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Resumen

La shigelosis es una enfermedad diarreica que causa graves dafios en las mucosas y muerte
en nifios, ancianos y pacientes inmunocomprometidos. Los paises mas afectados son
aquellos pobres y en vias de desarrollo. La resistencia a la terapia de antibi6ticos ha ido
incrementando y la Organizacién Mundial de la Salud promueve el desarrollo de una
vacuna segura y de bajo costo contra el agente etiologico mas comin de la shigelosis,
Shigella flexneri. Este patdgeno para causar la enfermedad utiliza factores de virulencia
cromosomales como los autotransportadores SigA, Pic y Sap que estan bien conservados
dentro de Shigella spp. y otras E. coli patogénicas. Algunos de estos autotransportadores se
han descrito como proteinas altamente inmunogénicas. En este trabajo, se realizo un disefio
in silico de una vacuna usando los epitopos mas antigénicos e inmunodominantes presentes
en el dominio pasajero de estos autotransportadores, y la proteina GroEL como adyuvante.
Para hacer la prediccion de la estructura terciaria de la proteina quimérica se uso el servidor
I-TASSER vy se realiz6 un ensayo de interaccion molecular con el TLR2, demostrandose
una interaccion estable. Ademas, se evalud la inmunogenicidad y eficacia protectora de la
proteina quimérica multiepitopo, nombrada rMESF, en un ensayo de infeccion letal con S.
flexneri. La proteina rMESF fue administrada al modelo murino a través de la ruta
intranasal (i.n.) o acompafiada con el adyuvante comercial de Freund (CFA) por via
intradérmica (i.d.), subcutanea (s.c.) e intramuscular (i.m.), como también con el adyuvante
Imject alum (i.m.). Todos los ratones inmunizados presentaron incremento en los titulos de
IgG, 1gG1, 1gG2a, IgA e IgA fecal comparados con los grupos controles, PBS+CFA y

PBS+alum. Sin embargo, la inmunizacion de los ratones por via i.n. con rMESF sola,
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presentd los mayores titulos de IgA sérica y fecal. Los niveles de citoquinas (IFN-y, TNF-a,
IL-4 e IL-17) y linfoproliferacién incrementaron en todos los grupos experimentales, con
los mayores niveles de respuesta linfoproliferativa en los ratones inmunizados por via i.n.
con rMESF sola, en los que se observd 100% de eficacia protectora contra S. flexneri. La
carga bacteriana en los pulmones de los grupos experimentales supervivientes mostrd
disminucién significativa comparado con los grupos controles. En resumen, la proteina
rMESF confiere inmunidad y resalta la importancia en la activacion de la inmunidad de
mucosas en la eliminacion de S. flexneri. Por otro lado, el autotransportador Sap (Shigella
autotransporter-like protein) fue parcialmente caracterizado a través de la construccion de
una mutante por el método de Datsenko y Wanner y se descartd la participacion de Sap en
la formacion de biopelicula y autoagregacion. Ademas, se demostro la participacion de Sap
en el mecanismo de adherencia. Sin embargo, la construccion de una cepa complementada
es requerida para llegar a conclusiones certeras. La caracterizacion parcial de Sap amplia el
conocimiento de las multiples proteinas que utiliza Shigella para ocasionar disenteria
bacilar. Este es el primer reporte en el que se usan autotransportadores conservados unidos

a la proteina GroEL de S. Typhi, como candidato vaccinal contra S. flexneri.

12



Abstract

Shigellosis is a diarrheal disease that causes severe mucosal damage and death in children,
elderly and immunocompromised patients. Most of affected country are poor and
developing countries. The resistance strains to antibiotic therapy are increasing and the
World Health Organization prompt the development of a low cost and safe vaccine against
the most common etiological agent of shigellosis, Shigella flexneri. This pathogen to cause
the disease, among other, uses chromosomal virulence factor such as SigA, Pic and Sap
autotransporters that are well conserved among Shigella spp. and others pathogenic E. coli.
Some of this autotrasporter proteins have been described as highly immunogenic proteins.
We made an in silico vaccine design using the most antigenic and immunodominat epitopes
from the passenger domains of those autotransporters, and the GroEL protein as adjuvant.
On the other hand, to predict the tertiary structure of this protein, the I-TASSER server was
used and a molecular docking with TLR2 was evaluated, which demonstrated an
appropriate and stable interaction. Also, we evaluated the immunogenicity and protective
efficacy of the chimeric multiepitope protein named rMESF in mice against lethal infection
with S. flexneri. rMESF was administrated to mice model alone through intranasal (i.n.)
route or accompanied with commercial Freund’s adjuvant (CFA) intradermically (i.d.),
subcutaneously (s.c.) and intramuscular (i.m.), as well as with Imject alum (i.m.). All
immunized mice increased 1gG, 1gGl, 1gG2a, IgA and fecal IgA titers compared to
PBS+CFA and PBS+alum control groups. Furthermore, i.n. immunization of mice with
rMESF alone presented the highest titers of serum and fecal IgA. Cytokine levels (IFN-y,
TNF-a, IL-4 and IL-17) and lymphocyte proliferation increased in all experimental groups,
with the highest lymphoproliferative response in i.n. mice immunized with rMESF alone,

which presented 100% protection against S. flexneri. Organ burden studies showed
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significant decrease in lung infection as compared to control groups. In summary, this
vaccine vests protective immunity and highlights the importance of mucosal immunity
activation for the elimination of S. flexneri. On the other hand, the Sap autotransporter
(Shigella autotransporter-like protein) was partially characterized through the mutant
construction with Datsenko and Wanner method and a possible role of Sap in biofilm
formation and self-aggregation was discarted. Furthermore, the role of Sap in cell
adherence was demonstrated but a mutant complemented of sap gene is required for
conclusive experiements. The partial characterization of Sap amplifies the knowledge
concerning the multiples proteins used by Shigella to cause bacillary dysentery. This is the
first report using different conserved autotransporters bound to GroEL protein of S. Typhi,

as a vaccine candidate against S. flexneri.
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1. Introduccion

Shigella spp. es el agente etioldgico de la shigelosis enfermedad que ha sido reportada en
casi todos los paises, especialmente en aquellos en vias de desarrollo (Ministerio de salud
de Chile, 2009). Afecta principalmente a nifios menores de 5 afios de edad (Kotloff y col.,
1999), y a todos los grupos etarios durante la aparicion de brotes (Nygren y Bowen, 2013;
Kozyreva y col., 2016). Esta relacionada con un 5% a 18% de los pacientes que presentan
la diarrea del viajero (Heiman, 2014). En 2015, la organizacién de Estudios de la Carga
Global de la Enfermedad (Global Burden of Disease Study), reporta que el 12,5 % de las
muertes por enfermedades diarreicas (1,3 millones), se correlacionaron con Shigella como
agente causal; un 98,5 % de los casos se presentaron en paises pobres y en vias de
desarrollo y un 33 % de las muertes en nifios menores de 5 afios (GBD 2015 Mortality and
Causes of Death Collaborators, 2016). Por tal motivo, se posiciona a Shigella como uno de

los mayores agentes causales de diarrea.

Shigella fue descrita hace mas de un siglo por el japonés Shiga y reconocida en
1890 como el agente etioldgico de la disenteria bacilar. En cuanto a su clasificacion, las
cuatro especies conocidas de Shigella son realmente una sola especie, junto con
Escherichia coli pertenecen al género Escherichia, esto basado en la similitud de su ADN.
Ademas, estas taxas se diferencian con dificultad por los métodos bioquimicos y la
patogenicidad no genera una separacion definitiva, ya que algunas cepas de E. coli pueden
ocasionar diarrea tipo disenteria. Sin embargo, estas especies permanecen separadas para
evitar confusion en la microbiologia médica (Castellani y Chambers (1919);
http://www.bacterio.net/shigella.html). A pesar de lo anteriormente descrito, se han

reportado cuatro serogrupos; A, B, C y D, los cuales comprenden a S. dysenteriae (12
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serotipos), S. flexneri (6 serotipos), S. boydii (18 serotipos) y S. sonnei (1 serotipo)
respectivamente, esto es en base a las propiedades bioquimicas y la especificidad antigénica
presentes en el antigeno-O (Oany y col.,, 2017). El principal serogrupo causal de la
enfermedad en paises desarrollados es S. sonnei, con 77 % de los casos, y en paises en via
de desarrollo S. flexneri, con 60 % de los casos (Hale y Keusch, 1996; Oany y col., 2017).
Por otro lado, las infecciones causadas por S. boydii y por S. dysenteriae son de baja

frecuencia.

Chile posee escasos registros de correlacion entre las diarreas reportadas y Shigella
spp. como agente etiolégico. Sin embargo, los estudios sustentan que el 95 % de las
shigelosis diagnosticadas en la Region Metropolitana del pais, entre los afios 2004-2005
fueron atribuidos a S. sonnei y S. flexneri serotipo 2a (Hamilton y col., 2007). Por otro
lado, en el verano del afio 2009 la prevalencia en los casos de shigelosis tenia como agente
causal a S. sonnei (Ministerio de Salud de Chile, 2009). El Instituto de Salud Publica de
Chile entre los afios 2010 y 2015, confirmé la presencia de 2.364 cepas de Shigella spp.
provenientes de muestras clinicas, observandose una cierta estacionalidad en la presencia
de las cepas. EI mayor namero de cepas fue detectado entre los meses de enero a junio y la
mayor prevalencia fue encontrada en la regién metropolitana con un 31,1 % (el 70 % de
éstas procedia de laboratorios privados), luego Tarapaca con un 19,5 % y Antofagasta con
un 17,9 %. La mayor parte de las muestras se concentraron en los grupos etarios entre los 0
a 4 afios de edad (19,2 %) y en nifios desde los 5 a 9 afios de edad (19,7 %). En estos
estudios se detectaron las cuatro cepas de Shigella con la mayor prevalencia de S. sonnei
(53,6 %) y S. flexneri (43 %). En menor porcentaje se detect6 a S. boydii, con un 2,8 %, S.

dysenteriae con un 0,4 % y Shigella spp. un 0,3 %. Por otro lado, los serotipos encontrados
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de S. flexneri corresponden a 2a (43,6 %), 3b (11,9 %) y en menor porcentaje 1b (11,7 %)
(Instituto de Salud Publica de Chile, 2016). ElI conocimiento del serotipo de mayor
frecuencia de las shigellas relacionadas con diarrea en Chile y en cualquier pais, permite el

desarrollo de vacunas direccionadas al mayor agente causal.

Con lo que respecta al tratamiento utilizado en el control de la shigelosis, se enfoca
basicamente al uso de antibidticos. Dentro de los mas comunes destacan la ampicilina,
tetraciclina, estreptomicina, acido nalidixico y sulfametoxazol-trimetoprim (Dutta y col.,
2002). La ciprofloxacina y las fluoroquinolonas de tercera generacion son utilizadas con
mayor éxito en el tratamiento de la enfermedad (Salam y col., 1998). Sin embargo, en los
ultimos afios se ha observado la multirresistencia a antibioticos como la cefalosporina y la
azitromicina usados en el tratamiento contra Shigella (Taneja y col., 2012; Karlsson y col.,
2013). Por ejemplo, se ha observado en paises del sur de Asia, clones dentro de la
poblacion bacteriana que son resistentes a las fluoroquinolonas (Talukder y col., 2004;
Talukder y col., 2006). Los eventos de multirresistencia a los antibiéticos, suponen la
busqueda de terapias alternativas en la erradicacion y control de la disenteria bacilar. Como
consecuencia de la multirresistencia, la Organizacion Mundial de la Salud, ha priorizado el
desarrollo de una vacuna segura y efectiva contra el mayor agente causal de shigelosis en el

mundo, S flexneri (Kotloff y col., 1999; Jennison y Verma, 2004).

1.1. Caracteristicas generales del género Shigella y manifestacion clinica de la
infeccion.
Shigella spp., es una bacteria Gram-negativo y patdgena-estricta intestinal del humano. Es

un microorganismo no métil y clasificado como anaerobio facultativo (Pasetti y col., 2020).

Estan relacionadas genéticamente con Escherichia coli, pero poseen mecanismos de
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patogenicidad, fisiologia y respuesta serologica diferentes (Ud-Din y Wahid, 2014). La via
de transmision de Shigella es fecal-oral, de persona a persona y con el consumo de agua 0
alimentos contaminados con la bacteria. El in6culo necesario para causar una infeccion esta
entre 10 y 100 bacterias (DuPont y col., 1989) y el primer sintoma en la shigelosis es la
diarrea. La diarrea es producida cuando la bacteria llega al intestino delgado y ocurre la
colonizacion del epitelio del colon, lo cual causa una reaccion inflamatoria (Ashida y col.,
2015). Ademas, algunos de los sintomas clinicos de la shigelosis se manifiestan como
consecuencia directa de la sobrerregulacién de citoquinas (IL-1, TNF-a, IL-6, IFN-y, TNF-
B, IL-4, 1L-10, TGF-B y IL-8) (Jennison y Verma, 2004). Sin un tratamiento efectivo, la
shigelosis conlleva al desarrollo de complicaciones secundarias tales como; septicemia,
neumonia y sindrome hemolitico urémico (Jennison y Verma, 2004). Shigella junto con
Listeria, Mycobacterium y Salmonella representan las bacterias invasoras mas estudiadas
que atraviesan la membrana plasmatica. EI mecanismo de invasion de Shigella es similar al
utilizado por otras bacterias Gram-negativo, pero diferente del mecanismo utilizado por
Salmonella y Mycobacterium ya que Shigella escapa rapidamente de la vacuola y logra
moverse libremente en el citosol. Esto permite el paso de la bacteria de una célula a otra,
siendo una caracteristica compartida con la bacteria Gram-positivo Listeria (Killackey y

col., 2016).

1.2.  Aspectos moleculares de la patogénesis producida por Shigella spp.

La invasion del intestino es uno de los primeros eventos relacionados con la patogénesis de
Shigella. Shigella atraviesa las células M del epitelio intestinal llegando a la superficie
basolateral de los enterocitos, desde donde puede invadir las células que forman el colon

(Phalipon y Sansonetti, 2007). Ademas, una vez que alcanza el espacio intraepitelial,
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Shigella flexneri puede ser fagocitada por los macréfagos, promoviendo la apoptosis y la
liberacion de IL-1B, que funciona como proteina quimioatrayente de polimorfonucleares,
los cuales migraran y ocasionardn la disrupcién del tejido epitelial, amplificando la
invasion por Shigella (Jennison y Verma, 2004). Alli, la bacteria libera alrededor de 25
proteinas efectoras, como el conjunto de proteinas Ipas, dentro de las células epiteliales a
través de una estructura tipo aguja conocida como el sistema de secrecion tipo 3 (SST3)
(Schroeder y Hilbi, 2008). Las proteinas que forman el SST3 se encuentran codificadas en
un plasmido de virulencia de alrededor 220 kb (Killackey y col., 2016) y el ensamblaje
final de la estructura tipo aguja, es promovida por las sales biliares como el desoxicolato
(Stensrud y col., 2008). Luego de la liberacion de las proteinas efectoras, se produce la
adhesion de la bacteria a la célula diana a través de proteinas de adhesion no clésicas
(Zumsteg y col., 2014; Killackey y col., 2016). Este proceso de adhesion es facilitado por la
proteina de superficie IcsA, la cual al ser activada por las sales biliares favorece la
interaccion con la membrana de la célula eucariota, luego de la activacion del SST3
(Zumsteg y col., 2014). Por otro lado, las sales biliares promueven la secrecion de las
proteinas OspE1 y OspE2, las cuales permanecen en la membrana externa incrementando la
adherencia a las células polarizadas (Faherty y col., 2012 citado por Killackey y col., 2016).
Shigella en condiciones de anaerobiosis, bloquea la secrecion de efectores a través del
SST3 por medio de las enzimas fumarato y nitrato reductasa (FNR), que inhiben la
transcripcion de los genes spa32 y spa33. La deteccion de O2 en la regidn adyacente a la
barrera epitelial inhibe los reguladores de metabolismo anaerobios (FNR) y conlleva a la
activacion transcripcional de los genes spa32 y spa33, finalizando en la activacion del

SST3y en una eficiente invasion (Marteyn y col., 2010).
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La interaccion entre el SST3 y la membrana de la célula eucariota es facilitada por
tres proteinas bacterianas (IpaB, IpaC e IpaD), que componen el extremo final de la
estructura tipo aguja del SST3 (Veenendaal y col., 2007). La naturaleza hidrofobica de
IpaB e IpaC permite su insercion dentro de la membrana plasmaética de la célula blanco y la
formacion del poro por el que pasardn las distintas proteinas efectoras bacterianas
(Veenendaal y col., 2007; Blocker y col., 1999). Sin embargo, antes de la insercién de la
aguja en la membrana; ésta permanece bloqueada por IpaB, lo que evita la secrecion de los
efectores. La remocién de IpaB se produce luego de la insercion de la aguja a través de la
membrana (Roehrich y col., 2010) con la consecuente liberacion de los efectores dentro del
citoplasma, que conlleva a un rearreglo del citoesqueleto como consecuencia de la
polimerizacion/despolimerizacion de los filamentos de actina (Killackey y col., 2016). El
rearreglo del citoesqueleto es causado principalmente por los efectores IpgB1 y IpgB2, que
acttan como factores de intercambio de nucle6tidos de guanina, con las proteinas Rac y
RhoA involucradas en el remodelamiento de la actina (Huang y col., 2009). Finalmente,
este proceso ocasiona el plegamiento de la membrana (ruffles), lo que permite el anclaje de
Shigella, la internalizacién y formacion de la vacuola de entrada en el punto de contacto
(Izard y col., 2006). Inmediatamente después de la internalizacidn, sucede el escape de la
bacteria desde la vacuola, por los poros formados en la membrana debido a la accion de las
proteinas efectoras IpaB y IpaC (Killackey y col., 2016). La entrada de Shigella al
citoplasma celular viene acompafiada de diferentes condiciones de estrés, a las que la
bacteria responde con mecanismos fisioldgicos especificos. Una de las condiciones mas
estudiadas es la limitacién de hierro en el citoplasma de la célula eucariota, que se acentta
con las proteinas de union a hierro de la célula invadida (Killackey y col., 2016). Sin

embargo, Shigella sintetiza moléculas conocidas como sider6foros y sistema de transporte
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de hierro, que permiten la captura del hierro intracelular (Payne y col., 2006) para ser

utilizado en procesos como la replicacion del ADN vy la respiracion (Wei y Murphy, 2016).

En el desarrollo de la patogénesis por Shigella, la diseminacion de la bacteria de una
célula a otra es necesaria para la expansion de la infeccion. El paso de Shigella a las células
subyacentes no infectadas permite el aumento de la infeccién y el aumento del nimero de
bacterias, lo cual es consecuencia del manejo de la polimerizacién de la actina por parte del
patégeno (Killackey y col., 2016). En este caso, el efector VirG (IcsA) juega un rol
importante ya que interviene en la activacion de la proteina neuronal Wiskott-Aldrich
Syndrome (N-WASP), cuya actividad esta involucrada en el reclutamiento de las proteinas
de polimerizacion de la actina (Arp2/3) (Egile y col., 1999). Sin embargo, el conocimiento
es escaso acerca del mecanismo utilizado por Shigella en la migracion de una célula a otra,
pero se sabe que esta involucrada otra proteina bacteriana como IcsB, cuya funcién ha sido
referida en la evasion de la autofagia (Kayath y col., 2010). En su conjunto, todos estos
procesos permiten conocer la versatilidad y adaptacion de Shigella en respuesta a los

ambientes cambiantes, desde el lumen intestinal hasta el citoplasma de la célula invadida.

1.3. Islas de patogenicidad (IPA) y organizacion molecular de la IPA SHI-1 de

Shigella flexneri

Las islas de patogenicidad (IPA) representan elementos génicos variables que se encuentran
dentro del cromosoma o en plasmidos y se encuentran relacionadas con el mecanismo de
patogenicidad de la bacteria (Al-Hasani y col., 2001). Las IPA poseen una estructura
genética caracteristica asociadas a genes de ARNt o secuencias de insercion y presentan
elementos maéviles como las transposasas e integrasas (Hacker y col., 1999). Hasta la fecha

se han descrito cinco IPA en Shigella spp.: SHI-O, SHI-1, SHI-2, SHI-3 y SRL (Sasakawa,
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1997). La IPA SHI-O se encuentra en Shigella flexneri 1a y codifica los genes relacionados
con la conversion del serotipo (Schmidt y Hensel, 2004), la IPA SHI-2 esta relacionada con
la captura de hierro (Moss y col., 1999; Vokes y col., 1999), la IPA SRL que es conocida
como locus de resistencia de Shigella (SRL, por sus siglas en inglés), confiere resistencia a
cuatro antibioticos (Turner y col., 2003) y la IPA she (SHI-1) que se encuentra localizada
en el cromosoma de Shigella flexneri 2a, en la cual la mayoria de las proteinas codificadas
en esta isla permanecen sin explorar y sin funcién conocida (Rajakumar y col., 1997). La
IPA SHI-1, comprende una region gendmica de 46.603 pb situada al extremo 3’ terminal
del gen de ARNt pheV (Al-Hasani y col., 2000). El primer marco de lectura abierto
corresponde a una integrasa (int), cuya secuencia posee similitud con otras integrasas,
incluyendo una integrasa tipo bacteriofago P4. La presencia de este gen en las regiones
limitantes de SHI-1 es una caracteristica compartida con otras IPAs (Al-Hasani y col.,
2000). Ademas, SHI-1 contiene regiones similares presentes en otras bacterias, como es el
caso de los marcos de lectura abiertos orf7 y orf9, los cuales presentan alta similitud (mayor
a 99%) con L0015, asociado a un profago putativo designado 933L dentro de la IPA locus
of enterocyte effacement (LEE) de E. coli enterohemorragica (EHEC) O157H7. Sin
embargo, cuando los orf7 y orf9 son comparados con L0015 muestran regiones truncadas
(Al-Hasani y col., 2000). Por otro lado, un conjunto de genes codificados en SHI-1 han sido
asociados con algun rol en la virulencia. Entre ellos se encuentran los genes setlA y setlB
que codifican dos subunidades de la enterotoxina ShET-1 (Fasano y col., 1995; Schroeder y
Hilbi, 2008), que se relaciona con la acumulacion de liquido intestinal y aumento de la fase
acuosa de la diarrea (Fasano y col., 1997; Schroeder y Hilbi, 2008), dos autotransportadores
codificados en los genes pic y sigA (pertenecientes a la familia SPATE); PIC, el cual es

expresado en S. flexneri 2a, E. coli enteroagregativa, E. coli enteropatogénica y E. coli
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uropatogénica (Ruiz-Pérez y col., 2011), posee actividad mucinasa y hemaglutinina
(Henderson y col., 1999) y SigA que actia como una proteasa citopética en las células Hep-
2 y afecta la acumulacion de fluido intestinal (Al-Hasani y col., 2000). Shigella
autotransporter-like protein (sap), es otro ORF relacionado con un autotransportador (87%
de similitud con el gen que codifica el autotransportador de superficie Antigeno 43 de E.
coli), pero su funcién real en Shigella permanece desconocida, asi como la posible
intervencion de éste en el desarrollo de inmunidad (Al-Hasani y col., 2000). El estudio de
los autotransportadores codificados en SHI-1, sumado al rol establecido en la induccion de
inmunidad, tal como esta descrito para el autotransportador SigA (Al-Hasani y Navarro-
Garcia, 2009), y la intervencion en el desarrollo de la patogénesis, hacen atractivo pensar
en el uso del conjunto de proteinas codificadas en SHI-1, como una herramienta en el
disefio de vacunas que confieren proteccion contra esta bacteria y otras enterobacterias

mencionadas arriba.

1.4.  Autotransportadores y mecanismos de virulencia

Como mecanismo de supervivencia las bacterias sintetizan proteinas que permiten la
invasion de un organismo o la modulacién de los eventos fisiologicos que suceden en una
célula infectada. Por lo general, las proteinas son secretadas al exterior de la bacteria por
medio de estructuras moleculares complejas, denominadas sistemas de secrecién. En
bacterias Gram-negativo, hasta la fecha se han descrito siete sistemas de secrecion; I- VII,
los cuales varian en estructura y modo de funcionamiento. Muchos de los sistemas de
secrecion se encuentran codificados en IPAs y destaca el sistema de secrecion tipo V o
autotransportadores (SST5). Entre los autotransportadores méas estudiados por su

importancia en la virulencia y en la adhesion bacteriana destacan la pertactina (en
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Bordetella pertussis), Hap (en Haemophilus influenzae) y el antigeno 43 (Ag43, en
Escherichia coli) (Wells y col., 2007). A diferencia de otros sistemas de secrecion, el SST5
no requiere de la intervencion de otras proteinas accesorias para la secrecién de proteinas,
sino que distintas partes del polipéptido que formaran el SST5 cumplen distintas funciones
en la secrecion (Restieri y col., 2007). Por otro lado, los autotransportadores han sido
relacionados con funciones de virulencia tales como; adhesion, invasion, agregacion,
formacion de biopeliculas y toxicidad, lo cual ha permitido utilizarlos como constituyentes
de vacunas humanas en experimentacion (Wells y col., 2007). En Shigella flexneri, los
autotransportadores serino-proteasa SigA (Al-Hasani y col., 2000; Al-Hasani y Navarro-
Garcia, 2009) y Pic (Ruiz-Pérez y col., 2011), han sido descrito como estructuras claves en
la virulencia y desarrollo de inmunidad, siendo considerados blancos en el desarrollo de
vacunas contra este patégeno (Oany y col., 2017;). Sin embargo, ain no se termina por
comprobar la eficacia de proteccion de péptidos construidos a partir de SigA. Por otro lado,
la proteina tipo-autotransportador Sap de S. flexneri parece estar mas relacionada con el
Ag43 de E. coli, con un 87 % de identidad, que con los autotransportadores serino-proteasa
(Al-Hasani y col. 2000). En E. coli uropatogénica, el Ag43 permite la manifestacion de
fenotipos como la autoagregacion, adhesion y formacion de biopeliculas que mejoran el
mecanismo de virulencia (Ulett y col., 2007; Wells y col., 2007). Ademas, el fenotipo de
autoagregacion permite la aglomeracién de células, lo cual esta relacionado con la evasion
de diversos mecanismos del sistema inmune, como el complemento y la fagocitosis, de
forma mas eficiente en comparacion con bacterias que no presentan autoagregacion (Ochiai
y col., 1993; Berge y col., 1997; Wells y col., 2007). Al mismo tiempo el Ag43, a través de
su manifestacion fenotipica, confiere proteccién contra diversas condiciones ambientales

como el estrés oxidativo, la reduccion de oxigeno local y proteccion frente agentes
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oxidantes como el H202 (Schembri y col., 2004; Wells y col., 2007). Sin embargo,
ninguno de estos eventos relacionados al Ag43 en E. coli han sido caracterizados en Sap,
por lo que representa un campo nuevo en el otorgamiento de funciones a este

autotransportador.

1.5.  Caracteristicas moleculares de los autotransportadores

Los autotransportadores se originan a partir de una sola cadena polipeptidica, cuya
secuencia de aminodcidos alberga las sefiales correspondientes, que permiten el paso de
ésta desde el citoplasma hasta el exterior celular, en una serie de eventos sucesivos (Wells y
col., 2007). La organizacion del polipéptido esta dada por una secuencia amino-terminal, un
dominio pasajero y un dominio translocador (Figura 1) (Wells y col., 2007). La secuencia
amino-terminal, permite la translocacion del polipéptido a través de la membrana
plasmatica, utilizando el translocador de proteinas Sec (Wells y col., 2007). Por otro lado,
el dominio-alfa o pasajero, constituye la region mas variable en los autotransportadores y
esta relacionada directamente con el mecanismo de virulencia (Henderson y Nataro, 2001).
Finalmente, la regidn de unién entre el dominio alfa-hélice y el dominio carboxi-terminal,
intervienen en la secrecién del dominio pasajero a traves de la membrana externa (Farfan y
Torres, 2012). Luego de la translocacion del polipéptido hacia el espacio periplasmico, el
dominio f es incorporado a la membrana externa de la bacteria y adopta una conformacion
estructural semejante a un canal, por el que pasara el dominio alfa hacia el exterior celular
(Dautin y Bernstein, 2007). Dependiendo del autotransportador, el dominio pasajero puede
liberarse al exterior por medio de una proteolisis catalizada por el dominio B o permanecer
anclado a la membrana externa (Dautin y Bernstein, 2007). Algunas de las funciones

relacionadas con los dominios pasajeros destacan la formacion de biopeliculas, actividad
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enzimatica como peptidasas, lipasas y esterasas, actividad citotdxica e intervencion en la

maduracion de otras proteinas de virulencia (Wells y col., 2007).

A

NH, COOH

signal Passenger linker
peptide domain domain
function export

Figura 1. Estructura y organizacion tipica de un autotransportador serino-proteasa. Se muestra la secuencia sefial
hacia el extremo amino-terminal (marcado en azul), seguido del dominio pasajero (marcado en rojo), luego, la region de
union entre el dominio pasajero y dominio 8 (marcado en morado) y por tltimo, el dominio B hacia el extremo carxilo-

terminal (marcado en verde) (Dautin, 2010).

1.6.  Mecanismos utilizados por las células hospederas en la deteccion de Shigella
spp

Se han descrito distintos mecanismos en los que participan diferentes proteinas o
estructuras bacterianas, que son detectados por moléculas de la célula hospedera, lo cual
converge en la activacion de vias proinflamatorias y liberacion de citoquinas. Shigella es
Principalmente detectada por los receptores tipo toll (TLR), como el TLR4, que activan la
via de inflamacion luego de la deteccion del lipopolisacarido, por células de linaje mieloide
(Poltorak y col., 1998). Por otro lado, el ingreso de Shigella flexneri a las células epiteliales,

conlleva a la induccién de la respuesta inflamatoria, via la activacion del factor de
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transcripcion NF-kB vy la sintesis de la interleucina IL-8 (Philpott y col., 2000; Girardin y
col., 2001). Ademas, macrofagos residentes que hayan fagocitado a la bacteria, no pueden
eliminarla de forma eficiente, lo que conlleva a sufrir apoptosis, con la consecuente
liberacion de IL-18, la cual tiene como blanco a las células asesinas naturales (NK) vy
linfocitos T, induciendo la sintesis de IFN-y (Jennison y Verma, 2004). El IFN-y activa los
macréfagos, los cuales pueden promover la eliminacion de S. flexneri y la inhibicién de la
replicacion de la bacteria dentro de las células epiteliales (Way y col., 1998; Jennison y
Verma, 2004). La deteccidn de Shigella flexneri dentro de las células epiteliales es llevada a
cabo por los receptores tipo nod (NOD). Los receptores NOD1 y NOD2 interactuan con el
péptidoglicano bacteriano y activan la proteina quinasa activada por mitégeno MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases) y el factor nuclear proinflamatorio NF-kB, que lleva a
la expresion de citoquinas (Chamaillard y col., 2003; Inohara y col., 2003). Ademas, la
interaccion del péptidoglicano con NOD1 resulta en la activacion de la proteina receptora 2
de NOD1 (RIP), la cual inhibe la quinasa kappa-B (IKK, inhibidor de NF-kB) y como
consecuencia, lleva a la activacion de la sintesis de interleucina 8 (IL-8) (quimioatrayente
de los polimorfonucleares) (Girardin y col., 2001) y de los precursores de interleucina 18
(IL-18) y IL-1B (Killackey y col., 2016). Por otro lado, las proteinas estructurales Mxil y
MxiH de la aguja del SST3 de Shigella, estan relacionadas con la formacién del
inflamasoma, un complejo que promueve la maduracion de las interleucinas 18 (IL-18) y
IL-1B, a través de la interaccion con el dominio CARD del receptor tipo NOD NLRCD4
(Yang y col., 2013). La activacion de la sintesis de interleucinas via receptores NOD,
permite la amplificacidén adicional de la via inflamatoria, asegurando una respuesta rapida
contra la bacteria, una vez que es detectada por diferentes sensores extracelular e

intracelular (Killackey y col., 2016). Otros mecanismos de deteccion de patdgenos son
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activados por la liberacion del material genético de Shigella, producto de dafios
ocasionados en la membrana bacteriana (Killackey y col., 2016). El &cido nucleico
bacteriano en el citosol de la célula hospedera, puede ser reconocido por detectores de
ADN doble cadena (ADNdSs), entre las que se encuentran las sintasas ciclica (CGAS; GMP-
AMP), que generan guanosin monofosfato ciclico (GAMPc). GAMPc, interviene en la
activacion del estimulador de los genes de interferon (STING), lo que conduce a la sintesis
de interferon tipo 1y de la activacion NF-kB (Broz y y Monack, 2013; Wu y col., 2013).
Ademas, el aumento de GAMPc en el citoplasma celular, asegura su traspaso a las células
vecinas a través de las uniones gap junction, lo cual representa una sefial de alerta y
posterior activacion de la via STING en las células no infectadas (Kasper y col., 2010;
Ablasser y col., 2013). En su conjunto, la pronta produccion de citoquinas, como el IL-8,
que promueven la migracion de las células PMN hacia el lugar de la infeccion, podria jugar
un rol importante en la eliminacion de Shigella, ya que ésta es incapaz de escapar del

fagosoma de las PMN (Mandic-Mulec y col., 1997; Jennison y Verma, 2004).

No existe un perfil de inmunoglobulinas y de citoquinas establecidos para la proteccion
frente a Shigella. Sin embargo, se han establecido varios factores inmunoldgicos
importantes en la respuesta contra el patdogenos tales como; el incremento de
inmunoglobolinas 1gG e IgA involucradas en la muerte mediada por complemento y
neutralizacion de la bacteria, una respuesta predominante tipo Thl mayor a Th2 las cuales
se reflejan en un incremento de INF-y, TNF-a, y disminucion de la citoquina
antiinflamatoria 1L-4, y finalmente un aumento de la poblacion Thl7 y IL-17 que se
relacionan con la proteccién en una reinfeccion (Sellge y col., 2010; Chitradevi y col.,

2016; Pasetti y col., 2020).
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1.7. Modulacion de los eventos celulares en la invasion por Shigella spp.

El ingreso de Shigella en la célula hospedera y la expansion de la infeccion, es producto de
la modulacién de diferentes eventos y estructuras celulares por parte del patégeno. Esta
modulacion depende de diferentes proteinas efectoras de Shigella, las cuales trabajan en
sincronia en la manipulacion de procesos celulares claves (Killackey y col., 2016). Shigella,
libera las proteinas efectoras en dos etapas; la primera liberacion resulta en el
remodelamiento del citoesqueleto y la polimerizacion de la actina de la célula hospedera,
evento que permite la entrada del patégeno y la formacién de la vesicula de entrada, todo
esto por medio de las proteinas bacterianas IpaA, IpaB, IpaC, IpaD y VirA (Jennison y
Verma, 2004; Wang y col., 2013; Killackey y col., 2016). La segunda liberacion es luego
de la entrada de Shigella a la célula hospedera y consiste en la secrecion de proteinas
efectoras, como VirA y IpgD entre otros, que ocasionan cambios en el trafico en la
membrana de la célula hospedera, autofagia, inflamacion, sefiales de muerte celular,

movimiento intercelular, entre otros (Ashida y col., 2015; Killackey y col., 2016).

La cantidad de efectores secretados por Shigella durante el proceso de invasion
celular es muy amplia (Killackey y col., 2016). Por ejemplo, la membrana del aparato de
Golgi de la célula invadida sufre cambios en el balance de lipidos y colesterol, por el efecto
de la proteina bacteriana IpaB, lo cual se refleja en variaciones en el trafico de proteinas
(Ashida y col., 2015). Ademas, algunas enzimas como las GTPasas, que constituyen parte
de la via de secrecién de proteinas hospederas, son afectadas por diferentes proteinas
efectoras de Shigella (Killackey y col., 2016). La proteina efectora VirA, cataliza la
hidrolisis del GTP que se encuentra unido a Rabl (GTP-Rabl) y la convierte en su forma

inactivada (GDP-Rabl). Rabl, pertenece a la familia de las GTPasa involucrada en la
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formacion, transporte y fusion de vesiculas en el tréfico de proteinas y su hidrdlisis por
VirA, ocasiona la disrupcion del trafico desde el reticulo endoplasmatico hacia el Golgi
(Ashida y col., 2015). Por otro lado, IpgD es otra proteina efectora que ha sido
ampliamente estudiada, por su interaccion indirecta con la membrana hospedera. Esta
proteina efectora es una fosfatasa que promueve la produccién de fosfatidil-inositol-5
fosfato (PI5P), que esta involucrado en diferentes eventos como la disrupcién de la vesicula
celular de entrada (Ashida y col., 2015) y el bloqueo de los hemicanales de liberacion de
adenosina trifosfato (ATP), lo cual impide la transmision de la sefial de alerta, dependiente
de ATP, a las células vecinas (Puhar y col., 2013). De esta forma, la dinamica de alteracion
de la membrana hospedera constituye un elemento clave de la infeccion por Shigella

(Killackey y col., 2016).

Las sefiales inflamatorias, representan una estrategia inmune que permiten alertar a las
células vecinas de la presencia de patdgenos, por medio de la liberacion de proteinas que
permiten la localizacion y la eliminacion del patdgeno. Sin embargo, Shigella libera
efectores que evitan la sintesis de citoquinas en la célula infectada, lo que impide que las
células vecinas sean alertadas de la presencia del patdgeno y favorece su infeccion
(Killackey y col., 2016). Asi, las proteinas efectoras Osp de Shigella, bloguean el factor de
transcripcion NF-kB por medio de diferentes mecanismos como; el bloqueo de la
subunidad estructural p65 de NF-kB, impidiendo su translocacion al ndcleo, la interferencia
con la degradacion de 1kB-alfa, un inhibidor del NF-kB, via el sistema de ubiquitinacion
proteosomal, entre otros (Killackey y col., 2016). Esta estrategia de multiple ataque al NF-
kB, confirma su importancia en la eliminacion o remocién de Shigella y se refleja en la

disminucion de las sefiales proinflamatorias y de la expresion de genes relacionados con
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estrés celular (Killackey y col., 2016). Por otro lado, la invasion de Shigella flexneri no
conlleva facilmente a la muerte celular programada a nivel de células epiteliales, sino que
este evento es contrarrestado por la liberacién de proteinas efectoras que, entre sus distintos
blancos, modulan los procesos inmunes asociados a apoptosis dependientes de la
mitocondria (Mantis y col., 1996; Raymond y col., 2013; Killackey y col., 2016). Por otra
parte, la proteina VirA de Shigella, esta involucrada en la degradacion calpaina-
dependiente del agonista de muerte BH3 (BID), “BH3 interacting-domain death agonist”,
el cual permite la liberacion del activador de caspasa derivado de la mitocondria “second
mitochondria-derived activator of caspases” (SMAC), que antagoniza a la proteina de
apoptosis inhibitoria unida a X (XIAP) (Andree y col.,, 2014; Ashida y col., 2014;
Killackey y col., 2016). La degradacion de BID resulta en la inhibicion de la apoptosis y en

la prolongacion de Shigella dentro de la célula infectada.

1.8. Desarrollo de nuevas estrategias en la erradicacion de la shigelosis

El aumento de cepas de Shigella resistentes a los antibioticos utilizados para el tratamiento
de la disenteria bacilar, representa un desafio en el desarrollo de nuevas estrategias para la
eliminacion o prevencion de la infeccion, asi como el desarrollo de una vacuna segura que
confiera proteccion permanente (Livio y col., 2014). Actualmente, las proteinas de
superficie y el LPS estan siendo explorados como constituyentes para el desarrollo de
distintas vacunas tales como las vacunas de subunidades (Oaks y col., 1986; Cohen y col.,
1996; Venkatesan y Ranallo, 2006). Una de las desventajas que presentan las vacunas
desarrolladas con bacterias atenuadas es la estimulacion de una respuesta inmune muy débil
(Venkatesan y Ranallo, 2006). Por otro lado, vacunas disefiadas con el antigeno-O induce

inmunidad serotipo-especifica, limitando o dejando una pobre reactividad cruzada, dentro
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de los distintos serotipos de Shigella (Ashkenazi y col., 1999; Kaminski y Oaks 2009). Asi,
el gran nimero de serotipos de Shigella, representa uno de los grandes impedimentos en la
erradicacion de la shigelosis, debido a la dificultad en el disefio de una vacuna que permita
conferir proteccién cruzada (Rasolofo y col.,, 2001; Kweon, 2008). Pese a estos
inconvenientes, se ha enfocado la atencion hacia el desarrollo de vacunas que confieran
proteccion, frente a los agentes etioldégicos mas frecuentes de la shigelosis; S. dysenteriae,

S. sonnei y S. flexneri (Kotloff y col., 1999).

El avance de la bioinformatica, junto con el aumento en el conocimiento del
genoma de muchos seres vivos ha facilitado su estudio, posibilitando ademas la
identificacion de secuencias claves para el desarrollo de vacunas contra bacterias o virus
(Klade, 2002; Scarselli y col., 2005). En este campo, la vaccinOmica juega un papel
fundamental por la aplicacion del conocimiento integrado de diferentes disciplinas como la
inmunogenética, la inmunogenomica, inmunoprotedmica y la inmunologia basica, enfocado
en el desarrollo de candidatos vaccinales (Candidate Next Generation Vaccine) (Poland y
col., 2009; Oany y col., 2017). La aplicacion de la vaccindmica ha sido efectiva en la
busqueda de epitopos conservados en el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Wilson
y col., 2003), epitopos para tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) (Robinson y Amara,
2005) y epitopos para malaria (Plasmodium falciparum) (L6pez y col., 2001), con
resultados satisfactorios. Por otro lado, el manejo de algoritmos para la evaluacion de
secuencias de aminoacidos, lo cual es la base en el desarrollo de vacunas peptidicas
(Korber y col., 2006; Soria-Guerra y col., 2015), permite la ubicacion de epitopos
inmunodominantes que pueden funcionar como activadores de células B y T (Brusic y col.,

1998; Singh y Mishra 2016). Utilizando esta estrategia de prediccion de busqueda de
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epitopos, se desarrollo la primera vacuna efectiva contra Neisseria meningitidis B (Kelly y

Rappuoli, 2005).

Pahil y colaboradores el 2017, publicaron el desarrollo de una vacuna peptidica que
inducia inmunidad frente a maltiples proteinas de membrana externa, compartidos por
distintos serotipos de Shigella spp. Se seleccion6 un péptido en base a la mayor eficiencia
de unién al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en una lipoproteina putativa
(EL PGI 1), una proteina de choque térmico hipotética (EL PGI II), Spa32 (EL PGI IlI),
IcsB (EL PGI 1V) y una proteina hipotética (EL PGI V). La inmunogenicidad fue evaluada
en ratones BALB/c a través de ensayos de ELISA vy citoquinas. Los péptidos predichos
indujeron un aumento en anticuerpos de tipo 1gG, IFN-y y TNF-a, lo que indica una buena
estimulacion de una respuesta inmune humoral y celular (linfocitos T). Ademas, se reporto
que la mayor induccion de la respuesta inmune tanto humoral como celular, fue producida
al inmunizar con la mezcla de los cinco péptidos (Pahil y col., 2017). Anteriormente se
habia publicado el rol crucial de las citoquinas TNF-a e IFN-y en la inmunidad contra
Shigella (De Silva y col., 1993). El trabajo de Pahil y colaboradores, representa una base en
el desarrollo de péptidos y vacunas con programas de algoritmos de prediccion en otros
patogenos (Pahil y col., 2017). Por otro lado, el uso de herramientas de prediccidn
bioinformaticas no serian cien por ciento confiables, ya que algunos de los péptidos que se
predijeron, no desencadenaron una respuesta inmune humoral detectable. Esto indica, que

los resultados in-silico pueden diferir de los resultados in-vivo (Pahil y col., 2017).

El estudio de Oany y colaboradores el 2017, representa una puerta hacia la prediccién
de elementos inmunogénicos dentro de la isla de patogenicidad SHI-1. A partir de

herramientas de prediccion se identificaron potenciales péptidos inmunogénicos para
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Shigella, utilizando como blanco al autotransportador serino-proteasa SigA (Oany vy col.,
2017). Para el disefio de los péptidos, determinaron por medio del servidor Vaxijen v2.0
(Doytchinova y Flower, 2007), la proteina méas antigénica a partir de 44 secuencias de SigA
de S. flexneri, S. dysenteriae, S. boydii y S. sonnei, descargadas de la base de datos del
NCBI GenBank (Benson y col., 2012). Luego, se seleccionaron los péptidos basado en la
alta afinidad (score), a los supertipos de los antigenos leucocitario humano (HLA, por sus
siglas en inglés), utilizando el servidor NetCTL (Larsen y col., 2007). Por otro lado, el
nimero de epitopos seleccionados se disminuy6 segun la afinidad con los alelos del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 (Buus y col., 2003) y Il (Wang y col.,
2008; Wang y col., 2010) (MHC-I y MHC-II), por medio del servidor IEDB-AR (T- cell
Epitope Prediction Tools From Immune Epitope Database and Analysis Resource).
Ademas, realizaron la seleccion final de los péptidos segun el porcentaje de conservacion
dentro de las 44 proteinas SigA evaluadas. Como resultado, se obtuvo un péptido con 83,86
% (IELAGTLTL) de cobertura en toda la poblacion evaluada de Shigella spp. Sin embargo,
en estos estudios no se evalla el efecto in vivo del péptido seleccionado, lo que imposibilita
el conocimiento de los elementos del sistema inmune que son activados y la posible
proteccion frente a Shigella spp. (Oany y col., 2017). A manera de conclusion, se conoce
que la respuesta inmune humoral es el mayor componente en la proteccion frente a
Shigella, a través de la produccion de inmunoglobulinas a nivel de mucosas (IgA) y
sistémico (IgG, IgM) (Jennison y Verma, 2004), lo que es clave en el desarrollo de vacunas
contra este patdgeno, cuyos componentes deberian priorizar la induccion de la inmunidad

humoral.
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1.9.  Proteinas de choque térmicos y su potencial como adyuvante en la elaboracién

de vacunas

Las proteinas de choque térmicos, por sus siglas en inglés Heat shock proteins (HSP), son
proteinas altamente conservadas desde los microorganismos como las bacterias, hasta
organismos altamente complejos como los mamiferos (Zugel y Kaufmann, 1999), las
cuales actian como chaperonas y su principal funcién esta relacionada con importantes
procesos fisioldgicos bajo condiciones de estrés (Hendrick y Hartl, 1993; Bansal y col.,
2010). Las HSPs interacttan con los receptores tipo toll (TLR,) tales como los TLR2 y
TLR4, y estimulan la respuesta inmune innata (Vabulas y col., 2001). Ademas, las HSPs
han sido utilizadas como antigenos y adyuvantes en el disefio de vacunas. Estas proteinas
cuando se combinan con un antigeno, se ha visto que pueden conferir respuesta inmune de
proteccion al hospedero frente al patégeno, como ha sido el caso de Helicobacter pylori
(Ferrero y col., 1995), Mycobacterium tuberculosis (Lowrie y col., 1997), Paracoccidioides
brasiliensis (Soares y col., 2008) y Shigella spp. (Chitradevi y col., 2016). La proteina
GroEL de Salmonella Typhi se ha descrito como una HSP (HSP 60) (Lindler y Hayes,
1994; Paliwal y col., 2008), y su capacidad como adyuvante se ha evaluado en proteinas de
fusion de tipo recombinante (domain-GroEL) con la proteina IpaB, la cual es un antigeno
conservado en Shigella involucrado en la formacion del poro translocén, invasion e
induccion de la apoptosis en macréfagos. Los ratones inmunizados con la proteina
quimérica mostraron un incremento en los niveles de Thl y Th2, y un porcentaje de
proteccidn cerca del 90-95% en un desafio letal con Shigella (Chitradevi y col., 2016). De

aqui la importancia en el uso de las HSPs en el disefio de vacunas contra la shigelosis.
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1.10. Autotransportadores en el desarrollo de vacunas

En diferentes bacterias, los autotransportadores han sido utilizados como blanco para el
desarrollo de vacunas por su relacion con la patogenicidad y su inmunogenicidad. La
pertectina, fue una de las primeras proteinas autotransportadoras utilizada como vacuna en
humanos contra la tos ferina, la cual tiene como agente causal a Bordetella pertussis
(Storsaeter y col., 1998). Este autotransportador, induce altos niveles de anticuerpos y
mayor correlacién de proteccién en comparacion con otras proteinas de la bacteria como; la
hemaglutinina filamentosa, la fimbria del serotipo 2 y serotipo 3 y la toxina pertussis
(Cherry y col., 1998; Storsaeter y col., 1998; Wells y col., 2007). Ademas, se han realizado
experimentos con el uso de diferentes autotransportadores de esta bacteria en una sola
vacuna, enfocados en sus dominios pasajeros, lo cual ha sido efectivo en el desarrollo de
inmunidad protectora frente a B. pertussis (Suzuki y col., 2017). Para esto, Suzuki y
colaboradores sintetizaron por separado en E. coli BL21 las formas recombinantes de cinco
dominios pasajeros de autotransportadores de B. pertussis (SphB1, BatB, SphB2, Phg, y
Vag8), que posteriormente se inocularon de forma individual y mezclados por via
intranasal en ratones BALB/c. De aqui concluyeron que no todos los dominios pasajeros
inducen el desarrollo de anticuerpos 1gG y que los ratones inmunizados con la mezcla de
los dominios de SphB1 y Vag8, presentaron la mayor disminucion de la carga bacteriana en
la parte baja del tracto respiratorio y proteccion frente a la infeccion por B. pertussis. En
conjunto, el uso de autotransportadores de forma individual o mezclada en el desarrollo de
vacunas, permite clasificar cuales de ellos estan relacionados con el desarrollo de
inmunidad y proteccion frente a distintos microorganismos (Suzuki y col., 2017). Otro
ejemplo en el uso de autotransportadores como vacunas, se encuentra el caso de la

enfermedad del tracto respiratorio causado por Haemophilus influenzae, en el cual ratones
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inmunizados con el dominio pasajero del autotransportador Hap de la bacteria, mostraron
altos titulos de anticuerpo y proteccion frente a la colonizacion nasofaringea por H.
influenzae (Cutter y col., 2002). Por otro lado, el autotransportador ScaA ha sido utilizado
como vacuna en la erradicacion del tifus de matorral, una enfermedad producida por
Orientiatsut sugamushi en el sur de Asia (Ha y col., 2015). La eficacia protectora de ScaA
se evalud en ratones BALB/c inoculados con una dosis letal de la bacteria, los cuales
mostraron altos titulos de anticuerpos neutralizantes de tipo 1gG, que inhibieron la
infeccion en las células hospederas (Ha y col., 2015). Sin embargo, en Shigella son escasos
los estudios en el disefio de vacunas a partir de autotransportadores, con la excepcion de la
proteina SigA (Al-Hasani y col., 2000; Al-Hasani y Navarro-Garcia, 2009; Oany y col.,
2017), la cual contiene péptidos altamente inmunogénicos, los que al ser utilizados como
vacunas en ratones BALB/c, indujeron aumento de anticuerpos 1gG, IFN-y y TNF-a.
Finalmente, con lo descrito para SigA, sumado a algunos marcos de lectura abiertos con
caracteristicas de autotransportador en la isla de patogenicidad SHI-1 de Shigella flexneri
como Pic y Sap, se espera, que estos autotransportadores posean varias secuencias de

péptidos inmunoestimulantes Gtiles en el disefio de vacunas contra Shigella spp.
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2. Hipotesis de trabajo

Shigella flexneri, se posiciona entre los cuatro patdgenos mas importantes causantes de
diarrea en el &mbito mundial y es la especie prevalente en casos de disenteria bacilar en
paises en via de desarrollo. En vista del creciente namero de cepas de Shigella resistentes a
los antibidticos utilizados en la terapia contra la disenteria, la Organizacién Mundial de la
Salud ha focalizado el desarrollo de terapias alternas como el disefio de una vacuna segura
contra el mayor agente etioldgico de la disenteria. Ademas, El Instituto de Salud Pablica de
Chile, destaca a Shigella flexneri 2a como el serotipo de mayor prevalencia en los casos de
disenteria registrados en el pais. El conjunto de proteinas codificadas en la isla de
patogenicidad 1 (SHI-1) de Shigella flexneri permanece sin explorar, tanto en la
patogenicidad como en su potencial inmunogenico. SHI-1, codifica dos proteinas
pertenecientes a la familia de autotransportadores serino-proteasa (SPATE), Pic y SigA,
que participan en distintos mecanismos de virulencia de la bacteria. Sin embargo, otra
proteina codificada en SHI-1 denominada Sap (Shigella autotransporter-like protein),
permanece sin caracterizar y posee alta similitud con el gen que codifica el
autotransportador de superficie Antigeno 43 de E. coli (relacionado con autoagregacion,
adherencia y formacion de biopeliculas), indicando posible relacion de Sap con diferentes
mecanismos de patogenicidad de Shigella flexneri. Por otro lado, se conoce que el
autotransportador SigA, es altamente inmunogénico y permanece como blanco en el disefio
de vacunas, lo que es de esperar, que otros autotransportadores como Pic y Sap, posean
varias secuencias de péptidos inmunoestimulantes Utiles en el disefio de vacunas contra

Shigella spp.
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1. Los autotransportadores SigA, Pic y Sap codificados en la isla de patogenicidad
SHI-1 de Shigella flexneri 2a, contienen epitopos inmunodominantes que inducen
respuesta inmune y proteccion frente a la infeccion por Shigella flexneri en un

modelo murino.

2. La proteina Sap codificada en la isla de patogenicidad SHI-1 est4 relacionada con
algunos mecanismos de patogenicidad como formacion de biopelicula,

autoagregacion y adherencia celular de Shigella flexneri.
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3. Objetivos

3.1.  Objetivo General

Determinar la respuesta inmune inducida por la vacuna multiepitopo en base a los dominios
pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic y Sap codificados en la isla de patogenicidad
SHI-1 y evaluar el rol de la proteina Sap en diferentes mecanismos de patogenicidad de

Shigella flexneri 2a.

3.2.  Objetivos Especificos

1-Determinar los epitopos inmunodominantes y disefiar una vacuna multiepitopo en base a
los dominios pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic y Sap, codificadas en los genes

de la isla de patogenicidad SHI-1 de Shigella flexneri 2a.

2-Evaluar la induccién de respuesta inmune (IgA e 1gG) y el perfil de citoquinas (IL-4, IL-
17, IFN-y y TNF-a) inducida por la vacuna multiepitopo, basada en los epitopos
inmunodominantes de los dominios pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic y Sap en

ratones BALB/c.

3-Evaluar la efectividad de proteccion de la vacuna multiepitopo, en ratones BALB/c frente

a dosis letal de Shigella flexneri 2a.

4-Determinar el efecto de la proteina Sap en los mecanismos de formacion de biopelicula,

autoagregacion y adherencia de Shigella flexneri en lineas celulares inmortalizadas.
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4. Materiales y Métodos

De Difco Laboratories (Detroit, MI, EEUU) se obtuvo: agar tripticasa de soya (TSA) y

caldo LB.

De Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvo: Tris ultra puro, Taq

DNA Polimerasa, dTTP, dCTP, dATP, dGTP.

De Stratagene se obtuvo: DNA Polimerasa PfU Ultra™ II Fusion HS, Dpnl 200U.

De Merck Quimica Chilena Soc. Ltda. se obtuvo: etanol absoluto, cloruro de sodio, cloruro

de potasio (KCI), fosfato de potasio monobasico (KH2PO4), glicerol, alcohol isopropilico,

acido acético 99%, agarosa y Tween®20.

De Merck (ex Millipore®) se obtuvo: filtros de nitrocelulosa de 0,025 pm, filtros de 0,22

um y Amicon Ultra 15 50K.

De New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU) se obtuvo: DNA ligasa T4, enzimas de

restriccion Smal y Kpnl, sero-albumina bovina (BSA) 10x.

De BD Biosciences (USA) se obtuvo: Kit de citoquinas IL-4, IFN-y, TNF-o IL-17

De Oxoid Limited (Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) se obtuvo: placas de cultivo de 96

pocillos.

De Qiagen se obtuvo: kit para purificacion de productos de PCR “QIAquick PCR

purification kit”.

De Promega (Madison, WI, EEUU) se obtuvo: kit de purificacion de DNA gendmico

Wizard®.
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De Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU) se obtuvo: kanamicina, ampicilina,

gentamicina, proteinasa K, L-arabinosa, sodio dodecil sulfato (SDS) para biologia

molecular 99%, Triton®X-100, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, persulfato de

amonio (APS), tetrametiletilendiamina (TEMED), acrilamida, bromuro de

etidio, 4&cido etilendiamino-tetraacético (EDTA), fosfato de sodio monobésico

monohidratado (NaH2PO4), hidréxido de sodio (NaOH), &cido tricloroacético (TCA).

De Spectrum Labs se obtuvo: membrana de didlisis Spectra/Por 30 kDa.

De SERVA se obtuvo: rojo Congo.

De BIO-RAD se obtuvo: bis acrilamida 40%, Bio-Rad Protein Assay

De Thermo Scientific HyClone (Waltham, MA, EEUU) se obtuvo: Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM, High glucose), suero fetal bovino (SFB) y PBS 10x.

De Thermo Scientific se obtuvo: Estandares de peso molecular GeneRuler de 100pb, 1Kb y

1KDb plus, estandar de peso molecular de proteina pretenido PageRuler™, Pierce™ BCA
Protein Assay Kit y anticuerpo secundario anti-lgGs-lgA de conejo conjugado a

peroxidase.

De Fisher Scientific se obtuvo: cubreobjetos 12mm.

De Biologix (Capitol Scientific, Inc.) se obtuvo: tubos Falcon de 15 y 50 ml.

De Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) se obtuvo: cubetas con 0,1 cm de separacion

de electrodos, partidores
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De Biomatik Corporation (Silverside, USA se obtuvo: Construccién del gen MESF.

4.1. Cepas bacterianas y cultivo celular

La cepa de Shigella flexneri 2a 2457T fue donada gentilmente por la Dra. Cecilia Toro del
Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile. Esta cepa se cultivd en
condiciones aerdbicas durante toda la noche a 37 °C en medio Luria Bertani (LB). El
cultivo celular se colect6 por centrifugacién a 6000 x g por 10 min a 4 °C. El pellet celular
se resuspendid, centrifugd y se lavé con 50 mM Tris-HCL, pH 7.4. Para el crecimiento en
placa, se utilizd agar tripticasa de soya (Oxoid Ltd, Cambridge, UK). En caso de
requerimiento, los medios se suplementaron con los siguientes antibioticos; ampicilina (100
mg/ml) y kanamicina (50 mg/ml). Por ultimo, el cultivo de E. coli DHS5a se realizo en

medio LB. Todas las cepas y plasmidos utilizados en este estudio se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Cepas Bacterianas y plasmidos utilizados en la expresion de la proteina quimérica multiepitopo y el

desarrollo de la mutante.

Cepas bacterianas Caracteristicas Referencia
S. flexneri 2457T Cepa salvaje y virulenta Facilitado por Dra. Cecilia Toro.
(UChile)

S. flexneri Asap S. flexneri mutante para el ORF sap | Este trabajo
(Kmr)

E.coli DH5a Cepa usada para el mantenimiento y | Stock Lab. Inmunologia
clonacion de los plasmidos Molecular, UdeC.

E. coli BL21 (DE3) Cepa usada para la expresion de la | Studier y Moffatt (1986)

proteina quimérica multiepitopo.
Contiene el fago DE3 que porta el
gen para la polimerasa ARN T7

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pUC57-MESF Plasmido que contiene el gen de la | Corporacién Biomtik (Silverside,
proteina rMESF USA)

pQE-80L Plasmido usado en la expresion de | Facilitado por Dr. Juan Olate.

la proteina rMESF, el cual tiene una | (UdeC)
cola 6xHis al inicio del sitio de

clonamiento
pQE-80L-MESF Plasmido de expresion clonado con | Este trabajo
el gen de la proteina rMESF
pKD4 Plasmido que contiene la secuencia | Datsenko y Wanner (2000)

para el casete de resistencia a
Kanamicina (Kmr)

pKD46 Plasmido de expresion que contiene | Datsenko y Wanner, (2000)
la recombinasa Lambda Red (A-
Red), AmpR

Kme: Resistencia a kanamicina; Ampr: Resistencia a ampicilina; 6xHis: secuencia de 6 histidinas.

4.2. Modelo animal

Para el modelo murino, se obtuvieron ratones hembras BALB/c de seis semanas de edad
desde el Bioterio del Instituto de Salud Publica de Santiago, Chile. La manipulacion de los
animales se realizd bajo la aprobacion del comité de Bioética de la Universidad de
Concepcidn. Para la inmunizacién los ratones se anestesiaron con 0,1 ml/10g Ketamine-
xylazine. Los ratones se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura recibiendo

alimento y agua ad libitum.
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4.3.  Técnicas basicas de biologia molecular

4.3.1. Extraccion de DNA cromosomal y plasmidial

El ADN cromosomal se extrajo con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®,
Madison, USA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La extraccion comprende
el lisado de las células, la digestién del ARN con RNAsas, la remocién de las proteinas a
través de la precipitacion con sales y la concentracion, lavado y precipitacion con
isopropanol del ADN gendmico. Para el aislamiento del ADN plasmidial se utilizo el kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega®, Madison, EUA)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial, y se resuspendio el ADN en 50 ul de agua

MiliQ estéril y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

4.3.2. Amplificacion del ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Cada reaccion de PCR contenia un volumen total de 50 pl: 35,5 pl de agua ultra-pura, 5 pl
de 10X buffer para taq polimerasa (Promega, Madison, EUA), 2 ul de 50mM MgCI2
(Promega Madison, EUA), 1 ul de desoxinucleotidos trifosfato (dANTPs), 1 ul de cada
iniciador y 0,5 unidades de Taq DNA polimerasa y 4 ul de ADNCc total. Las reacciones de
PCR se efectuaron en un termociclador (Mastercycler ep gradient, Eppendorf™,
Hamburgo, Alemania). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes; 94 °C por 3
min; seguido de 25 ciclos de 94 °C por 60 seg; 60 °C por 45 seg y 72 °C por 60 seg.
Finalmente, una fase de extension, a 72 °C por 5 min. Los productos de la PCR se

mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su analisis.

4.3.3. Transformacién con plasmidios o productos de PCR

La transformacion de las bacterias se realizd en bacterias electrocompetentes que se

obtuvieron de la manera siguiente: Desde un cultivo bacteriano crecido en LB durante toda
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la noche, se realiz6 una dilucién 1/5 en 5 ml de caldo LB durante 2-3 h a 37 °C con
agitacion constante hasta una DOgoo de 0,4. El cultivo se centrifugé a 10000 x g por 2 min a
4°C (centrifuga Mikro22R, Hettich), se descartd el sobrenadante y el sedimento se
resuspendio en 700 pl de agua MiliQ estéril y fria. Se repitid el mismo procedimiento 3
veces. Luego las células se resuspendieron en 100 pl de agua MiliQ estéril fria y se

procedid a la electrotransformacion.

Para la transformacion se mezclo 40 pl de células electrocompetentes con ADN
plasmidial o producto PCR dializado en filtros de nitrocelulosa de 0,025 um (Millipore) y
se electrotransformé en cubetas con 0,1 cm de separacion de electrodos (9 kV/cm) usando
un electroporador “E. coli PulserTM” (Bio-Rad) a un voltaje de 1,8 kV. Luego, se agrego 1
ml de medio Super Optimal Broth (SOC) y se incub6o a 30 o a 37 °C con agitacion
constante por 60 6 120 min. Luego, se sembr6 100 pl de las células transformadas en placas
de agar LB con el antibiotico correspondiente y se incub6 durante toda la noche a 30 0
37°C. Los clones se seleccionaron en base a la resistencia al antibidtico otorgada por el

material genético transformado.
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4.4.  Objetivo 1. Determinar los epitopos inmunodominantes y disefiar una vacuna
multiepitopo en base a los dominios pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic
y Sap, codificadas en los genes de la isla de patogenicidad SHI-1 de Shigella

flexneri 2a.

4.4.1. Prediccion de los epitopos inmunodominantes de las proteinas SigA, Pic 'y Sap

El estudio in silico fue dividido en dos pasos. Primero, las secuencias de aminoacidos de
los autotransportadores fueron tomadas directamente de la secuencia de la isla de
patogenicidad SHI-1 de S. flexneri, con n° de accseso AF200692, y la secuencia de la
proteina HSP GroEL (HSP60) de S. Typhi (N° de acceso NP_458769.1), una proteina de
548 aminoédcidos, se descargaron de National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A partir de la secuencia de la isla, se cre6 una base

de datos local, con cada uno de los marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en
inglés) de los genes de los autotransportadores SigA, Pic y Sap. Los ORF se tradujeron a su
respectiva secuencia de aminoacidos a través de la herramienta de traduccion del portal de
Expasy. Luego, se selecciond el dominio pasajero de los dos autotransportadores serino-
proteasa (SigA y Pic), desde el aminoacido 53 hasta el 1093 (Gutiérrez y col., 2015), y el
dominio pasajero del autotransportador Sap desde el aminoacido 52 hasta el 552, tal como
estd descrito para el dominio pasajero del antigeno 43 de E. coli (Van der Woude y
Henderson, 2008). La estructura 3D del TLR2 (PDB ID: 2Z81) se obtuvo desde Universal
Protein Resource (UniProt) en http://www.uniprot.org (Consortium, 2015). Luego, los tres
dominios pasajeros se usaron para la seleccion de los péptidos mas antigénicos e
inmunodominates de célula B y T, y la proteina GroEL se incluyé como adyuvante. Esta

descrito, que la adicidn de algunas secuencias de proteinas inmunogénicas pueden mejorar
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la inmunogenicidad de las vacunas disefiadas basadas en epitopos (Capone y col., 2006).
Segundo, la secuencia de los epitopos seleccionados y el adyuvante se ligaron in silico para

la evaluacion de la estructura con diferentes servidores bioinformaticos.

4.4.2. Prediccion de epitopos de células B

A partir de la secuencia de aminoacidos de los dominios pasajeros de los tres
autotransportadores, se identificaron los péptidos inmunodominantes para células B en
ratones BALB/c. La seleccién de epitopos para células B en los dominios pasajeros de los
tres autotransportadores, sera realiz6 con un algoritmo de prediccion basado en el modelo
oculto de Markov y escalas de propension (Bepipred

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) (Larsen y col., 2006) ), y otro basado en las

propiedades fisico quimicas como la flexibilidad, hidrofobicidad y polaridad etc. (Bcepred

(http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/) (Saha y Raghava, 2006). La seleccion de los

epitopos se realizé con un punto de corte de 0,55 (Bepipred) y 2,38 (Bcepred). Los epitopos
inmunodominantes que se presentaron en ambas herramientas de prediccion, con un valor
por encima del punto de corte, se consideraron como epitopos para las células B.
Finalmente, se seleccionaron los péptidos mas antigénicos a las células B a través del

servidor VaxiJen v.2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VVaxiJen/VaxiJen.html).

4.4.3. Prediccion de epitopos de células T

La seleccion de epitopos para células T en los dominios pasajeros de los tres
autotransportadores, se realiz6 a través de cuatro herramientas de prediccion: Los epitopos
de unién a MHC de clase | se predijeron con respecto a los alelos H2-Dd, H2-Ld y H2-Kd a

través del servidor nHLAPRED (http://www.imtech.res.in/raghava/nhlapred/) (Bhasin y

Raghava, 2007) y IEDB (Immune Epitope Database) (http://tools.iedb.org/mhci/) (Vita y
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col., 2009), mientras que los epitopos de union a moléculas del MHC-I1 se predijeron en
base al alelo H2-IAd con los servidores NetMHCIlI  version 2.3

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/), Rankpep

(http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html) y IEDB (http://tools.iedb.org/mhcii/) (Vita y
col., 2009). Se nombraron como epitopos de MHC-I1 aquéllos que coincidieron en los tres
servidores. Finalmente, se selecciond los péptidos méas antigénicos a las células T a través

del servidor VaxiJen v.2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VVaxiJen.html).

El servidor Rankpep, estd basado en matrices de puntuacion especificas (PSSM, Position
Specific Scoring Matrixes) y el resto de los algoritmos estan basados en una red neuronal
artificial (ANN, artificial neural network) o en un método de matriz estabilizada (SMM,
stabilized matrix method) (Pahil y col., 2017). La determinacion de la afinidad a los alelos
especificos de MCH (IC50) se realizé a través del algoritmo IEDB, el cual usa una matriz

SMM.

4.4.4. Prediccion de epitopos inductores de Interferén-gamma

El interferon-gamma juega un papel importante en la eliminacion de patdgenos via la
respuesta inmune de tipo innata y adaptativa, a través de la estimulacion de los macrofagos
y las células naturalmente asesinas. Para disefiar el candidato a vacuna mas efectivo, los
epitopos predichos para la presentacion en MHC-IlI se evaluaron para conocer su
“habilidad” de inducir la produccién de interferon-gamma, usando el servidor IFN epitope
en http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/. Este servidor predice los epitopos inductores de
interferon-gamma usando una base de datos que contiene epitopos inductores y no
inductores de unién al MHC-II con un modelo hibrido de alta precision (81.39 %) (Dhanda

y col., 2013).
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4.4.5. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos

Para el analisis de los pardmetros fisicoquimicos de la proteina quimérica multiepitopo
disefiada, se utilizo el servidor ProtParam en http://web.expasy.org/protparam (Gasteiger y
col., 2005). Los parametros fisicoquimicos incluyeron la composicién de amino&cidos, el
peso molecular, el punto isoeléctrico, coeficiente de extincidn, indice de inestabilidad, vida
media in vitro e in vivo, hidropaticidad (GRAVY) e indice alifatico. Ademas, se evaluo la
propension de solubilidad de la proteina luego de la sobreexpresion en E. coli, a través del

servidor SOLpro server en http://scratch.proteomics.ics.uci.edu. Este servidor evalla la

solubilidad a través de multiples presentaciones de la secuencia primaria de la proteina

(Magnan et al., 2009).

4.4.6. Modelamiento de la proteina quimérica multiepitopo

El modelamiento por homologia de la proteina disefiada se realizé utilizando el servidor
ITASSER (Iterative threading assembly refinement) en
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ (Yang y col., 2015). Este servidor emplea
una aproximacion jerarquica en la prediccion de la proteina basado en mdaltiples
alineamientos de fragmentos y ensambles con simulaciones. La confidencia del modelo es
expresada como C-score, que indica la calidad del alineamiento y el ensamblaje. EL C-
score varia desde -5 a 2, donde el C-score mas alto estd relacionado con mayor
confidencialidad. La visualizacion de la estructura 3D se realizo a través de UCSF Chimera

y PyMOL.

4.4.7. Validacion de la estructura terciaria de la proteina quimérica

Los errores potenciales de la estructura tridimensional inicial y final se evaluaron con los
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formatos PDB a través del  servidor ProSA-web  server en

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php ~ (Wiederstein 'y  Sippl, 2007) vy
Ramachandran plot en http://mordred.bioc.cam.ac.uk/rapper/rampage.php (Lovell y col.,
2003). ProSA-web estd basado en la distribucion de la energia en la estructura de la
proteina y la comparacion con proteinas nativas de una base de datos (Wiederstein y Sippl,
2007). Este servidor calcula la calidad de la proteina predicha a través de un valor
denominado z-score, que indica posibles errores si la proteina evaluada cae fuera de la zona
de las proteinas nativas con las cuales es comparada. En el caso de Ramachandran plot, este
servidor es basado en el calculo de los angulos de torsion phi-psi para cada residuo en la
estructura de la proteina, que sera clasificada dentro de una region favorable, permitida y

aislada (Lovell y col., 2003).

4.4.8. Interaccion molecular entre la proteina quimérica disefiada con el receptor
tipo toll-2 (TLR2)

Por un lado, la evaluacion de las regiones hidrofébicas en la estructura de la proteina
multiepitopo se realizé usando el software Accelerys Discovery Studio 3.5. Por otro lado,
las regiones con funciones bioldgicas en el TLR2 se evaluaron a traves de la localizacion de
regiones de alta  frustracion con el servidor  frustratometer en
http://frustratometer.gb.fcen.uba.ar/ (Jenik y col.,, 2012). Con el fin de predecir la
interaccion entre la proteina quimérica como ligando y el TLR2 como receptor, se utilizo el

servidor Cluspro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/login.php), el cual es un servidor rapido de

estructuras rigidas de interaccion proteina-proteina (Kozakov y col., 2010). El servidor esta
basado en la correlacién de la transformada rapida de Fourier (Fast Fourier transform,

FFT), analisis conformacional de energia, y la evaluacién a través de una simulacion Monte
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Carlo. EI modelo obtenido es refinado a través del paquete comercial CHARMM (Brooks y

col.,, 1983; Torchala y col., 2013).

4.4.9. Adaptacion de codones y construccion del gen

Con el fin de obtener un gen que pueda ser clonado y expresado a su maxima capacidad en
un modelo bacteriano tipo E. coli, la secuencia de aminoécidos de la proteina quimérica
multiepitopo se sometié a traduccion reversa a través del servidor EMBOSS backtranseq
translation tool (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/), y se utilizé para la
optimizacién de codones con la herramienta de optimizacion GenScript Rare Codon
Analysis Tool (https://www.genscript.com/tools /rare-codon-analysis/). La herramienta
permite conocer diferentes caracteristicas criticas como el indice de uso de codones (CAl,
Codon Usage Index), el contenido GC, y la distribucion de frecuencia de codones. Para
mejorar la traduccion, se adiciond la secuencia Shine-Dalgarno y el coddn de finalizacion
(TAA) al inicio y al final del gen, respectivamente. Finalmente, para el proceso de
clonamiento las secuencias de restriccion, Smal y Kpnl, se adicionaron al extremo 3'y 5'de

la secuencia, respectivamente.

El gen construido se nombro como multiepitope S. flexneri (MESF) y se cloné en el
vector pUC57 (pUC57-MESF), este fue construido por Biomatik Corporation (Silverside,
USA). La cepa E. coli DH5-a se transformé con el vector pUCS57-MESF y seguidamente el
ADN plasmidial se aislé con el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System,
siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Promega, USA). En paralelo, las E. coli
DH5-0. que contenian el plasmido de expresion pQE-80L (Addgene, MA, USA), se
crecieron como se indic6 previamente y se extrajo el plasmido. Después, los vectores pQE-

80L y pUC57-MESF se sometieron a digestion enzimatica con las enzimas Smal y Kpnl
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(NBL, USA) vy los productos de digestion se separaron a través de electroforesis y se
ligaron al vector pQE-80L con la ligase T4 ligase enzyme (NBL, USA) a 4 °C durante toda
la noche. El vector recombinante pQE-80L-MESF, codifica una cola Hisx6 al extremo 5°de
la region de clonamiento. Este vector recombinante se utilizé para la transformacion por
electroporacion de E. coli BL21, y las colonias se evaluaron y seleccionaron con el

antibidtico respectivo.

4.4.10. Expresion, aislamiento y purificacion de la proteina quimérica multiepitopo

Las colonias E. coli BL21 que contenian el plasmido pQE-80L-MESF se cultivaron en
medio LB con ampicilina hasta una densidad 6ptica D.0.600 = 0,6. La expresion del gen se
indujo con 1 mM isopropylthiogalactoside (IPTG) por 4 h a 37°C seguido de
centrifugacion a 6000 x g a 4°C por 10 min. El pellet se resuspendio en buffer de lisis
conteniendo Tris 50 mM, NaCl 200 mM, Imidazol 5 mM, pH 7,0, y se mantuvo en hielo
por 10 min. La suspension bacteriana se pasé cinco veces por condiciones de alta presion
usando una prensa francesa French press (Avestin, Canada) con una presion de 12000 psi
bajo condiciones de refrigeracion. Seguidamente, la suspensién se centrifugd como
previamente se menciond, y las proteinas contenidas en la fase liquida y sélida se
observaron a través de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis), marcadas con azul de Coomassie. La
proteina quimérica expresada se confirmo a través de Western blot con el uso de
anticuerpos primarios 1gG anti-Hisx6 tap y secundario anti-lgG conjugado HRP (Santacruz,

USA).

La fraccion soluble se analizd por cromatografia en columnas de niquel en un

AKTAprime (General Electric, USA) usando tres Buffers: Buffer de equilibrio (Urea 8M,
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Tris-HCI 20mM, NaCl 200mM, Imidazol 5mM, pH 8.0), Buffer de lavado (Urea 8M, Tris-
HCI 20mM, NaCl 200mM, Imidazol 50 -100 mM, pH 8.0), y Buffer de elucién (Urea 8M,
Tris-HCI 20mM, NaCl 200mM, Imidazol 200 - 250 mM, pH 8.0). La solucion eluida se
diluyo en Tris-HCI 7.4, luego se dializ6 a 4°C en Buffer Tris (50 mM Tris, 1 mM EDTA) y
se concentré usando un Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units (Merck Millipore,
Germany). La concentracion de las proteinas totales obtenidas se determiné a través del
método de BCA, Bicinchoninic Acid (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA). La proteina recombinante (rMESF) se analiz y se confirmé a través

de SDS-PAGE y western blot como se indico previamente.
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4.5.  Objetivo 2. Evaluar la induccion de respuesta inmune (IgA e 1gG) y el perfil de
citoquinas (IL-4, IFN-y y TNF-a) inducida por la vacuna multiepitopo en base a
los epitopos inmunodominantes de los dominios pasajeros de los
autotransportadores SigA, Pic y Sap en ratones BALB/c

45.1. Inmunizacion de los ratones

Los ratones BALB/c (n = 10/grupo) se distribuyeron al azar en cinco grupos, para las
diferentes rutas de inmunizacién (5 animales por caja). EI grupo | se inmunizé por via i.n.
con 25 pl de la proteina recombinante (25 pg/ratén) (rMESF), el grupo Il se inyect6 por via
intramuscular (i.m.) con una mezcla de 50 pl de la proteina recombinante (25 pg/raton) mas
50ul del adyuvante Imject alum adjuvant (Thermo Fisher Scientific, USA) (rMESF+alum),
el grupo 111 se inyecto por via intradérmica (i.d.) con una mezcla de 50 pl de la proteina
recombinante (25 pg/raton) mas 50ul del adyuvante de Freund (CFA, Completed Freund’s
adjuvant) (Sigma-Aldrich, USA) (rMESF+CFA). Los siguientes dos refuerzos se dieron a
todos los grupos experimentales en los dias 14 y 28. Sin embargo, en el caso del grupo 11,
los dos refuerzos subsiguientes se aplicaron por via subcutanea (s.c.) e i.m.,
respectivamente con adyuvante incompleto (IFA, Incomplete Freund’s adjuvant), en los
mismos dias mencionados anteriormente. Se utilizaron dos grupos de ratones controles, uno
inyectado con solucion de Buffer fosfato (PBS, phosphate Buffer saline) mas Imject alum

adjuvant (grupo V) (PBS+alum) y el otro inyectado con PBS+CFA (grupo V).

4.5.2. Determinacion de anticuerpos especificos en sangre periférica

Para la determinacion de los niveles de inmunoglobulina especificas, se extrajo sangre de
desde la cola de los ratones de los cinco grupos establecidos, dos dias antes de la primera

inmunizacion y 12 dias después de cada inmunizaciéon. Una vez coagulada la sangre, se
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centrifugd y el suero se aislo para la deteccion especifica de las inmunoglobulinas IgG,
IgG1, IgG2a e IgA a través del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Para
esto, se cubrieron placas de poliestireno de 96-pocillos con Buffer de adhesion que contenia
1 pg de la proteina rMESF diluido en 200 pl de Buffer conteniendo 0,05 M carbonato-
bicarbonato, pH 9,6. Luego de la incubacion durante toda la noche a 40JC, las placas se
lavaron 3 veces con una solucion PBS al 0,05% Tween-20 (PBST) y se bloquearon con
PBS al 0,8% de gelatina por 2 h a 37 °C. Luego las placas se lavaron 3 veces con PBST y
cada pocillo se incub6 con una dilucion seriada de suero de los ratones a 37°C por 2 h.
Después de lavar 3 veces con PBST, las placas se incubaron a temperatura ambiente por 1 h
con el anticuerpo secundario de conejo anti-raton IgG/IgG1l/lgG2a o IgA (1:2000),
conjugado a peroxidasa de rabano (HRP, Horseradish peroxidase) (Serotec, Oxford, UK).
Luego, 200 ul del sustrato TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine)/H202 (BD Biosciences,
USA) se adiciond a las placas y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente por 30 min,
y la reaccion se detuvo con la adicién de 50 pl H2SO4 2N. Finalmente, las placas se
leyeron a una DO450 nm usando el VictorX3 (PerkinElmer, USA). Los titulos de los
anticuerpos se expresaron como el promedio + desviacion estandar del log10 del inverso de

la dilucién seriada.

4.5.3. Determinacion de IgA de secrecion

Los niveles de IgA a nivel secretor fue determinada en las fecas de los ratones
experimentales y controles (Martinez-Becerra y col., 2013). Las fecas se colectaron,
pesaron, homogenizaron y se diluyeron a una razén de 0,1 g/ml con PBS conteniendo 0,1%
de azida de sodio, 1 mM de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). La suspension fecal se

centrifugd a 15.000 x g por 5 min a 4°C, se recuper0 el sobrenadante y se centrifugd a
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15.000 x g por 15 min a 4°C y se guardaron a -80°C para su posterior uso. Los niveles
especificos de anticuerpo IgA en fecas se determinaron por ELISA con anticuerpos anti-

IgA (TermoFisher Scientific, USA), tal como se describié previamente.

4.5.4. Linfoproliferacion de linfocitos

Los ratones se sometieron a muerte por eutanasia 30 dias después de la administracion de la
altima inmunizacion y sus bazos se extrajeron bajo condiciones de esterilidad. Los bazos se
utilizaron en la preparacion de una suspensién celular a través de disgregacion mecénica, y
los eritrocitos se lisaron usando un Buffer de lisis (ACK ammonium-chloride-potassium
Buffer) (Gomez y col., 2017). Luego, las células se lavaron con medio RPMI 1640 (Gibco
TM, Life Technologies), y se utilizaron en el ensayo de linfoproliferacion en respuesta a la
proteina quimérica multiepitopo rMESF. Los esplenocitos se suspendieron en medio RPMI
suplementado con 10% suero bovino fetal inactivado por calor (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA), y solucion antibiotica/antimicotica (100 UI penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina, y 0,25 pg/ml anfotericina B). Luego, se cultivaron en placas de 96 pocillos
de fondo plano (Nunc, Denmark), a una concentracion de 1x10° células/pocillo. Las células
se estimularon con 1 pg/ml 6 5 pg/ml de la proteina quimérica y se incubaron por 72 h a
37°C bajo 5% CO2. Luego del tiempo de incubacion, las células se pulsaron con 0.5 xCi de
timidina tritiada (*H-TdR) por pocillo (Amersham, Life Science, London, UK) y luego de 8
h se midié la radioactividad del ADN usando un Contador de centelleo (Beckman LS 6500,
USA). Los controles positivos y negativos consistieron en 10 zg/ml de concavalina A
(Promega, Madison, WI, USA) y medio completo RPMI 1640, respectivamente. Los datos
de proliferacion celular se expresaron como el indice de estimulacién del cultivo por

triplicado desde cada grupo experimental. Los datos se obtuvieron a través de la division de
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la cantidad de *H-Timidina incorporada (c.p.m.) en el cultivo celular estimulado con el

antigeno, y el c.p.m. obtenido desde el cultivo celular sin antigeno (Escalona y col., 2017).

4.5.5. Evaluacion de citoquinas

Los titulos de IL-4, TNF-a, IFN-y y IL-17 se determinaron a través de ELISA de captura.
Brevemente, los esplenocitos de ajustaron a una concentracion de 4 x 10° células viables
por ml en medio RPMI 1614 suplementado con 10% de suero bovino fetal (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) y solucion antibidtica/antimicotica (100 UI penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina, y 0.25 pg/ml anfotericina B). Las cé€lulas en suspension se cultivaron en
placas de 24 pocillos (Nunclon, Denmark), y se estimularon con la proteina recombinante
multiepitope S. flexneri (rMESF) a una concentracion de 1 pg/ml, 5 pg/ml o medio RPMI
solo. Luego, se incubd por 48 h bajo 5% CO2 para inducir, in vitro, la expresion de las
citoquinas. Finalmente, se colecto el sobrenadante y las citoquinas se cuantificaron a traves
de ELISA sandwich usando los kits de citoquinas de raton IL-4, TNF-a, IFN-y y IL-17 (BD
Biosciences, USA), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Todos los analisis se

realizaron por triplicado.
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4.6. Objetivo 3. Evaluar la efectividad de proteccion de la vacuna multiepitopo en
ratones BALB/c frente a dosis letal de Shigella flexneri 2a

4.6.1. Desafio de los ratones inmunizados frente a S. flexneri

La eficacia protectora del candidato vaccinal se evalu6 en los ratones inmunizados (5
ratones/grupo) después de treinta dias de la ultima inmunizacion. La dosis letal S. flexneri
2457T (1x107 unidades formadoras de colonia (UFC)/ratén) se determind por dilucion
seriada, plaqueando y contando las colonias (Martinez-Becerra y col., 2013; Chitradevi y
col., 2015). Brevemente, se cultivd S. flexineri en agar TSA con 0,05 % de rojo congo a
37°C, y las colonias se desarrollaron en caldo TSB a 37°C con agitacion contante hasta
alcanzar una DOesoo=1. El cultivo bacteriano se centrifugé a 6000 x g por 10 min, se
resuspendié en PBS vy se ajustd a 5x10° bacteria/pl para la infeccion. Todos los grupos de
ratones se anestesiaron y se desafiaron por via intranasal con 20 pl de la suspension
bacteriana tal como se describe para el modelo pulmonar de ratén con una dosis letal de
1x107 (UFC)/ratdn de S. flexneri (Mallett y col., 1993). Los ratones se observaron para el

registro de la mortalidad durante 30 dias.

4.6.2. Carga bacteriana en pulmones

La carga bacteriana en los pulmones se determind a los 3 y 30 dias después del desafio letal
en los ratones de los grupos controles y experimentales, respectivamente (Chitradevi y col.,
2016). Se eutanasiaron tres ratones por grupo y se removieron los pulmones bajo
condiciones de esterilidad. Luego, los pulmones se homogenizaron en 5 ml de PBS frio y se
realizaron diluciones seriadas de 10. Las diluciones seriadas bacterianas se plaquearon en

agar LB a 37°C y se incubaron por 18 h para el posterior conteo de las UFC.
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4.7. Objetivo 4. Determinar el efecto de la proteina Sap en los mecanismos de
formacién de biopelicula, autoagregacion y adherencia, de Shigella flexneri 2a en

lineas celulares inmortalizadas

4.7.1. Construccion de la mutante Shigella flexineri 2a del dominio pasajero del gen
sap por intercambio alélico

La eliminacion del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri 2457T se realizé por el
método de disrupcidn génica en un solo paso, segun lo descrito por Datsenko y Wanner
(2000). Los cebadores utilizados en este estudio se resumen en la Tabla 2. El plasmido
pKD4 se utilizd6 como templado en la amplificacion por PCR del gen de resistencia a
kanamicina (KmR) con los cebadores disefiados, Sap_kanF y Sap_kanR. Estos cebadores
estan delimitados por secuencias especificas dentro del gen sap. Cada cebador contiene 40
nucleotidos hacia el extremo 5°, idénticos a las regiones que dan inicio y término desde la
secuencia sefial hasta el dominio pasajero de la secuencia del gen sap, mientras que el
extremo 3’ de los cebadores contendran 20 nucleotidos que complementan con la region del
gen de resistencia a la kanamicina del plasmido pKD4. Luego de realizada la PCR, los
productos de amplificacion se purificaron para la transformacion por electroporacién de S.
flexneri 2457T, la cual se transformd previamente con el sistema colaborador del fago
lambda (A-red helper plasmid pKD46), que contienen los genes que codifican para las
subunidades de la recombinasa Red bajo el control del promotor inducible por arabinosa.
Para la transformacion con el pKD46, las células de S. flexneri se hicieron competentes por
electroporacion segun lo descrito en el apartado 3.3.3. Previamente, el plasmido pKD46 se

concentré y se inoculd 5 pl de este con las células competentes. Luego, los clones
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seleccionados por resistencia a ampicilina se denominaron S. flexneri/pKD46. Para la
expresion del gen de la recombinasa Red, los clones se cultivaron en 50 ml de caldo LB
suplementado con Amp (100 ug/ml) y L-arabinosa (10 mM) como inductor a 30 °C con
agitacion constante, hasta alcanzar una DOsoo de 0,3-0,4. Luego, las células se hicieron
electrocompetentes tal como se describe en el apartado 3.3.3. Se mezclaron 40 pl de
bacterias competentes con 5 pl del producto de amplificacion por PCR del pKD4 descrito
anteriormente para la transformacion. Las bacterias transformadas se cultivaron en medio
LB a 37 °C durante 2 h y luego se sembraron en placas de agar LB suplementadas con Kan
(50 pg/ml) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Finalmente, la eliminacién del
plasmido pKD46 de las células transformadas se realiz6 a 37 °C, seleccionando
posteriormente, los clones resistentes a Kan y sensibles a Amp. El reemplazo alélico se
comprobd desde la extraccion del ADN cromosomal mediante el estuche comercial Wizard
Genomic DNA Purification (Promega®). Luego, se procedio a la amplificacion por PCR
con cebadores interno y externo al casete de resistencia (Km): (sap_conF: y sap_conR:). La

cepa con la modificacion genética se denomin6d 2457T Asap.

Tabla 2. Cebadores usados en la creacion de la mutante 2457TAsap.

Nombre del Secuencia de nucle6tidos Referencia
cebador

Sap_kanF/Sa | ATGAAACGACATCTGAATACCTGCTACAGGCTGGTATGGAATCACATTACGT | Este trabajo

p_kanR GTAGGCTGGAGCTGCTTC/
GTTATCGGGAATATTCCAGGTGGCACCAGAGGCGAGAGTGACATTCGTGGCA
TATGAATACCTCCTTAG

sap_conF/ CCTGCCGGTATCCACATCTG/ TGCCATATCCGGGCGTACAC Este trabajo

sap_conR
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4.7.2. Elaboracion de curvas de Crecimiento

Con el fin de conocer si la tasa de crecimiento de Shigella flexneri 2457T es afectada por la
delecion del dominio pasajero del gen sap, se elaboraron curvas de crecimiento para la
cepas salvaje y mutante (2457T4sap) en medio tripticasa de saya (TBS) con o sin sales de
bilis (BS) al 0,4 % con la medicion de la DO a 600 nm segln lo descrito previamente
(Nickerson y col., 2017). Brevemente, las cepas bacterianas correspondientes se cultivaron
en caldo LB durante toda la noche a 37 °C. Luego, el cultivo se diluy6 1:50 en los medios
correspondientes y se cultivaron por triplicado en agitacion constante a 225 rpm a 37 °C.
Finalmente, se midié la DOgoo cada hora por un periodo de 6 h blanqueando con el medio

solo.

4.7.3. Ensayo de formacion de biopelicula en superficie solida

Con el fin de conocer si la eliminacién del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri
afecta la formacion de biopeliculas en presencia o ausencia de sales biliares, se realizaron
ensayos de formacion de biopelicula en superficie solida, tifiendo las bacterias con cristal
violeta, el cual se une al peptidoglicano de la pared bacteriana (Nickerson y Faherty, 2018).
Brevemente, se adicion6 1 ml de medio TBS solo o con sales biliares al 0,4% en placas de
cultivo de 96 pocillos. Luego, se inoculé una colonia por pocillo de S. flexneri 2457T y de
la mutante 2457T4sap. Las placas se incubaron a 37 °C durante 4 h y el medio se aspir0
cuidadosamente. Luego se lavaron dos veces los pocillos con PBS 1X y se dejé secar.
Secadas las placas se procedio a tefiir las bacterias en los pocillos con cristal violeta al 0,5
% Yy se dejo incubar por 5 min en oscuridad. Seguidamente las placas se lavaron 5 veces

con agua destilada y se afiadié 1 ml de etanol al 95 % a cada pocillo y se incub6 durante 30
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min a temperatura ambiente. Se suspendieron las bacterias en el etanol contenido en cada

pocillo y finalmente se midi6 la absorbancia a DOsso blanqueando con medio solo.

4.7.4. Ensayo de autoagregacion bacteriana

Con el fin de conocer si la eliminacion del gen sap de S. flexineri afectaba el mecanismo de
autoagregacion, se realizaron ensayos de autoagregacion en presencia o ausencia de sales
biliares con pequefias modificaciones (Xu y col., 2016). Brevemente, un cultivo en TBS de
la noche anterior de S. flexneri y la mutante 2457TAsap, se estandarizaron y se diluyeron a
una relacion 1:50 en tubos de polietileno con medio TBS solo o con sales de bilis al 0,4 %.
Los cultivos se crecieron en agitacion constante a 220 r.p.m. por 4 h. Luego los tubos de
cultivos se dejaron en condicion estatica a temperatura ambiente y se midio la ODeoo €n

diferentes tiempos tomando una alicuota desde el centro del caldo de cultivo.

4.7.5. Ensayo de adherencia a linea celular

Con el fin de conocer el efecto de la eliminacion del gen sap en el mecanismo de
adherencia de S. flexneri, se realizaron ensayos de adherencia sobre células epiteliales de
cancer de colon humano HT-29 (Nickerson y col., 2017). Brevemente, se cultivaron las
células HT-29 en placas de cultivo de seis pocillos, con medio DMEM hasta alcanzar una
monocapa de 75 % de confluencia. Para el cultivo bacteriano, se inoculd una colonia de S.
flexneri 2457T o de la mutante 2457T 4sap en medio TBS con o sin sales de bilis al 0,4 %
con agitacion constante de 220 r.p.m. a 37 °C hasta alcanzar una DOeoo de 0,7. Luego se
estandarizo la DOgoo a 0,35, se lavaron las bacterias con PBS 1X y se resuspendieron en 1
ml de medio DMEM. La suspension bacteriana se adicion6 a la monocapa del cultivo
celular HT-29 sin centrifugacién y se incubo a 37 °C bajo 5 % CO2 por 3 h. Seguidamente,

se lavo la monocapa cinco veces con PBS 1X vy se lisaron las células con Triton X-100 al 1
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%. Luego se realizaron diluciones seriadas para determinar el nimero de bacterias
asociadas a la adherencia celular. El porcentaje de recuperacion promedio se calculé en tres
experimentos independientes como (titulo de bacterias recuperadas/ titulo de infeccidn
utilizado) X 100. La significancia estadistica se determiné comparando los resultados de la

sepa salvaje S. flexneri con la mutante 2457 T Asap.

4.8. Andlisis estadistico

Los anticuerpos especificos, los niveles de citoquinas y la respuesta linfoproliferativa se
analizaron a través de un analisis de varianza (ANOVA) de doble via. El estudio de la
proteccion frente a S. flexneri se expreso a traves de curvas de supervivencia de Kaplan
Meyer. Las multiples comparaciones se evaluaron usando el test Tukey Honest Difference.
Los graficos y las comparaciones estadisticas se generaron a través del paquete GraphPad
Prism 5.04. Un valor de p igual o menor a 0,05 se consideré como significante para todas

las evaluaciones. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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5. Resultados

5.1.  Andlisis inmunoinfoméatico

Los dominios pasajeros de los tres autotransportadores se evaluaron en la busqueda de
epitopos altamente inmunogénicos para la activacion de células B, T-CD4 y T-CD8. Los

epitopos méas abundantes fueron para células B.

5.1.1. Prediccion de epitopos para células B

Los dominios pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic y Sap mostraron epitopos de
células B con altas puntuaciones de antigenicidad, entre los que se seleccionaron siete

péptidos de mayor antigenicidad con puntajes sobre 1.7 (Tabla 3).
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Tabla 3. Principales epitopos inmunodominantes para linfocitos B de los dominios pasajeros de los
autotransportadores SigA, Pic y Sap, de acuerdo con los servidores Bcepred y BepiPred. Los epitopos seleccionados

para este estudio estan sefialados en color rosado.

Passenger domainPosition aa Epitope VaxiJen (score)
ISigA 92 YKASNRVSS  1.5959
393 DALSESGNG  1.7233
470 TQQHNNNAN  1.4223
529 AAIKDQEST 1.1310
539 NKRYNTEYK  0.9601
622 QQLRSGDSA  1.8680
699 PTENNKYSP  0.9987
748 VDQYKEDNL 0.6340
871 QKVGNNNSG 22768
885 ITAPKGSNK  0.8660
932 ENTASSGAA  1.8454
963 GDLRDTNGE  2.9628
1020 TDSHASSNA  1.6404
Pic 96 DRNNHPSID  0.8134
120 SAVTSEGTK 1.6706
292 HGQKDNDLN  1.3586
679 FVDKNDGTG 2.3278
700 DTVNDRSQY 0.7705
841 GSDTPAELA  0.4957
945 EKATGSDNS 1.7278
Sap 83 RDGGGQSLN 2.9945
138 NTGAEGGPESE 1.6370
N
345 SGTRSDGKA  2.8234
442 EKSGSGTLT 24054
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5.1.2. Prediccion de epitopos para linfocitos T citotoxico

Los epitopos con mejores valores IC50 (nM) de afinidad a los alelos MHC-I (H2-Dd, H2-
Ld y H2-Kd), y mayores valores de antigenicidad se seleccionaron desde la prediccion en
los dominios pasajeros de las proteinas autotransportadoras SigA, Pic y Sap (Tabla 4). Sin
embargo, dos epitopos se seleccionaron por cada proteina evaluada con un total de 6
epitopos para linfocitos T citotdxico (LTC), con valores de IC50 entre 0,09-202 y puntajes

en VaxiJen entre 1,0807-2,2930.
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Tabla 4. Principales epitopos inmunodominantes para LTC de los dominios pasajeros de los autotransportadores

SigA, Pic y Sap de acuerdo con los servidores NnHLAPRED and IEDB. Los epitopos seleccionados para este estudio

estan sefialados en color rosado.

Passenger domain Position Peptide IC50 (nM)  Vaxiden (score)
SigA 577 LSIGRDANVKGH 46.10 1.9740
997 QIGVDKKHELDG 50.78 0.4984
795 RVNGQSALQSLK 73.40 0.7332
358 NNLKIGNGTVIL 96.98 1.0807
Pic 961 NPAQGQALNIPL 0.09 1.4431
362 GVAGDNLHKLGE 35.70 0.5835
307 FSGQNGAIILKD 72.73 0.5268
889 TLGGDSAIHSLT 73.40 0.7947
168 KTGGTTGVPLIS 38.52 1.222
386 GGLKTGDGIVVL 96.98 0.8834
621 SISGSAPVSLNQ 301.78 0.6944
652 FHLSRNASLNSD 356.20 0.5723
730 IDAYDSAVSITS 211.20 0.5472
779 AGKNGKITLSGT 36.87 1.2479
Sap 344 VSGTRSDGKAFS 10 1.5893
71 VQAGGTASDTVI 53 1.6908
82 IRDGGGQSLNGL 123 2.2930
40 GPDSDENTGGQW 164 1.3689
439 GSVEKSGSGTLT 202 1.8079
138 NTGAEGGPESEN 786 1.6370

5.1.3. Prediccidén de epitopos para linfocitos T colaboradores

Los epitopos con mejores

rangos percentiles de wunién al

sistema mayor de

histocompatibilidad de clase dos MHC-I1 (H2-1Ad), y mejores puntajes de antigenicidad de

acuerdo al servidor VaxiJen, se seleccionaron desde la prediccion en los dominios pasajeros

de las proteinas autotransportadoras Pic y Sap, a través de los servidores Rankep,

NetMHCII 2.3 y IEDB servers (Tabla 5). Sin embargo, SigA no se incluyo en la Tabla 5,
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porgue no se observaron buenos rangos percentiles en los epitopos que coincidian entre un
servidor y otro, sobre el dominio pasajero de SigA. Se seleccionaron un total de tres
epitopos altamente antigénicos en los dominios pasajeros de Pic y Sap para la activacion de

linfocito T colaboradores, con valores VaxiJen desde 0,8985 hasta 1,3404 (Tabla 5).

Tabla 5. Principales epitopos inmunodominantes para linfocitos T colaboradores de los dominios pasajeros de los

autotransportadores Pic y Sap, de acuerdo con los servidores Rankep, NetMHCII 2.3y IEDB.

Passenger Position Peptide Percentile rank  VaxiJen
domain (score)
Pic 1014 DGFKAEADKAAAAKA 2.48 1.3404
824 AHASGDIHASAASTV ~ 3.75 1.1355
Sap 261 GALVTSTAATVTGTN  27.08 0.8985

5.1.4. Prediccion de epitopos inductores de interferon-gamma

Para obtener un constructo vaccinal con una induccion inmune completa, los epitopos de
MHC-I1 se evaluaron en base a la induccién de IFN-y a través del servidor IFNepitope

server (http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/). Se evaluaron tres epitopos que se

clasificaron, segun el servidor, como inductores de IFN-gamma con puntajes entre 0,17-

0,61 (Tabla 6).
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Tabla 6. Epitopos inductores de IFN-gamma predichos por el

servidor  IFNepitope

Start-end Sequence Score
649-660 DGFKAEADKAAAAKA 0.61
668-683 AHASGDIHASAASTV 0.17
687-702 GALVTSTAATVTGTN 0.54

5.1.5. Disefio completo de la vacuna multiepitopo

sever.

De acuerdo con el analisis inmunoinformatico, el disefio final de la proteina quimérica

consistio en cuatro dominios: el dominio adyuvante que contiene la proteina GroEL (desde

el amino acido 1 al 558), que activa los TLR2/4, el dominio BCL con siete péptidos

activadores de células B (desde el aa 559 al 649), el dominio HTL con tres péptidos

activadores de linfocitos T colaboradores (desde el aa 650 al 700), y el dominio CTL con

siete péptidos activadores de linfocitos T citotoxicos (desde el aa 701 al 829). Dependiendo

del dominio, los péptidos se unieron entre si a través de secuencias de amino acidos:

EAAAK, GSGS, AYY y HEYGAEALERAG, que mejoran la presentacion antigénica y la

estabilizacion molecular de la proteina quimérica. EI modelo disefiado esta representado en

el diagrama de la Figura 2, con las diferentes secuencias de enlace, linkers.
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§ HEYGAEALERAG' Linker
Figura 2. Diagrama del constructo final de la proteina quimérica multiepitopo basado en los dominios pasajeros de

Adjuvant

GroEL

Sap

| "GSGS’ Linker

| "EAAAK’ Linker

§  AAY Linker

SigA, Picy Sap, y laHSP GroEL de S. Typhi.

5.1.6. Parametros fisicoquimicos y evaluacion de antigenicidad

La antigenicidad del constructo completo de la proteina quimérica multiepitopo segun los
servidores ANTIGENpro y VaxiJen server, es de 0,93 y 0,90, respectivamente. Estos
valores clasifican al constructo como altamente antigénico. Con respecto a las propiedades
fisicoquimicas, la proteina multiepitopo tiene un peso molecular de 84.466.74 Da con un
total de 829 aa y un punto isoeléctrico (pl) de 5,01, cuyo valor es importante para las
evaluaciones fisiologicas. La vida media de la proteina multiepitopo fue calculadaen 1 h en
reticulocitos de mamiferos, 30 min en levadura (in vivo) y mas de 10 h en E. coli (in vivo).

Los valores de los indices alifatico y GRAVY fueron de 83,91 y -0,191, respectivamente.
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El alto indice alifatico indica la estabilidad de la proteina en un amplio rango de
temperaturas y el valor negativo del indice de GRAVY clasifica a la proteina quimérica
como hidrofilica, lo que permite una mejor interaccion con el agua. Ademas, el indice de

inestabilidad fue de 23,13, lo que clasifica a la proteina quimeérica como estable.

Por otro lado, la alergenicidad del constructo vaccinal evaluado a través de los
servidores AlgPred y AllergenFP, clasifican al constructo como no-alergénico. Ademas, la
propension a la solubilidad de la proteina quimérica después de ser sobre-expresada en E.
coli, a través del servidor SOLpro fue de 0,95. Con respecto a la importancia de la
hidrofobicidad de la proteina quimérica en la expresion, el indice de hidrofobicidad de Kyte
y Doolittle mostraron regiones altamente hidrofilicas sefialas por debajo de cero, lo que
indica mayor probabilidad de ser presentada como antigeno por los sistemas MHCI vy

MHCII (Figura 3).
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Figura 3. Perfil de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle para el constructo de la proteina quimérica multiepitopo.

Regiones por encima de cero (0) son definidas como regiones hidrofdbicas. Las regiones antigénicas son presentadas en la

regién hidrofilica.

5.1.7. Refinamiento y validacion de la estructura modelada

La calidad del mejor modelo predicho por I-TASSER evaluado a través de las herramientas
de ProSa-web y Ramachandran, indicaron un valor Z-score de -12,97 y porcentaje de 82,2
% de los residuos de amino acidos en la region favorable, respectivamente. Después del
proceso de refinamiento y minimizacion de energia del modelo inicial, el modelo final se
valido a través de ProSa-web, que indico un valor Z-score de -12,73 (Figura 4), localizando
al constructo vaccinal con las proteinas nativas de pesos moleculares similares contenidas
en la base de datos del sistema. El andlisis del punto de Ramachandran indicé porcentajes

de residuos de amino acidos de 93,9 %, 4,4 %, y 1,7 % localizados en las regiones
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favorable, permitida, y atipica, respectivamente (Figura 5). EI modelo tridimensional 3D

final se muestra en la Figura 6.

X-ray
B NMR
- s s .
-15
-20
0 200 400 600 800 1000

Number of residues

Figura 4. Evaluaciéon ProSA-web de la estructura tridimensional de la proteina quimérica multiepitopo después del
refinamiento estructural. El valor z-score del modelo final del constructo es de -12.73, que significa que la proteina esta

en el rango de conformacion de las proteinas nativas registradas en la base de datos. El punto negro representa la proteina

disefiada.
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Figura 5. Validacion de la estructura 3D de la proteina quimérica multiepitopo después del proceso de
refinamiento usando el punto Ramachandran. El modelo indica residuos de amino acidos de 93.9 %, 4.4 %, y 1.7 % en

las regiones favorable, permitidas y atipicas, respectivamente.
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Figura 6. Estructura 3D modelada por el servidor I-TASSER después del proceso de refinamiento visualizada a
través de Chimera 1.1. El color purpura muestra la region de la proteina GroEL y el resto de los epitopos son mostrados

en color verde.

5.1.8. Interaccion molecular entre la proteina quimérica multiepitopo y el TLR2

Después del analisis de frustracion local del TLR2, se localizaron tres regiones altamente
frustradas (Figura 7), donde la posicion desde el aminoacido 250 al 383 fue la mejor regidn
para posibles interacciones, lo que corresponde al sitio de union del ligando del TLR. Este
andlisis permitio la realizacion de la interaccion molecular a través del servidor ClusPro 2
el cual hace uso de la electrostéatica y energia libre de desolvatacion (Comeau y col., 2004).
En este estudio se evaluaron los 10 mejores modelos presentados por el servidor ClusPro y
se escogié el modelo nimero 5 de acuerdo a las caracteristicas y sitio de unién del TLR2 y

otros ligandos (Jin y col., 2007; Kang y col., 2009; Nezafat y col., 2016). EI mejor modelo
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de la interaccion del complejo de la proteina quimérica multiepitopo y el TLR2 se muestra

en la Figura 8.

Figura 7. Patrones de frustracion en el TLR2. El esqueleto molecular del receptor se muestra en gris y las regiones de

alta frustracién se muestran en color rojo marcadas con un circulo.
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Figura 8. Modelo de interaccion entre el TLR2 y la proteina multiepitopo realizado a través del servidor ClusProy
visualizado con el software de PyMOL. Los colores purpuras y cian muestran la region de GroEL y la region

multiepitopo a través de la cual es posible la interaccion con el TLR2, mostrado en verde.

5.2.  Construccion del gene, clonamiento y produccién de la proteina quimérica

recombinante multiepitopo

El gen para la proteina recombinante multiepitopo de S. flexneri (rMESF) se obtuvo desde
Biomatik Corporation y luego se clono en el vector de expresion pQE-80L. El tamafio total
del gen de la proteina rMESF fue de 2508 pb, el tamafio completo del vector clonado pQE-
80L-rMESF fue de 7259 pb, y el producto de digestion con las enzimas Smal y Kpnl del
vector clonado se observaron en electrophoresis en gel de agarosa después de la extraccién
y purificacién desde la E. coli BL21 transformada (Figura 9.A.). La cola 6xHis esta
codificada en el vector de expresion en el extremo final 5°del gene de la proteina rMESF.
La proteina recombinante rMESF se indujo con 1 mM de IPTG, y la expresion de la

proteina se confirmd a través de electroforesis SDS-PAGE (Figura 9.B.) y Western blot
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(Figura 9.C.). La expresioén de rMESF mostro que la proteina posee un peso molecular de
alrededor 84,5 kDa. La proteina fue encontrada mayormente en la fraccion soluble después
de la disrupcion de la membrana bacteriana. La elucion y purificacion se realiz6 usando
cromatografia de afinidad Ni-NTA. La proteina replegada, dializada y concentrada se

confirmd a traves de electroforesis SDS-PAGE seguido de un Western blot (Figura 9.D.).
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Figura 9. Clonamiento del gen quimérico (MESF), expresion y purificacion de la proteina recombinante
multiepitopo (rMESF). (A) Clonamiento del gene MESF en el vector de expresion pQE-80L con la ligasa T4. Linea 1:
marcador de peso molecular 1 kb DNA. Linea 2: gen MESF. Linea 3: pQE-80L. Linea 4: producto de digestion del vector
clonado pQE-80L-rMESF con las enzimas Smal y Kpnl después de la ligacion. Linea 5: tamafio completo circular del
vector recombinante pQE-80L-rMESP (B). Electroforesis SDS-PAGE de la proteina expresada rMESF en E. coli BL21
después de la induccién con 1 mM IPTG por 4 h a 37°C. Linea 1: marcador de peso molecular. Linea 2: proteinas totales
antes de la induccion con IPTG. Linea 3: proteinas después de la induccion con IPTG mostrando la proteina rMESF con
un peso molecular de 84,5 kDa. (C) Western blot de la expresion de rMESF después de la induccién con IPTG. (D)
Western blot de confirmacion de la proteina rIMESF después de la elucion-purificacion por cromatografia de Ni-NTA.

IPTG, isopropylthiogalactoside; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electroforesis.
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5.3. La proteina quimérica multiepitopo rMESF induce fuerte respuesta inmune

humoral y de mucosas

Se determinaron los anticuerpos contra la proteina rMESF con el fin de evaluar la respuesta
inmune humoral. Todas las inmunoglobulinas evaluadas incrementaron después de la
primera inmunizacion y se mantuvieron en el tiempo, mostrando diferencias altamente
significativas comparado con los controles PBS+CFA y PBS+alum (p<0,0001). El suero de
los ratones inmunizados por via i.n. con la proteina rIMESF alcanzaron los niveles mas altos
de IgG e IgG1 después de la segunda inmunizacion (Figura 10.A., Figura 10.B.). Sin
embargo, la 1gG (Figura 10.A.) e IgGl (Figura 10.B.) en ratones inmunizados con
rMESF+CFA o rMESF+alum alcanzaron sus niveles mas altos después de la primera
inmunizacion, y no se observaron diferencias significativas para ambas inmunoglobulinas
en los grupos experimentales después de la tercera inmunizacién. Ademas, los picos
méaximos de 1gG2a se alcanzaron en todos los grupos experimentales despues de la tercera

inmunizacion (Figura 10.C.), sin diferencias significativas entre ellos.

La IgA sérica y fecal, mostraron sus niveles mas altos en los ratones inmunizados
por via i.n. con la proteina rMESF sola (Figura 10.D y Figura 11, respectivamente) con
diferencias altamente significativas (p<0,0001) comparado con los controles respectivos. El
grupo de ratones inmunizados con rMESF+CFA mostraron niveles altos de IgA sérica y
fecal con diferencias significativas comparados con los controles y el resto de los grupos
experimentales (p<0,0001). Todos los grupos experimentales mostraron diferencias
significativas comparados entre ellos mismos (p<0,0001), donde los niveles mas altos de
IgA fecal y sérica se encontraron en los ratones inmunizados por via i.n. En general, todos
los ratones inmunizados presentaron altos niveles predominantes de IgG1 e IgG2a seguido

de IgA, a excepcion del grupo rMESF+alum, donde no se observaron niveles de IgA fecal.
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Los titulos de los anticuerpos en el suero de los animales controles permanecieron por

debajo de los limites de deteccién durante el tiempo de evaluacion.
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Figura 10. Titulos de anticuerpos en suero de ratones controles e inmunizados. (A) IgG. (B) IgG1. (C) IgG2a. (D)
IgA sérica. Controles, PBS+alum y PBS+CFA. Los ratones del grupo rMEFS+alum se inmunizaron por via intramuscular
(i.m.). rMEFS +CFA, se inmunizaron por via intradérmica (i.d.) y el primer y segundo refuerzo se realiz6 en este grupo
por via subcutdnea (s.c.) e i.m., respectivamente con adyuvante incompleto de Freund (IFA). El grupo rMEFS se
inmuniz6 con la proteina rMEFS sola por via intranasal (i.n.). Las ultimas dos Gltimas inmunizaciones fueron
administradas en los dias 14 y 28. El titulo de anticuerpo se expresé como el promedio + desviacion estandar (SD) del
logio del reciproco de la dltima dilucion sérica por encima del punto de corte. Los simbolos y letras indican diferencias
estadisticas significativas con valores de p<0.0001 comparado con el grupo ratones respectivos, # vs. PBS+CFA, a vs.

PBS+alum. b vs. rMESF +alum, ¢ vs. IMESF +CFA. PBS, phosphate-buffered saline. CFA, complete Freund’s adjuvant.
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Figura 11. Titulo de anticuerpo de IgA fecal en ratones controles e inmunizados. Controles, PBS+alum y PBS+CFA.
Los ratones del grupo rMEFS+alum se inmunizaron por via intramuscular (i.m.). rMEFS +CFA, se inmunizaron por via
intradérmica (i.d.) y el primer y segundo refuerzo se realiz6 en este grupo por via subcutanea (s.c.) e i.m., respectivamente
con adyuvante incompleto de Freund (IFA). El grupo rMEFS se inmunizé con la proteina rMEFS sola por via intranasal
(i.n.). Las Ultimas dos Gltimas inmunizaciones fueron administradas en los dias 14 y 28. El titulo de anticuerpo se expreso
como el promedio * desviacion estandar (SD) del logio del reciproco de la ultima dilucion sérica por encima del punto de
corte. Los simbolos y letras indican diferencias estadisticas significativas con valores de p<0.0001 comparado con el
grupo ratones respectivos, # vs. PBS+CFA, a vs. PBS+alum. b vs. rMESF +alum, ¢ vs. rMESF +CFA. PBS, phosphate-

buffered saline. CFA, complete Freund’s adjuvant.

5.4. La proteina quimérica multiepitopo rMESF induce un perfil de citoquinas

Se evaluo el perfil de citoquinas desde los esplenocitos cultivados con la proteina quimérica
multiepitopo. Los niveles de IL-4 fueron significativamente diferentes (p<0,0001) entre
todos los grupos experimentales y comparados con los grupos controles negativos

PBS+CFA y PBS+alum. Sin embargo, se encontraron bajos titulos de IL-4 en ratones
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inmunizados por via i.n. con la proteina sola rMESF, y los niveles mas altos se observaron
en los ratones inmunizados con rMESF+alum y rMESF+CFA, respectivamente (Figura
12.A.). Con respecto al TNF-a, todos los grupos experimentales presentaron niveles de
TNF-a significativamente mayores comparados con los controles (p<0,0001, Figura 12.B.).
Los titulos mas altos de TNF-a se observaron en los grupos de ratones inmunizados con
rMESF sola y rMESF+alum, con diferencias significativas entre ellos (p=0,002) y los
ratones inmunizados con rMESF+CFA. Concerniente al IFN-y y IL-17, estos
incrementaron significativamente en todos los grupos experimentales comparado con los
controles, PBS+CFA y PBS+alum (p<0,0001 para INF-y y p=0,03 para IL-17), con valores

similares en todos los grupos experimentales (Figura 12.C., Figura 12.D.).
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Figura 12. Niveles de citoquinas cuantificados con ELISA tipo sandwich. Produccién de (A) IL-4, (B) TNF-a, (C) IL-
17 y (D) IFN-y, presentes en el sobrenadante de los esplenocitos estimulados in vitro con 1 6 2 ug/ml de la proteina
recombinante rMEFS por 72 h. Los esplenocitos se colectaron después de 30 dias de la dltima inmunizacién (n = 5
ratones/grupo). La absorbancia se midi6 a 450 nm. Los simbolos y letras indican diferencias estadisticas significativas con
valores p entre <0.05 y 0.0001 (para mayor informacion dirijase al texto) comparado con el grupo de ratones respectivos.
# vs. PBS+CFA, a vs. PBS+alum, b vs. rMESF+alum, ¢ vs. rMESF+CFA. PBS, phosphate-buffered saline. CFA,

complete Freund’s adjuvant. Los resultados son expresados como el promedio + desviacion estandar.

5.5. La proteina quimérica multiepitopo rMESF induce una fuerte respuesta
linfoproliferativa

La respuesta linfoproliferativa fue evaluada en los esplenocitos proveniente de animales en
estudio. Todos los grupos experimentales presentaron diferencias significativas entre ellos

en la linfoproliferacion contra la proteina multiepitopo y comparados con los controles
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negativos respectivos (p<0,0001), PBS+CFA y PBS+alum. Al estimular las células
esplénicas con 1 6 5 pg de la proteina recombinante, los mayores niveles de
linfoproliferacion se observan en los ratones inmunizados por via i.n. con la proteina
rMESF sola, seguido de los grupos ratones inmunizados con rMESF+CFA y rMESF+alum

(Figura 13). No se observo respuesta linfoproliferativa en los grupos controles negativos.
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Figura 13. Linfoproliferacion. Los esplenocitos se colectaron desde los ratones (n = 5 ratones/grupo) después de 30 dias
de la ultima inmunizacién y se estimularon in vitro con 1 ug/ml 6 2 ug/ml de la proteina quimérica multiepitopo rMESF.
Los simbolos y letras indican diferencias estadisticas significativas con valores p<0.0001 comparado con el grupo de
ratones respectivos. # vs. PBS+CFA, a vs. PBS+alum, b vs. rMESF + alum, ¢ vs. rMESF + CFA. PBS, phosphate-
buffered saline. CFA, complete Freund’s adjuvant. Los resultados son representados como el promedio + desviacion

estandar.
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5.6. La proteina quimérica multiepitopo rMESF confiere respuesta protectora
contra Shigella flexneri 2457T

La fuerte respuesta inmune humoral y el perfil de citoquinas se avalaron para una respuesta
protectora a través del modelo de infeccion pulmonar contra S. flexneri. Las curvas
Kaplan—Meier de supervivientes mostraron que el grupo de ratones inmunizados por via
i.m. con rMESF+alum provocaron un bajo porcentaje de proteccion, con 20% de
supervivientes después del ensayo de proteccién. Por otro lado, el grupo de ratones
inmunizados con rMESF+CFA mostré un porcentaje mayor a 60% de supervivientes
después de la infeccion. Sin embargo, los mayores porcentajes de supervivientes se
observaron en los grupos de ratones inmunizados por via i.n. con rMESF sola, donde el
100% de los ratones sobrevivieron 30 dias después del desafio (Figura 14.). Los ratones
controles, PBS+CFA y PBS+alum, murieron antes de los primeros 5 dias después del

desafio.
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Figura 14. Eficacia protectora de la proteina quimérica multiepitopo rMESF en ratones. Los grupos de ratones
hembras BALB/c (n = 5 ratones/grupo) se inmunizaron a través de diferentes rutas con 25 pg/ratéon de rMESF. Treinta
dias después de la Gltima inmunizacidn, los ratones se desafiaron por via i.n. con una dosis letal de S. flexneri de 1x10”
UFC/ratén. Se observé la mortalidad por 30 dias. Los simbolos y letras indican valores estadisticos significativos de
p<0.0001 comparado con el grupo de ratones respectivo. # vs. PBS+CFA, a vs. PBS+alum b vs. rMESF + alum, ¢ vs.
rMESF + CFA. PBS, phosphate-buffered saline. CFA, complete Freund’s adjuvant. UFC, unidades formadoras de

colonias. i.n., intranasal. La eficacia protectora fue presentada como curvas de supervivencia de Kaplan-Meier.

5.7. Lacarga bacteriana en pulmones disminuye en los ratones vacunados

Para evaluar la intervencion de la proteina quimérica multiepitopo rMESF en la eliminacion
de S. flexineri, se realizd un estudio de la carga bacteriana en los pulmones de los ratones
controles y los ratones supervivientes sometidos al desafio. Los grupos controles mostraron
los valores méas altos de UFC en los pulmones, mientras que todos los ratones

supervivientes de los grupos experimentales, mostraron una disminucion significativa en la
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carga bacteriana (p<0.0001; <1.3x10? UFC/ml) comparado con los grupos controles. Sin
embargo, en los ratones inmunizados por via i.n. con la proteina rIMESF sola, se observa la

carga bacteriana mas baja en los pulmones, <10? UFC/ml (Figura 15.).
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Figure 15. Carga bacteriana en pulmones después del ensayo de desafio en ratones controles e inmunizados. Los
pulmones se colectaron de los ratones supervivientes y grupos controles 30 y 3 dias después del desafio letal con S.
flexneri (1 x 107 CFU/mouse), respectivamente. La carga bacteriana se determiné a través de diluciones 10 veces-seriadas
y plaqueadas en agar LB a 37 °C por 18 h. Los simbolos y letras indican valores estadisticos significativos de p<0,0001
comparado con el grupo control respectivo. # vs. PBS+CFA, a vs. PBS+alum. PBS, phosphate-buffered saline. CFA,

complete Freund’s adjuvant. UFC, unidades formadoras de colonias. i.n., intranasal.
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5.8.  Construccion y analisis conformacional de la mutante S. flexneri 2457TAsap.

La cepa mutante sap construida a partir del método de desplazamiento alélico de Datsenko
y Wanner (2000) se comprobaron via PCR con cebadores internos y externos al casete del
gen de kanamicina. La regién eliminada del gen sap correspondié a la secuencia sefial y al
dominio pasajero (Figura 16.A.) y fue reemplazada por el gen de kanamicina. La
electroforesis en gel de agarosa muestra las cepas positivas en las que se insertd

correctamente el gen de kanamicina con un peso molecular de 1,3 kb (Figura 16.B.).
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Figura 16. Construccion de la cepa mutante de S. flexneri 2457T 2a para el dominio pasajero del gen sap mediante
intercambio alélico. A, Recombinacién mediada por la recombinasa red del fago A codificado en el vector pKD46 a
través de las regiones homologas entre las zonas flanqueantes del dominio secuencia sefial-pasajero del gen sap y el gen
de resistencia a kanamicina. Se observa la incorporacion del gen de kanamicina delimitado por los cebadores 50F y 50R.
B, electroforesis en gel de agarosa al 0,5 % de los amplicones por PCR de 1,3 kb de los clones seleccionados por
resistencia a la kanamicina. 1, Marcador de peso molecular 3 kb. 2, S. flexneri 2457T. 3-11y 13, clones positivos sap:kan.

12, falso positivo.
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Luego, se realizaron curvas de crecimiento con cada uno de los clones Asap y la
cepa 2457T, en medio TBS en presencia y ausencia de sales de bilis al 0,4 %, esto a fin de
analizar posibles diferencias metabolicas entre ellas. No se observaron diferencias
significativas entre la cepa 2457T y la mutante 4sap en medio TBS solo (Figura 17). Sin
embargo, se observaron diferencias estadisticas significativas entre la cepa 2457T en medio

TBS solo y las mutantes Asap y 2457T cultivadas en TBS con sales de bilis (p<0,05-

0,0001).
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Figura 17. Curvas de crecimiento de cepas de Shigella flexneri 2457T y mutante Asap en presencia y ausencia de
sales de bilis. El crecimiento bacteriano se monitore6 en medio TBS con agitacion constante en ausencia y presencia de
sales de bilis al 0,4%. La DOsoo de la dilucion del cultivo se midi6 durante cinco horas. Se muestra el promedio y la
desviacion estandar de la DO de tres experimentos independientes. Se encontraron diferencias estadisticas significativas
entre la cepa 2457T en medio TBS solo y la mutante 4sap y 2457T cultivadas en TBS con sales de bilis con valores

significativos p<0,05-0,0001.
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5.9. La eliminacion del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri 2457T no

interfiere en la formacion de biopeliculas

La eliminacién del dominio pasajero del gen sap de S. flexneri no mostro relacién alguna
con la formacién de biopelicula en presencia y ausencia de sales de bilis. La formacion de
biopeliculas detectado con cristal violeta y medidas a través de la DOsso, N0 mostraron
diferencias significativas entre la cepa 2457T cultivadas en TBS solo o con sales de bilis al
0,4 % y la mutante Asap cultivada en las mismas condiciones luego de 3 y 4 horas de

exposicion a las sales, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Cuantificacion de la formacion de biopelicula en sales de bilis. Una sola colonia de la cepa 2457T y la
mutante Asap se inocularon en medio TBS en presencia y ausencia de sales de bilis al 0,4% y se cultivaron en condiciones
estaticas a 37 °C durante 4 hrs y se tifieron con cristal violeta. En el medio sin sales de bilis la formacién de biopeliculas
fue minima tanto en la cepa 2457T como en la mutante. Sin embargo, la formacién de la biopelicula aumentd
considerablemente en presencia de sales de bilis, sin diferencias significativas entre la cepa 2457T y los clones mutantes

Asap_Ey Asap_F.
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5.10. La eliminacion del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri 2457T afecta el

mecanismo de autoagregacion

La eliminacion del dominio pasajero del gen sap de S. flexneri 2457T afectd la
autoagregacion, visualizada a través de la aceleracion de la formacién este fenotipo. La
cepa 2457T y los clones 4sap_E y Asap _F en medio TBS en ausencia de sales de bilis, no
mostraron el fenotipo de autoagregacion medido a través de la DOgoo durante 120 min. Sin
embargo, en exposicién a las sales de bilis, los clones mostraron autoagregacion inmediata
en los primeros 15 min, mientras que la cepa 2457T present0 autoagragacion a los 45 min,
siendo maxima a los 120 min. No se encontraron diferencias estadisticas significativas a los

120 min entre la cepa 2457T y los clones mutantes 4sap_E y Asap F (Figura 19).
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Figura 19. Analisis de la formacion de autoagragacion. Los cultivos de S. flexneri 2457T y los clones de las mutantes
Asap_E 'y Asap_F se estandarizaron, se cultivaron en medio TBS en presencia y ausencia de sales de bilis al 0,4 % a 220
r.p.m. por 4 h, y se utilizaron para la evaluacién de la autoagregacion. Los resultados muestran los promedios de la
dilucion de la DOsoo en diferentes tiempos. No se observaron diferencias estadisticas significativas entre las mutantes y la

cepa 2457T en TBS con sales de bilis a los 120 min.

5.11. La eliminacion del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri 2457T afecta el

mecanismo de adherencia de la bacteria a células HT-29

La eliminacion del dominio pasajero del gen sap en S. flexneri 2457T no mostré aumento
en el porcentaje de recuperacion de bacterias cultivadas en sales de bilis en el ensayo de
adherencia sobre células HT-29. El porcentaje de recuperacion bacteriana fue mayor para la
cepa 2457T en medio con sales de bilis (Figura 20). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de recuperacion bacteriana de la cepa
2457T en medio con sales de bilis comparados con la cepa 2457T en medio TBS solo y los
clones mutantes 4sap_E y 4sap_F en presencia y ausencia de sales de bilis. Sin embargo,

no se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de recuperacion bacteriana
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de la cepa 2457T en medio TBS comparado con los clones mutantes Asap E y Asap F,

tanto en medio TBS solo como en medio con sales de bilis.
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Figura 20. Adherencia de S. flexneri y mutante Asap a células HT-29. Se cultivaron las células HT-29 en placas de
cultivo con medio DMEM. Se inocul6 una colonia de S. flexneri 2457T y de la mutante 2457TAsap en medio TBS en
presencia o ausencia de sales de bilis al 0,4 % con agitacion constante de 220 r.p.m. a 37 °C hasta alcanzar una DOeoo de
0,7. Luego, la suspension bacteriana respectiva estandarizada se adiciond a la monocapa del cultivo celular por 3 h. Se
realizaron diluciones seriadas para determinar el nimero de bacterias asociadas a la adherencia celular. El porcentaje de
recuperacion promedio se calculd en tres experimentos independientes como: (titulo de bacterias recuperadas/ titulo de
infeccion utilizado) X 100. La cepa 2457T present6 diferencias significativas (*, p< 0,0001) en medio con sales de bilis
comparado con TBS solo. No se encontraron diferencias significativas entre la cepa 2457T en TBS solo comparado con la

mutante en las dos condiciones evaluadas.
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6. Discusion

Shigella spp. es un patdgeno intracelular que causa la disenteria bacilar a través de la
invasion de las células epiteliales intestinales (Schnupf y Sansonetti, 2019). El proceso de
virulencia, al igual que en otros patdgenos intracelulares, es mediado por diferentes
proteinas que pueden formar parte de la membrana externa de la bacteria o que pueden ser
secretadas directamente en el citosol de la célula hospedera, a través de estructuras bien
definidas como los sistemas de secrecién (Lampel y col., 2018). La terapia actual contra la
shigelosis es basada en antibioticos. Sin embargo, el incremento en el nimero de bacterias
resistentes a antibioticos conlleva a la busqueda de nuevas alternativas, como es el
desarrollo de vacunas en contra del mayor agente causal de shigelosis, S. flexneri. Muchos
estudios estan enfocados en proteinas localizadas en la superficie bacteriana, que estan
presentes en diferentes serotipos de Shigella (Martinez-Becerra y col., 2013; Chitradevi y
col., 2015). Las vacunas de tipo subunidades son usadas en varios estudios de laboratorio,
pero tienen la desventaja de producir una pobre induccién de la inmunidad (De Groot y
col., 2009). Por esta razon, el uso de adyuvantes unidos a este tipo de vacunas incrementa la
probabilidad de “entrega” de los antigenos a las células dendriticas y en consecuencia el
mejoramiento de la respuesta inmune (Perrie y col., 2008; Liu y col., 2008; Farhadi y col.,
2016). El uso de adyuvantes en estudios in silico de vacunas esta incrementando y muchos
de esos estudios estan enfocados en el desarrollo de constructos multiepitopos contra

bacterias y virus (Negaharipour y col., 2018; Hajighahramani y col., 2019).

Las HSPs son chaperonas que interactdan con los TLR e inducen la estimulacion de
la respuesta inmune innata (Vabulas y col.,, 2001). Ademas, estas proteinas son muy

versatiles y multifuncionales debido a la amplia variedad de ligando a los que estan
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asociados y sus diferencias estructurales. En el caso de las HSP60, interactian con los
TLR2, TLR4 o las moléculas MHC (Mayor Histocompatibility Complex), enlazando las
respuestas inmunes innata y adaptativa (Argueta y col., 2006). Conjuntamente, otras
proteinas de S. flexneri, como la proteina mayor de membrana externa de 34 kDa (MOMP,
major outer membrane protein) y la proteina A de membrane externa (OmpA, outer
membrane protein A) estan involucradas en la activacion de los TLR2 en macrofagos y la
subsecuente induccion del factor nuclear de translocacion NF-xB y la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (Pore y col., 2011, 2012). Por ende, resalta la importancia del

uso de agonistas de los TLRs en el desarrollo de vacunas contra Shigella.

La eficacia y el uso de GroEL como adyuvante, el cual desencadena una respuesta
inmune humoral y celular, es una herramienta en el disefio de vacunas (Panchanathan y
col., 1998; Chitradevi y col., 2013, 2016). La proteina GroEL de S. Typhi, se ha utilizado
en un estudio de disefio de vacuna in silico contra Klebsiella pneumoniae, lo que representa
una ventana abierta para su uso en otras cepas bacterianas (Farhadi y col., 2015). En
nuestro estudio, se utilizé la proteina GroEL de S. Typhi debido a que ésta ha sido evaluada
en ratones como adyuvante en un candidato vaccinal (IpaB-GroEL) contra la shigelosis en
un desafio letal frente a S. flexneri, S. boydii y S. sonnei (Chitradevi y col., 2016). Shigella
spp., por ser un patégeno intracelular que invade el epitelio intestinal a traves de la ruta
oral, requiere el disefio de vacunas que contengan epitopos que estimulen tanto la respuesta
inmune humoral como la innata. Muchas investigaciones sustentan la induccion de la
respuesta inmune humoral en una infeccion causada por Shigella o la activacion de los
linfocitos T, especialmente los T-CD4, Thl, Th2 y Th17, los cuales juegan un papel crucial

en la erradicacion de la infeccion por Shigella, por lo que se destaca la importancia de la
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seleccién de epitopos para células B y linfocitos colaboradores HTL en el disefio de
vacunas contra éste patégeno (Agnello y col., 2003; Mukhopadhaya y col., 2006; Farhani y
col., 2019). Ademas, esta documentado que el IFN-gamma liberado por los Thl interviene
en la eliminacion de patdgenos intracelulares (Dhanda y col., 2013); por lo tanto, el énfasis
de incluir epitopos inductores de la liberacion de IFN-gamma en el disefio de vacunas

contra Shigella (Farhani y col., 2019).

En el presente estudio, se realizd un disefio “in silico” de una vacuna multiepitopo
basada en la seleccién de epitopos para células B y T unidos a la proteina GroEL de S.
Typhi, con la propiedad de inducir una fuerte respuesta inmune y de proteccion contra S.
flexneri. La busqueda de epitopos antigenicos se llevd a cabo en tres proteinas
autotransportadoras de S. flexneri, localizadas en la isla de patogenicidad SHI-1, donde la
mayoria de sus marcos de lectura abiertos (ORF, open reading frame) permanecen sin
caracterizar y algunos de ellos se conservan en varias especies de Shigella (Jin, 2002). Una
caracteristica del dominio pasajero de los autotransportadores, es su exposicion al ambiente
externo o la secrecidn por la bacteria, lo que incrementa la posibilidad de una interaccion
temprana con algunos elementos del sistema inmune (Oany et al., 2017). Ademas, el rol de
los autotransportadores en la virulencia e interaccion con la célula hospedera los hacen
clasificarlos como “blancos” para el disefio de nuevas vacunas (Wells y col., 2007). En este
estudio se seleccionaron dos autotransportadores (SigA y Pic), como se menciond
anteriormente, estas proteinas estan relacionadas con algiin mecanismo de virulencia de
Shigella y son descritos como proteinas antigénicas (Henderson y col., 1999; Navarro-
Garcia y col., 2010; Rajakumar y col., 1997). Ademas, se seleccion0 la proteina Sap debido

a que su secuencia de aminoacidos estad relacionada con un 87 % de identidad con el

98



autotransportador Ag43 E. coli, involucrado con los mecanismos de adherencia,
agregacion, formacion de biopeliculas y evasion del sistema inmune (Van der Woude y
Henderson, 2008). Por lo explicado, estas tres proteinas mencionadas son candidatos

elegibles para el disefio de una vacuna en la erradicacion de la shigelosis.

Los tres autotransportadores seleccionados de S. flexneri se han descrito en
importantes patdgenos responsables de infecciones a nivel intestinal y del tracto urinario,
como también en sepsis y el sindrome hemolitico urémico, lo que posibilita la evaluacion
de nuestro candidato vaccinal contra otros microorganismos. Pic, se encuentra en E. coli
Enteroagregativa y Uropatogénica (EAEC/UPEC), E. coli Enteroagregativa-productora de
toxina shiga (0104:H4) y Shigella flexneri 2a (Heimer y col., 2004; Navarro-Garcia y col.,
2010; Ruiz-Pérez y col., 2011; Munera y col., 2014; Abreu y col., 2015). El
autotransportador SigA, se encuentra en S. flexneri, S. sonnei, S. boydii, S. dysenteriae y la
cepa de E. coli O104:H4 (Nave y col., 2016; Oany y col., 2017). Sap, como se menciond
estd con Ag43 que se encuentra en patégenos como EAEC y UPEC (Mendez-Arancibia y

col., 2008; Zalewska-Pia y col., 2015).

El esqueleto principal del candidato vaccinal se ensamblé a través de pequefias
secuencias llamadas linkers, que son esenciales en el mantenimiento estructural y funcional
de la proteina multiepitopo (Chen y col., 2013; Aurora y col., 1997, Le-Barillec y col.,
2005). La secuencia EAAAK, reduce interferencia con otras proteinas y mejora la
separacion, GSGS es una secuencia que brinda flexibilidad y finalmente, las secuencias
AAY y HEYGAEALERAG mejoran la presentacion antigénica a las moléculas MHC
(Livingston y col., 2002; Nezafat y col., 2014; Farhadi y col., 2015). Por lo tanto, todos los

andlisis bioinformaticos indicaron que nuestro candidato vaccinal es altamente antigénico y
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podria inducir una fuerte respuesta inmune humoral y celular, la cual es importante en la
prevencion y tratamiento de la enfermedad. Ademas, los parametros fisicoquimicos como
el alto indice alifatico, mostraron la estabilidad de la proteina en un amplio rango de
temperaturas. La vida media del constructo se estimé en ser mas de 10 h en E. coli, lo que
denota alta probabilidad de produccion y purificacién de la proteina a gran escala, y
concuerda con los valores CAl y G/C del gen optimizado. El punto isoeléctrico (pl) menor

a 7 indicd mejor uso la proteina en estudios fisioldgicos.

El modelo estructural 3D se realiz, y se seleccion6 el mejor modelo con el
concomitante refinamiento indicado por los resultados del Prosa-web y Ramachandran plot.
Estos analisis permitieron la minimizacion de energia y el subsecuente estudio in silico de
interaccion o docking entre el receptor y el ligando. Los receptores tipo toll (TLRs, Toll-like
receptors) son estructuras moleculares bien conservadas que se unen a patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) y
promueven la activacion de la respuesta inmune innata, lo que incrementa la
inmunogenicidad contra el patégeno (Duthie y col., 2011; Negahdaripour y col., 2018). Por
esta razon, la region hidrofébica de la proteina quimérica multiepitopo y la region de alta
frustracion del TLR2 se seleccionaron para el analisis de interaccion como esta descrito por
Nezafat y col. (2014) y Hajighahramani y col. (2017). Este andlisis indico interaccion a
través de las regiones evaluadas lo cual estd en concordancia con lo descrito para las
interacciones TLR2-ligando (Kang y col., 2009; Hajighahramani y col., 2017). En este
sentido, el estudio de simulacion dinamica molecular (MDS) del complejo receptor-

ligando, mostrd que nuestro candidato vaccinal es muy estable durante 100 ns con una clara
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region de interfase o interaccion entre los aminoécidos 250285 del TLR2, y una region de

interaccion desde los residuos 540 al 660 de aminoacidos del constructo vaccinal.

La expresion, purificacion y evaluacion del constructo vaccinal se llevo a cabo con
el fin de definir el tipo de respuesta inmune producida por el constructo en un modelo
murino que luego seria desafiado frente a S. flexneri. Un candidato vaccinal exitoso contra
Shigella requiere de la induccion de una respuesta inmune celular, la cual juega un rol
esencial en la eliminacion de esta bacteria a través de la secrecion de mediadores
proinflamatorios desde células del sistema inmune innato y el incremento de células T
CD8* y de los niveles de citoquinas liberadas por CD4", que incrementan a su vez la
produccioén de anticuerpos (Martinez-Becerra y col., 2013; Chitradevi y col., 2015).
Ademas, la ruta de administracion, el adyuvante y la dosis de la vacuna administrada estan
correlacionados con la efectividad de la misma (Bansal y col., 2010). En este estudio, la
respuesta inmune humoral se indujo durante y después del proceso de inmunizacion por
diferentes rutas, medidos a través de la produccion de 1gG, 1gGl e 1gG2a, las cuales
presentaron un fuerte incremento en todos los grupos experimentales. Sin embargo, los
ratones inmunizados a través de la ruta i.n. mostraron un incremento levemente retardado
en los niveles de inmunoglobulinas G comparados con los obtenidos a través de otras rutas
de inmunizacién. Algunos candidatos a vacunas han conferido altos niveles de proteccion
en ratones contra Shigella por medio del concomitante incremento de los titulos de los
isotipos 1gG1 y lgG2a (Chitradevi y col., 2015; 2016), tal como es mostrado en el
candidato vaccinal presentado en nuestro estudio. Sin embargo, los niveles de IgA
sistémica y de mucosa incrementaron en todos los grupos experimentales, presentando los

mayores titulos de IgA en los ratones inmunizados por la ruta i.n. Estos resultados apoyan
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el uso de la ruta i.n. para la vacunacion contra Shigella, al mismo tiempo que induce la
respuesta inmune sistémica y de mucosa (Chitradevi y col., 2015; Chitradevi y col., 2016;
Pasetti y col., 2020). En este contexto, la IgA sistémica se incrementa en pacientes
infectados con Shigella (Islam y col., 1995), mientras que los niveles de 1gG e IgA
incrementan también en pacientes que adquirieron naturalmente inmunidad contra Shigella
(Islam y col., 1995; Islam y col., 1997). La IgA de mucosas es considerada una de las
mayores inmunoglobulinas cruciales en la eliminacion de Shigella, como en la prevencion
de la reinfeccion (Pasetti y col., 2020). Por tal razon, la induccion de este anticuerpo es
clave en la proteccion del hospedero debido a que la IgA contra el LPS y otros antigenos de
Shigella interfieren con la invasion de la bacteria en el intestino, y la 1gG facilita la muerte

mediada por el sistema del complemento y la fagositosis de Shigella (Pasetti y col., 2020).

En la infeccion por Shigella, varias citoquinas y la poblacion de células T son
activadas en el hospedero. La citoquina IL-4, en conjunto con citoquinas proinflamatorias
de las células Thl y Th2, se han encontrado extensivamente secretadas en biopsias del recto
provenientes de pacientes adultos con shigelosis con cuadros agudos y convalecientes que
presentan inflamacion severa de las mucosas (Ragib y col., 1995). En nuestro trabajo, la
secrecion de IL-4 varid significativamente en todos los grupos experimentales, con los
niveles mas bajos encontrados en los ratones inmunizados a través de la ruta i.n. Estos
resultados concuerdan con los estudios acerca del efecto de adyuvantes en la respuesta
inmune contra S. Typhi, donde los niveles de IL-4 en ratones disminuyen cuando GroEL es
usado solo, en comparacién cuando es acompariado del adyuvante CFA o el adyuvante de
aluminio (Bansal y col., 2010). Desde este punto, puede ser interesante conocer el nivel

exacto necesario de IL-4 para una vacuna efectiva contra Shigella y el rol central de IL-4 en
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la proteccidn del hospedero. Adicionalmente, las células produjeron altos niveles de IFN-y
en todos los grupos experimentales, lo que es un indicativo de la infeccion por Shigella (Le-
Barillec y col., 2005; Martinez-Becerra y col., 2013; Nag y col., 2015; Chitradevi y col.,
2016). El IFN-y inducido por nuestro candidato vaccinal indico una fuerte respuesta de
linfocitos Thl, los cuales inducen la produccion de lgG2a por las células murinas
plasmaéticas (Finkelman y col., 1988). Esta citoquina se ha observado incrementada en las
heces y el plasma de pacientes convalecientes comparados con pacientes adultos que
presentan infeccion aguda, lo que sugiere el papel fundamental del IFN-y en la eliminacion
de Shigella, siendo esencial en el desarrollo de una respuesta inmune de proteccion contra

la shigelosis (Ragib y col., 1995).

La segunda citoquina con los niveles mas altos fue la IL-17, que incremento en
todos los grupos experimentales. Esta citoquina es producida principalmente por las células
Thl17 las cuales estan relacionadas con la eliminacion de patdgenos en tejidos de las
mucosas (Curtis y Way 2009; Ishigame y col., 2009) y es considerado un buen indicador de
la eficacia protectora de una vacuna (Martinez-Becerra y col.,, 2013). En ratones, la
infeccién aguda con S. flexneri induce una respuesta dominante de células Thl7, lo que
indica un rol importante en la respuesta inmune secundaria que restringe el crecimiento
bacteriano después de la reinfeccidbn en este modelo animal (Sellge y col., 2010).
Finalmente, la produccién de TNF-a, una citoquina asociada a la inmunidad por Thl se
encontrd altamente elevada en todos los grupos (Kisuya y col., 2019). Sin embargo, el rol
del TNF-a en la respuesta inmune contra Shigella no es claro, lo que representa un campo

abierto en la investigacion de la proteccion del hospedero contra este patdgeno.
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Interesantemente, en este estudio, la respuesta linfoproliferativa fue mayor en
ratones inmunizados por la ruta i.n. con la proteina rMESF sola. Estos resultados indican
que la misma proteina recombinante tiene diferentes efectos dependiendo de la ruta de
inmunizacién y el adyuvante usado. La respuesta linfoproliferativa mas baja se encontré en
ratones inmunizados por via i.m. con rMESF+alum, lo cual concuerda con otros estudios
que reportaron una prominente induccién Th2 por GroEL+alum que present6 la respuesta
linfoproliferativa mas baja (Cribbs y col., 2003; Bansal y col., 2010). EI cambio de fenotipo
de Th2 a Thl se evidencia con la mayor respuesta de linfoproliferacion y niveles de IFN-en
los ratones inmunizados con rMESF sola o rMESF+CFA, comparado con la encontrada en
los esplenocitos aislados del grupo de ratones inmunizados con rMESF+alum. El
mecanismo de proteccion contra Shigella no esta claro, pero la activacion de la respuesta
inmune de mucosas esta relacionada con la neutralizacion de la bacteria, previniendo la
adhesion y la subsiguiente invasion de las celulas epiteliales del hospedero (Chitradevi y

col.,, 2015).

La inmunizacion con HSP como adyuvante en una proteina quimérica frente al
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) o contra Shigella, induce ambas respuestas
inmunes, tanto humoral como celular (Suzue y col., 1996; Chitradevi y col., 2016). Estas
observaciones demostraron que las vacunas disefiadas con la proteina GroEL como
adyuvante, convergen en un alto titulo en los niveles de 1gGl e IgG2a o citoquinas
asociadas con la respuesta inmune Thl y Th2, y ademéas de la capacidad inmunogénica

protectora frente a Shigella (Chitradevi y col., 2015; 2016).

La proteccion del hospedero frente a patdgenos intracelulares requiere en gran

medida de una respuesta dominante de células Thl. Esto ha sido demostrado con S. Typhi,
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una bacteria intracelular, a través de la inmunizacion en ratones con adyuvante alum y
GroEL, en los que se evidenci6 induccién predominante de células Th2 asociado con los
menores porcentajes de supervivencia después del desafio (Bansal y col., 2010). En el
presente estudio se observaron resultados similares en los ratones inmunizados con
rMESF+alum y rMESF+CFA, en los que se encontraron los niveles mas altos de IL-4. Pese
a eso, la baja secrecién de IL-4, no debe ser considerada como una “huella” en la
proteccion frente a Shigella debido a que los ratones inmunizados rMESF+CFA secretaron
altos niveles de IL-4 y mejores porcentajes de proteccion comparados con los encontrados
en los ratones inmunizados con rMESF+alum. Sin embargo, los ratones inmunizados por
via i.n. presentaron 100 % de proteccion, ademas de los mayores niveles en los titulos de
IgA de secrecion, indicando un efecto positivo de esta ruta de inmunizacion en la
proteccion frente a Shigella. Sumado a lo anterior descrito, el uso de GroEL como
adyuvante evita los efectos secundarios causados por otros adyuvantes comerciales como es
la excesiva inflamacidn, artritis, y otros efectos toxicos del CFA presentados en primates
(Broderson, 1989; Bennett y col., 1992; Bansal y col., 2010), y tiene ventaja sobre el
adyuvante alum ya que solo éste estimula la respuesta inmune humoral (Allison y Byars
1991). También, la inmunizacion por via i.n. en Shigella ofrece la oportunidad de inducir
una fuerte respuesta inmune local y sistémica, como ocurre en una exposicion natural a la
bacteria (Pasetii y col., 2020). La proteccion conferida por el candidato vaccinal se
evidencié en la carga bacteriana encontrada en el tejido pulmonar, que mostré un
mejoramiento en la eliminacion de S. flexneri, reduciendo las unidades formadoras de
colonias (UFC) en todos los ratones supervivientes vacunados a traves de las diferentes
rutas ya mencionadas comparado con los controles. Sin embargo, tal como se esperaba, la

menor carga UFC se encontrd en los ratones inmunizados a través de la ruta i.n., <102
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UFC/ml. La disminucion de la carga bacteria de Shigella en los pulmones de los ratones
inmunizados por via i.n. esté relacionado con altos niveles de proteccion contra Shigella

spp. (Chitradevi y col., 2015; 2016).

En resumen, el presente estudio mostrd que la inmunizacion de los ratones con
rMESF sola o en combinacién con adyuvantes induce ambas armas del sistema inmune,
tanto la via humoral como la respuesta inmune mediada por células. El porcentaje de
proteccion conferido por rMESF+alum (i.m.), rMESF+CFA (s.c.) y rMESF sola (i.n.) es de
20, 60, y 100 %, respectivamente. Las diferencias encontradas en la eficacia protectora se
atribuyeron a la naturaleza de la respuesta inmune y la ruta de administracion. Este es el
primer estudio completo in vivo y de desafio usando una mezcla de epitopos de proteinas
autotransportadoras conservadas en Shigella unidas a la proteina GroEL en una vacuna
recombinante contra S. flexneri. Los resultados sugieren que la produccion de esta vacuna
recombinante sin ningln adyuvante puede ser efectiva en la prevencion de la shigelosis
causada por S. flexneri. Sin embargo, debido a la presencia de las proteinas
autotransportadoras SigA, Pic, y Sap en Shigella spp. y otras E. coli patogenicas de

importancia, la eficacia protectora de amplio espectro de nuestra vacuna debe ser evaluada.

Finalmente, esta dltima parte de la discusion serd dedicada a los resultados
concerniente a la mutacion del gen de la proteina Sap, la que, como se indicd previamente,
estd relacionada con un 87 % de identidad con el autotransportador Ag43 de E. coli. El
Ag43 esta involucrado con los mecanismos de adherencia, agregacion, formacion de
biopeliculas y evasion del sistema inmune (Van der Woude y Henderson, 2008). Debido a
esto se esperaba que la proteina Sap de S. flexneri estuviese involucrada en dichos

mecanismos, por lo que se realizaron ensayos de autoagregacion, formacion de biopeliculas

106



y adherencia en ausencia y presencia de sales de bilis, ya que las sales de bilis son una
importante sefial fisioldgica en la activacion de los genes de virulencia de S. flexneri 2457T,
incluyendo los mecanismos evaluados en este estudio (Nickerson y col., 2017). Hasta la
fecha la proteina Sap permanece sin caracterizar, por los que estos primeros ensayos
representan una ventana en el estudio de dicha proteina, su relacién con la virulencia de S.
flexneri y su uso como blanco terapéutico. Las curvas de crecimiento tanto de la mutante
Asap como de la cepa salvaje 2457T en medio TBS solo, indicaron que la ausencia de la
proteina Sap no produce diferencias metabolicas por lo que fue posible la realizacion de los

subsiguientes ensayos de caracterizacion.

La formacidon de biopeliculas en S. flexneri es incrementada por la exposicion a las
sales de bilis, el cual es un mecanismo de resistencia para muchas bacterias patogenas
(Nickerson y col., 2017). En la formacién de las biopeliculas es caracteristico la adherencia
a superficie, formacion de la matriz de exopolisacaridos, resistencia a los antimicrobianos
como los antibidticos, radiacion UV, y estrés por cambios de pH (Gupta y col., 2016). En el
presente estudio se evalud la relacion de la proteina Sap, especificamente del dominio
pasajero del autotransportador, con la formacion de biopeliculas. No se encontré evidencia
alguna en la disminucion de la formacion de biopelicula en las bacterias mutantes expuestas
a las sales de bilis. Lo que conlleva a inferir que la proteina Sap no esta relacionada con el
mecanismo de formacion de biopelicula en S. flexneri, como el Ag43 en E. coli
Uropatogénica (Van der Woude y Henderson, 2008). Sin embargo, la extension del tiempo
en el ensayo de formacion de biopelicula se requiere para una conclusion final del rol de

Sap en la formacion del fenotipo.
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El mecanismo de autoagregacion es un fenotipo presentado en S. flexneri en la
presencia de sales de bilis (Nickerson y col., 2017). En el presente estudio no se encontr6
diferencia alguna entre la mutante 4sap con la cepa salvaje 2457T en presencia de sales de
bilis al finalizar el ensayo. Sin embargo, la velocidad con la que se presento el fenotipo de
autoagregacion en la mutante fue mayor en los primeros minutos del ensayo comparado
con la cepa 2457T. Lo que podria indicar que otros genes relacionados con este fenotipo
estan siendo sobreexpresados debido a la eliminacion de la proteina Sap. Sin embargo, esta
hipotesis debe ser contrastada con un analisis de la expresion de genes en la cepa mutante.
Nuestro estudio indicé que la proteina Sap no estd relacionada directamente con el
mecanismo de autoagregacion tal como se ha descrito para el Ag43 en E. coli (Van der

Woude y Henderson, 2008).

Shigella utiliza diversas proteinas para adherirse a las células epiteliales y originar
la subsiguiente invasion celular. Este mecanismo de adherencia es expresado en presencia
de las sales de bilis, que inducen la expresion de los genes de las proteinas OspEl y OspE2
localizadas en la membrana externa en la que funcionan como adhesinas (Faherty y col.,
2012; Nickerson y col., 2017). En el presente trabajo, los resultados indican que la proteina
Sap podria estar relacionada con la induccion del mecanismo de adherencia, ya que el
porcentaje de recuperacion de bacterias mutantes del gen sap inducidas con sales de bilis,
mostraron diferencias significativas muy por debajo del porcentaje de recuperacion

comparado con la cepa salvaje 2457T.

Finalmente, a pesar del porcentaje de identidad de 87 % que presenta la secuencia
de amino acidos de la proteina Sap con el Ag43 de E. coli, la evidencia indica que la

proteina Sap no estd involucrada en la formacién de biopelicula ni en el mecanismo de
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autoagregacion. Sin embargo, se deben realizar nuevos ensayos con mayor tiempo en la
formacion de la biopelicula y extenderlo a modelos organoides. Por otro lado, al igual que
el Ag43, la proteina Sap puede afectar la adherencia. A pesar de los resultados obtenidos en
esta primera caracterizacion, la construccion de la cepa complementada fue imposible de
obtener, y se requiere de ésta para resultados concluyentes en la caracterizacion de Sap, asi
como de la evaluacion en otros mecanismos de virulencia como la invasion y dispersion

celular.

Como reflexiones finales y evaluaciones futuras, en términos generales se debe
seguir el estudio del candidato vaccinal construido, especialmente en la evaluacion del
espectro de proteccion frente a otros serotipos de Shigella y E. coli. Ademas de la
evaluacion del conjunto de poblaciones celulares que son inducidas por el constructo
vaccinal y desafio en otros modelos animales. En el caso de la caracterizacion del gen Sap,
aunado a lo recomendado anteriormente, seria importante evaluar la virulencia de la

mutante en un ensayo de infeccion pulmonar en ratones.
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7. Conclusiones

Shigella flexneri es un patégeno intracelular estricto que se transmite al ser humano
principalmente por la ruta fecal-oral y causa la disenteria bacilar a través de la invasion de
las células epiteliales del colon. Una vacuna efectiva contra este patdgeno requiere de la
utilizacién de proteinas de la bacteria, como los autotransportadores, que naturalmente
quedan expuestas al sistema inmune y pueden inducir inmunidad innata, humoral y celular,
y ademas estan conservadas a lo largo de los serogrupos de Shigella. Por lo tanto, el estudio
de los autotransportadores ofrece blancos terapéuticos Utiles en el disefio de vacunas.
Aunado a ello, el uso de adyuvantes como las proteinas de choque térmico HSP,
incrementan el potencial de la respuesta inmune. EIl estudio y la utilizacién de

autotransportadores permitié concluir:

I. Los dominios pasajeros de los autotransportadores SigA, Pic y Sap poseen regiones

in silico con epitopos altamente inmunodominantes y antigenicos.

I1. La incorporacion de GroEL a la vacuna disefiada permitié la interaccién in silico

con el TLR2.

I11. La proteina quimérica multiepitopo rMESF induce una fuerte respuesta inmune

humoral-celular y de proteccion frente a S. flexneri.

IV.  La activacion de la inmunidad de mucosas medidas a través de la IgA

evidencian el papel de esta inmunoglobulina en la eliminacion de S. flexneri.

V. El disefio de la vacuna multiepitopo basada en autotransportadores y en GroEL
como adyuvante administrados por via intranasal, favorece la induccion de

inmunidad protectora contra S. flexneri.
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VI.  El autotransportador Sap no estd involucrado en el mecanismo de

autoagregacion.
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