CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
DEL NOROESTE, S.C.

G

Programa de Estudios de Posgrado

PRODUCCION DEL ANTIGENO MAP 1609¢ DE
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis EN
Schizochytrium sp. Y EVALUACION DEL EFECTO
INMUNOESTIMULANTE DE LA MICROALGA EN
MODELO DE RATON.

TESIS

Que para obtener el grado de

Maestro en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales

(Orientacion en Biotecnologia)

Presenta

Abel Antonio Ramos Vega

La Paz, Baja California Sur, diciembre del 2016.



ACTA DE LIBERACION DE TESIS

En la Ciudad de La Paz, B. C. S_, siendo las 10:00 horas de! dia 24
del Mes de Noviembre del 2016, se procedié por los abajo firmantes,
miembros de la Comision Revisora de Tesis avalada por la Direccion
de Estudios de Posgrado y Formacidon de Recursos Humanos de!
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,

S. C., a liberar la Tesis de Grado titulada:

PRODUCCION DEL ANTIGENO MAP 1609c DE Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis EN Schizochytrium sp. Y
EVALUACION DEL EFECTO INMUNOESTIMULANTE DE LA
MICROALGA EN MODELO DE RATON.
Presentada por el alumno:

Abel Antonio Ramos Vega

Aspirante al Grado de MAESTRO EN CIENCIAS EN EL USO,
MANEJO Y PRESERVACION DE LOS RECURSOS NATURALES
CON ORIENTACION EN  Biotecnologia

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision
manifestaron su APROBACION DE LA TESIS, en virtud de que
satisface los requisitos sefalados por las disposiciones
reglamentarias vigentes.

.1 LA COMISION REVISORA

w”,’ W/pﬁ,”’@- fm

Dr. Cartos Eliud Anguio Vaisder Dr. Sergio Rosales Mendoza
Director de Tesis //’ Co-Director de Tesis

Dr. Juan Manusl Pacheco Vega
Co-Tutor

DIRECTORA DE ESTUDIOS DE POSGRADO Y FORHA ON DE RECURSQS HUMANOS



Comité tutorial de tesis

Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez
Director de Tesis

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C., La Paz, B.C.S.

Dr. Sergio Rosales Mendoza
Co-Director de Tesis

Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Dr. Juan Manuel Pacheco Vega

Cotutor

Universidad Autbnoma de Nayarit.

Comité revisor de tesis
Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez
Dr. Sergio Rosales Mendoza

Dr. Juan Manuel Pacheco Vega

Jurado de examen de grado

Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez
Dr. Sergio Rosales Mendoza

Dr. Juan Manuel Pacheco Vega

Suplente

Dra. Norma Yolanda Hernandez Saavedra



Resumen

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente etiologico de la
enfermedad de Johne’s, que es prevalente en todo el mundo y por lo tanto es
necesario el desarrollo de vacunas mas eficaces, de bajo costo de produccion y
con altos rendimientos. Las microalgas son utilizadas como plataforma de
produccion de antigenos vacunales. Particularmente, Schizochytrium sp. produce
compuestos benéficos para la salud humana y animal; algunos de esas
biomoléculas tienen propiedades inmunogénicas naturales que la hacen
interesante para la produccion y entrega de vacunas recombinantes. El objetivo de
esta investigaciéon fue determinar la produccion de un antigeno de MAP
en Schizochytrium sp. y evaluar la actividad inmunoestimulante de la microalga al
ser co-administrada via oral con el Ag85b recombinante purificado en modelo de
raton. Para ello se realizo la transformacion genética de la microalga mediante
Agrobacterium tumefaciens con la construccién pH7m24GW,3-
35SCaMV::MAP85B y se evalud la expresion transitoria del antigeno mediante
inmunoblots. Posteriormente, se evalud la inmunogenicidad de la microalga en
modelo de raton BALB/c a través de su co-administracion via oral con el Ag85b
recombinante purificado. Se establecieron grupos de ratones (n = 5) que
recibieron los siguientes tratamientos: Grupo 1, Control (100 uL PBS); grupo 2, 10
Mg de antigeno 85b purificado/100 yL PBS; grupo 3, 100 mg de Schizochytrium sp.
ATCC 20888/100 uL PBS; grupo 4, 100 mg Schizochytrium sp. ATCC 20888 mas
10 pg de antigeno 85b purificado/100uL PBS; grupo 5, 100 mg Schizochytrium sp.
comercial mas 10 ug de antigeno 85b purificado. Los resultados de la expresiéon
transitoria mostraron una produccion del rAg85b por parte de la microalga a las 48
y 72 horas después del cocultivo. La coadministracién de Schizochytrium sp. con
el Ag85b aumenta la produccion de IgA total en mucosas, ademas, reduce el
numero de células apoptoticas en etapa temprana y una mayor produccion de
radicales libres por parte de leucocitos de bazo de raton. De manera relevante,
todos los tratamientos tuvieron una reduccion de células apoptdticas en etapa
tardia en comparacion con el control. Los resultados de expresion de genes
indicaron una posible activacion pro-inflamatoria cuando se co-administra el
rAg85b con la microalga; y una respuesta anti-inflamatoria cuando se administra la
microalga sola. En conclusion, Schizochytrium sp. expresa de forma transitoria la
proteina MAP1609 (Ag85b) en un tiempo corto (48 horas). Ademas, la co-
administracion del Ag85b recombinante con Schizochytrium sp. genera respuestas
inmunoestimulantes e inmunomoduladoras. Los resultados de esta investigacion
indican que esta microalga posee un gran potencial para la produccion y entrega
de vacunas orales.
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Summary

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is the etiological agent of
Johne's disease, which is common all over the world and therefore is necessary
the development of more effective vaccines, low cost of production and with high
yields. Microalgae are used as a platform for the production of antigens vaccine. In
particular, Schizochytrium sp. produces beneficial compounds for human and
animal health; some of these biomolecules have natural immunogenic properties
that make them interesting for the production and delivery of recombinant
vaccines. The objective of this investigation was to determine the production of a
MAP antigen in Schizochytrium sp.; additionally, to evaluate the immunostimulatory
activity of the microalgae when co-administered orally with recombinant Ag85b
purified in mouse model. For this, the genetic transformation of the microalga was
carried out using Agrobacterium tumefaciens with the construction pH7m24GW,3-
35SCaMV::MAPS85B and the transient expression of the antigen was evaluated by
immunoblots. Subsequently, the immunogenicity of Schizochytrium sp. in the
BALB/c mouse model was evaluated via oral co-administration with the purified
recombinant Ag85b. Groups of mice (n = 5) were established that received the
following treatments: group 1, control (100 uL PBS); group 2, 10 pg of purified
Ag85b/100 pl PBS; group 3, 100 mg of Schizochytrium sp. ATCC 20888/100 ul
PBS; group 4, 100 mg Schizochytrium sp. ATCC 20888 plus 10 pg of purified
Ag85b/100 pl PBS; group 5, 100 mg Schizochytrium sp. commercial plus 10 ug of
purified Ag85b. The results of transient expression showed a production of Ag85b
by the microalga at 48 and 72 hours after co-culture. The co-administration of
Schizochytrium sp. with Ag85b increases the total IgA production in the mucosa; in
addition, it reduces the number of early apoptotic cells and a greater production of
free radicals by leukocytes isolates of mouse spleen. Significantly, all treatments
had a reduction in a late apoptotic cell stage compared to the control. The results
of the gene expression indicated a possible pro-inflammatory activation when
rAg85b is co-administered with the microalga; moreover, the response was anti-
inflammatory when the microalga was administered only. In conclusion,
Schizochytrium sp. expresses transiently the MAP1609 protein (Ag85b) in a short
time (48 hours). In addition, co-administration of recombinant Ag85b with
Schizochytrium sp. generates immunostimulatory and immunomodulatory
responses. The results of this research indicate that this microalga has great
potential for the production and delivery of oral vaccines.

Keywords:

Schizochytrium sp., Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, transient
expression, oral vaccines, immunostimulants.
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1. INTRODUCCION

Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP) es un bacilo alcohol acido
resistente que presenta un tamafno que va de 0.5 a 1.5 ym. Esta micobacteria es
el agente etiologico de la enfermedad de Johne’s, la cual consiste en diarrea
intermitente, emaciacion e inflamacion intestinal crénica en rumiantes; provocando
pérdidas millonarias para el sector ganadero (Chiodini, 1993; Losinger, 2005). En
rumiantes infectados, MAP es excretada en las heces y la leche, en los cuales la
cloracion y la pasteurizacion no mata al microorganismo. Por lo anterior, el
patdgeno puede estar presente en productos lacteos, por lo que la enfermedad de
Crohn en humanos (una inflamacion intestinal cronica) se ha vinculado con este
patdgeno (Cocito et al., 1994; Ellingson et al., 2005; Naser et al., 2004).

La deteccion de la enfermedad se dificulta debido a que el periodo de incubacién
del bacilo en las vacas es generalmente 2 a 4 anos, lo que incrementa el riesgo de
contagio a otros animales derivado de la liberacion intermitente de la bacteria
(Brady et al., 2008). Ademas, las vacunas contra MAP consisten en formulaciones
atenuadas de bacterias enteras que no ofrecen una proteccion adecuada, cuya
mayor desventaja es el hecho de que puede interferir con pruebas de diagndstico
por reaccion cruzada con Mycobacterium bovis (Hines et al., 2014; Rosseels y
Huygen, 2008; Roupie et al., 2012).

Actualmente se estan desarrollando vacunas de subunidades, algunas de ellas
basadas en el antigeno 85b (Ag85b) que esta relacionado con la fase exponencial
de infeccion, induce la produccion de citocinas como interferén y (IFN-y) e
interleucina 2 y 12 (IL2, IL12) y ademas puede proporcionar inmunoproteccion
contra Mycobacterium tuberculosis en organismos inmunizados (Bannantine et al.,
2014; Mullerad et al., 2002; Pepponi et al., 2014). Ag85b pertenece al complejo de
antigenos 85 denominados A, B y C; los cuales tienen actividad micolil transferasa

(relevante en la formacién de la pared bacteriana), estan involucradas en la
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capacidad de union a la matriz extracelular de las células del huésped y participan

en la supervivencia dentro del macrofago (Johnston et al., 2010).

En este contexto, la produccion de proteinas recombinantes implicadas en
vacunacion puede llevarse a cabo en bacterias, levaduras, plantas, células de
mamiferos y en microalgas. Estas ultimas presentan amplias ventajas respecto a
otros organismos, tales como bajos costos de produccion, una rapida obtencién de
biomasa, bajos riesgos de contaminacion, asi como una capacidad de plegar,
glicosilar y ensamblar proteinas multiméricas adecuadamente. Ademas, se puede
evitar la cadena de frio en el transporte por la bioencapsulacion que ofrece la
misma célula productora del antigeno y por la posibilidad de liofilizar directamente
la biomasa sin realizar procesos de purificacion (Goldstein y Thomas, 2004;
Specht y Mayfield, 2014).

De manera particular, se han desarrollado vacunas experimentales en la
plataforma de microalgas dirigidas contra enfermedades como la malaria
(Dauvillée et al., 2010; Gregory et al., 2012), hepatitis B (Hempel et al., 2011),
influenza (Bayne et al., 2013), entre otras. De manera especifica, en el caso de las
vacunas producidas en microalgas y administradas via oral (vacunas orales) se ha
observado que, a pesar de obtener rendimientos relativamente bajos en la
expresion del antigeno recombinante de interés, poseen la capacidad de
bioencapsular hasta por 20 meses (Dreesen et al., 2010), pueden proteger de
infecciones parasitarias (Dauvillée et al.,, 2010) e inducir respuestas
inmunogénicas eficientes en distintos modelos animales (Feng et al., 2014;
Gregory et al., 2013).

En este trabajo se produjo el antigeno 85b (MAP1609c) recombinante (rAg85b) en
la microalga marina Schizochytrium sp. mediante un método de expresion
transitoria basado en Agrobacterium tumefaciens. Schizochytrium sp. ha sido
transformada genéticamente y se reconoce que posee componentes
inmunoestimulantes que la hacen una plataforma atractiva en la produccion de

vacunas recombinantes (Bayne et al., 2013; Chen et al., 2012; Hoang et al., 2014).
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Ademas, se evalud la capacidad inmunogénica de la microalga mediante la co-
administracidon via oral con el antigeno 85b recombinante purificado via oral en
modelo de raton BALB/c. Los resultados obtenidos demuestran que
Schizochytrium sp. posee capacidad inmunoestimulante por si sola y al ser

coadministrada con el rAg85b.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Vacunas contra Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

La primer vacuna desarrollada contra MAP fue desarrollada por Vallée y Rinjard
(1926). Esta vacuna consistia en células vivas atenuadas de una cepa no virulenta
de MAP con una mezcla adyuvante de aceite de oliva, parafina liquida y polvo de
piedra pdmez. Actualmente, en Estados Unidos esta a la venta la vacuna Mycopar
que consiste en células muertas de la cepa 18 de MAP (Mycopar®; Fort Dodge
Animal Health Company, Fort Dodge, IA, USA). Otro ejemplo de vacuna disponible
es Gudair™ que es producida en Espafia y consiste en células de la cepa 316F de
MAP en combinacion con aceite mineral como adyuvante (Chiodini et al., 1993;
Reddacliff et al., 2006).

En este contexto, existe la necesidad de contras con vacunas que superen las
limitantes de las vacunas disponibles para MAP. Tal es el caso de aquellas
basadas en cepas mutantes atenuadas como la desarrollada por Settles y
colaboradores (2014), estudio en el que se evaluaron las mutaciones fabG2 2 y
umaA1 en los genes pgs1360 y pgs3965, respectivamente. Se utilizé un modelo
murino para la inmunizacion, en el que se observo una disminucidén considerable
en la colonizacién bacteriana después de un reto con una cepa virulenta de MAP
(Settles et al., 2014). Otra estrategia de vacunacion es el uso de vacunas de ADN,
que se formulan con plasmidos que permiten la expresion en el huésped de
proteinas altamente inmunogénicas. Un ejemplo de este enfoque es el realizado
por Roupie y colaboradores (2012), quienes reportaron el uso de una vacuna de
ADN que codificaba ocho antigenos especificos de MAP. Los ratones inmunizados
presentaron una fuerte respuesta de interferon y (IFNy) contra cuatro de los
antigenos administrados. Sin embargo, ninguna de las vacunas de ADN
proporcioné proteccion ante un reto con MAP virulento (Roupie et al., 2012).
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La identificacion de proteinas inmunodominantes capaces de inducir respuestas
inmunes robustas es crucial para el desarrollo de vacunas de subunidades que
reemplacen el uso de células completas, lo que podria evitar los efectos
secundarios asociados a la aplicaciéon de este tipo de vacunas (p.ej. una alta
reactogenicidad que genere abscesos en el sitio de aplicacion). Tal es el caso del
complejo Ag85, que es una familia de tres proteinas (Ag85A, Ag85B, y Ag85C) de
30-32 KDa que poseen actividad enzimatica de micolil-transferasa que esta
implicada en el acoplamiento de los acidos micolicos al arabinogalactano presente
en la pared celular de MAP. Estas proteinas también presentan la capacidad de
unirse a proteinas de la matriz extracelular de células del huésped tales como la
fibronectina y elastina (Belisle et al., 1997; Kuoet al., 2013; Naito et al., 1998).

Es relevante mencionar que los miembros de la familia Ag85 se encuentran en
todas las micobacterias. En particular, la proteina 85b (MAP1609c) de MAP
provoca fuertes respuestas inmunes robustas en ratones cuando se administra, ya
sea como antigeno recombinante o como una vacuna de ADN (Mullerad et al.,
2002). Ademas, el Ag85b confiere inmunoproteccion contra la tuberculosis en
distintos modelos animales y es por ello que algunas vacunas basadas en este

antigeno se estan evaluando en ensayos clinicos (Rosales-Mendoza et al., 2015).

2.2. Vacunas orales de subunidades producidas en microalgas

En el ambito de la producciéon de vacunas de subunidades, las formulaciones
termoestables y de administracion oral podrian superar los mayores obstaculos
que impiden que la vacunacion sea generalizada y de amplia distribucion. La
termoestabilidad eliminaria la necesidad de almacenamiento en cadena de frio y la
administracién oral resulta en formulaciones mas seguras, mas faciles de
administrar y mas econdmicas que las vacunas inyectables (Chen et al., 2011;
Gregory et al., 2013).

En contraparte, la vacunacién oral presenta la limitante de la tolerancia

inmunoldgica local y sistémica, conocida como tolerancia oral (Wilkhu et al., 2011).
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Otro desafio es la degradacion del antigeno por las bacterias comensales,
proteasas y por el pH acido del estomago. Estos obstaculos pueden ser superados
por la encapsulacion de antigenos y la adicion de adyuvantes para mejorar las
propiedades inmunogénicas de la vacuna, con la finalidad de aumentar la
biodisponibilidad antigeno y asegurar su reconocimiento por parte de los
componentes de los tejidos linfoides asociados al intestino (GALT, por sus siglas

en inglés) (Hernandez et al., 2014).

Algunas vacunas han sido producidas en microalgas, utilizando métodos de
transformacién tales como biobalistica, electroporacién y por el sistema de vector
binario con A. tumefaciens. Entre estas vacunas, son de gran interés aquellas que
son de administracion oral, ya que muestran inmunogenicidad a nivel de mucosas
y sistémico. Por ejemplo, se desarrolld6 una vacuna contra S. aureus en la
microalga Chlamydomonas reinhardtii, presentando rendimientos del antigeno
hasta de 0.7% de la proteina soluble total (PST). Esta vacuna fue estable a
temperatura ambiente por 20 meses. Ademas, la respuesta en la produccién de
inmunoglobulina A (IgA) en mucosa y de inmunoglobulina G (IgG) sistémicas se
observé en ratones inmunizados por via oral sometidos a un esquema que
consistid en 4 dosis administradas semanalmente. De manera interesante, se
alcanzé una tasa de supervivencia del 80% después de un desafio letal con S.
aureus (Dreesen et al., 2010). En la misma especie de microalga, se desarroll
una vacuna contra la malaria. La administracién de la vacuna fue capaz de inducir
respuestas de IgG sistémicas que proporcionaron proteccion contra Plasmodium
berghei en términos de reduccién en la carga parasitaria en eritrocitos de ratones

inmunizados con una sola dosis de la vacuna (Dauville’e et al., 2010).

Otro caso de una vacuna oral producida en microalgas contra la malaria consistio
en una proteina de fusion que comprende la subunidad B de la toxina del célera
(CTB) como adyuvante y el antigeno Pfs25 de Plasmodium falciparum. En esta

investigacion, la vacunacion oral con CTB-Pfs25 en ratones BALB/c indujo
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anticuerpos especificos anti-CTB IgG en suero e IgA en heces, asi como la

produccion de anticuerpos IgA Pfs25 especificos (Gregory et al., 2013).

También existe un reporte sobre la evaluacion del potencial de la microalga marina
Dunaliella salina para la produccién y entrega oral de vacunas recombinantes, que
consistié en expresion de la proteina viral 28 (VP28) del virus de la mancha blanca
en D. salina con rendimientos de hasta 780 ug de VP28 por litro de cultivo. La
administracién oral de esta vacuna fue capaz de inducir una reduccién del 41% en
la mortalidad de camarones después de un desafio letal con el virus (Feng et al.,
2014).

2.3. Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp. es una microalga marina que representa una alternativa
interesante para la produccion y entrega de vacunas. Esta microalga pertenece a
la familia Thraustochytriaceae, su metabolismo es heterotréfico y presenta un
diametro celular aproximado de 9 a 14 micras (Yokoyama et al., 2007). Los lipidos
representan hasta el 56% del peso seco total en Schizochytrium sp., contiene
hasta 10% de proteinas y un 25% de carbohidratos (Qu et al., 2013; Yao et al.,
2015).

Es de gran interés el hecho de que el acido docosahexaenoico (DHA, por sus
siglas en inglés) producido en esta microalga es reconocido como generalmente
seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés); ademas,
esta microalga no contiene ninguna sustancia toxica ni perjudicial, lo cual favorece
su uso en la bioencapsulacion de antigenos (FDA, 2004; Mioso et al., 2014).
Ademas, esta microalga tiene la capacidad de producir compuestos
inmunoestimulantes y de expresar proteinas recombinantes de uso vacunal. Como
un organismo eucariota, es capaz de realizar modificaciones postraduccionales de
manera eficiente, lo cual representa una gran ventaja sobre las plataformas

bacterianas. Por ultimo, Schizochytrium sp. puede exportar las proteinas
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recombinantes hacia el compartimiento extracelular, permitiendo que el antigeno
pueda purificarse facilmente (Bayne et al., 2013; Gurzell et al., 2013; Sahdev et al.,
2008).

2.4. Vacuna contra la influenza producida en Schizochytrium sp. ATCC 20888

Bayne y colaboradores (2013) desarrollaron la primera vacuna recombinante
usando como plataforma a la microalga Schizochytrium sp. ATCC 20888. La cepa
fue modificada para expresar la proteina hemaglutinina (HA) del virus de la
influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (Bayne et al.,, 2013). El método de
transformacién utilizado fue bombardeo de particulas y la expresion fue regulada
por el promotor EF-1 y el terminador PFA3. El marcador de seleccion empleado
fue un gen de resistencia a paromomicina (genaphH). El antigeno HA se purificé a
partir del sobrenadante del medio de cultivo de fermentacion, observandose
rendimientos promedio de 5 a 20 mg de HA por litro de cultivo. Si este rendimiento
de secrecion se compara con el maximo alcanzado en la plataforma de
Chlamydomonas reinhardtii, que es de hasta 10,5% de la proteina soluble total, el
observado en Schizochytrium sp. ATCC 20888es mayor y llega a ser comparable

con algunos sistemas de expresion de plantas (Mardanova et al., 2015).

Para evaluar la inmunogenicidad del antigeno, los autores utilizaron dos
esquemas de vacunacion en ratones BALB/c. Uno que comprendio dosis de 1.7, 5
y 15 pg de HA sola o coadministrada con el adyuvante AddaVax™; y otro
esquema que consistio en un refuerzo administrado tres semanas después de la
ultima inmunizacion. Al evaluar la inmunidad protectora contra un reto letal con un
virus homologo, se observo que todos los ratones fueron protegidos después de
dos vacunaciones independientemente de la dosis administrada. En cuanto a los
titulos de virus presentes en los ratones, aquellos que recibieron dosis de antigeno
mezclado con AddaVax™ mostraron titulos menores del virus observados en los

animales tratados con la vacuna sin el adyuvante (Bayne et al., 2013). Estos
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resultados confirman que Schizochytrium sp. puede emplearse para la produccién
de vacunas recombinantes, aunque no se ha evaluado su potencial como vehiculo

de entrega o la co-administracion de vacunas recombinantes.

2.5. Compuestos inmunoestimulantes

La actividad inmunogénica observada en las vacunas orales producidas en
microalgas, en los regimenes de inmunizacidon que se han probado hasta el
momento, es atribuida a la bioencapsulacion ejercida por misma célula microalgal.
Ademas, se sugiere que la presencia de compuestos inmunoestimulantes puede
estar aumentando la inmunogenicidad y mejorando el reconocimiento de la vacuna

en las mucosas (Gregory et al., 2013).

Los compuestos adyuvantes e inmunoestimulantes pueden mejorar la eficacia de
las vacunas, ya que favorecen la induccion de respuestas inmunes mas amplias a
través de varios mecanismos del sistema inmune (Reed et al., 2013). Los
beneficios del uso de dichos compuestos incluyen una inmunogenicidad
aumentada, una disminucién de la cantidad de antigeno necesaria por dosis y una
proteccion inmunoldgica que puede tener una duracibn mas larga que otros
esquemas de vacunacion (Petrovsky et al., 2004). El uso de organismos que
contienen compuestos inmunoestimulantes y que pueden utilizarse como
plataforma de produccion y entrega oral constituye el caso ideal para la produccién

de vacunas recombinantes (Rosales-Mendoza et al., 2014).

En este contexto, los organismos marinos son utilizados actualmente para producir
compuestos con aplicaciones diversas para la salud humana y animal (Mayer et
al., 2011). En particular, el género Schizochytrium contiene varios compuestos
bioactivos, tales como los flavonoides, B-glucanos, B-caroteno, polisacaridos, entre
otros; siendo algunos de ellos considerados como inmunoestimulantes e
inmunomoduladores que pueden mejorar la funcion inmune. Es de interés que no

se han observado signos de toxicidad derivados del uso de Schizochytrium sp. en
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humanos o animales, ni se ha identificado algun metabolito intermediario

involucrado con la sintesis de compuestos téxicos (Mioso et al., 2014).

Entre los compuestos bioquimicos que se encuentran en concentraciones
importantes en Schizochytrium sp. se estan los lipidos. Dichos compuestos son
componentes importantes de medicamentos inyectables, vacunas y de
suplementos nutricionales (Strickley, 2004). Particularmente, Schizochytrium sp.
tiene la capacidad de sintetizar cantidades importantes de acido
docosahexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA), escualeno, acido palmitico

(AP) y otros compuestos lipidicos (Huang et al., 2010; Taparia et al., 2015).

Se ha reportado que el DHA aumenta la activacion de linfocitos B, mejorando la
respuesta de la mucosa y la producciéon de IgA (Gurzell et al., 2013). De forma
paralela, se ha observado que la suplementacién con acidos grasos omega-3
(DHA) en regimenes de vacunacion influyen positivamente en la respuesta de IgG
(Furuhjelm et al., 2011).

En la actualidad, algunos lipidos son usados en la formulacién de adyuvantes y de
vacunas. Por ejemplo, el MF59 es un adyuvante que contiene escualeno y es
usado en la vacuna contra la gripe llamada Fluad® (Frey et al.,, 2014). El
escualeno se obtiene mayormente de fuentes animales; sin embargo se prevé su
sustitucidén por aquel derivado de plantas y microalgas, tales como Schizochytrium

Sp. que es un organismo rico en este compuesto (Hoang et al., 2014).

Otro hecho que favorece el uso de Schizochytrium sp. como potencial
inmunoestimulante oral es su alto contenido de acido palmitico (AP). La
administracion de AP en la dieta aumento la produccion de IgA intestinal, respecto
al control, en ratones inmunizados por via oral con el antigeno ovalbumina y la
toxina del cdlera; lo que sugiere que la presencia de AP tiene efectos adyuvantes

en la mucosa intestinal (Kunisawa et al., 2014).

Otros compuestos ampliamente encontrados en microorganismos marinos son los

polisacaridos, los cuales son de gran interés en aplicaciones como vehiculos de
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vacunas y adyuvantes (Petrovsky y Cooper, 2011). Un caso notable es el
adyuvante ADVAX ™ que contiene el polisacarido pectina y que mejora las
respuestas humorales y celulares en vacunas contra la influenza y la hepatitis
(Saade et al., 2013). Particularmente, Schizochytrium sp. produce altos niveles de
exopolisacaridos en rendimientos de hasta 300 mg por litro de cultivo, los cuales

pueden ser facilmente colectados y purificados (Changet al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Las vacunas de subunidades son clave importante en el combate hacia muchas
de las enfermedades humanas y animales, sin embargo, los altos costos de
produccion y los bajos rendimientos son grandes obstaculos que se deben
solucionar. Las microalgas tienen un gran potencial como plataformas para la
produccion de proteinas recombinantes que pueden ser usadas como antigenos
vacunales. Ademas, se podrian obtener altos rendimientos y bajo riesgo de
contaminacién, si los comparamos con plataformas bacterianas o células de
mamiferos e insectos. En particular, Schizochytrium sp. posee acidos grasos
benéficos para la salud humana y animal, ademas de poseer componentes
inmunoestimulantes que son de gran interés para mejorar la inmunogenicidad de
las vacunas. Hasta el momento no existe un estudio en el que se evalue el
potencial de Schizochytrium sp. en la produccion del Ag85b y de cualquier
antigeno recombinante de forma transitoria en microalgas; desconociéndose
ademas el efecto de la administracion oral de Schizochytrium sp. sola o en
combinacion con el rAg85b sobre el sistema inmune en animales. Derivado de lo
anterior, se plantearon las siguientes preguntas:

¢ Tendra Schizochytrium sp. la capacidad de expresar la proteina 85b de MAP en
un ensayo de expresion transitoria? ; Tendran los componentes de Schizochytrium
sp. capacidad inmunoestimulante al ser co-administrada con el Ag85b purificado

via oral en modelo de ratén?



24

4. HIPOTESIS

Si se ha usado la microalga Schizochytrium sp. para la produccién de proteinas
recombinantes con altos rendimientos y esta microalga posee por si misma
componentes inmunoestimulantes, entonces, sera capaz de expresar la proteina
recombinante MAP1609c (Ag85b), y ademas presentara actividad

inmunoestimulante al ser co-administrada con el Ag85b purificado via oral.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Expresar la proteina recombinante MAP 1609c de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis en Schizochytrium sp. y evaluar el efecto inmunoestimulante de

la microalga en modelo de raton.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1 Determinar la produccion del antigeno MAP1609c (Ag85b) mediante

expresion transitoria en Schizochytrium sp.

5.2.2 Determinar el potencial inmunoestimulante de Schizochytrium sp. al ser co-
administrada con el rAg85b purificado via oral en modelo de raton, evaluando

parametros inmunoldgicos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cepa y cultivo

Se empled la cepa de Schizochytrium sp. ATCC 20888.

La cepa de Schizochytrium sp. fue mantenida en medio sodlido y liquido
enriquecido con medio a base de peptona, dextrosa y extracto de levadura (medio
YPD, por sus siglas en inglés) (Y1375, SIGMA) con agua marina como base a 35
unidades practicas de salinidad (UPS), a una temperatura de cultivo de 27 °C (+/-
1° C).

Para el ensayo de inmunizaciéon se utilizd ademas la microalga comercial

Schizochytrium sp. (Algamac-2000™).

6.2. Transformacion transitoria

Se cultivé la cepa GV2260 de A. tumefaciens en medio Luria Bertani (LB) (L3022,
SIGMA) con los antibiéticos correspondientes (25 mg/L rifampicina, 100 mg/L
carbenicilina y 50 mg/L espectinomicina). A un matraz conteniendo 100 mL de
YPD se le afiadid 1 mL de A. tumefaciens cepa GV2260 transformada con la
construccion pH7m24GW-35SCaMV::MAP85B (generada por el M.C. Mario Rojas)
procedente del medio de induccion (LB, 200 uM acetosiringona, 4 horas previas al
co-cultivo). Se anadio el surfactante Silwet L-77 al 0.005% (v/v; 5 pL) al medio de
co-cultivo (YPD, 10 UPS). Después de un co-cultivo de 12 horas, se realizaron 3
lavados con YPD (35 UPS) a 1000 rpm por 5 minutos para disminuir la carga
bacteriana. Las células de Schizochytrium sp. se pasaron a medio de cultivo YPD
(35 UPS) nuevo y se afiadio 250 pg/mL de cefotaxima para detener el crecimiento
de A. tumefaciens. A partir de ese momento se tomaron alicuotas de 30 mL a las
24, 48 y 72 h. Cuando se tuvieron las muestras se procedio a la extraccion de

proteinas segun Franklin et al. (2002).
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Se corrieron 20 pL del extracto de proteinas de cada muestra por electroforesis
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) a una concentracion del 12% (acrilamida 30% y bis-
acrilamida 0.8%) a 100 V. Un gel se tifié con azul de Coomassie, mientras que una
réplica se transfirio6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus
siglas en inglés) (1620177, Bio-Rad). Se bloque6 la membrana con leche al 5%
disuelta en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) pH
7.4, durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10
minutos cada uno con PBS Tween (Tween 20 al 0.05%), colocandola en agitacion
durante este tiempo. Se incubo la membrana con antisuero anti-Ag85b por cinco
horas a temperatura ambiente (25 °C) y se realizaron los lavados con PBS. Se
incubd con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton por dos horas a T.A. y se
realizaron lavados. Para el revelado se disolvieron 2.5 mg de diaminobencidina
mas 2.5 yL de H;O, en 10 mL de acetato de sodio al 50 mM. Para detener la

reaccion se utilizé molibdato de sodio al 1 M.

6.3. Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/c AnNHsdde 6 a 8 semanas de edad. Se
adquirieron en la empresa Envigo RMS, S.A. de C.V. Se les proporcion6 acceso
libre de agua y alimento en jaulas que fueron asignadas aleatoriamente a un

tratamiento especifico (5 ratones por jaula).

6.4. Inmunizacion oral

El rAg85b recombinante (rAg85b9 utilizado para la inmunizacién y los ensayos
ELISA) fue producido en E. coli BL21 por el M.C. Cristhian Sandez Robledo y la
M.C. Amalia F. Ledn Gallo. Los ratones fueron divididos en 5 grupos (n = 5) de
tratamientos que se describen a continuacion. Grupo 1: Control (100 yL PBS);
grupo 2: 10 ug de rAg85b/100uL PBS; grupo 3: 100 mg de Schizochytrium sp.
ATCC 20888/100 uL PBS; grupo 4: 100 mg Schizochytrium sp. ATCC 20888 mas
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10 pg de antigeno rAg85b/100uL PBS; grupo 5: 100 mg Schizochytrium sp.
comercial mas 10 pyg de rAg85b. En la tabla | se presenta el disefo del
experimento y en la tabla Il el protocolo de inmunizacién y colecta de muestras. En
este bioensayo se analizé la produccion de anticuerpos IgG totales y especificos
del Ag85b en suero, y de IgA total en mucus y heces; la expresion génica de
citocinas pro-inflamatorias en bazo, intestino e higado; la actividad SOD y catalasa
en higado; y finalmente se analizaron el intestino e higado mediante histologia

para evaluar posibles efectos benéficos o dafinos.

Tabla I. Grupos y tratamientos del bioensayo en modelo de raton.

Grupo* Tratamiento Concentracion Cantidad
Control Bufer de fosfatos (PBS) - 100 pL
rAg85b Antigeno 85b purificado mas 10 ug 100 uL
PBS
Schizochytrium sp. Schizochytrium sp. colectada 100 mg 100 mL
ATCC 20888 de cultivo fresco
Schizochytrium sp. Schizochytrium sp. colectada 100 mg/10 ug 100 pL

ATCC 20888 —rAg85b  de cultivo fresco con Antigeno
85b purificado
Schizochytrium sp. Schizochytrium sp. liofilizada 100 mg/10 ug 100 pL
comercial — rAg85b con Antigeno 85b purificado

*n = 5 ratones por grupo.

Tabla Il. Esquema de inmunizacion, toma de muestra y dia de sacrificio de los
ratones.

Toma de muestra Inmunizacioén
Dia 0 Dia 1
Dia7 Dia 8
Dia 14 Dia 15

Dia 22 (Sacrificio)

6.5. Deteccion de inmunoglobulinas G (IgG) especifica para Ag85b por
ensayo ELISA.

Para la sensibilizacion de la placa, se afnadié 1 ug de rAg85b en 50 uL de bufer de
carbonatos (50 mM) en cada pocillo. Se dejé en incubacién toda la noche a 4 °C.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS Tween20 (0.5%, PBST). Se
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realizé el bloqueo con 200 yL de leche descremada 5% disuelta en PBST, por 2
hrs a temperatura ambiente (25 °C). Se realizaron tres lavados con PBST. Se
agregaron 100 uL del suero de los ratones tratamiento en una dilucién de 1/10 y
como control positivo se utilizdé suero de ratén hiperinmune anti- rAg85b. Se incubd
la placa por una hora y media a 37 °C. Se realizaron tres lavados con PBST. Se
afiadieron 100 pL de anticuerpo secundario anti-ratdbn conjugado con peroxidasa
(A9044 SIGMA), a una dilucién 1/1000 y se incubd una hora y media a 37 °C. Se
realizaron tres lavados con PBST. Finalmente, se reveld la reaccion con o-
fenilendiamina en presencia de H;O, (30 minutos en oscuridad). Se registré la

absorbancia a 450 nm.

6.6. Deteccion de inmunoglobulinas G (IgG) totales en suero e IgA en mucus
y heces

Se sensibilizd la placa con 100 pL de suero (1/10 en PBS), mucus o heces (1/1 en
PBS) de cada tratamiento y se incub6 a 4 °C toda la noche. Se realizaron tres
lavados con 200 pL de PBST (Tween20 al 0.5%) a cada pocillo. Se realizd el
bloqueo con 200 pL de leche descremada 5% (0.5 g de leche en 10 mL de PBST)
por 2 hrs a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBST. Se
agregaron 100 pL del anticuerpo anti-IgG (A9044 SIGMA) o anti-IgA (A4789
SIGMA) de raton conjugado con peroxidasa a una dilucion 1/1000. Se incubé la
placa por una hora y media a 37°C en oscuridad. Se realizaron tres lavados con
PBST. La reaccion se revel6 al adicionar o-fenilendiamina en presencia de H,0»

(30 minutos en oscuridad). Se midié la absorbancia a 450 nm.

6.7. Actividades de superéxido dismutasa y catalasa

La actividad de la superdxido dismutasa (SOD) se midid en higado por el
porcentaje de inhibicion de reaccion de la enzima con WST-1 (colorante de
tetrazolio soluble en agua) como sustrato y la xantina oxidasa. Para ello se utilizé

el kit de SOD (Sigma, 19160) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
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reaccion fue leida a 450 nm, que es la longitud de onda de absorbancia para el
producto coloreado de la reaccién de WST-1 con superdxido. Las lecturas se
llevaron a cabo 20 minutos después de iniciada la reaccion (37 °C). El porcentaje
de inhibicidn se normalizé por mg de proteina y es presentado como unidades de

actividad SOD. La actividad SOD fue calculada con la siguiente férmula:

Abs blancol — Abs blanco 3) - (Abs muestra — Abs blanco 2
¢ )= 2100 (1)

o RN —
(A) de inhibicién de SOD) (Abs blanco 1 — Abs blanco 3)

La actividad catalasa (CAT) se midié segun el método de Clairborne (1985). La
lectura de absorbancia de H,O;, fue a 240 nm. Una unidad de actividad de la
enzima se define como la cantidad de enzima requerida para degradar 1 mmol de

H,O2 en 1 min y se expresa como U/mg de proteina.

6.8. Analisis de fagocitosis, apoptosis y explosion respiratoria en leucocitos
de bazo por citometria de flujo

6.8.1. Aislamiento de leucocitos de bazo

Se extrajo el bazo de los ratones de los diferentes tratamientos y se procedié a
realizar la separacion de las células. Se maceraron los bazos en filtros de 100
micras con medio Instituto del Parque Memorial Roswell (RPMI, por sus siglas en
inglés) con suero fetal bovino (SFB). Para ello se utilizdé el émbolo de una jeringa,
agregando poco a poco el medio hasta llevar a un volumen de 5 mL. Se centrifugd
a 200 xg, a 23 °C durante 10 minutos. Posterior a esto se hicieron 3 lavados con

medio RPMI-heparina (5 pg/mL).

6.8.2. Fagocitosis

Se cultivd Saccharomyces cerevisiae en medio liquido (YPD) e incubd toda la
noche (30 °C, 100 rpm). Posteriormente, se cosecharon las células mediante
centrifugacion (3000 xg / 10 min a T.A.) y se ajustd la concentracion a 1 x 108
células/mL. Se anadi6 diclorotriazinilamino fluoresceina (1 mg/mL, DTAF) a las
levaduras y se incub6 a 25 °C a 40 rpm/ min durante 15 minutos. Luego se
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centrifugé a 350 xg por 5 min y desechd el sobrenadante. La pastilla celular se
resuspendio en 40 mL de PBS y se centrifugd a 350 xg por 5 min. Se repitieron 5
lavados. Finalmente se resuspendio en 20 mL de PBS y almacend a -80 °C hasta
SU usO.

Para el ensayo de fagocitosis, las células de bazo se ajustaron a una
concentracion de 1x10° cél/mL. Se adicionaron 100 pL de levaduras marcadas con
DTAF. Se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 25 °C y nuevamente se
resuspendieron las células. Se incubd por 30 min a 25 °C. Se agregaron 400 uL
de PBS frio (para detener la fagocitosis). Por ultimo se agregaron 50 yL de azul de
Tripano. Se incluyeron dos controles, uno de leucocitos sin levadura y otro de
levadura sola (500 pL de leucocitos y 100 pL de levadura en PBS). Posteriormente
se midio en el rango de excitacion (495 nm) y emision (516 nm) del DTAF en un

citometro de flujo (CellSorter S3, BioRad). Los resultados se expresaron como:

Habilidad fagocitica= % de células fluorescentes en la poblacion.

Capacidad fagocitica= intensidad media de fluorescencia.

6.8.3. Apoptosis

Para la determinacion de apoptosis se colocaron 500 pyL con leucocitos de bazo
(1x10° cél/mL) en tubos de 1.5 mL y se centrifugd (1500 rpm/10min a 25 °C). El
sobrenadante se desechd y se resuspendieron las células en bufer de union
(0.01M de Hepes (pH 7.4); 0.14 M NaCl; 2.5 mM; 2.5 mM CacCl,) ajustando la
concentracion a 1x10° cél/mL. Posteriormente, se tomaron 100 pL con leucocitos y
se agregaron 5 pL de anexina V (APC Annexin V, biolegend, Catalogo No.
640920). Se mezcldé en vortex e incubd por 15 min a 25 °C en oscuridad. Se
utilizaron leucocitos de bazo sin marcar como control. Finalmente se midi6 en el
rango de excitacion (645 nm) y emision (660 nm) de la anexina en un citdmetro de
flujo (CellSorter S3, BioRad).
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6.8.4. Explosidn respiratoria (DHR-123)

Para determinar la explosion respiratoria en leucocitos se preparé una solucion
stock con 2 mg de dihidrorodamina (DHR-123) disueltos en 1 mL de DMSO (5
mM). Posteriormente, se tomaron 5 pL del stock DHR-123 y se disolvieron en
4.995 mL de PBS (DHR-123-PBS). Se anadieron 200 pL de DHR-123-PBS a una
suspension de 300 pL con leucocitos (1x10° cél/mL) y se incubd 30 minutos a
25°C. Finalmente, se midié la actividad por citometria de flujo (CellSorter S3,
BioRad) con un laser de iones de argon a 488 nm. Se utilizé fluorescencia verde
(FL1) y fluorescencia roja (FL2). La produccion de leucocitos de ROS se indicé por
el porcentaje de leucocitos fluorescentes verdes y la intensidad media para cada

tratamiento.

6.9. Expresion de genes por tiempo real (RT-qPCR)

6.9.1. Diseno de primers

Para el disefio de primers se utilizaron las secuencias de cada gen seleccionado
(ver tabla Ill) y se evaluaron con los programas RNAFold, OligoEvaluator™ y

Primer-Blast.
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Tabla lll. Primers utilizados para evaluar la expresion de genes asociados a la
respuesta inmune.

Nombre del gen Secuenciade 5a 3’ Tamario del
producto
IL-17a ACGCGCAAACATGAGTC 135
TCCTTGGCCTCAGTGTTT
IL-18 AATGAAAGACGGCACACC 175
CTTGTGCTCTGCTTGTGA
IL-10 TGACATCTTCATCAACTGCATAG 179
CGGAGAGAGGTACAAACGAG
TNF-a ATTCGAGTGACAAGCCTGT 112
TTGAGATCCATGCCGTT
IL4 GCATTTTGAACGAGGTCAC 90
TCTCTGTGGTGTTCTTCGTT
IL2 GAGCAGGATGGAGAATTACAG 198
CTGATATTGCTGATGAAATTCTC
IFNy TCCTCAACTATTTCTCTTTGACC 146
TGGTCAGTGAAGTAAAGGTACAAG
GAPDH AGTGGCAAAGTGGAGATTG 135
GATGACAAGCTTCCCATTC

6.9.2. Extraccion de ARN y sintesis de DNAc.

Se colocaron de 50 a 100 mg de tejido y se le afiadié 1 mL de Trizol (Invitrogen™

TRIzol™. Cat. 10296010) en un tubo eppendorf y se realizo la extraccién. Se
cuantificd la concentracion A = 260nm y A = 280 nm en espectrofotometro
(Nanodrop N-1000 Spectrophotometer). Posteriormente, se realizé la sintesis de
ADNCc a partir de 1 uyg de ARN utilizando para ello el kit de ImProm-1I™ Reverse
Transcription (Promega, A3800).

6.10. Analisis estadisticos

Todos los bioensayos y mediciones se realizaron por triplicado. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una via. Se realizO comparacion de medias
mediante una prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas a
P<0.05. Se utilizé el software IBM SPSS Statistics 19.
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7. RESULTADOS

7.1. Transformacion transitoria

Los resultados del western blot se muestran en la figura 1. Se aprecia una banda
en la muestra tomada a las 48 h del mismo tamafio que el control positivo
(rAg85b). Esta banda no se aprecié en la muestra tomada a las 24 h o en el
control negativo (microalga sin transformar = WT), por lo que consideramos que

corresponde a la proteina de MAP recombinante MAP1609c.

Figura 1. Western blot para detectar la proteina recombinante rAg85b expresada
en Schizochytrium sp. Se emplearon extractos de proteinas totales que fueron
sometidas a inmunodecteccién con un anti-suero contra rAg85b. Lineas: 1)
marcador de peso molecular (banda de 30 KDa); 2) rAg85b (control positivo); 3)
muestra a las 72 h; 4) muestra a las 48 h, se observa una banda que a la altura
del rAg85b (control positivo); 5) muestra a las 24 h; 6) control negativo (WT).

7.2. Efecto inmunoestimulante de la microalga Schizochytrium sp. en la
coadministracion oral con el antigeno MAP1609c recombinante (rAg85b)

Tras una semana de aclimatacion para los ratones, se procedio con el inicio de las
inmunizaciones. Cumplidas las tres dosis de los diferentes tratamientos, se
procedié al sacrificio y toma de las muestras correspondientes. Ademas se realizd
muestreo sanguineo antes de cada inmunizacion para dar seguimiento a la curva

de anticuerpos especificos.
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7.3. Deteccion de inmunoglobulinas G (IgG) especificas contra rAg85b

En la semana 1 no hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre los grupos
tratamiento. En la figura 2 se puede observar que en la segunda semana de
inmunizacion hubo una tendencia de incremento en la produccion de anticuerpos
IgG especificos anti-Ag85b, sin embargo no hubo diferencias significativas (P <
0.05). En la tercera semana se observaron diferencias significativas solamente en
el tratamiento de la microalga Schizochytrium sp. comercial co-administrada con el

rAg85b respecto al suero control del raton que solo se le administré PBS.
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Figura 2. Niveles de anticuerpos IgG anti-Ag85b detectados mediante ELISA en
muestras de sueros de animales sometidos a los distintos tratamientos. Letras
distintas muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a <b).

7.4. Deteccion de IgA totales

7.4.1. Deteccion de IgA totales en mucus

La cantidad de IgA presente en los distintos tratamientos se normaliz6 respecto a
la concentracién de proteina. En la figura 3 se observa un aumento significativo (P
< 0.05) en la cantidad de IgA total en los tratamientos en los que se administro
Schizochytrium sp. con o sin Ag85b, esto respecto al control y al tratamiento con el

rAg85b sin microalga. El tratamiento de Schizochytrium sp. comercial co-
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administrada con el rAg85b fue la que presentd los mayores niveles de IgA total

respecto al control y a los demas tratamientos.
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Figura 3. Niveles de anticuerpos IgA totales en mucus intestinal de ratones
inmunizados bajo distintos esquemas de inmunizacion. Letras distintas muestran
diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a< b <c¢).

7.4.2. Deteccion de IgA totales en heces

En el grupo al que se le administré Schizochytrium sp. ATCC 20888 sin el
antigeno se observo un aumento significativo (P < 0.05) en la cantidad de IgA total
respecto al control y los demas tratamientos (Fig. 4). No obstante, cuando se
administrd el antigeno solo o co-administrado con la microalga Schizochytrium sp.
ATCC 20888 se observo una reduccién significativa (P < 0.05) en la cantidad de
IgA respecto al control. En contraste, no se observaron diferencias significativas
respecto al control o los tratamientos con el antigeno por la co-administracion del

rAg85b con la microalga Schizochytrium sp. comercial.



37

1.8 .
[
g 16 1
o
& 1.4 - b
$12 ab
g 14 a a
2
© 0.8 A
(0]
=
c 06 -
[}
T 04
e
< 0.2
h=3
0
Control rAg85b Schizochytrium Schizochytrium Schizochytrium
sp. ATCC sp. ATCC + sp. comercial +
rAg85sb rAg85b

Tratamientos

Figura 4. Niveles de anticuerpos IgA totales en heces extraidas del intestino
grueso de ratones inmunizados bajo distintos esquemas de inmunizacion. Letras
distintas muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a <b <
C).

7.5. Deteccion de IgG totales en suero

Los tratamientos en los cuales se co-administro el antigeno y Schizochytrium sp.
ATCC 20888 y comercial tuvieron un aumento significativo (P < 0.05) en la
produccion de IgG totales respecto al control, al tratamiento solo con el Ag85b vy

solo con la microalga por separado (Fig. 5).
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Figura 5. Niveles de anticuerpos IgG totales en suero de ratones inmunizados
bajo distintos esquemas de inmunizacion. Los niveles de anticuerpos estan
representados con base a la densidad optica (OD 450nm). Letras distintas
muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a <b).
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7.6. Actividad SOD y catalasa en higado

7.6.1. Actividad SOD en higado

Como puede observarse en la figura 6 hubo un aumento significativo (P < 0.05) en
la actividad de SOD en el higado de los ratones a los que se les co-administré
Schizochytrium sp. comercial mas rAg85b respecto al control y a los demas
tratamientos. Cuando se administré la microalga por si sola se observd una
disminucion significativa (P < 0.05) respecto al control y los demas tratamientos.
También se aprecia una mayor actividad de SOD en el higado de ratones a los
cuales se les co-administré Schizochytrium sp. ATCC junto con el rAg85b, aunque

esta diferencia no fue estadisticamente significativa (P > 0.05).
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Figura 6. Actividad superéxido dismutasa (SOD) en higado de ratones sometidos
a distintos tratamientos. Letras distintas muestran diferencias significativas
respecto al control (P < 0.05,a<b <c).
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7.6.2. Actividad catalasa en higado

No se observé ningun cambio significativo (P < 0.05) en la actividad catalasa
respecto al control o entre los grupos. Se puede observar solamente una
tendencia al incremento en la actividad de catalasa en los ratones a los que se les

administré solamente el rAg85b.

7.7. Fagocitosis, explosion respiratoria y apoptosis

Transcurridas las inmunizaciones, se procedid al sacrificio de los ratones y al
aislamiento de los leucocitos de bazo. Una vez aislados se les realizaron distintos
tratamientos a las células que fueron llevadas a una concentracion final de 1 x 10°

células/mL.

7.7.1. Fagocitosis

En la figura 7 se muestra un aumento significativo (P < 0.05) en la cantidad de
células fagociticas en el tratamiento al que se le administr6 Ag85b respecto a los
demas tratamientos pero estadisticamente similar al grupo control. En el caso del
tratamiento de co-administracion de Schizochytrium sp. comercial mas rAg85b se
observdé una disminucion significativa (P < 0.05) en la cantidad de células
fagociticas. Los tratamientos a los que se les administré la microalga
Schizochytrium sp. ATCC con o sin Ag85b no mostraron diferencias significativas

respecto al control.
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Figura 7. Proporcién de células fagociticas medida por citometria de flujo en
leucocitos de bazo de ratones sometidos a distintos tratamientos. Letras distintas
muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a <b <c).

7.7.2. Explosion respiratoria

En la figura 8 se muestra un aumento significativo (P < 0.05) en la produccién de
radicales en leucocitos del bazo de ratén. El tratamiento con Schizochytrium sp.
comercial mas el rAg85b presentd mayor proporcién respecto al control y el resto
de los tratamientos. En el resto de los tratamientos no se observaron cambios
significativos entre ellos o respecto al control.
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Figura 8. Porcentaje de produccién de radicales medido por citometria de flujo en
leucocitos de bazo de ratones sometidos a distintos tratamientos. Letras distintas
muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a <b).
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7.7.3. Apoptosis temprana

La apoptosis temprana se determind utilizando anexina V, la cual se une a
residuos de fosfatidilserina presente en las membranas de las células que se
encuentran en via apoptoética. En la figura 9, se muestra que hubo una disminucion
significativa (P < 0.05) en el porcentaje de células apoptaticas en el grupo de co-
administracién Schizochytrium sp. comercial mas rAg85b respecto al control y a
los demas tratamientos. De manera interesante, la via apoptética medida por

anexina V no se observo modificada en los demas tratamientos.
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Figura 9. Porcentaje de células apoptéticas medido con la utilizacién de anexina V
y citometria de flujo en leucocitos de bazo de ratones sometidos a distintos
tratamientos. Letras distintas muestran diferencias significativas respecto al control
(P <0.05,a<h).

7.7.4. Apoptosis tardia

La apoptosis tardia se midié por la activacion de la proteina Caspasa3, la cual esta
presente en las células que ya estan por terminar el proceso apoptético. En la
figura 10 observamos que los tratamientos de microalga y antigeno, solos o en
combinacién, disminuyeron de manera significativa (P < 0.05) la apoptosis tardia

mediada por la via de la caspasa3 respecto al control.
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Figura 10. Apoptosis tardia por la activacion de caspasa3 medido por citometria
de flujo en leucocitos de bazo de ratones sometidos a distintos tratamientos.
Letras distintas muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a
<h).

7.8. Expresion de genes en bazo e intestino

Para investigar el perfil de citocinas relacionadas al proceso inmune pro-
inflamatoria y anti-inflamatorio se llevé a cabo la cuantificacion por RT-PCR tiempo

real.

7.8.1. Expresion de genes en bazo

De manera interesante, la mayoria de los tratamientos lograron provocar la
sobreexpresion de las citocinas que fueron evaluadas en bazo siendo suficiente,
en algunos casos, la administracién de la microalga sola o el antigeno solo para

desencadenar la expresion (Fig. 11).
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Figura 11. Expresion relativa de genes asociados a la respuesta inmune en bazo
de ratones sometidos a distintos tratamientos. En la grafica se muestra que todos
aquellos genes que se encuentran por arriba de 1 estan sobreexpresados
respecto al control. En cambio, la expresion de los genes que se encuentran por
debajo de 1 esta suprimida respecto al control. Letras distintas muestran
diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a<b <c <d).

7.8.2. Expresion de genes en intestino

En la expresidn de citocinas en intestino, solo la administracion de la microalga por
si sola fue capaz de inducir una sobreexpresion en IL-13, sin embargo, todos los
tratamientos (a excepcion de la coadministracién en IL-17) fueron capaces de

favorecer el aumento de los genes de las citocinas evaluadas (Fig. 12).
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Figura 12. Expresion relativa de genes asociados a la respuesta inmune en
intestino de ratones sometidos a distintos tratamientos. En la grafica se muestra
que todos aquellos genes que se encuentran por arriba de 1 estan
sobreexpresados respecto al control. En cambio, la expresion de los genes que se
encuentran por debajo de 1 esta suprimida respecto al control. Letras distintas
muestran diferencias significativas respecto al control (P < 0.05, a<b <c <d).

7.9. Analisis de cortes histolégicos de higado e intestino.

Los cortes histologicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para corroborar
que la administracién del antigeno y de Schizochytrium sp. fuera segura y que no
causara dano a los ratones. En las figuras 13 y 14 se muestran algunas de las
fotografias a 40x de los cortes de higado e intestino, respectivamente. En higado
se buscé intensivamente la presencia de cuerpos grasos, degeneracion del tejido
o de algun indicio de dafio al higado que hayan sido provocados por la
administracion de la microalga y el antigeno, no encontrandose ningun caso
mencionado. En intestino no se observaron diferencias significativas en la
diferencias significativas entre los tratamientos y el control en la cantidad de

células Globet (G), en el lumen (L), en leucocitos intraepiteliales (IL) ni en la altura
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de microvellosidades (MV) entre los tratamientos ni el control. Asi mismo, no se

observo dafio al tejido ni en la estructura de las microvellosidades.

Figura 13. Cortes histologicos de higado de ratones sometidos a distintos
tratamientos. Fotografias tomadas con el objetivo 40x. 1) Control; 2) rAg85b; 3)
Schizochytrium sp. ATCC 20888; 4) Schizochytrium sp. ATCC 20888 mas rAg85b;
5) Schizochytrium sp. comercial mas rAg85b.

Figura 14. Cortes histoldgicos de intestino de ratones sometidos a distintos
tratamientos. Fotografias tomadas con el objetivo 40x. 1) Control; 2) rAg85b; 3)
Schizochytrium sp. ATCC 20888; 4) Schizochytrium sp. ATCC 20888 mas rAg85b;
5) Schizochytrium sp. comercial mas rAg85b. No hubo diferencias significativas
entre los tratamientos y el control en cuanto a células Globet (G), lumen (L),
leucocitos intraepiteliales (IL) ni en la altura de microvellosidades (MV).
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8. DISCUSION

La capacidad inmunogénica del Ag85b en distintos modelos animales se ha
reportado anteriormente (Kathaperumal et al., 2009; Park et al., 2008; Pepponi et
al., 2014), en donde se describe que favorece produccién de citocinas como
interferon y (IFN-y), interleucina 2 y 12 (IL2, IL12). Esta proteina tiene la gran
ventaja de ser un antigeno conservado en todas las micobacterias, por lo que es
candidata a ser utilizada en la vacunacion contra diversas especies de
Mycobacterium (Mullerad et al., 2002; Pepponi et al., 2014). Por estas razones en
este trabajo se analizd la capacidad de Schizochytrium sp. ATCC 20888 para
producir de manera transitoria la proteina recombinante MAP1609c (rAg85b), y su
capacidad inmunoestimulante mediante la co-administracion con el rAg85b

purificado y producido en E. coli.

La expresion transitoria de proteinas es una alternativa que reduce los tiempos de
espera largos en comparacion con la transformacion estable. De hecho, la
produccion de lineas transgénicas estables de microalgas puede representar una
limitante debido a la baja cantidad de transformantes, bajos rendimientos del
antigeno recombinante y los costos que pueden elevarse si se desea purificar la
proteina. Sin embargo, los antigenos de uso vacunal expresados en microalgas de
manera transitoria podria proporcionar la cantidad suficiente de proteina
recombinante para realizar pruebas de tamizaje inmunologico en modelo de raton.
En este sentido, la expresidn transitoria de proteinas ya se ha llevado a cabo en la
microalga Chlorella (Jarvis y Brown, 1991; Maruyama et al.,, 1994). Hawkins y
Nakamura (1999) realizaron la transformacion transitoria de Chlorella para
expresar la hormona del crecimiento humano (HGH) recombinante. Cabe resaltar
que la transformacion requirié de la preparacién complicada protoplastos y el uso
de polietilenglicol y dimetil sufoxido para favorecer transferencia del ADN a la
microalga. Los autores citados lograron de 200 a 600 ng de proteina secretada/ml
en el medio de cultivo. En el presente trabajo desarrollado en Schizochytrium sp.

no fue necesario la utilizacion de procesos enzimaticos para reducir el grosor de la
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pared celular, siendo de interés que la simple utilizacién del surfactante Silwet L-
77 puede emplearse para la transformacion transitoria. El analisis por Western blot
demostré que Schizochytrium sp. produjo el rAg85b a las 48 h. En este caso, el
uso del promotor 35SCaMV demostrd ser eficiente en la produccién del rAg85b en
Schizochytrium sp. En otro trabajo, Cheng y colaboradores (2012) realizaron la
transformacién genética de Schizochytrium sp. por el método de A. tumefaciens
utilizando el mismo promotor para expresar el gen GUS y obtuvieron hasta 150
transformantes con actividad GUS. Nuestros resultados proporcionan un
panorama interesante acerca del potencial de Schizochytrium sp. para expresar de
manera eficiente y rapida el rAg85b u otro antigeno, aun con la utilizacion de un
promotor heterdlogo (35sCaMV) y sin la necesidad de optimizacion de codones.
No obstante, es necesario la comparacion de la eficiencia de produccion de
antigenos por parte de Schizochytrium sp. mediante la optimizacion de codones, el
uso de distintos métodos de transformacion y promotores, cepas de A.

tumefaciens, entre otros.

El ensayo en modelo de raton realizado en este trabajo demuestra que
Schizochytrium sp. tiene la habilidad de mejorar el reconocimiento de rAg85b
induciendo una respuesta mayor a nivel sistémico, favoreciendo la produccién de
anticuerpos 1gG especificos anti-Ag85b después de la tercera inmunizacion.
También, se demostré que la co-administracion oral de Schizochytrium sp. con el
rAg85b aumentd la produccion de IgA total en mucosas. Ademas, se observd que
la administracion oral de la microalga por si sola aumenté la cantidad de IgA total
en heces. En el sistema inmune de mucosas, los tejidos linfoides asociados al
intestino (GALT, por sus siglas en inglés) juegan un papel critico en la induccién
de respuestas inmunes especificas ya que es en donde se lleva a cabo la
interaccién con los fagocitos y linfocitos para la producciéon de anticuerpos. En este
sitio las citocinas IL-4, IL-2, IL-10, entre otras, juegan un papel importante en la
respuesta de los linfocitos B para la produccién de anticuerpos, los cuales son de

gran importancia en la respuesta inmune humoral contra agentes infecciosos
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(Parra et al., 2016). La inmunoglobulina A (IgA) es el principal anticuerpo secretado
en las mucosas que se requiere a lo largo del intestino para el combate de
patogenos (Peterson et al., 2007). Por otro lado, la inmunoglobulina G es el
anticuerpo mas abundante en la sangre, siendo también responsable de la
identificacion y eliminacién de agentes patdégenos (Kaneko et al., 2006). En este
contexto, se ha reportado el uso de la cianobacteria Spirulina sp. para mejorar la
respuesta hacia una vacuna a base del toxoide tetanico (Chu et al., 2013). En el
mencionado experimento se observé un aumento significativo en la cantidad de
IgG total en suero después de la segunda inmunizacién. Sin embargo, no se
observaron anticuerpos especificos anti-toxoide tetanico. De forma similar,
Hayashi y colaboradores (1998) observaron un aumento en la produccion de IgG
total en suero y de IgA total en el intestino, pero no detectaron la produccién de
anticuerpos especificos anti-antigeno utilizando Spirulina y ratones para el ensayo
de inmunogenicidad. Las inmunizaciones se llevaron a cabo via oral e

intraperitoneal en distintos tratamientos.

Las algas contienen una gran cantidad de componentes inflamatorios y anti
inflamatorios. En particular, Schizochytrium sp. posee polisacaridos (PS) que
pueden ejercer actividad inmunoestimulante y es posible que tengan actividad
adyuvante (Hsu et al., 2009). Un caso de evaluacion del efecto adyuvante de los
polisacaridos de algas es el realizado por Surayot y colaboradores (2015), donde
estimularon macréfagos de raton con polisacaridos de Spirogyra neglecta. Los
hallazgos muestran mayor produccién de 6Oxido nitrico y la sobreexpresion de
citocinas. Los polisacaridos provenientes de algunas algas pueden tener efectos
adyuvantes (Song et al., 2015). Sin embargo, en el presente trabajo se observo
una baja respuesta inmunolégica que puede deberse a varias razones. Una de
ellas es que suministramos el antigeno sin encapsulacion alguna, por lo que se
pudo ir degradando de forma importante por las enzimas y condiciones quimicas
presentes en el tracto gastrointestinal y la cantidad capturada por las células

presentadoras de antigenos fue considerablemente baja para inducir una fuerte
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respuesta humoral. La otra posibilidad es que la induccion de respuestas fuera de
tipo celular (Th1) en lugar del tipo humoral Th2, la cual favorece la produccion de
anticuerpos, esto porque el Ag85B induce respuestas de Th1 (Shimizu et al.,
20080; Takatsu y Kariyone, 2003; Takamura et al., 2005).

Por otra parte, dentro de la respuesta inmune se encuentra la defensa
antioxidante, donde se involucra la actividad de la superoxido dismutasa (SOD).
La SOD es una enzima antioxidante dentro y fuera de las células que cataliza la
conversion de iones superoxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno (Knight, 2000).
En este trabajo, la actividad SOD en higado disminuy6 significativamente respecto
al control en el tratamiento al que se le administré Schizochytrium sp. ATCC sola.
Sin embargo, la disminucién en la actividad de SOD se revirti6 cuando se
administrd la microalga en combinacion con el rAg85b. Esto indica que la actividad
de SOD se ve beneficiada por la interaccion antigeno-microalga, demostrando la
capacidad de estimular este sistema antioxidante aun con pequefas dosis
entregadas via oral. EI aumento de la actividad SOD puede asociarse a un
aumento en la capacidad bactericida, lo cual es de gran interés para su uso como
inmunoestimulante y en la generacion de vacunas de entrega oral. Schwartz y
colaboradores (1990) reportaron un aumento en la actividad de citocromo oxidasa
y peroxidasa en macroéfagos incubados con carotenoides que se asocia con un
aumento en la capacidad fagocitica. Lo anterior es relevante ya que
Schizochytrium sp. posee carotenoides que pudieran estar involucrados en la
respuesta inmune que se desarroll6. Curiosamente, la actividad de catalasa no se
vio afectada. Al respecto, el catabolismo del peréxido de hidrégeno es el sustrato
de otras peroxidasas como la mieloperoxidasa que compite por el mismo sustrato
con la catalasa. De esta manera, es probable que otras peroxidasas estén
degradando el peroxido de hidrégeno generado por la conversion del anion
superoxido por la SOD. Este proceso se realiza en las células y es particularmente

importante en los fagocitos como macréfagos y células dendriticas para llevar a
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cabo la degradacion de patdégenos y mantener la homeostasis del sistema 6xido
reduccion (Redox) (Kohen y Nyska, 2002).

En este trabajo también se evalué el efecto de la inmunizacion oral de
Schizochytrium sp., el rAg85b, y la combinacién de ambos, sobre la fagocitosis,
explosion respiratoria y en la apoptosis temprana y tardia en leucocitos de bazo.
La fagocitosis es un proceso fundamental en el sistema inmune, siendo
reconocida como un proceso en el que se absorben particulas mayores a 5 ym
(Maderna y Godson, 2003). Este proceso puede desembocar en la liberacion de
citocinas que median la inflamacién, tales como el IFNy, TNFa e IL-1[3, entre otras.
Para evaluar la capacidad fagocitica de los diferentes tratamientos empled6 a la
levadura Saccharomyces cerevisiae marcada con DTAF. Esto permitio observar
que el grupo de ratones al cual se le administré el rAg85b por si solo, tuvo un
aumento significativo en el numero de células fagociticas respecto a los demas
tratamientos. Los glucanos son conocidos por estimular la fagocitosis (Konopski et
al., 1991). Schizochytrium sp. produce una alta cantidad de estos compuestos, sin
embargo, la dosis que se les administr6 a los ratones no parece ser lo
suficientemente alta para promover el aumento en la capacidad fagocitica de los
leucocitos aislados de ratdn. En este contexto, la explosidn respiratoria es uno de
los procesos subsecuentes de la fagocitosis, por lo que su activacion en la
evaluacion de inmunoestimulantes es relevante. Se utilizd el colorante oxidativo
DHR 123 como un indicador sensible directo de la cantidad de H»O, en los
leucocitos aislados de bazo. Los resultados muestran un aumento significativo
(respecto al control y los demas tratamientos) cuando a los ratones se les
administré Schizochytrium sp. comercial combinada con el antigeno rAg85b, lo
cual podria indicar una interaccion entre el antigeno y la microalga para favorecer
un aumento en la eficiencia fagocitica de los leucocitos de bazo. Esto se podria
deberse a que los componentes inmunoestimulantes de la microalga activan el
sistema inmune por la via de la fagocitosis, llegando el antigeno a potenciar la

respuesta en este sentido. Actualmente no existen reportes que pongan de
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manifiesto la interaccion de una microalga con un antigeno para aumentar la
fagocitosis, es asi que nuestro trabajo aporta las bases para tener un panorama
del beneficio de la co-administracién de un antigeno conservado de micobacterias

con Schizochytrium sp.

La apoptosis, también conocida como muerte programada, es un proceso de vital
importancia en la homedstasis del tejido debido a que permite la remocion de las
células en proceso de muerte por distintos factores. En este proceso también se
ven involucradas citocinas que activan la accion fagocitica de macrofagos para
eliminar las células apoptoéticas (Henson et al., 2001). En el aislamiento de células
de distintos tejidos con fines de investigacion, la muerte celular se puede llevar a
cabo por apoptosis o necrosis (Phelan y May, 2007). Una de las vias de
sefalizacion reportadas para la activacion de la apoptosis es la via extrinseca, de
la cual depende el factor de necrosis tumoral (TNF) (Elmore, 2007). Durante el
proceso apoptotico se activan enzimas efectoras, tales como la caspasa 3 con la
finalidad de degradar proteinas del citoesqueleto y de la membrana plasmatica,
asi como otros componentes celulares (Elmore, 2007). En este trabajoé se evalud
la apoptosis temprana por la activacion de la caspasa 3 para registrar la apoptosis
tardia en leucocitos aislados de bazo de ratones inmunizados. Los resultados
demuestran una reduccion significativa en todos los tratamientos respecto al
control en la sefalizacion de apoptosis temprana, lo cual indica que la
inmunizacion aumenta la resistencia de los leucocitos de bazo ante el aislamiento.
De la misma manera, se evaluo la apoptosis tardia por anexina V. Esta proteina se
une a residuos de fosfatidilserina, los cuales se encuentran en las membranas de
células en proceso de apoptosis, por lo que son de gran importancia como
biomarcadores de la apoptosis. Los resultados muestran una reduccién
significativa respecto al control y los demas tratamientos cuando a los ratones se
les administré Schizochytrium sp. comercial combinada con el antigeno, lo que

puede indicar un efecto potencial protector en estas células.
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En el proceso inmunogénico, la induccion de la IL-4 favorece la respuesta Th2
(humoral) y el IFNy la Th1 (celular) (Lamichhane et al., 2014). Las vacunas orales
deben desencadenar una respuesta lo suficientemente fuerte, ya sea humoral,
celular o ambas, para promover un estado de alerta en mucosas y a nivel
sistémico. Una respuesta inmune eficaz ante un reto inmunolégico provocado por
algun patogeno depende de la interaccion de respuestas anti-inflamatorias y pro-
inflamatorias. Es asi que la produccion de algunas citocinas regula la expresion de
otras. Por ejemplo, la IL-10 puede inhibir la produccién de INF-y, TNF-a, IL-1 e IL-
2 (Cyktor y Turner, 2011). Al inicio de la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos
CD4+ pueden diferenciarse a T cooperadores 1 (Th1) por la secrecion de citocinas
proinflamatorias como el INF-y y TNF-a; o bien se pueden diferenciar a Th2 por la
secrecion de citocinas anti-inflamatorias como la IL-4 o IL-10 (Esser et al., 2003).
La respuesta Th1 esta involucrada en la defensa contra patégenos intracelulares
por el aumento en la capacidad fagocitica de macréfagos y el reclutamiento de
células citotoxicas. Por otro lado, los Th2 promueven la produccion de anticuerpos
IgA e IgG por los linfocitos B, que es crucial para el combate de patdégenos

extracelulares (Koets et al., 2002).

El INF-y induce una mayor activacion de macréfagos, por lo que aumenta la
proteccion ante infecciones. En nuestro experimento se observé un aumento
significativo en la expresion de esta citocina en el bazo de ratones tratados con el
rAg85b solo o combinado con Schizochytrium sp. asi como en el tratamiento de la
microalga sola, respecto al control. EI Ag85b ya se ha reportado como un inductor
de la produccion del INF-y (Sohal et al., 2008); sin embargo, este es el primer
reporte de que Schizochytrium sp. aumenta los niveles de esta citocina pro-
inflamatoria, esto a pesar de que la IL-10 también se ve sobre-expresada de
manera significativa en el mismo tejido en el tratamiento al que se le administré la
microalga sola. Otro dato relevante es que la expresion de TNF-a no se
incrementd en el bazo de ratones unicamente con el tratamiento de rAg85b

unicamente, sino solo cuando se le administré en combinacién con la microalga o
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cuando se administrd6 Schizochytrium sp. sin el antigeno. La expresion de las
citocinas pro-inflamatoriasiL-2 e IL-18 se vio aumentada significativamente en
todos los tratamientos respecto al control, lo cual indica que la combinacion de
antigeno y microalga tiene potencial para mejorar la respuesta Th1. Esto es de
vital importancia en el desarrollo de alguna vacuna potencial contra MAP, donde la
respuesta Th1 son primordiales en la proteccion del huésped ante una infeccion

de dicha micobacteria (Hara et al., 2007).

En bazo, la produccion de IL-10 no se increment6 en aquellos tratamientos donde
estaba el rAg85b, sino solo en aquel al cual se le administré la microalga por si
sola. Esto podria estar indicando que Schizochytrium sp. podria estar induciendo
una respuesta anti-inflamatoria (Cyktor y Turner, 2011) generada por la produccién
de IL-10. Ademas, la microalga por si sola es capaz de inducir también una
respuesta pro-inflamatoria representada por los niveles de las citocinas TNF-a e
IFN-y, ademas de IL-2 e IL-17 en bazo e intestino. Esta ultima citocina es
producida por las células Th17, cuya diferenciacion es rapidamente inducida por la

interaccién con IL-1 y TNF-a (Liang et al., 2006).
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10. CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra que Schizochytrium sp. posee la capacidad de
expresar de forma transitoria la proteina MAP1609c (Ag85b) en un proceso que

implica un periodo corto de tiempo (48 h).

El ensayo in vivo en modelo de raton BALB/c muestra que Schizochytrium sp.
induce la produccion de IgA en mucus y heces, ademas de IgG total y especifica

en suero al ser coadministrada con el rAg85b.

El rAg85b aumenta la fagocitosis y aumenta la explosion respiratoria al combinarlo

con Schizochytrium sp.

El rAg85b y Schizochytrium sp., asi como la coadministracién de ambos, tienden a

aumentar la expresion de citocinas en intestino y bazo.

Los analisis histolégicos demuestran que la administracion oral de Schizochytrium

sp. no provoca dano en intestino e higado de ratén.
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11. RECOMENDACIONES

Es probable que un esquema de inmunizacidn via intraperitoneal y en
combinacion con algun adyuvante incremente la respuesta inmunoldgica
sistémica. Con base a nuestros resultados, se plantea realizar un estudio
comparativo del efecto adyuvante de Schizochytrium sp. contra aquel ejercido por
otros compuestos inmunoestimulantes (propios de la microalga o de otras
especies) y con adyuvantes como el adyuvante completo e incompleto de Freund,
CTB, LTB, entre otros. Dado que en nuestro experimento la combinacion entre la
microalga y el rAg85b resultaron mejores inductores de anticuerpos totales, se
propone utilizar la microalga y el Ag85b en combinacion de otras vacunas para

verificar el efecto adyuvante de ambos.
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