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RESUMEN: La fasciolosis es una zoonosis provocada por el trematodo
Fasciola hepatica que afecta ampliamente al sector ganadero. Sin embargo, atin
no se ha desarrollado una vacuna eficaz para evitar el contagio de este parésito.

En este trabajo se ha empleado la tecnologia del dcido ribonucleico
mensajero para desarrollar un transcrito de una proteina recombinante de
Fasciola hepatica que podra emplearse para completar la formulacion de
una posible vacuna.

Gracias al uso de pldsmidos como vectores de clonacién de la secuencia
de nuestra proteina antigénica de interés, en el estudio transformaremos en
cultivos bacterianos dicha proteina para su posterior transcripcidn.
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ABSTRACT: Fasciolosis is a zoonosis caused by the trematode Fasciola
hepatica that widely affects the livestock sector. However, an effective
vaccine has not yet been developed to prevent the spread of this parasite.
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In this work, messenger ribonucleic acid technology has been used to
develop a transcript of a recombinant protein of Fasciola hepatica that can
be used to complete the formulation of a possible vaccine.

Thanks to the use of plasmids as cloning vectors of the sequence of our
antigenic protein of interest, in the study we will transform this protein
into bacterial cultures for later transcription.

Keywords: Fasciola hepatica; vaccine; cloning; mRNA.

1. INTRODUCCION

Fasciola hepatica es un parasito del orden Digenea que pertenece a la clase
Trematoda. Presenta una amplia distribucién mundial y provoca importantes
pérdidas econdémicas en el sector ganadero (Mas-Coma et al., 2009). Al ser una
zoonosis afecta también a las personas, siendo prevalente en algunos paises del
mundo (Howell ez al., 2015).

El estudio del proteoma del pardsito nos permite identificar proteinas impor-
tantes para su supervivencia. Las FABP (Fatty Acids Bmdmg Proteins) constituyen
una familia multigénica de protelnas cuya funcidn estd asociada al transporte de
acidos grasos al interior del pardsito. Algunas FABP nativas que se han empleado
como antigenos vacunales, como Fh12, tienen el inconveniente de que son de dificil
extraccién del parisito (CDC, 2022). La solucién ha sido el disefio de alternativas
recombinantes, como Fh15, que ha demostrado en estudios previos una reduccién
del 76 % de trematodos en conejos infectados experimentalmente con F hepatica,
empleando el adyuvante de Freund (Muro et al., 1997). Ademas, Fh15 ha demostrado
proteccion cruzada contra Schistosoma bovis (Lépez-Aban et al., 2007).

Las vacunas de ARN mensajero (ARNm) son de reciente descubrimiento y
estin demostrando prometedores resultados. Instruyen a la célula para que cree en
sus ribosomas proteinas que actuarin como antigenos vacunales, desencadenando
respuesta inmunoldgica que lo neutralizard y generard memoria inmunolégica
(Deng et al., 2022).

Para conseguir grandes cantidades de ARNm, habitualmente la secuencia de
la proteina de interés se clona en un plismido de ADN con un promotor de ARN
polimerasa dependiente de ADN, como T7, aguas arriba a la secuencia de interés
(Rong et al., 1998). Ademds, estas secuencias incluyen regiones no traducidas
que aseguran una alta estabilidad y traducibilidad del constructo (Jackson et al.,
2020). Tras la clonacion, el vector de ADN se linealiza para que sirva de molde
para la ARNm polimerasa que genere el transcrito. Posteriormente, el transcrito

se encapsula en nanoparticulas lipidicas que se inoculardn para la inmunizacién
(Zhang et al., 2020).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal es la sintesis de ARNm codificante de la proteina de
unién a dcidos grasos de Fasciola hepatica, denominada Fh15, como una nueva
alternativa vacunal.

Para ello, planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Disefnar un vector de expresién de ARNm mediante herramientas
bioinformaticas.

2. Clonar Fh15 en el vector disefiado.

3. Transcribir ARNm de Fh15 i vitro.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Diserio del vector de ARNm

Se disefié un vector de expresién de ARNm utilizando los tltimos avances
en la tecnologia ARNm disponibles (Deng et al., 2022; Trepotec et al., 2019).
La secuencia se mando sintetizar al servicio de biologia molecular de la empresa

NZYTech. Se obtuvo un plismido de la familia pUC57 (Figura 1).
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Figura 1: Vector de ARNm disefiado para vehicular la proteina de interés Fh15 (A). Se compone de: promo-
tor T7; region UTR 5° hAG (Alpha human globlin) que garantiza una alta actividad de traduccién, un MCS
(Multiple cloning site) donde se incorporard Fh15 (B); una regién UTR 3’ con la secuencia AES-mtRNR1 que
incrementa la estabilidad del ARN, y una cola de PolyA interrumpida por un conector corto (GCAUAU-
GACU) que mejora la estabilidad del plismido en E. coli (Deng et al., 2022; Trepotec et al., 2019).
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3.2. Cultivos bacterianos

De forma rutinaria todas las cepas fueron cultivadas en el medio LB (Lisogeny
Broth) (10 g/l peptona tripsica de caseina, 10 g/l NaCl y 5 g/l extracto de levadura,
para cultivos liquidos o afiadiendo 15 g/l de agar, para cultivos sélidos). Se utiliz6
ampicilina a 100 pg/ml como seleccidn en las placas suplementadas con antibidtico.

Para la transformacién se emple6 el medio SOC (Super Optimal broth +
Catabolic repressor) (20 g/l de peptona tripsica de caseina, 5 g/l de extracto de
levadura, 0.58 g/l de NaCl, 0.19 de g/l KCI). Posteriormente se aiaden 2 mM de
glucosa y 20 mM de Mg+ (a partir de una solucién 2 M de MgSO4 y MgCl2)
previamente esterilizados por filtracién.

3.3 Clonacion de la proteina Fh15 en el vector de expresion pUCEXDP

Se utilizaron técnicas de clonacién estindar por ligacién-restriccién. Para
ello se emplearon los kits Miniprep y Gelpure (NZYTech) para el aislamiento
de pldsmidos y purificacién de fragmentos del gel, respectivamente. Las enzimas
de restriccion utilizadas fueron Speedy Ncol y Speedy BamHI (NZYTech). La
ligasa fue NZYTech T4 DNA ligase. Todos los procesos fueron realizados segun
los protocolos establecidos por el fabricante.

3.4. Transformacion

Se descongela en hielo un vial de células de Escherichia coli competentes con
fenotipo DH5a e inmediatamente después se agregan 10 pL de la solucién de
ligacién obtenida anteriormente, mezclando suavemente para evitar rupturas
celulares. Se incuban las células en hielo durante 30 minutos y se les aplica un
choque térmico durante 40 segundos en termobloque a 42 °C. Se coloca el vial
en hielo durante 2 minutos. Después se agregan 0,9 mL de medio SOC a tempe-
ratura ambiente y se agita a 225 rpm durante 1 hora a 37 °C. Se siembran 100 pL
de las células transformadas en placas de agar LB con 100 pg/ml de ampicilina y
se incuban 16 horas a 37 °C.

3.5. Técnicas para evaluar la construccion
3.5.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Se recogieron 8 colonias de los cultivos de E. coli transformadas con el vector
de interés y se realiza PCR utilizando el kit 2x PCR Master Solution (i-Taq) de
iNtRON Biotechnology.
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3.5.2. Secuenciacion

La secuenciacién se llevd a cabo por el “Servicio NUCLEUS: Secuenciacién
ADN, Genémica y Proteémica de la Universidad de Salamanca” utilizando 300
pg de plismido y 3,3 pmol de cebador. Se realiz6 la secuenciacién utilizando el

siguiente cebador: M13 Forward (GTTGTAAAACGACGGCCAGT).

3.6. Electroforesis

Se utilizaron geles de agarosa al 1 %. Para ello 40 mg de agarosa se disolvie-
ron en 40 ml de TBE 0.5x [Tris (Roche) 450 mM écido bérico (Sigma) 450 mM
EDTA (Merck) 10 mM] y se afiadieron 2pl de Greensafe premium (NZY Tech)
como agente intercalante. El ensayo se realiz6 durante 15 minutos a 60 V y 40
minutos mas a 120 V.

Como marcador de peso molecular se utilizaron 2 pL de NZYTech DNA
ladder I11. Al resto de muestras se les afiadié 1 pL de NZYTech loading buffer
6x por cada 5 pL.

Los geles de ARNm se realizaron en cubetas lavadas con inhibidores de
ARNasas y se utilizé el marcador RiboRuler (Thermofisher). Se utilizaron 4
pL de una solucién al 1 % de bromuro de etidio como agente intercalante. Las
muestras se desnaturalizaron 10 minutos a 70 °C en presencia del tampén de carga
proporcionado con el marcador de peso molecular.

3.7. Transcripcion

Se cort6 1 pg de pldsmido pUCEXP_Fh15 con la enzima Pst/ a 37 °C durante
15 minutos y se inactivé mediante calor durante 20 minutos a 80 °C. Se purificé
el ADN cortado mediante el kit Gelpure de NZYTech. Las condiciones de trans-
cripcidn fueron las establecidas en el kit NZY T7 High Yield RNA Synthesis.

A continuacidn, se incubé a 37 °C durante 2 horas. Se afiaden 2 pL de acetato
de sodio 3M (Thermofisher) y 60 pL de etanol absoluto a -20 °C, dejando precipitar
toda la noche a -80 °C. A la mafiana siguiente se centrifuga 30 minutos a maxima
velocidad a4 °C. Se lava con etanol frio al 70 % sin resuspender el pellet. Se retira
el etanol y se deja secar, antes de resuspenderlo en 20 pL de agua libre de nucleasas.
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4. RESULTADOS
4.1. Diserio del vector de clonacion

El plasmido disefiado se nombré pUCEXP. Se utilizé 1 pL de plasmido para
transformar la cepa DH50. Se recuperaron 6 colonias y se comprobé mediante
PCR si contenian el vector, empleando los cebadores M13 forward y AES reverse.

Las 6 colonias mostraban una banda de aproximadamente 200 pb en la elec-
troforesis de comprobacién de la transformacién de pUCEXP. Puesto que nuestra
PCR deberia tener una banda de 209 pb, asumimos que las 6 colonias contienen
el vector deseado.

4.2. Clonaje de la proteina Fh15 en el vector de expresion ARNm

Se aisl6 pUCEXP de las colonias recuperadas y se realizé una restriccion
con las enzimas Ncol y BamHI. También se digiri6 el inserto Fh15 con dichas
enzimas. Se corrié un gel de agarosa con ambas digestiones y se purificaron las
bandas correspondientes a 400 pb para Fh15 y 3200 pb para pUCEXD. Se realizé
la ligacion de ambos fragmentos y 10 pL de esta se utilizaron para transformar la
cepa DH5a, sembrindose las colonias en agar LB con ampicilina.

Las colonias resultantes del proceso fueron recogidas y comprobadas mediante
PCR utilizando los cebadores M13 forward y AES reverse. Se analizaron 8 colo-
nias, de las cuales 5 tenfan la banda deseada (600 pb) y no presentaban ninguna
banda no deseada (Figura 2).

Figura 2. Gel de electroforesis de comprobacién de Fh15 insertada en pUCEXP. El carril “M” corres-
ponde al marcador de peso molecular NZYLadder III. El carril “P” al control positivo, pUCEXP sin
inserto. El carril “N” es el control negativo (agua). Y los 8 pocillos restantes corresponden a las colonias
sospechosas de portar el vector pPUCEXP con el inserto.

Ediciones Universidad de Salamanca / (@388 FarmaJournal, vol. 8, nam. 1 (2023), pp. 49-57

[54]



DARIO PERALLON MANTAS; JAVIER SANCHEZ MONTEJO Y ANTONIO MURO ALVAREZ
AVANCES EN EL DESARROLLO DE NUEVAS VACUNAS CONTRA Fasciola hepatica

Se aislé el pldsmido de una de las cinco colonias mediante el kit Miniprep
(NZYTech) y se enviaron a secuenciar, obteniendo un total de 546 pb con un 100
% de identidad a la secuencia esperada para la colonia seleccionada.

4.3. Obtencion de ARNm mediante transcripcion in vitro

El pldsmido procedente de la cepa secuenciada se aislé en grandes cantidades
y se linealizé mediante la enzima de restriccidn Pstl. Se realizé un proceso de
transcripcidn in vitro con la polimerasa del fago T7 y se corri6 un gel de agarosa
con 5 pL de ARNm. El trinscrito tiene un tamafo de aproximadamente 1000
bases y presenta alta densidad en comparacién con el control positivo, lo que nos
sefiala que se ha conseguido transcribir alta cantidad (Figura 3).

Figura 3. Gel de electroforesis de comprobacién de la transcripcién iz vitro de Fh15. El pocillo “M” co-
rresponde al marcador RiboRuler de Thermofisher. El pocillo “P” corresponde al control positivo del kit.
El pocillo “1” corresponde al transcrito de Fh15.

5. Discusion

La pandemia de SARS-CoV-2 nos ha ensefiado que las nuevas vacunas de
ARNm pueden constituir una nueva generacion de vacunas utiles en las enferme-
dades producidas por trematodos. En este estudio se pretende dar un paso inicial
para desarrollar una vacuna eficaz frente a £ hepatica. Para ello se ha disefiado
un pldsmido vector, denominado pUCEXP, basado en la tecnologia descrita
por BioNTech (Beissert et al., 2020). En principio utilizamos una molécula de
unién a dcidos grasos denominada FABP y que ha sido utilizada previamente
por nuestro grupo de investigacién como vacuna recombinante (Beissert ez al.,
2020; Rodriguez-Pérez et al., 1992). Los resultados muestran el exitoso proceso
de clonacién, comprobado mediante técnicas de PCR y posterior secuenciacion.
Ademids, hemos logrado transcribir altas cantidades de Fh15 iz vitro a ARNm
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que, con la adecuada formulacién en nanoparticulas lipidicas, se utilizard en un
futuro como formulacién vacunal en modelo murino de infeccién con E hepa-
tica. Se pretende que esta nueva tecnologia de ARNm aporte mejores resultados
vacunales que los obtenidos previamente.

6. CONCLUSIONES

1. Se ha disefiado un vector de expresiéon de ARNm mediante herramientas
bioinformadticas y los tltimos conocimientos disponibles de tecnologia
de ARNm, cuya funcién es producir altas cantidades de la proteina de
interés en células de mamifero.

2. Se ha clonado con éxito la proteina Fh15 en el vector disefiado y hemos
comprobado su secuencia.

3. Sehaexpresado Fh15 en forma de ARNm mediante transcripcion iz vitro
con la polimerasa del fago T7 y comprobado su integridad por medio de
electroforesis.
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