanol. Los rendimientos alcanzados fueron de
300 pg por gramo de peso seco de Schizochytrium sp. o 632 pg por litro de cultivo de la

microalga (Fig. 15).

kDa MW WT Oh  I2h 24h 36h 48h 72h rTed

250 =

150 ——

75

37

30 kDa
28 > 24kDa

10 =

Figura 13. Deteccion de la proteina inmunorreactiva Tc24:Col producida en Schizochytrium sp.
La presencia de Tc24:Col recombinante se determind con el anticuerpo anti-Tc24 de ratones
hiperinmunes. Las muestras se tomaron a las 0, 12, 24, 36, 48 y 72 h después de la induccidn,
pero la expresidn solo se identifico a las 48 h. La proteina de ~30 kDa corresponde a Tc24:Col.
El control negativo consistid en las microalgas WT, mientras que el control positivo es la
proteina rTc24 (~24 kDa). En el primer carril se indica el peso molecular (kDa) (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Standards, BioRad). Las flechas indican las bandas de proteinas.
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Figura 14. Rendimientos de Tc24:Col producida en Schizochytrium sp. Los niveles de expresion
de la proteina recombinante se determinaron mediante ELISA a las 48 h después de la induccién
con etanol. La proteina Tc24 purificada se utilizd para construir una curva estandar para la
cuantificacion. Los valores presentados son la media de triplicados * desviacién estandar.

7.3 Evaluacion de la inmunogenicidad de Schizochytrium sp.-Tc24:Col a través de la
inmunizacion oral de ratones

7.3.1 Respuesta de anticuerpos a nivel mucosa y sistémico por la inmunizacién con
Schizochytrium sp.-Tc24:Co1l

Al final del experimento, los ratones inmunizados con la Schizochytrium sp.-Tc24:Col con ambas
dosis produjeron anticuerpos IgA especificos que se detectaron en heces e IgG especificos en
suero, siendo la dosis de 15 pg de Tc24:Co1l la que indujo una mayor produccion (P <0.05) (Fig.

16).
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Figura 15. Respuesta de anticuerpos especificos anti-Tc24 posterior a la inmunizacion con la
microalga que expresa Tc24:Col. Los ratones fueron divididos e inmunizados via oral con PBS
(PBS), microalga wild type (WT), 25 mg de microalga que expresa 7.5 pg de la vacuna Tc24:Col
(Schizo-Tc24:Col / 7.5 pg), 50 mg de microalga que expresa 15 pg de la vacuna Tc24:Col
(Schizo-Tc24:Col / 15 ug); o via intraperitoneal con el antigeno purificado Tc24 (rTc24+). A) Los
anticuerpos IgA especificos a nivel de mucosas se evaluaron mediante ELISA, tomando para ello
las muestras de lavado intestinal de los ratones. B) La respuesta de IgG especificos fue medida
en suero mediante ELISA, utilizando una dilucién de [1:20] para el suero de ratones inmunizados
via oral, y una dilucion de [1:320] para el suero de los ratones inmunizados
intraperitonealmente. Se muestran los valores promedios DO450nm (+ DE) de cada grupo
experimental (n = 5). Las letras denotan diferencias significativas frente al grupo tratado con
PBS (P <0.05).
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7.3.2 Respuesta de citocinas Th1/Th2 en suero de ratones ante la inmunizacion de
Schizochytrium sp. que expresa Tc24:Col.

Los ratones inmunizados con ambas dosis de Schizochytrium sp.- Tc24:Col aumentaron (P
<0.05) las cuatro citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10) evaluadas en comparacion con los controles

PBS y Schizochytrium sp. WT (Fig. 17).
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Figura 16. Niveles de citocinas Th1/Th2 en suero en ratones inmunizados. Los niveles séricos de
(a) IFN-y, (b) IL-2, (c) IL-4 y (d) IL-10 se determinaron mediante ELISA. La concentracion de las
citocinas se establecid comparando los datos obtenidos con una curva estandar. Los datos se
representan como la media = desviacidon estandar. Letras diferentes denotan una diferencia
significativa entre tratamientos (P<0.05).
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7.4 Evaluacion de la eficacia protectora de Schizochytrium sp.- Tc24:Col ante un reto
infeccioso con T. cruzi en un modelo de raton

Los ratones inmunizados con Shizochytrium sp. -Tc24:Co1 tuvieron una reduccion significativa (P

<0.05) en el area bajo la curva con respecto a los del grupo control que se les administré solo

PBS (Fig. 18).
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Figura 17. A) Parasitemia y B) area bajo la curva (AUC) en la evaluacion de la eficacia
inmunoprotectora de Shizochytrium sp.-Tc24:Col. Los parasitos por mililitro se determinaron
por conteo en cdmara de Neubauer. Los datos se representan como la media + desviacidon
estandar. El ** denota una diferencia significativa entre tratamientos (P<0.0046).
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8. DISCUSION

En este trabajo de tesis se reporta el disefio in silico del prototipo de la vacuna Tc24:Col
(basado en el antigeno Tc24 de T. cruzi fusionado con el ligando dirigido a células Col M), su
expresion transitoria en Schizochytrium sp. utilizando el sistema pAlgevir y la evaluacion de la
inmunoproteccion en modelo murino. Primeramente se selecciond la proteina flagelar de unién
a calcio de 24 kDa (Tc24) debido a que es un antigeno ampliamente conservado en diferentes
cepas (Arnal et al.,, 2020). Este antigeno ha sido evaluado a nivel preclinico, demostrando
reducir la parasitemia y aumentado la supervivencia en distintos modelos animales (Cazorla et
al., 2015; Martinez-Campos et al., 2015; Barry et al., 2016; Seid et al., 2017). De manera
relevante, en modelo de primate no humano inmunizados con los antigenos Tc24 y TSA-1,
combinados con el agonista de TLR-4 E6020 como adyuvante, se indujo la produccién de
anticuerpos 1gG especificos y de IFN-y, IL-2 y TNF-a en células T CD4+ para ambos antigenos
(Dumonteil et al., 2020). Para sobrepasar algunas de las limitaciones de la inmunizacién oral, en
la produccién del prototipo de vacuna Tc24:Co1 se utilizd la microalga Schizochtryum sp., ya que
la pared celular protege al antigeno de factores ambientales —haciéndola termoestable—y de la
degradacidon por acidos gdstricos. Se incluyéd ademdas una péptido sefial y la secuencia de
retencion al reticulo endopldsmico SEKDEL para evitar la secrecion de la proteina recombinante
al medio extracelular y favorecer una mayor acumulacidon del antigeno en la microalga
(Marquez-Escobar et al., 2018). Otro elemento afiadido es la secuencia de Col, un péptido de
doce aminoacidos (SFHQLPARSPLP) que actia como un ligando de células M al interactuar con
el receptor de C5a (Kim et al., 2013), que ademas promueve respuestas inmunitarias T CD8+
especificas de antigenos a nivel de mucosas y sistémico (Kim et al., 2012, 2018). Para
determinar el orden de los componentes en el casete de expresion, se evalud la antigenicidad in
silico a través de los programas Vaxijen v2.0 y AntigenPro, resultando ser un probable antigeno
en ambos servidores. En este sentido, la antigenicidad calculada por Vaxijen de 0.91 es
comparable con vacunas multiepitopo (Michel-Todd et al., 2020) o proteicas reportadas contra
T. cruzi (Trevisan et al., 2020), y contra otros pardsitos como como Leishmania (Khan et al.,
2020) o Plasmodium falciparum (Sanasam y Kumar, 2019). Ademas, el prototipo de vacuna
Tc24:Col fue considerado como proteina no alergénica por el servidor web de Algpred. La

evaluacion fisicoquimica in silico indicé que Tc24:Col es una proteina soluble, detectandola
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como una banda de ~30 kDa mediante Western blot. El pl tedrico se calculd utilizando los
valores de pK de cada aminoacido, dando como resultado una proteina acida con un pl de 5.66.
El coeficiente de extincidon de 26470 M cm™ y 26720 M cm™ indica la cantidad de luz que
absorbe Tc24:Col a una determinada longitud de onda, caracteristica quimica valiosa que
facilitaria la purificacion la la proteina recombianante en caso necesario. El nUmero de residuos
cargados indico que Tc24:Col es una proteina con carga negativa que alberga 47 residuos
cargados negativamente (Asp + Glu). El indice de inestabilidad fue de 36.15, donde los valores
inferiores a 40 se consideran estables (Guruprasad et al., 1990), lo que significa que la Tc24:Co1l
presenta una buena estabilidad proteica. La vida media predice el tiempo que tarda la mitad de
la cantidad de proteina en una célula en degradarse después de la traduccién en cada célula.
Para ello, ProtParam estima un tiempo basado en la "regla N-terminal”, que establece que la
identidad del residuo N-terminal de una proteina es importante en la estabilidad in vivo, con
diferencias que van desde mas de 100 horas hasta menos de 2 minutos segin el aminoacido
presente y el modelo experimental (levadura in vivo o reticulocitos de mamiferos in vitro)
(Bachmair et al., 1986). Los resultados indicaron que el antigeno Tc24:Col tiene una vida media
estimada de 30 horas en reticulocitos de mamiferos (in vitro) y > 20 horas en levaduras (in vivo),
periodo que podria darnos una idea de la vida media de la proteina recombinante Tc24:Col
desde su traduccion hasta su eliminacidn en la célula de la microalga. El indice alifatico es el
volumen relativo de una proteina ocupado por cadenas laterales alifaticas (alanina, valina,
isoleucina y leucina), siendo estos valores mds altos en las proteinas de bacterias termdfilas que
en las proteinas de bacterias meséfilas (lkai, 1980). Con base en esto, un alto indice alifatico
indica que una proteina es termoestable en un amplio rango de temperaturas, lo cual es de gran
interés para el mantenimiento de vacunas recombinantes de enfoque termoestable. En este
sentido, el antigeno Tc24:Co1l tiene un indice alifatico de 65.57, resultando en una posibilidad
termoestable favorable con valores comparables con otras vacunas disefiadas in silico contra T.
cruzi y otros parasitos (Shey et al., 2019; Yadav et al., 2020; Rawal et al., 2021), donde los
valores de indice alifatico superiores a 60 y hasta 105 se consideran proteinas termoestables
(Ikai, 1980). Finalmente, el valor GRAVY para una proteina esta determinado por la suma de los
valores de hidropatia de todos los aminoacidos divididos entre el nimero de residuos en la

secuencia (Kyte y Doolittle, 1982). Tc24:Col presentd un indice GRAVY de -0.543, donde este
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valor negativo indica la posibilidad de ser una proteina hidrofilica, una caracteristica
fisicoquimica valiosa para la extraccion de proteinas, analisis de Western blot y ELISA, asi como
para la respuesta inmune tras la inmunizacién. Por otro lado, la estructura secundaria consta de
50.3% superenrollado y 49.7% hélices. Cuando se generd la estructura 3D del prototipo de
vacuna Tc24:Col, el ligando Col no estaba oculto en la conformacién, lo que podria permitir
gue Col estuviera disponible para la interaccion como ligando del receptor de C5a de las células
M cuando la proteina se libere en el intestino. En general, la validacién mediante ERRAT, VERIFY
y Ramachandran plot demostrd que el prototipo de vacuna Tc24:Col se modeld con precision.
Las herramientas bioinformaticas, como el acoplamiento molecular, pueden dar una idea de la
interaccion de la vacuna con receptores inmunitarios de interés. En este sentido, los receptores
TLR-4 y TLR-2 han estado involucrados en la respuesta inmune desarrollada durante la infeccién
por T. cruzi (Rodrigues et al., 2012). Previamente se ha evaluado la interaccién con TLR para
evaluar vacunas contra T. cruzi disefiadas in silico (Khatoon et al., 2018), asi como contra otros
pardsitos como Leishmania (Khan et al., 2020; Yadav et al., 2020), Plasmodium falciparum
(Pritam et al., 2020) y oncocercosis (Shey et al.,, 2019). En este sentido, incluso algunos
prototipos de vacunas basados en el antigeno Tc24 han utilizado adyuvantes agonistas de TLR-4
para promover respuestas inmunitarias Thl mas fuertes (Dumonteil et al., 2020). Por lo
anterior, en este trabajo se realizé el acoplamiento molecular (Docking) para evaluar la
interaccion del antigeno Tc24:Col como ligando con TLR-2 y TLR-4 para posteriormente llevar a
cabo el refinado de los modelos resultantes. Los resultados mostraron una fuerte interaccion
especifica segln la energia Global de 11,79 para TLR-2 y -43,96 para TLR-4, que se relaciona con
cada tipo de energia de enlace e interaccién conformacional. Después del disefio del casete, se
procedid a la expresidn del prototipo de vacuna en la plataforma de microalgas. Aunque se ha
producido Tc24 recombinante en Escherichia coli y Pichia pastoris, ninguno de los antigenos de
T. cruzi se ha producido en microalgas. Estudios previos demuestran el potencial de
Schizochytrium sp. para la expresion de proteinas heterdlogas con aplicaciones en vacunologia
(Bayne et al., 2013; Ramos-Vega et al., 2018). En este sentido, Bafiuelos-Hernandez et al. (2017)
disefiaron un plasmido geminiviral para la transformacién transitoria de microalgas. Este
enfoque poco explorado permite la produccion de biofdrmacos en unas pocas horas sin

necesidad de procesos metodoldgicos elaborados llevados a cabo en métodos estables. Este
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plasmido, denominado pAlgevir, se ha utilizado para la produccidon de antigenos, como la
glicoproteina 1 (GP1) del Zaire ébolavirus, la subunidad B de la enterotoxina termolabil (LTB) de
Escherichia coli (Bafiuelos-Hernandez et al., 2017) y una vacuna multiepitopo de proteina de
envoltura del virus del Zika (Marquez-Escobar et al., 2018) con rendimientos de 1.25 mg/g; 0.12
mg/g; y 365 ug/g de peso de alga fresca, respectivamente. Por lo tanto, pAlgevir expresé
transitoriamente el antigeno Tc24:Col y se detectd y cuantificd con antisuero obtenido de
ratones inmunizados con Tc24 recombinante purificado de E. coli, lo que indica que la proteina
guimérica no afecta los determinantes antigénicos de la proteina Tc24. Los resultados
mostraron una expresion del antigeno Tc24:Col tras 48 horas de induccidn con etanol al 1%,
alcanzando rendimientos comparables a los estudios en Schizochytrium sp. previamente
mencionados desarrollados en Schizochytrium sp. En la evaluacién de inmunogenicidad, ambas
dosis del prototipo de vacuna Tc24:Col expresado en Schizochytrium sp. (7,5 ug y 15 ug)
indujeron una respuesta humoral con la produccion de anticuerpos 1gG especificos anti-Tc24 en
suero e IgA en la mucosa intestinal. Previamente, Cazorla et al. (2015) reportaron anticuerpos
IgG especificos anti-Tc24 por la inmunizacion oral con ADN codificante para Tc24 en
multicomponente con cruzipaina y antigenos Tc52 usando Salmonella atenuada como
acarreador. Sin embargo, no encontraron IgG especificas en la administracion de ADN que
codifica a Tc24 (sin los otros dos antigenos), lo que sugiere la necesidad de adyuvantes para una
respuesta humoral sistémica después de la inmunizacion oral o de refuerzos de inmunzacién
con la proteina recombinante. Ademas, el ADN que codifica para Tc24 estimulé la produccion de
IgA en el intestino, lo que indica que es un buen inductor de respuestas inmunitarias en la
mucosa. Finalmente, el aumento de los niveles de citocinas IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 en suero
confirmé que ambas concentraciones del prototipo de vacuna Tc24:Col expresado por
Schizochytrium sp. eran inmunogénicas en el modelo de ratén. Este resultado demostré que la
vacuna provoco una respuesta mixta Th1/Th2. En este sentido, el IFN-y es relevante para una
respuesta inmunitaria protectora de las células T CD4" y CD8" frente a la exposicion a T. cruzi
(De Alencar et al., 2009). Por ello, ademas de la seleccién adecuada del antigeno, se debe
utilizar un adyuvante que promueva las respuestas Thl. Por ejemplo, Caeiro et al. (2020)
utilizaron la familia multigénica TASV de T. cruzi en una suspension mixta con la Proteina 19 de

la membrana externa no lipidica de Brucella abortus (U-Omp19), desencadenando respuestas
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celulares asociadas a la produccién de IFN-y y al aumento de la proteccion contra una infecciéon
letal contra el parasito. En este trabajo, el disefio de la vacuna con el antigeno Tc24 y el péptido
Col como adyuvante, que tiene una alta homologia de secuencia con la hélice alfal de Ila
proteina de membrana externa H (OmpH) de Yersinia enterocolitica (Kim et al., 2010), estimuld
la produccion de IFN-y y respuestas inmunoprotectoras. En estudios previos en ratones, la
administracion oral del péptido Col como quimera con la proteina no estructural 3 del virus del
dengue (p-NS3-Co1l) indujo en ratones células productoras de IFN-y especificas de antigeno en
el bazo, ganglio linfatico mesentérico y Placas de Peyer después del desafio con el virus (Kim et
al., 2018). Las citocinas séricas relacionadas con la respuesta Thl, IFN-y e IL-2, en ratones
inmunizados con el prototipo de vacuna Schizochytrium sp.-Tc24:Col fueron mas altas que las
de ratones del control positivo inmunizados por via parenteral con el antigeno rTc24. Esto
puede deberse a que Col promovié una mayor respuesta citotdxica tras la inmunizacién con el
antigeno rTc24 purificado. Por otro lado, los ratones inmunizados con la vacuna Tc24:Col
expresada por Schizochytrium sp. y el antigeno rTc24 purificado aumentaron los niveles séricos
de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10), lo que deberia estar relacionado con la induccién de la

produccién de anticuerpos especificos anti-Tc24.

Una de las finalidades de la generaciéon de una vacuna contra T. cruzi es la reduccién de la
parasitemia y no tanto la eliminacién del parasito, esto con la finalidad de aminorar los dafios
gue se pudieran producir a nivel cardiaco y digestivo en los pacientes con la enfermedad de
Chagas. En el presente estudio se reporta la parasitemia en un modelo de infeccidon agudo
después de un esquema de inmunizacion profilactico. En este sentido, el area bajo la curva
demuestra que los ratones inmunizados con Schizochytrium sp.-Tc24:Col presentaron una
reduccion significativa en la parasitemia respecto al control, lo que se refleja en una menor
cantidad de parasitos a lo largo del experimento. El area bajo la curva (AUC) es un dato
relevante que se ha reportado en vacunas experimentales basadas en Tc24 en entregas
parenterales mediante la administracién de la proteina recombinante (Martinez-Campos et al.,
2015), en combinacion con diferentes dosis de benznidazole (Cruz-Chan et al. 2021), o en co-
expresion con otros péptidos inmunogénicos de T. cruzi (Gonzélez-Lépez et al., 2022). De

manera interesante, en una vacuna oral multicomponente basada en un plasmido de ADN no
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hubo diferencias significativas en el AUC cuando se eliminaba Tc24 de la construccion y se
entregaban solamente los antigenos cruzipain y Tc52. Sin embargo, Tc24 fue de importancia
para disminuir la mortalidad en un 30% al ser incluida en el plasmido (Cazorla et al., 2015). Los
resultados de Cazorla et al. (2015) indican que Tc24 en forma de vacuna de ADN no fue
imnunoprotector por si solo, por lo que la propuesta de una vacuna basada en Tc24 como
proteina recobinante y en forma quimérica con Col como adyuvante representaba un estudio
interesante para evaluar la inmunoproteccion de este antigeno. Es asi que los resultados
muestran una reduccion de 2.7 veces en el AUC de los ratones vacunados con Schizochytrium
sp.-Tc24:Col respecto al control PBS, lo que representa el 37% de reduccion. Este porcentaje de
reduccion en la parasitemia es similar a reportes anteriores de vacunacion con Tc24, como el
31% obtenido al administrar dos dosis subcutdneas de 25 pyg de proteina recombinante Tc24-C4
combinado con 5 ug del adyuvante E6020 (Jones et al., 2018); un 50% de reduccién con dos
dosis intramusculares de 25 ug de rTc24 combinado con 5 pg del adyuvante monofosforil lipido
A (MPLA) (Martinez-Campos et al., 2015); o un 24% de reduccién al combinar dos dosis de Tc24-

C4 con una baja dosis de benznidazole (Cruz-Chan et al., 2021).

Finalmente, aunque en el presente estudio no se presenté mortalidad, los datos obtenidos del
monitoreo de la parasitemia demuestran el potencial de Schizochytrium sp.-Tc24:Col como

prototipo de vacuna a evaluarse en distintos modelos de inmunizacién y de infeccion.
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9. CONCLUSIONES

El prototipo de vacuna Tc24:Col se produjo funcionalmente en Schizochytrium sp. con
rendimientos de 632 ug de proteina recombinante por litro, donde al ser entregada via oral fue
capaz de inducir una respuesta inmune mediante la produccién de anticuerpos especificos IgA e
IgG, una respuesta de citocinas Th1/Th2, asi como imnunoproteccidn en ratones ante un reto

infeccioso con T. cruzi.
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