Obtencion y caracterizacion de una nueva
estructura coclear con capacidad adyuvante

derivada del proteoliposoma de Vibrio cholerae O1

Tesis presentada en opcién al grado cientifico de

Doctor en Ciencias de la Salud

Autor: Lic. Reinaldo Acevedo Grogues
Tutores: Dr. Oliver G. Pérez Martin, DCs. Médicas
Lic. José Luis Pérez Quifioy, DCs. Farmaceéuticas

Asesora: Dra. Valerie Anne Ferro

La Habana
2011



Lic. Reinaldo Acevedo Grogues

TABLA DE CONTENIDO

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS EMPLEADOS.......ccooiieiiiiiece e e an e [
S L I =55 ST ii
L INTRODUCCION ..ottt e et e et e e et e et e eteeeeaneeseeeneens 1
[I. REVISION BIBLIOGRAFICA .....oooeeieeeee ettt eae e 9
.1 ADYUVANTES VACUNGIES ...ttt s 9
[I-1.1 Adyuvantes inmunoestimuladores y polarizadores...........cccccovviiiiiiiii, 11
[1-1.2 Sistemas de DEraCiON............uuviiiiiie e e e e e e e e 13
[1-1.3 Adyuvantes MUCOSAIES.........coooiiiiiiiiii 15

[I-2 Proteoliposomas derivados de MiCroorganiSmMOS ... ....cooouuuuunnnnne e 18
[I-2.1 Caracterizacion estructural de 10S proteolipOSOMAS. .......ccvveeeviiiiiiiiiieee e eieiiiieeeeennn 19

[1-3 ESTIUCTUIAS COCIBAIES ...ttt s 20
[I-3.1 Cocleatos derivados de proteoliposomas bacterianos...........ccccceveieeiiiii, 21
[1-3.2 Aplicaciones de 10S COCIEAtOS .........cooviiiiiiiiiii 22

II-4 Principales bacterias causantes de enfermedades diarreicas.........coooeeevveiieieeiineennnn 24
[1-4.1 VIDFO CROIBIAE ... 24

-4, 1.1 EFCOIBIA ....eeveieeeiie ettt e e e e e e e e e e e e e 25
II-4.1.2 Factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad ............cccoeeeevvveevinnnnnnnn. 25
o I B =] 01U 1= ] = W 0T = 26

[1-4.2 SAIMONEIIA ..ot 28
[1-4.2.1 La Fiebre TifOId@a.........uuieiiiie et e e 29
II-4.2.2 Factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad .............cccoeeevvvviiinnnnnn.n. 29
[1-4.2.3 RESPUESIA INMUNE .....uuuiiii e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eaernn s 30

. MATERIALES Y METODOS .......ctiiiiitieteeteeeeeteee et et ettt et ste e ete e sae e sne e e eaeene s 32
[lI-1 Caracterizacion de un extracto de membrana externa de V. cholerae O1l................ 32
[1I-1.1 Cuantificacion de proteinas totales .......ccooeeeiiiiiiiiiiii i e 33
[1I-1.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)..........ccccooevieiiiiiiiiiie e, 33
I1I-1.3 Inmunotransferencia: Identificacién de antigenos proteicos en el extracto............... 34
[11-1.4 Cuantificacion d& LPS .........c.uuiiiiiiiiei et e e e e 34
[1I-1.5 Cuantificacion de fosfolipidos totales ..., 35
[11-1.6 Extraccion de lPIdoS.........coooiiiiiiiii 36
[1I-1.7 Identificacion de foSfOliPIdOS ........coovviiiiiii 36
[1I-1.8 Microscopia electronica de transmision. Tincion negativa ............ccccceeveeeieieeeeeneen, 37

[11-1.9 Microscopia electronica de barrido ..., 37



[11-1.10 Espectroscopia de correlacion fotonica y potencial Z ...........ccccuveeeeieeeiiiiiiiiiennneenn. 38

[11-1.11 Preparacion de la muestra y electroforesis bidimensional ............ccccccooiiiiiiieeeeenn. 38
[11-2 Obtencion del AFC02 @ partir del PLC ......ooo i 39
[1I-2.1 Determinacion de la eficiencia de incorporacion de los principales componentes del
PLC €N @I AFCOZ ... 40
[11-2.2 Caracterizacion morfolégica de las estructuras obtenidas ............ccccceevviiiiiiiinnnnnn. 41
[11-2.2.1 MICTOSCOPIA OPLICA. ... .eeeeiiieeee ittt e e et e e e e e e st eeeeeeeeannes 41
[11-2.2.2 Microscopia de congelacion y fractura .............eeeveeeriiiiiiiiiiiee e 41
[11-2.2.3 Preparacion y observacion del AFCo2 con sonda fluorescente ...........cc.ccceeee. 41

[1I-3 Determinacién del efecto de la transformacion del PLc a AFCO2 ........coeeeevviiinnnnen. 42
[11-3.1 Animales de [aboratorio ...........ooooiiiiiiiiiii i 42
[11-3.2 Inmunizaciones y recoleccion de MUESIIAS ..........oocuuiiiiiieeeeiiiiiiieeee e eiiieeee e 43
[11-3.2.1 Obtencion de [as MUESLras d€ SUETO ........cccuvviiiieeeeeeeiiiiiieee e e e e e eeiieeeee e e e e 44
[11-3.2.2 Obtencion de las muestras de SaliVa..........cc.uueeirieeiiiiiiiiiiiie e 44
[11-3.2.3 Obtencion de las muestras de heCEeS .........ccuveiiiiiieiiiiieee e 44
[11-3.3 Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). Determinacién de anticuerpos ..................... 45
[11-3.3.1 Anticuerpos especificos IgG en suero contra PLc y Poli Vi.........cccccveeveeeennnnes 45
111-3.3.2 Anticuerpos especificos IgA en saliva y heces contra PLC.........cccoceevvvvevvnnnnnn... 46
[11-3.2.3 Evaluacion de la actividad vibriocida del SUETO............ccvvvevieeiiiiiieeces 46

[11-4 ANAIISIS ESTAGISTICO oottt e e s 47
IV, RESULTADOS ...ttt ettt et e e ettt e e e e e e e et e e aa e e e e e e eesnnnneaeaeeenes 48
IV-1 Composicién del EMEt y caracterizacion estructural ...........cceeeveieeiviiiiiiiin e, 48
IV-1.1 Cuantificacion de LPS en el eXtract ...........ceuveiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeee e 48
IV-1.2 Identificacion de antigenos en el extracto y las fracciones purificadas .................... 49
IV-1.3 Identificacion y cuantificacion de fosfolipidos.........coovvevviiveiiiiiiieecee e, 52
IV-1.4 Caracterizacion morfolOgIiCa ........ccovvuvuuiiiii i e e e eaaaeaea 54
IV-2 Obtencion del AFCo2 apartir del PLC.......uooi i 55
IV-2.1 Determinacién de los parametros que afectan el proceso de transformacion del PLc
BN AR CO2Z. .t 56
IV-2.2 Caracterizacion morfolégica del AFCO2...........couuiiiiii e 58

IV-2.2.1 Permeabilidad de las estructuras cocleares a moléculas de variados tamafios.60

IV-3 Efecto de la transformacién del PLc a AFCo2 en laidentidad e inmunogenicidad de

los antigenos de V. cholerae Ol.........cooooiiiiiiiiii 62
IV-3.1 Respuesta inmune sistémica. Actividad vibriocida y anticuerpos IgG en suero ....... 63
IV-3.2 Respuesta inmune mucosal. Anticuerpos IgA en heces y saliva................coeeeeee. 64

IV-4 Efecto adyuvante del AFC02 sobre €l POl Vi ... 65



IV-4.1 Respuesta inmune sistémica y mucosal. Anticuerpos IgA e IgG contra Poli Vi en
saliva, heces y SUEI0 reSPECHIVAMENTE. ..........u i s 65

IV-4.2 Respuesta inmune sistémica y mucosal. Anticuerpos IgA e IgG contra PLc en saliva,

heces y SUEIO rESPECHIVAIMENTE .........uiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt et eeeeeaee s s e e aeeeeeeesnsnees 67
V2 01151010 1] [ ] N OO S 69
VI CONCLUSIONES ...ttt e e et e e e e et e e e eea e e e et e e e eanaeeeeean 85
VII. RECOMENDACIONES. ... .ottt ettt e e et e e e et e e e e et e e e eaaaeaeeean 86
VI BIBLIOGRAFIA ... 87
IX. AUTOBIBLIOGRAFIA .....cooiieeeeee ettt ettt e eae e 95

AN X O S ettt e et e e e aeenn I



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS EMPLEADOS

AFCol
AFCo2
AFPL1
AcM
CTB
DE

DO
DOC
ECF
EMEt
FC

FE

FG

Flps
FS

IgA, IgG
IM

IN

Kdo
LAL
LPS
Lyzo-FS
Lyzo-FC
MEB
MECF
MET
MSHA
Ova-TR
PLc
PAMPs
PLG
Poli Vi
pl

SB
SDS

SDS-PAGE

SSTF
TF
Thn
TLRn
Tris
TR
UFC
VME

Adyuvante Finlay Cocleato 1, derivado del proteoliposoma de N. meningitidis B
Adyuvante Finlay Cocleato 2, derivado del proteoliposoma de V. cholerae O1
Adyuvante Finlay Proteoliposoma 1, derivado de N. meningitidis B
Anticuerpos monoclonales

Subunidad B de la toxina de colera

Desviacion estandard

Densidad 6ptica

Desoxicolato de sodio, detergente

Espectometria de correlacion fotonica

Extracto de membrana externa de V. cholerae O1

Fosfatidil colina

Fosfatidil etanolamina

Fosfatidil glicerol

Fosfolipidos

Fosfatidil serina

Inmunoglobulinas de clase Ay G

Intramuscular

Intranasal

Acido keto—3-deoxy-d-manosa-octulosonico

En inglés “Limulus Amebocytes Lised Assay”, ensayo del LAL
Lipopolisacérido

Lizo fosfatidil serina

Lizo fosfatidil colina

Microscopia electrénica de barrido

Microscopia electrénica de congelacion y fractura

Microscopia electrénica de transmision

Hemaglutinina Sensible a Manosa

Ovoalbimina conjugada a la sonda fluorescente Texas red
Proteoliposoma derivado de V. cholerae O1

Patrones moleculares asociadas a patdgenos

Polilactil co-glicolato

Polisacéarido Vi de Salmonella Typhi

Punto isoeléctrico

Solucién de Blogueo

Duodecil sulfato de Sodio

En inglés “Poliacrilamid gel electrophoresis with SDS”, electroforesis en Geles
de Poliacrilamida con SDS y condiciones reductoras

Solucién Salina Tamponada con Fosfato

Tampon de Formacion

Linfocito T CD4" auxiliador de tipo 1,2 6 3

Eninglés “Toll Like Receptors”, receptores semejantes a “Toll” (1-11)
Tris-hidroxi metil-aminometano

Tampoén de Resuspension

Unidades formadoras de colonias

Vesiculas de membrana externa



SINTESIS

Los adyuvantes son componentes esenciales de las formulaciones vacunales. Sin
embargo, pocos han sido licenciados para su uso en humanos y solo la subunidad B
de la toxina de colera ha sido aprobada por via mucosal. El objetivo de este trabajo es
obtener una nueva estructura coclear a partir del proteoliposoma Vibrio cholerae
01 y demostrar que su aplicacién mucosal tiene efecto adyuvante sobre los
antigenos que componen dicho proteoliposoma y el polisacarido Vi de
Salmonella Typhi. De esta forma, se identificaron fosfolipidos y proteinas en un
extracto de membrana externa derivado de V. cholerae Ol que, junto al
lipopolisacarido, forman vesiculas que se denominaron como proteoliposoma de V.
cholerae O1 (PLc). El PLc se enfrento al catién divalente calcio a través de un proceso
de didlisis rotacional continua y se obtuvo una nueva microestructura multilaminar y
tubular con caracteristicas semejantes a una estructura coclear que se denomindé como
Adyuvante Finlay Cocleato 2 (AFCo2). Durante este proceso no se afecto la identidad e
inmunogenicidad de los principales antigenos que se identificaron en el PLc. Al
contrario, la evaluacion de la respuesta inmune en ratones Balb/c que se inmunizaron
por via intranasal (IN), revelé que el AFCo2 fue mas inmunogénico a nivel mucosal que
el PLc. Finalmente, se demostro el efecto adyuvante del AFCo2 sobre el polisacarido Vi
de S. Typhi cuando se mezclaron y coadministraron por via IN a ratones Balb/c. En
general estos resultados demuestran que el AFCo2 puede ser obtenido a partir del PLc

y ser utilizado como un adyuvante de aplicacién mucosal.



I. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

El disefio y obtencion de formulaciones vacunales contra agentes patdégenos es hasta
el momento la mejor opcién para prevenir las enfermedades causadas por éstos. Sin
embargo, el numero de vacunas disponibles es realmente pobre en comparacién con el
gran numero de enfermedades infecciosas que constituyen graves problemas de salud
(1). Las mucosas constituyen la puerta mas importante de entrada de agentes
infecciosos por lo que numerosas investigaciones se han planteado el desarrollo de
vacunas y adyuvantes mucosales (2-5). Los adyuvantes vacunales han sido descritos
como sustancias que se utilizan para incrementar o modificar la respuesta inmune
contra uno o varios antigenos (6). De acuerdo a su modo de accion los adyuvantes
pueden ser clasificados como sistemas de liberacion 0
inmunoestimuladores/polarizadores capaces de activar y modular la respuesta inmune

contra el antigeno adyuvado (3).

La tendencia actual en el disefio racional de vacunas y adyuvantes se fundamenta en
la combinacion de sistemas de liberacién con uno o varios inmunoestimuladores para
potenciar su efecto sobre el sistema inmune (3, 7). Algunos derivados de membranas
bacterianas pueden cumplir con estas propiedades, sin embargo la composicion
multiestructural y compleja que poseen, muchas veces dificulta su aceptacion por

entidades regulatorias, que demanda productos mejor caracterizados y mas seguros.

El Adyuvante Finlay Cocleato 1 (AFCo1l) es una microestructura tubular derivada de las
membranas bacterianas, de elevada estabilidad que ha demostrado ser un potente
adyuvante para numerosos antigenos y constituye una estrategia adyuvante
importante, particularmente por su potencial utilidad en el desarrollo de formulaciones
mucosales de administracion nasal (8). Su obtencién se basa, fundamentalmente, en la

interaccion entre los fosfolipidos (Flps), proteinas y lipopolisacaridos (LPS) del
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I. INTRODUCCION

proteoliposoma derivado de la membrana externa de Neisseria meningitidis serogrupo

B (AFPL1, Adyuvante Finlay Proteoliposoma 1) con el catién divalente calcio (9).

Estudios preliminares en los que el LPS de V. cholerae O1 se adyuvé con el AFCol
sugirieron que esta estrategia podia ser poco efectiva contra este patégeno. En este
sentido, se conoce que a pesar de ser el LPS es uno de los antigenos mas importantes
de V. cholerae, los componentes antigénicos no-LPS juegan también un papel

fundamental en la induccion de la respuesta inmune contra el patégeno (10, 11).

Teniendo en cuenta las experiencias previas de obtencion y evaluaciéon de AFCol, una
de las alternativas de gran interés seria obtener una estructura coclear a partir de los
componentes que forman la membrana externa de V. cholerae Ol. Las nuevas
estructuras pudieran constituir una importante estrategia para el disefio de
formulaciones mucosales contra patégenos entéricos, incluyendo al V. cholerae O1 que

continta causando serios problemas de salud a nivel mundial (12).

Los cocleatos fueron descritos por primera vez por Papahadjopoulos D y colaboradores
(13) en trabajos relacionados con estudios de procesos de fusion de membranas donde
el calcio y otros cationes multivalentes inducian, bajo ciertas condiciones, la
precipitacibn de mezclas de Flps y colesterol extraidos de fuentes animales y/o
vegetales. En estas estructuras, los cationes pueden estabilizar las cargas negativas
de las cabezas polares de los Flps, formando puentes idnicos entre bicapas lipidicas
adyacentes, generando un complejo hidrofébico, multilaminar y compacto altamente
estable. Sin embargo, para la obtencion de estas estructuras es esencial lograr las
condiciones adecuadas en cuanto a composicion y estructura de la mezclas de lipidos
de partida. Este aspecto adquiere mayor importancia si se emplean mezclas de
elevada complejidad como las derivadas de las membranas bacterianas. En este

sentido, la formacion de estructuras de tipo porteoliposémicas resulta en un aspecto
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I. INTRODUCCION

esencial para la obtencion de estructuras cocleares a partir de mezclas proteo-lipidicas

complejas (9).

En el afio 2006, en el Instituto Finlay, Pérez JL y colaboradores obtuvieron un extracto
inmunogénico a partir de la membrana externa de la cepa salvaje C7258 de V.
cholerae O1 ElI Tor Ogawa (EMEt). Sin embargo, los autores no estudiaron a
profundidad los componentes de dicho extracto o el tipo de estructuras que estos
forman (14). Si se tiene en cuenta también que los proteoliposomas bacterianos
constituyen la materia prima fundamental para la obtencién de estructuras cocleares
(9), entonces la primera interrogante a que se enfrenta este trabajo es si ¢tendra el
EMEt componentes proteicos y lipidicos capaces de inducir la formacién de una
estructura proteoliposémica que sustente la posibilidad de su transformacién en

estructuras cocleares?

Para la obtencién de cocleatos a partir de mezclas artificiales de fosfolipidos y
colesterol han sido patentadas y estudiadas varias metodologias (15, 16). En el afio
2002 Pérez O y colaboradores patentaron un método para la obtencién de cocleatos a
partir de proteoliposomas bacterianos basado en un proceso de dialisis rotacional
continua. EI AFCol obtenido a través de esta metodologia resulto ser una estructura
con mayor capacidad para la incorporacién de antigenos, mas estable e inmunogénica

gue el AFPL1 del cual se deriva (8, 9).

Si se considera la posibilidad de que los componentes del EMEt se ensamblen y
formen un proteoliposoma derivado de V. cholerae O1 (PLc), entonces este podria ser
utilizado como materia prima en la obtencién de una nueva estructura coclear. Para ello
serad necesario enfrentar el PLc al cation calcio e identificar, a través de estudios de
microscopia electrénica si se forman estructuras tubulares y multilaminares con
curvaturas que formen el patrén en espiral, caracteristico de los cocleatos (17). El

proceso de dialisis rotacional continua puede ser empleado para la obtenciéon de

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias de (a Salud Pag. 3



I. INTRODUCCION

pequefios volimenes de cocleatos a nivel de laboratorio. EI mismo permite estudiar y
controlar las interacciones entre los componentes que forman los proteoliposomas y el
calcio para evitar la formacién de agregados de estructura no coclear (9). Para la
obtencion de cocleatos por este método es necesario evaluar diferentes condiciones
del proceso y ajustar los pardmetros mas importantes como la concentracion de Ca, el
flujo de didlisis y la extension de la misma. Teniendo en cuenta estos aspectos: ¢podré
obtenerse una nueva estructura coclear a partir del PLc por el método de dialisis

rotacional continua?

Considerando que el PLc pueda ser transformado en nuevas estructuras cocleares,
estas pudieran ser denominadas de forma experimental como AFCo2 (Adyuvante Finlay
Cocleato 2). A pesar de que el proceso de transformacion mediante didlisis rotacional
continua es poco agresivo, la transformacion estructural del PLc pudiera alterar la
identidad e inmunogenicidad de los principales antigenos de V. cholerae incorporados
en el AFCo2. Un grupo de técnicas de inmunotransferencia y electroforesis pueden ser
utilizadas para estudiar estos cambios (18); sin embargo, la evaluacion in vivo de la
inmunogenicidad seria fundamental para determinar el efecto de dicha transformacion
sobre los antigenos del patégeno presentes en el PLc. El estudio de la respuesta
inmune contra V. cholerae Ol1 se ha visto limitado porque los modelos animales
existentes no reproducen la enfermedad que se produce en el hombre (19). No
obstante, algunas aproximaciones han sido realizadas utilizando conejos, ratas y
ratones. Varios autores han demostrado (20, 21) la inmunogenicidad de sus candidatos
vacunales empleando el modelo de ratones Balb/c inmunizados por via mucosal. Estas
herramientas nos permiten estudiar si ¢la transformacién del PLc en AFCo2 afectara

la identidad e inmunogenicidad de los antigenos de V. cholerae O1?

El AFCo2 pudiera potenciar la respuesta inmune contra los antigenos presentes en el

PLc. Sin embargo, para sustentar su aplicacién como una estrategia de adyuvacion de
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antigenos de patdgenos entéricos es necesario evaluar su capacidad de potenciar la
respuesta inmune contra antigenos no relacionados con el PLc. En este sentido el
polisacarido Vi de Salmonella Typhi (Poli Vi) es un antigeno importante utilizado en la
formulacion de vacunas parenterales contra este patégeno (22) y aunque no se
encontraron referencias sobre su posible uso por via mucosal, el Poli Vi purificado
constituye un antigeno de estructura definida y ampliamente estudiada que seria
interesante evaluar. Por otro lado, existen evidencias de que la respuesta mucosal
inducida contra el patégeno puede ser importante; como se ha demostrado con la
vacuna oral atenuada Ty21a que confiere proteccion contra S. Typhi (23). Considerando
estas razones seria importante evaluar si ¢tendra el AFCo2 efecto adyuvante sobre

el Poli Vi al ser coadministrados por via intranasal?
Atendiendo a los problemas planteados se formul6 la siguiente hipoétesis:

Los componentes del extracto de membrana externa de V. cholerae O1 formaran
proteoliposomas que podran ser transformados en estructuras cocleares con
capacidad adyuvante para potenciar la respuesta inmune contra los antigenos
que componen el proteoliposoma y sobre el polisacarido Vi de S. Typhi

coadministrado por via mucosal.
Para validar la hipotesis formulada se propusieron los siguientes objetivos:

1. Determinar los componentes proteicos Y lipidicos del EMEt y la capacidad de estos
para formar una estructura proteoliposémica (PLc) que sustente la posibilidad de su
transformacion en estructuras cocleares.

2. Obtener una nueva estructura coclear (AFCo2) a partir del PLc por el método de
dialisis rotacional continua.

3. Determinar si la transformaciéon del PLc en AFCo2 afecta la identidad e

inmunogenicidad de los antigenos de V. cholerae O1
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I. INTRODUCCION

4. Evaluar si el AFCo2 tiene efecto adyuvante sobre el Poli Vi al ser coadministrados

por via intranasal

Objetivol:
a) Cuantificacion de LPS, proteinas y FLps totales en el EMEt y sus fracciones
purificadas
b) Identificacion de los principales antigenos proteicos y estructuras fosfolipidicas
c) Caracterizacion morfoldgica de las estructuras que forman el EMEt
Objetivo 2:
a) Produccién del AFCo2 a escala de laboratorio por didlisis rotacional continua
b) Determinacion del porcentaje de incorporacion de los principales componentes
del PLc en el AFCo2
c) Caracterizacion morfoldgica de las estructuras obtenidas
Objetivo 3:
a) Identificacion y evaluacion de las propiedades inmunoquimicas de los principales
antigenos de V. cholerae O1 incorporados en el AFCo2.
b) Inmunogenicidad del PLcy el AFCo2 por via intranasal en ratones Balb/c
¢) Evaluacion de la actividad vibriocida del suero y respuesta de anticuerpos
especificos IgG en suero e IgA en saliva y heces contra los antigenos en el PLc
Objetivo 4:
a) Coadministraciéon del AFCo2 y Poli Vi por via IN a ratones Balb/c
b) Evaluacién de la respuesta inmune sistémica y mucosal inducida contra el poli Vi
y el PLc
Novedad cientifica del trabajo:
1. Se demuestra que el extracto de membrana externa de V. cholerae O1 (EMEY)
contiene fosfolipidos y antigenos proteicos
2. Se demuestra que los componentes del EMEt se encuentran ensamblados vy

formando parte de la estructura del proteoliposoma de V. cholerae O1 (PLc)
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I. INTRODUCCION

3. Se obtiene el Adyuvante Finlay Cocleato 2 (AFCo02) a partir del PLc y se demuestra
gue la transformacion tiene efecto adyuvante sobre los antigenos de dicho PLc a
nivel mucosal

4. Se demuestra, por primera vez, que el Poli Vi adyuvado y coadministrado por via
intranasal con AFCo2 es inmunogénico a nivel sistémico y mucosal

Importancia practica y econdmica de los resultados obtenidos:

1. Los procedimientos utilizados para la caracterizacion del PLc y el AFCo2 pueden ser
extendidos al estudio de nuevos derivados bacterianos con interés vacunal o
adyuvante.

2. Se demuestra la utilidad del método de dialisis rotacional continua para la obtencion
de un cocleato a partir del proteoliposoma de un microorganismo diferente de N.
meningitidis B, fortaleciendo al IF como propietario de esta tecnologia y del nuevo
adyuvante mucosal, AFCo2.

La importancia social radica en que el AFCo2 es efectivo para la adyuvacion de
antigenos de V. cholerae Ol y S. Typhi administrados por via mucosal y pudiera ser
utilizado como una estrategia de adyuvacién para el desarrollo de formulaciones
vacunales contra estos y otros patdgenos entéricos que constituyen una de las
principales causas de muerte de origen infeccioso a nivel mundial, principalmente en los
paises mas pobres.

Este trabajo de tesis consta de 10 capitulos, Introduccién (8 péaginas), Revisiéon

bibliografica (21 paginas), Materiales y Métodos (15 paginas), Resultados (20 paginas),

Discusién (15 paginas), Conclusiones (1 pagina), Recomendaciones (1 péagina),

Bibliografia (154 citas, 7 paginas), Autobibliografia (4 paginas) y Anexos (3 paginas).

Ademas, en las tres primeras paginas se muestra un indice con los epigrafes y sub-

epigrafes de la tesis, seguido de una pagina con las abreviaturas empleadas en la tesis

y luego una sintesis de una pagina.
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I. INTRODUCCION

Los resultados defendidos en este trabajo forman parte de tres publicaciones cientificas
en revistas nacionales e internacionales como Vaccimonitor, Vaccine y Methods y otra
enviada y en proceso de revision a la revista BBA Biomembranes. Los resultados
tambien han sido utilizados para escribir un articulo de revision para la revista Expert
Review Vaccine y han sido presentados en multiples eventos nacionales e
internacionales. Se refieren ademas, en la autobibliografia del autor, 17 publicaciones
relacionadas con el tema de adyuvantes, proteoliposomas y cocleatos que apoyan los
resultados que se defienden en este documento, asi como un premio de la Academia de
Ciencias de Cuba, premios del Forum Nacional de Ciencia y Técnica y una patente

aplicada.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

II.1 Adyuvantes vacunales

Son numerosos los aspectos que sustentan el uso de los adyuvantes como
componentes indispensables de las formulaciones vacunales. En primer lugar, las
vacunas de aplicacion masiva que han demostrado ser efectivas, han sido
desarrolladas contra agentes en los que la infeccion natural confiere proteccion vy
donde utilizando métodos tradicionales, como la atenuacién e inactivacién del agente
patbgeno causal, es posible obtener candidatos efectivos. Sin embargo, estas
metodologias no son aplicables a muchos microorganismos que han desarrollado
mecanismos eficaces para evadir la respuesta inmune, entre los que se incluye la
induccion de tipos de respuestas (Thl, Th2, Tr, etc.) no eficientes para la eliminacion
de la infeccién y la desviacion de la respuesta inmune hacia epitopes no relevantes,
entre otros. En estos casos, es imprescindible el uso de adyuvantes para modificar la
interaccion de los antigenos vacunales con el sistema inmune e inducir una respuesta
gue realmente sea efectiva para combatir la enfermedad (24). En segundo lugar, el
campo del desarrollo de vacunas estd marcado por el uso de estrategias cada vez mas
refinadas para la obtenciébn de antigenos recombinantes, sintéticos o purificados. A
pesar de que mediante estas metodologias es posible desarrollar vacunas mucho mas
seguras, los antigenos obtenidos generalmente son poco inmunogénicos debido a que
carecen de sefales de activacion del sistema inmune y no son presentados
apropiadamente a las células inmunocompetentes (24). Por dltimo, la aparicion de
nuevos agentes patdgenos y la adquisicién de nuevas caracteristicas que modifican los
mecanismos de patogenia, pueden incrementar la virulencia o resistencia a antibiéticos
en estos e imponen nuevas presiones en la obtenciéon de vacunas. De forma general,

estos aspectos constituyen los principales retos de la vacunologia moderna, muchos de
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los cuales pueden ser resueltos con el uso de adyuvantes efectivos como parte de las

formulaciones vacunales (24, 25).

Hasta el momento, pocos son los adyuvantes aprobados para su uso en humanos y la
mayoria sélo lo consigue como parte de la formulacion vacunal; esto trae como
inconveniente que no puedan utilizarse libremente con cualquier antigeno, como suele
ocurrir con las sales de aluminio. Estas ultimas son, por lo tanto, las mas utilizadas por
los productores para evadir problemas de propiedad y formulaciéon (26). El fosfato y el
hidréxido de aluminio han demostrado una elevada seguridad e inducen una potente
respuesta de anticuerpos, sin embargo su uso ha sido inefectivo para la inducciéon de
patron Thl, particularmente en la activacion de CTL (23). El mecanismo de accion de
las sales de aluminio se basa fundamentalmente en un efecto de depdsito del antigeno
en el sitio de administracion y la induccién de un patrén de respuesta Th2, a través de
la activaciéon del complejo inflamasoma (27), por lo que no favorece la adyuvacion de
antigenos poco inmunogénicos, alergénos y patdgenos intracelulares como virus y
parasitos. Debido a las desventajas de las sales de aluminio y la gran necesidad de
nuevos adyuvantes, en los Ultimos afios se ha incrementado considerablemente el
trabajo encaminado al disefio de nuevas formulaciones. Los estudios, en este sentido,
han abarcado una gran variedad de sustancias con diferentes estructuras y fuentes de
obtencion (derivados de bacterias, plantas, aceites minerales y compuestos sintéticos),
aunque el mayor nimero de trabajos se ha centrado en los productos bacterianos o
derivados de estos que actlan como fuente de sefiales de peligros para el sistema
inmune tales como el LPS, ADN, toxinas, peptidoglicanos y proteinas, entre otros (28).
A pesar de que los mecanismos de accion de la mayor parte de los adyuvantes
existentes no se conocen con claridad, los conocimientos actuales del sistema inmune
permiten hacer algunas consideraciones sobre las funciones de los adyuvantes para
potenciar y mantener durante un espacio de tiempo considerable la respuesta inmune

inducida (3, 24), entre estos se encuentran:
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o Promover la activacion y maduracion de las células dendriticas a través de
estructuras inmunoestimuladoras como los denominados PAMPs (LPS, DNA,
porinas, etc).

o Actuar como sistemas de liberacion de antigenos y sefales de peligro (PAMPS) que

promueven su captacion por células presentadoras de antigenos.

o Inducir un ambiente de citocinas adecuado para la polarizacion de la respuesta

inmune, aspecto condicionado por la forma de activacion de las células dendriticas.

o Prolongar la exposicién del antigeno y otras sefiales en el sitio de inmunizacién.

1I-1.1 ADYUVANTES INMUNOESTIMULADORES Y POLARIZADORES

El LPS es un potente activador del sistema inmune, su actividad estd mediada por la
interaccidn con receptores de reconocimientos a patégenos (24) que se encuentran en
las células presentadoras de antigenos y particularmente en células dendriticas.
Especificamente, el LPS interactiia con el TLR4 y polariza la respuesta inmune hacia
un patrén de respuesta Thl (29), sin embargo, debido a la elevada toxicidad de este,
se ha trabajado arduamente en la busqueda de derivados no téxicos como el
monofosforil lipido A (MPL) que se obtiene a partir del LPS de Salmonella minnesota.
El MPL constituye una parte de la molécula del LPS en la que se retiene la capacidad
de activar el sistema inmune pero con toxicidad reducida (30). Ha sido empleado en
numerosos estudios donde ha inducido la activacidbn y migracién de las células
dendriticas, la produccion de interleucina-12 e IFNy (3) incluso ha sido administrado
por via mucosal (31). Actualmente se encuentran licenciadas dos formulaciones
vacunales que combinan el MPL con las sales de aluminio (AS04, propiedad de Glaxo

Smith Kline, GSK) para adyuvar antigenos de HepB y del VPH (Tabla 1)

Tabla 1. Adyuvantes en vacunas actualmente licenciadas para uso en humanos
(3,7,8)

Mec. Accion .

Adyuvantes SL E/IP Antigenos (Vacunas) Productor
Sales de : , .
Aluminio* X Th2  D.P.T,VHB,VPI, HiB, etc (varias) Varios
Emulsion o/w X Thl  HIN1 (Fluad™) Novartis
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MF59 H5N1 (Focetria™)

Emulsion o/w x  Humoral H5N1 (Prepandrix™), GSK
ASO03 (Th?)  H1N1 (Arepanrix™)

Emulsion o/w Humoral ™ ,

AEO3 X (Th?) HIN1 (Humenza™) Sanofi Pasteur

VHB (Fendrix™)
VPH (Cervarix™)

X  Th2/Thl

RC529+Alum X Thl  VHB (Supervax™) Dynavax
X
X

MPL+Alum (AS04) GSK

H5N1 (Inflexal™)
VHA (Epaxal™)

Proteoliposoma Thl  N. meningitidis (VA-MENGOC-BC™) |[nstituto Finlay
CTB - IgA V. cholerae (Dukoral™) SBL

Virosomas Th2/Th1l Crucell

Abreviaturas: SL, sistema de liberacion; IE/IP, inmunoestimulador y/o inmunopolarizador; GSK,
Glaxo Smith Kline; VLP, particulas semejantes a virus (del inglés virus like particles); D.P.T, se
refiere a antigenos de difteria, pertussis y tétanos combinados o formulados por separado;
HxNx, antigenos de virus de Influenza; VHB, antigenos de virus de hepatitis B; VPI, virus de
polio intramuscular; HiB, antigenos de Haemofilus influensae B ; VHA, antigenos del virus de
hepatitis A; VPH, virus del papiloma humano; CTB, subunidad B de toxina de célera, es el Unico
adyuvante mucosal aprobado como parte de la vacuna de célera inactivada.

*Las sales de aluminio incluyen al menos tres estructuras que se utilizan en dependencia de las
caracteristicas quimico-fisicas del antigeno y su adsorcién al gel que se forma al hidratar la sal:
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y sulfato de aluminio.

La propiedad estimuladora de las secuencias no metiladas o CpG presentes en el ADN
de las bacterias, ha sido también usada para el desarrollo de adyuvantes. Los motivos
CpG son reconocidos por el TLR9 y promueven la maduracion de las células
dendriticas y la produccidon de interleucinas 6, 1, 12 y TNFa generando potentes
respuestas de tipo Thl (32, 33). Las secuencias CpG también han sido administradas
por via mucosal con muy buenos resultados (34). Sin embargo, ya se han reportado
algunas reacciones adversas asociadas con su uso en humanos (35). Otro grupo de
adyuvantes en estudio, son los glucésidos triterpenoides o saponinas purificadas de
Quillaja saponaria (3). Estos compuestos tienen propiedades tensoactivas que pueden
perturbar las membranas celulares y ejercer actividad inmunopotenciadora. El uso de
este tipo de adyuvantes se fundamenta en su capacidad de interactuar con los
receptores de reconocimientos a patégenos, activar la produccién de citocinas e inducir
una respuesta de tipo Th1(3). Entre este grupo de adyuvantes se encuentra el QS-21,

gue ha sido el mas usado en ensayos clinicos como parte de candidatos vacunales

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias de (a Salud Pag. 12



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

contra el cancer y enfermedades infecciosas (VIH, malaria, herpes, influenza y hepatitis
B) con algunos resultados alentadores, aunque también su uso ha provocado
reacciones locales adversas moderadas y severas (36). Las citocinas purificadas
también han sido empleadas como adyuvantes en ensayos preclinicos y clinicos , entre
ellas se encuentran la interleucina 1, interleucina 12, IFNy, IFNo/p, interleucina 2 y el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (37). Sin embargo, debido
a problemas de estabilidad, toxicidad y el elevado costo de los procesos de obtencién,
su uso como adyuvantes es limitado aunque a nivel terapéutico han encontrado gran
aplicacion (37, 38). Otros productos naturales como polisacaridos de plantas, lectinas y
agentes tensoactivos, han encontrado aplicacion como adyuvantes vacunales con
buenos resultados a pesar de que se han reportado algunas reacciones adversas y los
mecanismos de accion de forma general no se encuentran esclarecidos (37). La lista
de compuestos inmunoestimuladores puede ser inmensa, lo importante es analizar

cada una de las opciones y determinar en la practica la mas beneficiosa.

[I-1.2 SISTEMAS DE LIBERACION

Existe un gran nimero de sustancias que han sido evaluadas como sistemas de
liberacion para el desarrollo de formulaciones vacunales y adyuvantes, entre ellos se
pueden mencionar los geles, las emulsiones y las nano/microparticulas como los
liposomas, proteoliposomas, cocleatos, derivados poliméricos, etc (39, 40). La
clasificacién entre nano y microestructuras proviene de las distintas caracteristicas y
aplicaciones que pueden tener algunas estructuras, en dependencia de su tamafio,
aceptando limites de escala para nano<100 nm y micro>1 um (40) aunque no existe un
consenso general al respecto y la mayoria de las nanoestructuras utilizadas como
sistemas de liberacion poseen tamafios entre 100 nm y 1 um. La principal funcién de

estos sistemas aplicados al campo de la vacunologia, consiste en entregar las sefiales
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antigénicas al sistema inmune, sin embargo su combinacién con inmunoestimuladores

puede incrementar el efecto adyuvante sobre los antigenos con que se formulan (40).

Entre los compuestos oleosos y las emulsiones aceite-agua estudiadas, el MF59
(mezcla de aceite de escualeno, surfactantes y agua, propiedad de Novartis) ha sido el
mas utilizado (3). Este adyuvante se encuentra actualmente licenciado para su
aplicacién en humanos como parte de formulaciones vacunales contra el virus de la
influenza (Tabla 1) y ha sido también empleado en ensayos clinicos contra VIH, VHC y
VHB con resultados promisorios (3). Recientemente, nuevas formulaciones de
emulsiones aceite en agua han sido licenciadas en vacunas contra el virus de la
Influenza (Tabla 1). Entre los mecanismos de accién propuestos para este tipo de
adyuvante, se encuentra el de ejercer un efecto de depdsito de antigenos con una
liberacién lenta, aunque también ha sido demostrado que pueden activar las células

dendriticas por mecanismos independientes de la activacién de TLR (40).

Quizas las nanoestructuras mas estudiadas como sistemas de liberacion/adyuvante
son los liposomas. Estos se pueden obtener a partir de lipidos comerciales purificados,
sintéticos o0 mezclas de ambos. Las interacciones hidrofilicas e hidrofébicas que
gobiernan las interacciones entre determinado grupo de lipidos y el medio acuoso
permiten la formacion de vesiculas. Los liposomas prolongan la exposicion de los
antigenos al sistema inmune y promueven su captacion por las células presentadoras
de antigenos (39). Por otro lado, se han obtenido estructuras similares a los liposomas
a partir de extractos de virus y bacterias. Por ejemplo, los virosomas son
proteoliposomas obtenidos a partir de la mezcla de lipidos exégenos (comerciales) y
componentes proteicos virales que constituyen sefiales de activacion para el sistema
inmune (41). Concretamente, dos variantes de virosomas han sido aprobadas para su
uso en humanos (3), una contra el virus de la influenza y la otra contra el virus de la

hepatitis A (Tabla 1). Por su lado las vesiculas de membrana externa (VME) derivadas
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de N. meningitidis B también son consideradas proteoliposomas y han sido utilizadas
en humanos para inducir respuestas protectoras contra el patégeno (42); pero también
como adyuvantes de antigenos heterélogos, demostrando en cada caso su capacidad
para activar eficientemente las células dendriticas e inducir respuestas Th1l potentes (8,

43).

11-1.3 ADYUVANTES MUCOSALES

La via de administracion mas utilizada para la aplicacion de vacunas es la parenteral,
no obstante, por esta via solo es posible inducir inmunidad a nivel sistémico, aunque
las vacunas polisacaridicas conjugadas han sido efectivas para inducir alguna
respuesta a nivel mucosal (44). Las vacunas de administracion mucosal no solo
favorecen la eliminacion del patégeno a nivel sistémico sino que también previene su
adherencia y colonizacion en las mucosas como ha sido demostrado con la vacuna oral
de Polio atenuada (23) y las inactivadas de V. cholerae (45).

Por otro lado, las estrategias mucosales eliminan los riesgos de contaminaciones
cruzadas por el uso incorrecto de agujas para inyecciones y no requieren de personal
especializado para ser aplicadas, por lo que las personas pueden ajustarse mejor a los
planes de vacunacion. Por estas razones son consideradas también mas adecuadas
para campafias de inmunizaciones masivas (46). A pesar de las numerosas ventajas
de esta via, CTB es el Unico adyuvante mucosal aprobado en humanos como parte de
la vacuna oral inactivada contra V. cholerae, Dukoral (Tabla 2). Hasta el momento, los
estudios en este campo han estado dominados por el uso de sustancias
inmunoestimuladoras como la toxina de V. cholerae O1 y la toxina labil al calor de
Escherichia coli (47). Desafortunadamente, ambas toxinas producen reacciones
adversas severas en humanos lo que limita su uso como adyuvantes (48). Numerosas
variantes mutadas de estas toxinas han sido obtenidas y han demostrando ser capaces

de potenciar la respuesta de IgAs, anticuerpos séricos e inducir respuesta de linfocito T
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citotdxicos frente a un grupo de antigenos (49). Sin embargo, los estudios de
mutagénesis demuestran una fuerte asociacién de la toxicidad con las propiedades
adyuvantes (48).

Tabla 2. Vacunas Mucosales Licenciadas (23, 50)

Vacuna V_|a d(.a, Nombrg Productor
Aplicacion Comercial

Vacuna viva atenuada contra . MedImmune
virus de la Influenza Nasal FluMist® Vaccines, Inc
Vacuna viva a_tenuada trivalente Oral OPV IPOL, Aventis
contra polio virus Pasteur
Vacuna viva atenuada anti- L Berna Biotech,
tifoidica Ty21a Oral Vivotif® Ltd

Vacuna viva atenuada contra el

Rotavirus, pentavalente oL AL T
Vacuna contra el Rotavirus, viva Oral RotaRix® GlaxoSmithKline
atenuada, monovalente

Vacuna contra Vibrio cholerae )
ol inactivada/CTBr Oral Dukoral® SBL, Suecia
Vacuna contra Vibrio cholerae Oral Orochol® Berna Biotech,
01, viva atenuada CVD103-Hg R Mutacol® Ltd. Suiza.
Vacuna bivalente inactivada Oral Sanchol® Shanta
contra Vibrio cholerae O1 y 0139 Biotechniques

Los sistemas de liberacién nano y microparticulados también constituyen un importante
tema en el disefio de vacunas y adyuvantes mucosales. Entre los polimeros naturales
mas utilizados se encuentran la quitina y la quitosana. Se han empleado principalmente
por via IN y su principal potencial, como sistema de liberacidbn de antigenos a nivel
mucosal, se debe a la presencia de numerosos grupos cargados positivamente en su
estructura que le confieren propiedades mucoadhesivas (51). Por otro lado, el carbopol
es un polimero sintético de alto peso molecular que ha sido utilizado para mejorar la
absorcion de péptidos a través de las mucosas, pues por su elevado peso molecular
debilita las uniones inter-epiteliales e incrementa la permeabilidad a los principios

activos (52).

El uso de vectores vivos atenuados genéticamente que expresan antigenos
heterélogos de otros agentes patégenos, han sido estudiados como sistemas de

liberacion con resultados conservadores, no obstante contindan optimizandose los
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sistemas de expresion de las proteinas. Entre los vectores mas utilizados se
encuentran E. coli y variantes atenuadas de S. Typhi y Bordetella pertussis (50, 53).
Por otro lado el desarrollo en el campo de la transgénesis ha permitido la expresion de
antigenos en plantas comestibles, donde también se han obtenido resultados
alentadores, aunque es necesario realizar mayor niumero de ensayos con diferentes

antigenos debido al riesgo de induccion de tolerancia por la via oral (50).

Estudios comparativos y nuevos conocimientos sobre el sistema inmune mucosal,
apuntan hacia el uso de microparticulas como adyuvantes mucosales. Esto esta
sustentado principalmente por la elevada capacidad pinocitica de las células M en las
superficies mucosales, para transportar antigenos particulados (mayores de 5um)
hacia las células presentadoras de antigenos (54). La administracién oral de particulas
de PLG demostré ser eficiente en ensayos preclinicos, para inducir proteccién contra
algunos patdégenos que colonizan o penetran a través de las mucosas (40), sin
embargo esta via puede ser agresiva para antigenos sensibles a las condiciones del

tracto gastrointestinal.

La via IN resulta muy interesante para la administracion de vacunas, y farmacos en
general, ya que estos pueden ser adsorbidos a nivel local, pulmonar o sistémico en
dependencia de las caracteristicas del sistema de liberacién (55): por ejemplo las
particulas mayores de 10 um son preferentemente retenidas en las vias respiratorias
superiores, mientras que las menores son llevadas directamente hacia los pulmones o
son ingeridas durante el proceso de aclaramiento mucosal (56). Los derivados
bacterianos, como proteoliposomas y cocleatos, también han sido utilizados por via
mucosal. Del campo J y colaboradores (57, 58) han demostrado que la inmunizacion IN
de estas estructuras tienen efecto adyuvante sobre antigenos de virus del herpes tipo 2
y ovalbumina en ratones Balb/c; mientras que Holst J y colaboradores reportan el uso

de VME de N. meningitidis B por via IN en humanos con un aceptable perfil de
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seguridad e inmunogenicidad (59). De manera general, un gran nimero de adyuvantes
mucosales han sido estudiados o se encuentran en investigacion (47, 50) y solo se han

mencionado algunos de ellos.

II-2 Proteoliposomas derivados de microorganismos

El término proteoliposoma fue utilizado inicialmente para describir estructuras
liposomales en las que se incluian proteinas (60) con el objetivo de estudiar las
biomembranas. Actualmente, existe toda una rama de la investigacion dedicada al
estudio y tecnologia de liposomas con fines vacunales (61). Sin embargo, las
estructuras con mayor aplicacion hasta el momento son las derivadas de
microorganismos. Las VME derivadas de bacterias estan formadas por una bicapa
lipidica compuesta principalmente por Flps, proteinas y LPS. Las VME pueden ser
obtenidas de forma natural durante el cultivo del microorganismo (62) o a partir de la
biomasa bacteriana mediante un proceso de extraccion con detergentes (63). Varios
autores se han referido a las VME como proteosomas (64) o proteoliposomas (17), este
altimo es el término que se utilizé en este trabajo para referirse a las vesiculas de
microorganismos. Estas estructuras se comportan como sistemas de liberacion de las
sefales antigénicas y de peligro (e.g PAMPS) provenientes del propio microorganismo
0 no relacionadas con este (heterélogas) que pueden ser insertadas en su estructura
(43). VA-MENGOC-BC™ y MeNZB™ son ejemplos de dos vacunas obtenidas por
Cuba y Nueva Zelanda, respectivamente, basadas en el proceso de extraccion de
proteoliposomas de la membrana externa de N. meningitidis B con detergentes y que
han demostrado ser efectivas en el control de la enfermedad, principalmente en
situaciones epidémicas (42, 65). Los proteoliposomas son estructuras muy complejas,
como se ha mencionado anteriormente, y es necesario realizar un profundo estudio

para caracterizarlas, tanto desde el punto de vista quimico, fisico como biolégico (66).
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11-2.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS PROTEOLIPOSOMAS

La caracterizacion quimica de los proteoliposomas implica el uso de una serie de
técnicas que permitan identificar sus principales componentes estructurales: los Flps
pueden ser evaluados a través de la cromatografia liquida de alta resolucion y
espectrometria de masa (67); sin embargo la cromatografia en capa delgada es un
método mucho mas rapido, econémico y sensible para identificar las especies de Flps
presentes en la mayoria de las células bacterianas; a través de esta metodologia
también es posible cuantificar los Flps, ya sea por la determinacion del fésforo
inorganico o por el analisis densitométrico de las manchas reveladas (68). La
identificacion y cuantificacion de antigenos proteicos también es muy importante. Para
el andlisis del contenido total de proteinas se pueden realizar diversos ensayos
colorimétricos, sin embargo en la mayoria de los casos se han utilizado modificaciones
del ensayo de Lowry porque tienen menos interferencias con el resto de los
componentes de los proteoliposomas (66, 69). Por otro lado es importante identificar
los antigenos proteicos en los proteoliposomas ya sea a partir del analisis de los
perfiles electroforéticos de las proteinas o con estudios de proteomica (70). No
obstante, si se cuenta con un panel de anticuerpos monoclonales (AcM) que
reconozcan epitopes importantes en los principales antigenos de la muestra que se
analiza, es posible no solo identificarlos sino que también se puede determinar si sus
propiedades inmunoquimicas se afectan o no durante el proceso de extraccion (66). La
caracterizacion fisica de las vesiculas obtenidas mediante el método de extraccion con
detergentes, se basa principalmente en demostrar que sus principales componentes
(proteinas, LPS y Flps) se encuentran ensamblados y formando una estructura
proteoliposémica. Esto es muy importante ya que las propiedades biolégicas de los
proteoliposomas estdn muy asociadas a su estructura particulada (66). Para su
caracterizacion estructural se han empleado técnicas de microscopia electrénica de

transmision, barrido, congelacién y fractura, etc. Por otro lado el tamafio, dispersion y
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carga superficial de las estructuras puede ser determinado a través de estudios de
espectroscopia de correlaciéon fotdnica y evaluacion del potencial Z, respectivamente

(69).
11-3 Estructuras Cocleares

Las membranas lipidicas pueden adoptar diferentes conformaciones en dependencia
de su composicion y las condiciones del medio en que se encuentran. En 1974,
durante estudios de procesos de fusion de vesiculas lipidicas en presencia de cationes
divalentes como calcio y magnesio, Paphadjopoulos y colaboradores describieron por
primera vez la formacién de un complejo estable, insoluble y multilaminar de cationes y
Flps anibnicos, formado por el enrollamiento en espiral de bicapas lipidicas (71). En
estas estructuras, los cationes divalentes se sitan entre las bicapas formando puentes
i6nicos, las cargas positivas del cation interactlan electrostaticamente con los grupos
anionicos de la cabeza polar de los fosfolipidos entre membranas adyacentes y
estabilizan la estructura. (Anexo 1). Estos autores utilizaron el término cocleato
derivado del griego “kocliao” que significa caracol con concha en espiral para identificar
las nuevas estructuras (13). Posteriormente ha sido demostrado que los liposomas y
los cocleatos son estructuras con gran aplicacion para el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas profilacticas y terapéuticas (72). La fusion de las vesiculas constituye un
evento clave en la formacién de las estructuras cocleares y esta en estrecha relacion
con la agregaciéon de estas, el incremento de la permeabilidad de la membrana y el
cambio de fase de las cadenas hidrocarbonadas desde el estado liquido-cristalino al
estado gel (73). Todos estos eventos se desencadenan de una forma altamente
cooperativa con respecto al incremento de la concentracion de calcio, el cual neutraliza
las cargas negativas de la superficie externa de las vesiculas e induce la transicién de
fase facilitando la agregacion (74). Durante el proceso de fusion, ocurre la mezcla de
componentes de las diferentes membranas involucradas siendo este un proceso muy

desfavorable energéticamente debido a la alta estabilidad de las membranas lipidicas.
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No obstante, el cambio de fase inducido por el calcio, podria alterar la energia del
sistema permitiendo la formacion de un estado transitorio inestable de relativamente
baja energia de activacion que favorece el proceso de fusién (75). De esta forma, las
perturbaciones ocasionadas por los iones de calcio sobre membranas que contienen
fosfolipidos cargados negativamente y los subsiguientes eventos que se desarrollan,

favorecen la formacion de los cocleatos.

11-3.1 COCLEATOS DERIVADOS DE PROTEOLIPOSOMAS BACTERIANOS

Los cocleatos poseen algunas ventajas con relacion a los liposomas, ya que son mas
resistentes y pueden ser utilizados por via oral o ser liofilizados sin que se afecte su
estructura, ademas permiten, a diferencia de los liposomas, elevados porcentajes de
encapsulacion de moléculas con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (e.g
hidrofébicas, hidrofilicas, etc.) (72). Por lo tanto no es extrafio que hayan sido
considerados para el desarrollo de vacunas y adyuvantes (76). Un acercamiento a este
problema, fue realizado por Pérez O y colaboradores quienes patentaron un método
para obtener cocleatos a partir de proteoliposomas derivados de microorganismos
(Anexo 2) en lugar de utilizar los Flps sintéticos y/o comerciales (9). Para ello
desarrollaron un proceso de didlisis rotacional continua, como se observa en la Figura

1.

El proceso provee de un soporte rigido (tubo plastico) a las membranas de nylon que
sirven de contenedor para los proteoliposomas resuspendidos en detergente; el
dispositivo es de facil manipulacién bajo condiciones asépticas, de cierre hermético y a
la vez permeable a los solventes (18). La disposicion casi vertical de los tubos de
didlisis permite, que una vez puesta en marcha la rotacion, las burbujas del interior
realicen una homogenizacion mecanica muy efectiva tanto del contenido de éste como
del tamp6n de calcio en el exterior (Figura 1). Con este procedimiento es posible

controlar las interacciones entre los componentes del proteoliposoma dentro del tubo
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de didlisis y el calcio en el tampon de formacién que va penetrando al tubo a través de
la membrana de didlisis. EI AFCol derivado del proteoliposoma de N. meningitidis B

fue la primera estructura obtenida con este procedimiento (9).

Estudios microscopicos han demostrado que el AFCol es una estructura tubular y
multilaminar (17), aunque no ha sido posible determinar si estan formados por una
Unica lamina que se enrolla sobre si misma como plantea Papahadjopoulos D y
colaboradores (13) o si estas se forman y se ensamblan independientemente. De
cualquier forma no resultaria extrafio que asi fuera, ya que los cocleatos derivados de
proteoliposomas bacterianos tienen en su composicion estructuras muy diferentes
(proteinas, LPS, etc) a las descritas en los cocleatos derivados de Flps comerciales o
sintéticos, que también pueden agregarse y ensamblarse de distintas maneras,
principalmente, cuando se obtienen a partir de cationes diferentes al calcio o mezclas
de Flps; dando origen a estructuras multilaminares con formas esféricas y hojas

multilaminares planas (77).
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Figura 1. Representacion esquemaética
del sistema de didlisis rotacional
utilizado. Tomado de Bracho G. 2004
(18)

\ +—— Presilla

AR

solucidn TF

Recipiente

O — |
P S o . wn wn —un SNL RO Ny R L R LWL LW

11-3.2 APLICACIONES DE LOS COCLEATOS

Desde el punto de vista practico las estructuras cocleares pueden tener numerosas
aplicaciones. En general, constituyen estructuras muy atractivas para el disefio de
sistemas de liberacion ya que se han podido encapsular y adyuvar antigenos de
diversa naturaleza (proteinas, péptidos, ADN, LPS, polisacéaridos, glicoproteinas, etc.)

(8, 76). Por otro lado, la presencia de multiples capas arrolladas sobre si, permite la
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proteccion de las moléculas en las capas interiores frente a la oxidacion y a
condiciones agresivas del medio (enzimas degradativas, pH extremos, etc.). De esta
forma los antigenos de Neisseria encapsulados en el AFCol, a diferencia de los
encapsulados en AFPL1, conservaron sus propiedades inmunogénicas cuando se
enfrentaron in vitro a pH extremos que simularon las condiciones del tracto
gastrointestinal. De igual forma, ha sido demostrado que los cocleatos derivados de
lipidos comerciales pueden proteger los antigenos incorporados en su estructura y
acceder a las placas de Peyers para activar la respuesta inmune mucosal cuando se
administran por via oral (76). Los cocleatos también pueden ser liofilizados y
almacenados a temperatura ambiente por largo tiempo sin que se afecte su estructura

(72, 76).

La transformacion del AFPL1 en AFCol demostré tener efecto adyuvante sobre los
antigenos de Neisseria ya que se incremento la respuesta inmune contra estos tanto a
nivel sistétmico como mucosal cuando se administraron por via IN o intragastrica en
ratones Balb/c (18, 58). Ademas, el AFCol ha sido efectivo para la adyuvacién de
antigenos de Leishmania (78), Plasmodium (79) y Virus de Herpes Simple (VHS) (57),
entre otros. En estos trabajos se demostrd que la respuesta inmune inducida contra los
antigenos adyuvados se caracteriza por altos titulos de anticuerpos a nivel de mucosa
(IgA) y sistémico (IgG) y proliferacion de células T. De igual forma, AFCol indujo
proteccion contra el VHS en un modelo de ratdn inmunizado por via IN (57). Sin
embargo, las aplicaciones mas exitosas de los cocleatos han sido, hasta el momento,
como vehiculos para la administracion de vitaminas, nutrientes y principios activos
(anti-inflamatorios y antibioticos) para el tratamiento de infecciones bacterianas, virales
y fungicas. Estas aplicaciones se encuentran lideradas por la compafia “Biodelivery
Science Internacional (BDSI)” fundada por Gould-Fogerite y Mannino los que han

generado numerosas patentes relacionadas con la obtenciéon de cocleatos a partir de
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lipidos comerciales (80) y han registrado una formulacion para el tratamiento de

infecciones causadas por Candida albicans con anfotericina B (81).

II-4 Principales bacterias causantes de enfermedades diarreicas

Entre los principales agentes bacterianos causantes de enfermedades diarreicas se
incluyen Vibrio cholerae de los serogrupos O1 y 0139 y gran variedad de especies de
los géneros Salmonella y Shigella, responsables de la disenteria bacteriana; también
se pueden mencionar cepas de Escherichia coli enterotoxigénica y Escherichia coli
enteropatogénica que son las principales causas de la diarrea del viajero. Todos ellos
son responsables de méas de 2 millones de muertes cada afio y los nifios menores de 5

afos son sus principales victimas (1).

11-4.1 VIBRIO CHOLERAE

V. cholerae es una bacteria motil, Gram-negativa perteneciente a la familia
Vibrionaceae. Inicialmente se conocié como Vibrio comma, por su forma curvada y fue
identificado en 1883 por Robert Koch en heces de pacientes con la enfermedad. Mas
de 200 serogrupos han sido identificados hasta el momento de acuerdo a las diferentes
caracteristicas del antigeno O del LPS del microorganismo. Hasta 1992 el serogrupo
mas importante de V. cholerae, desde el punto de vista clinico, era el Ol1. Este se
divide en dos biotipos: Clasico y El Tor, que se identifican en base a criterios
bioquimicos y fenotipicos. Estos biotipos a su vez pueden ser clasificados a través de
métodos seroldgicos en tres serotipos: Ogawa, Inaba e Hikojima, aunque este ultimo
aparece raras veces. En 1992 ocurrié una epidemia de célera en Madras, India, donde
por primera vez se reportaron casos de cdlera originados por una cepa de V. cholerae

de serogrupo no-0O1, que fue clasificada posteriormente como el serogrupo 0139 (45)
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11-4.1.1 EL COLERA

El célera es una infeccion intestinal que produce vémitos y diarrea acuosa aguda; es
causada por la bacteria V. cholerae del serogrupo O1 u 0139. La enfermedad esta muy
relacionada con los elevados niveles de pobreza y la dificil situacion socioeconémica
en diversas regiones del mundo, principalmente de Africa y Asia. Una de las principales
vias de transmision del patdgeno es de persona-persona por via fecal/oral y a través de
alimentos y agua contaminados, razon por la cual, la carencia de agua potable, el
hacinamiento y falta de higiene son factores que predisponen a la enfermedad.
Estudios epidemioldgicos conservadores estiman que anualmente mas de 1 millén de
personas enferma por esta causa y mas de 100 000 mueren, principalmente nifios
menores de 5 afios (45). La OMS ha dictado medidas y apoyado camparfas para
mejorar la situacion hidrica e higiénica, sin embargo no han sido efectivas debido al
aumento de la emigracion rural, las infraestructuras insuficientes, el cambio climético y
la competencia que se establece entre las distintas prioridades sanitarias de las
regiones afectadas. Es por ello que las vacunas se han convertido en una estrategia a
corto plazo para mitigar los efectos de tan devastadora enfermedad. Diversas
estrategias vacunales han sido evaluadas pero solo las vacunas orales de células

enteras (Tabla 2) han tenido éxito (1)

[1-4.1.2 FACTORES DE VIRULENCIA Y MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Las etapas en el proceso infeccioso de V. cholerae O1 u 0139, incluyen la adherencia
y colonizacién de la mucosa del intestino delgado y la producciéon de enterotoxinas
entre las que se encuentra la toxina de célera, una proteina multimérica que consiste
en una subunidad activa A (CTA) y cinco subunidades B (CTB). La CTB es la
responsable de la unién entre la toxina de célera y los gangliosidos GM1 en la
superficie de las células epiteliales, mientras que la CTA causa hipersecrecion de
fluidos y electrolitos a través de la estimulacion de la adenilato ciclasa. La expresion de

esta toxina es corregulada con la del Pili denominado TCP (TCP- del Inglés Toxin
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Corregulated Pili) (82), identificado como un importante factor de colonizacion. Se han
identificado otras toxinas como la Toxina de la Zénula Ocluida (ZOT- del inglés “zonula
occludens toxin”) que aumenta la permeabilidad de la mucosa del intestino delgado o la
enterotoxina accesoria de colera (ACE - del inglés “Accesory Cholera Enterotoxin”),
cuya acciéon sobre el ileon ligado de conejo produce la acumulacion de grandes
volumenes de fluido. EI mecanismo de accién de esta toxina no esta completamente
dilucidado, pero se piensa que favorece la formacién de canales i6nicos en las

membranas intestinales (83).

Otra proteina muy relacionada con los pili es la Hemaglutinina Sensible a Manosa
(MSHA del inglés mannose-sensitive hemagglutinin), varios estudios han demostrado
gue la aplicacion de anticuerpos policlonales o monoclonales anti-MSHA a ratones
infantes induce proteccion y ademas previenen la acumulacién de fluido en el intestino
ligado de conejos; estos resultados sugieren que la MSHA juega un papel importante
en la colonizacién de V. cholerae (84, 85). Otras proteinas de membrana externa
asociadas con la patogenicidad de V. cholerae son las porinas. Particularmente, la
OmpT (40 kDa) y la OmpU (38 kDa) que estan bajo el control de ToxR (86). Se ha
demostrado que OmpU media la adherencia a las células epiteliales humanas in vitro y
gue genera anticuerpos en voluntarios infectados experimentalmente con V. cholerae

01 (87).

[1-4.1.3 RESPUESTA INMUNE

La respuesta humoral es importante para la proteccion contra el célera. Los
anticuerpos especificos contra V. cholerae en humanos con certeza juegan un papel en
la proteccion, pero no existe evidencia directa acerca del isotipo o subclase que se
requiere para garantizar la inmunidad contra este patégeno (10). Existen dos puntos de
vista acerca del isotipo de anticuerpos que participan en la protecciéon frente a V.

choleare en humanos.
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El célera es una infeccion entérica y durante mucho tiempo se supuso que la IgAs
especifica era secretada al interior del lumen intestinal lo que podria facilitar el
desarrollo de una respuesta protectora. Hoy se conoce que los anticuerpos IgAs
constituyen el isotipo mayoritario en las secreciones mucosales y que su principal
mecanismo de accibn se basa en la inmunoexclusion y/o neutralizacion de
microorganismos y toxinas, por lo que efectivamente, este pudiera ser el principal
mecanismo de defensa contra el patégeno (88, 89). Ciertamente, altos niveles de IgAs
especifica frente al LPS de V. cholerae se han encontrado en sueros de pacientes
convalecientes y en secreciones intestinales de pacientes restablecidos de la infeccién
(90). La IgAs puede puede obstruir la colonizacion de V. cholerae interfiriendo con el
LPS que recubre la vaina flagelar y reducir el movimiento y acceso a determinadas
areas de preferencia en el intestino. El otro isotipo de anticuerpos importante producido
contra V. cholerae es el IgG. Estos anticuerpos estan presentes en el suero y son, en
su mayoria, especifico contra el LPS del patégeno (91). La proteccién contra célera se
correlacion6 con los anticuerpos IgG séricos a partir de ensayos que involucraban
inmunizaciones parenterales con V. cholerae inactivado (92). Los anticuerpos IgG con
actividad vibriocida presentes en el suero son la respuesta inmune mejor caracterizada
en las infecciones causadas por V. cholerae O1. Luego de una infeccién natural contra
el patdogeno se generan fundamentalmente anticuerpos séricos con actividad
bactericida en presencia de complemento (93). Se argumenta que los anticuerpos IgG
en secreciones mucosales son mas sensibles a la accion de las proteasas y por eso
son menos efectivos que la IgAs, sin embargo el papel de los anticuerpos IgG en la

proteccidn necesita ser establecida.

Varias estrategias de vacunacion han sido utilizadas para combatir a V. cholerae. En
primer lugar, se obtuvieron las vacunas parenterales de células enteras inactivadas,
gue actualmente no son recomendadas por la OMS debido a su elevada

reactogenicidad y baja eficacia (1). En su lugar, las vacunas orales han demostrado ser
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mas seguras y eficaces por lo que se han licenciados dos tipos principales: las vacunas
de células enteras inactivadas y las vivas atenuadas (Tabla 2). La vacuna inactivada

Dukoral™

producida por SBL, Suecia, se encuentra licenciada en mas de 50 paises y
ha mostrado proteccion contra el serogrupo O1. El adyuvante mucosal CTB que es
utilizado en esta vacuna ha mostrado un efecto sinérgico en la proteccion (94). Por otro

lado la vacuna inactivada Sanchol, que es una variante tecnoldgica de Dukoral™

pero
sin el componente CTB, se produce y esta licenciada en Vietham y la India. Esta

vacuna ofrece proteccion ademas contra el serogrupo O 139 (45).

Las vacunas atenuadas han demostrado también ser efectivas. Sin embargo la vacuna
Orochol™ compuesta por la cepa CVD 103-HgR fue retirada del mercado después de
ser demostrado en ensayos clinicos que en condiciones de coélera-endémico inducia
bajos niveles de proteccion (13,5% de eficacia). Sin embargo otros candidatos de
vacunas atenuadas contintan desarrollandose como los candidatos vacunales 638 (95)
y Pera 15 (96) que han mostrado ser muy inmunogénicos en los ensayos clinicos

realizados.

11-4.2 SALMONELLA

Las bacterias del género Salmonella pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son
bacilos Gram negativos de aproximadamente 0,7-1,5 x 2-5 um, generalmente moviles
por flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum). Son anaerobios facultativos con una
temperatura 6ptima de crecimiento de 35-37°C y pH 6ptimo de crecimiento: 6,5-7,5
(97). Salmonella queda dividido en dos especies: S. enterica y S. bongori que
posteriormente se dividen en 6 subespecies. El género Salmonella ha sido clasificado
en varios grupos serolégicos segun el esquema de Kauffmann-White basado en la
identificacion de antigenos somaticos de superficie (O), capsular (K o Vi), y antigenos
flagelares (H) derivados de los perfiles antigénicos por aglutinacion con antisueros

especificos (98). Dentro de la especie Salmonella enterica se destacan serovares de
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interés como: S. enterica serovar Typhi (S. Typhi), serovar Typhimurium (S.

Thyphimurium) y serovar Enteritidis (S. Enteritidis), entre otros.

[1-4.2.1 LA FIEBRE TIFOIDEA

La infeccion por Salmonella (salmonelosis) incluye varios sindromes que afectan a los
seres humanos pero los mas frecuentes son la fiebre tifoidea y la gastroenteritis (99).
Reportes de la OMS, estiman que anualmente se producen entre 16 y 33 millones de
casos de fiebre tifoidea que causan la muerte de mas de 500 000 personas,
principalmente nifios y jovenes con edades entre 5 y 19 afios (1). Dentro de las
vacunas licenciadas contra S. Typhi, se encuentran la inactivada de células enteras,
gue por su elevada reactogenicidad ha dejado de ser usada en muchos paises; las
vacunas de polisacarido Vi de S.Typhi (Poli Vi) y la viva atenuada compuesta por la
cepa Ty2la. La vacuna de Poli Vi es de aplicacion parenteral, se administra con una
sola dosis e induce anticuerpos anti-Poli Vi protectores a nivel sistémico (22). Esta
vacuna ha demostrado mas de 70% de eficacia en varios ensayos clinicos con adultos
y nilos mayores de dos afos, aunque no induce memoria y su efectividad en nifios
mas pequefios es cuestionada (1). La vacuna viva atenuada es de aplicacién oral e
induce respuesta inmune, principalmente, contra antigenos proteicos y LPS a nivel
sistémico y mucosal (22), pero debido a que requiere mdltiples dosis para su
efectividad (3-4 capsulas) y no debe usarse en individuos inmunodeprimidos (vacuna

viva) se contindan evaluando otras estrategias (1).

[I-4.2.2 FACTORES DE VIRULENCIA Y MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

La virulencia de Salmonella spp. estd estrechamente relacionada con el hospedero
(100), causando diferentes sindromes en dependencia del reservorio animales que
infeste. Los antigenos en la superficie de la bacteria juegan un papel crucial en el
proceso de colonizaciéon en el ileon y el colén; una vez ingerido el bacilo, este alcanza

rapidamente el intestino delgado se adhiere y penetra la mucosa por transcitosis a
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través de las células My los enterocitos (101). La bacteria invade las células epiteliales
del colon y macrofagos, mediante mecanismos que involucran la union a receptores D-
manosa en las células epiteliales con las fimbrias y a través de un sistema de secrecion
tipo I (TTSS- del inglés “Type Three Secretory System”). EI TTSS es codificado en las
islas de patogenicidad en el cromosoma bacteriano (102) y media el contacto entre la
bacteria y las células epiteliales. Las Salmonellas son patégenos intracelulares que
también pueden causar la apoptosis de los macréfagos infectados y con ello iniciar una
respuesta de citoquinas pro-inflamatorias que incluyen interleucina 1 e interleucina 8
(103, 104). La habilidad de Salmonella para sobrevivir en macréfagos es
definitivamente importante en la virulencia (105). Estudios realizados por Monack y
colaboradores demuestran el papel del TTSS-2 en los mecanismos de sobrevivencia
del microorganismo en células epiteliales y macréfagos (106), mientras que otros
estudios sugieren que la estimulacion de TLR puede afectar la expresién de TTSS-2

(107).

[1-4.2.3 RESPUESTA INMUNE

Las infecciones naturales o experimentales con Salmonella tienen como resultado la
estimulacion de la respuesta humoral y la inmunidad mediada por células que
fundamentalmente esta dirigida contra el LPS, proteinas de membrana externa y el
polisacérido capsular. Aungue las evidencias indican que la infeccibn con cepas
salvajes de Salmonella confiere inmunidad protectora y que esta ademas es serotipo
especifica; el nimero y la variedad de anticuerpos con distintas especificidades y el
grado de reactividad cruzada, asi como su actividad funcional en relacibn a su
especificidad no ha sido bien dilucidada (108). La respuesta innata involucra una gran
variedad de tipos celulares y diversos componentes (citocinas, guemoquinas, etc) que
contribuyen a la induccién de respuesta inmune especifica en el hospedero; varios
estudios revelan la importancia de los macréfagos y neutréfilos en las etapas

tempranas de la infeccion (109, 110).
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La respuesta inmune especifica puede contribuir grandemente en la eliminacion del
patégeno: amplificando la capacidad fagocitica y litica de los macréfagos (estrés
oxidativo) y potenciando el efecto citotoxico de células T CD8" (CTL) (111). Por otro
lado es importante tener en cuenta la inducciéon de respuesta inmune mucosal. La
vacuna oral atenuada Vivotif (Tabla 2) ha demostrado ser efectiva, en la proteccién o
inmunidad de grupo ya que no solo elimina el patégeno a nivel sistémico sino que lo
neutraliza y excluye a nivel mucosal (112). Sin embargo la cepa atenuada no produce
Poli Vi y no se han realizado ensayos comparativos concluyentes que permitan a la
OMS recomendar una u otra vacuna para casos de epidemia (1). Actualmente se
trabaja en estrategias que permitan aprovechar los beneficios de la administracién
mucosal y la induccion de respuesta contra Poli Vi, tal es el caso de una nueva variante
atenuada productora del polisacarido y una vacuna conjugada que se encuentran en

ensayo clinico (112).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

I1l-1 Caracterizacion de un extracto de membrana externa de V. cholerae O1

El EMEt derivado de la Cepa C7258 V. cholerae O1 El Tor Ogawa se obtuvo segun
proceso referido por Pérez JL y colaboradores 2006 (14). En primer lugar se cultivé la
cepa C7258 en un medio compuesto por Peptona de carne (MERCK) 3 g/L, Triptona
(MERCK) 17 g/L, K,HPO, (MERCK) 2,5 g/L y NaCL (MERCK) 5 g/L, pH 7,2, durante 6h
a 37°C y 200 rpm de agitacion rotacional. A continuacion el cultivo se centrifug6 a 17
700 x g durante 1h a 4°C y la biomasa se lavé dos veces con SSTF y se resuspendié
en una solucion tampon 30 mM Tris y 2 mM EDTA pH 8,5 a razén de 210 mg/mL del
tampon. Para la extraccion se utilizé una solucion al 15% del detergente Duodecil
Sulfato de Sodio (SDS), de la que se afiadieron, lentamente y con agitacion, 0,0,25 mL
por gramo de biomasa resuspendida. La suspension se incubd en bafio de agua con
hielo durante 1h en agitacién lenta y posteriormente se centrifugd a 17 700 x g durante
1h a 4°C, se desech¢ el sedimento y el sobrenadante se sometié a un tratamiento con
DNasa y RNasa (Sigma, EUA) (0,1mg/20mL) durante 1h a 37°C. A continuacion, la
muestra tratada se centrifugé a 33 300 x g durante 30 min. a 4°C, el sedimento se
desechd y el sobrenadante se ultracentrifugd a 65 000 x g durante 8h a 4°C. El
sedimento que se obtuvo de la ultracentrifugacion se resuspendiéo en 10 mL de una
solucion tampén 30 mM Tris pH 7,5 y se filtré a través de filtros sartorius Minisart-plus
de 0,45 y 0,22 um respectivamente y se almacend a 4°C. Esta suspension se
denomind como extracto de membrana externa de V. cholerae Ol (EMEt). Una parte
del sedimento se resuspendié en tampon 30 mM Tris - 2 mM EDTA pH 8,5 y se purifico
por cromatografia de exclusibn molecular. Para ello se utiliz6 una columna
cromatografica XK 16/100, empaquetada con Sephacryl S-1000 (Pharmacia) y

equilibrada con 30 mM Tris-2 mM EDTA-SDS 0,5% a pH 8,5. Se aplicaron 4mL
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(8mg/mL) de la muestra, lo que representa aproximadamente el 2% del volumen total
de la columna. La cromatografia se desarrollé con un flujo volumétrico de 0,4 mL/min.
(12cm/h) usando un Uvicord Sl (280 nm, Pharmacia) y un Recorder Rec-102
(Pharmacia). Las 2 fracciones que componen el EMEt fueron denominadas como F1 y

F2.

I1I-1.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

Las proteinas se cuantificaron en las muestras mediante la técnica de Lowry (113). En
todos los casos, se utilizé una curva estandar de albumina de suero bovino (material de
referencia del Instituto Finlay, Cuba) en un rango de concentracion de 0,036 a 0,18

mg/mL.

I1I-1.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

El andlisis electroforético se realizdé en gel de acrilamida (Merck, Alemania) al 12,5%,
de 1 mm de espesor y en condiciones reductoras con SDS al 0,1% (SDS-PAGE) (114).
Las muestras se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL de proteina en el tampdn
para el tratamiento de las muestras (2% (p/v) SDS, (5% v/v) 2-mercaptoetanol (Merck,
Alemania), 60 mmol/L TrisHCI pH 6,8, 10% (v/v) glicerol (Merck, Alemania), 0,001%
(p/v) bromofenol azul (Sigma, EUA)) y se calentaron a 100°C durante 10 min. Las
muestras se aplicaron a razéon de 5-20 ug de proteina (determinado por Lowry, acapite
I1I-1.1) por carril. Para evaluar el perfil de proteinas expresadas por la cepa C7258, se
ajustd una suspensién celular a 10° UFC/mL en SSTF y se lis6 en el tampon de
tratamiento de muestra e incubacion a 100 °C durante 5 min. y se aplicaron 10 uL de
cada muestra en el gel. Las corridas electroforéticas se realizaron a 80 V, durante 90
min. y los geles se tifieron con azul Coomassie R-250 (LKB, Suecia). Las bandas se
visualizaron y analizaron en un digitalizador de imagenes (ImageMaster, Pharmacia

Biotech, Suecia).
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I11-1.3 INMUNOTRANSFERENCIA: IDENTIFICACION DE ANTIGENOS PROTEICOS EN EL

EXTRACTO

El ensayo de inmunotransferencia se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por
Burnett WN (115). Brevemente, se realiz6 el SDS-PAGE a las muestras (acapite 11-1.2)
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond™-C extra, EUA) en
camara sumergida (BioRad, EUA) durante 14-16 horas, a 4°C, con una intensidad de
corriente de 30 mA. Después de la transferencia, se procedié a bloquear los sitios
libres de la membrana con leche descremada (Merck, Alemania) al 3% en SSTF, pH
7,2 durante 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, se utilizé un panel de AcM
suministrados por el Instituto Finlay para identificar los principales antigenos en las
muestras: anti-LPS Ogawa (2B4G5) (116), anti-TCP (10E10E1) (117), anti-MHSA
(2F12F1) (118), anti-CTB (4E1G5), anti-CTA (1G10G5) (119), y anti-OmpU (9H12E6)
(120). Los anticuerpos se diluyeron 1:200 en SSTF con leche descremada al 1% (p/v) y
Tween 20 (Sigma, EUA) al 0,01% (v/v) y se incubaron 2 horas 37 °C. En el siguiente
paso se adicion6 un conjugado anti-lgG de raton-peroxidasa (Sigma, EUA) diluido
1:5000 en SSTF y Tween 20 al 0,01% (v/v) durante 1 hora de incubacion a temperatura
ambiente. Por ultimo, se realizé el revelado de las bandas mediante la adicion de la
solucion de sustrato que contenia peroxido de hidrégeno (0,015%, v/v) (Fluka, Suiza),
diaminobencidina (Sigma, EUA) (0,5 mg/mL), dimetilsulfoxido (1%, v/v) (Merck,
Alemania) en tampdn citrato (acido citrico 0,1 mol/L y Na,HPO, 0,2 mol/L (BDH, Reino
Unido), pH 5). Entre cada paso de incubacion se realizaron cinco lavados de 5 min.

cada uno, con SSTFy Tween 20 al 0,01% (v/v).

I11-1.4 CUANTIFICACION DE LPS

Las muestras, asi como diferentes diluciones de un estandar de LPS obtenido y
purificado en el Instituto Finlay a partir de la cepa C7258, se aplicaron en un gel de

poliacrilamida (12,5%) en presencia de SDS y se realizé la electroforesis SDS-PAGE
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como se describe en el acdpite IlI-1.2. Posterior a la etapa de la electroforésis, los
antigenos se transfirieron desde el gel a un papel de nitrocelulosa (Hybond™-C extra,
EUA). La inmunotransferencia de las muestras se realizO como se describe en el
acapite l1l-1.3 con la particularidad de que el AcM que se utilizd para la deteccién de las
muestras fue el anti-LPS (2B4G5). El perfil reactivo obtenido se evalué por
densitometria, en un ImageMaster, Pharmacia. Con este programa se realizé la
calibracion del estandar del LPS purificado. Se obtuvo una curva de regresion con los
valores de intensidad de las bandas y las cantidades correspondientes del estandar (3,
2,1, 0,5 ug de LPS). Para cuantificar la cantidad de LPS en las muestras (EMEt, F1 y

F2) se extrapol6 el valor de intensidad de cada banda en la ecuacién de regresion.

I11-1.5 CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS TOTALES

La concentraciéon de fosfolipidos totales se determiné mediante el método de
mineralizacion de Fiske Subbarow (121) que es reactivo al fésforo inorganico. Las
muestras a cuantificar se calentaron en bafio de arena a 200°C hasta su evaporacion.
Posteriormente, se afiadié 0,5 mL de HCIO, (Merck, Alemania) al 70% con agitacion
vigorosa y los tubos se calentaron nuevamente a 200°C hasta su completa
decoloracion (1 hora). Luego se dejaron enfriar las muestras antes de afiadir 7,5 mL de
NH4Mo,0,4 (BDH, Reino Unido) al 0,22% y se agité vigorosamente. Posteriormente, se
adicion6 0,3 mL del reactivo de Fiske Subbarow (NaHSO; 30 g (BDH, Reino Unido),
Na,SO; 1 g (Merck, Alemania) y acido l-amino-2-naftol-4-sulfénico (ANSA, Merck,
Alemania) 0,5 g en agua bidestilada) y se agité nuevamente. Finalmente, se calent6 15
min. a 100°C en bafio de agua (Retomed, Cuba) y se determinaron los valores de
absorbancia a 832 nm (Ultrospec llll, Pharmacia, Suecia). La concentracion de fosfatos
en las muestras se determind utilizando una curva patrén de KH,PO, (Merck,
Alemania) a 2x10™ mol/L y se convirtié a concentracion de fosfolipidos por medio de un

factor gravimétrico de 25.
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111-1.6 EXTRACCION DE LiPIDOS

Para la extraccion de lipidos se utilizé el sedimento (50 miligramos de peso himedo)
sin resuspender del EMEt y se aplicd una variacién del método de Folch, utilizada por
Rahman y colaboradores (122). Brevemente, se afiadi6 una mezcla de
cloroformo:metanol (2:1) al EMEt con una relacion Volumen:Peso humedo de 17:1y se
agité 30 min. A continuacién la muestra se centrifugé 3000 g por 30 min. y se colecto el
sobrenadante. El sedimento se volvié a tratar con cloroformo:metanol y se colecté el
sobrenadante. Los dos sobrenadantes se mezclaron y se les afiadié dos volimenes del
reactivo de Folch con agitacion hasta formar una sola fase. Las fases son separadas
por centrifugacion a baja rpm por 1 minuto. La fase superior y el precipitado en la
interface son desechados y se colect6 la fase inferior (cloroformo/Flps) que se sec6 al
vacio y se almacené a 2-8 °C hasta su andlisis. El reactivo de Folch se prepar6 con
una mezcla de cloroformo:metanol:agua (3:48:47) y cloruro de potasio al 0,74%

(cloroformo 0,3 mL:metanol 4,8mL:agua 4,7mL y KCI 72,5mg).

I11-1.7 IDENTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS

Con el objetivo de estudiar los lipidos presentes en el EMEt, se realizdé un estudio de
cromatografia en capa delgada (123, 124). La muestra de lipidos extraida con el
protocolo anterior se disolvié en 10 pL de cloroformo y se aplicaron en forma de punto
en dos placas de silica gel 60 con soporte de vidrio (5 gL por cada placa). Las placas
se introdujeron en una camara con una atmosfera que se dej6é saturar con una mezcla
de cloroformo:metanol:agua (65:25:4) durante 1 hora. Luego de la corrida se dejaron
secar las placas a temperatura ambiente y se revelaron con dos sistemas diferentes.
Una de ellas se roci6é con 2.5 mL de reactivo Dittmer (SIn A=4g de 6xido de molibdeno
en 100 mL de H.SO.y SIn B=0,18 g molibdeno en 50 mL de SInA: Se preparan 50mL
de SIn A+50 mL de SIn B) disuelto en 5 mL de agua y 7,5 mL de etanol absoluto, se

deja reposar 15 min. a temperatura ambiente. La otra placa se rocié con reactivo de
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Ninhidrina (0,2 g de Ninhidrina se disolvieron en 100 mL de butanol, la mezcla se
saturd con agua, agité y dejo reposar durante 1 hora; finalmente se extrajo y utilizo la
fase inferior) y se secdé a 100°C en el horno. Las muestras se analizaron por
densitometria con el digitalizador de imagenes y el paquete de programas
ImageMasterlD elite (Pharmacia, Suecia). Este programa permite determinar el
porcentaje que representa cada mancha (Flps), con relacion al resto, de acuerdo a su
intensidad. Ademas, con el programa se puede calcular el Rf para cada mancha. El Rf
mide la relacion entre la longitud que migra cada una de las manchas y la longitud que
recorre el solvente; esto permitié estimar las especies de Flps en las muestras (Anexo

3).

111-1.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION. TINCION NEGATIVA

Se prepararon las rejillas (125) con membranas Formvar/Carbén y se colocé una gota
de las muestras resuspendidas en tampon Tris 30mM y se secaron con papel de filtro
sobre un fragmento de papel parafiim. Posteriormente se aplico sobre la rejilla 20 pL
(200 mesh) de una solucién acuosa al 1 % de vanadato de metilamina (Nanovan;
Nanoprobes, Stony Brook, NY, USA) y se sec6 inmediatamente con papel de filtro para
eliminar el exceso. Las muestras secas se examinaron en un microscopio de
transmisién electronico LEO 912 operando a 120 kV de energia. Las imagenes

digitales de alto contraste se obtuvieron con una camara CCD Proscan de 14 bit /2K.

111-1.9 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las muestras se colocaron en laminas de cristal (125) y se sumergieron en una mezcla
liguida de propano/isopentano (3:1, viv), posteriormente se secaron por punto critico
(toda la noche a temp=-80°C) y se realizé un proceso de metalizado con oro y paladio
(Metalizador Polaron SC515). Las muestras se observaron en un microscopio JSEM

6400 que trabajo con un voltaje entre 6 y 3 kV y con una interfaz digital ADDAS3.

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias de (a Salud Pag. 37



lll. MATERIALES Y METODOS

111-1.10 ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION FOTONICA Y POTENCIAL Z

Estos analisis se realizaron con un Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern,
UK). Los experimentos para determinar el tamafio de las vesiculas se realizaron con
una fuente de laser fija con una potencia de 4,5mW, maxima salida de 5mW a 670nm y
angulo de luz desviada a 90°.Se analiz6 el didmetro medio y polidispersion de las
particulas. Por otro lado, se evalu6 el potencial Zeta con el mismo equipo. Se utilizé un
limite de rango entre =120 y +120V en modo automatico. Las muestras se diluyeron en
Tris 30mM y 1mM de NaCl a una concentracién de 0,15mg/mL. Se realizaron diez
réplicas en cada uno de los lotes experimentales evaluados y se determiné la media
aritmética de la talla y el potencial de membrana con sus correspondientes

desviaciones estandar (DE).

I11-1.11 PREPARACION DE LA MUESTRA Y ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

En primer lugar, las muestras se delipidaron como lo describen Uli L vy
colaboradores(70). Brevemente, se mezclaron 4-6 volumenes de éter etilico con el
EMELt (1 mg proteina/mL) en solucién acuosa y se agité durante 10 min. a temperatura
ambiente. Después de una breve centrifugacién a 10 000 g la fase superior (lipidos) se
desecho y el proceso se repitié tres veces con la fase inferior. Esta fase acuosa se
secO por centrifugacidon-evaporacién y el sedimento se disolvio en la solucién de
rehidratacion (7,5 M urea, 1,5 M thiourea, 2% CHAPS, 0,5% ASB-14, 15% glicerol, 1%

ditiotreitol, 1% anfolitos con rango pl entre 3—10).

El andlisis de focalizacion de punto isoeléctrico (primera dimensién) se realizé en un
equipo IPGphor (Amersham Biosciences) con tirillas pre-preparadas de 18 cm de largo
con un rango de separacion de pl entre pH 3-10 (NL ImmobilineTM gel strips). Las
tirillas se prehidrataron a temperatura ambiente toda la noche. La focalizacién se
realiz6 con un gradiente de voltaje (28 kV/h) a 20°C. Posteriormente las tirillas se

incubaron en tampdn para equilibrar las cargas de las proteinas con SDS [50 mM Tris-
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Cl, pH 8,8, 6M urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (m/v) SDS, 0,001% (p/v) bromofenol azul, y
1% (m/v) ditiotreitol por 15 min. y a continuacion se incubaron con este mismo tampon
pero en lugar del ditiotreitol se utilizd 2,5% de iodoacetamide (m/v) por 15 min. mas. La
separacion en la segunda dimensién fue realizada en un equipo de electroforesis Ettan
Daltsix (Amersham Biosciences) sobre un gel de poliacrilamida al 10% y 1 mm de
grosor a 17 W por gel durante 4 horas. La tincion de los geles se realiz6 con azul
Coomassie R-250 (LKB, Suecia), y posteriormente se escanearon con un procesador
de imagenes (Fujiflm LAS 300) y analizaron con el programa Progenesis PG240

version 2006 (Nonlinear dynamics Ltd., Reino Unido).

I1I-2 Obtencion del AFCo2 a partir del PLc

A partir de los resultados obtenidos con la caracterizacion del EMEt se determiné
renombrar las estructuras que lo componen como PLc y este se utiliz6 como materia
prima para la obtencion del AFCo2. Para ello se realiz6 un proceso de didlisis
rotacional continua con cuatro variantes que permitieron seleccionar las mejores
condiciones para obtener los cocleatos eficientemente. Para la primera variante (V1) se
utilizé un protocolo estandar referido por Bracho G. 2004 (18). Brevemente, el PLc se
resuspendid en tampon de resuspension (TR) compuesto por: Tris-hidroxi metil-
aminometano (Tris) 30 mmol/L (Fluka, Suiza), acido etilendiaminotetra-acético (EDTA)
0,02 mmol/L (BDH, Reino Unido) y desoxicolato de sodio al 1,5% (DOC, Merck,
Alemania). La concentracion de proteinas de esta soluciéon fue ajustada a 1,1 + 0,3
mg/mL (Lowry, acapite IlI-1.2). A continuacion, la suspension se coloc6 en tubos con
membrana de nylon como muestra la Figura 1 y se dializé contra un tampén de
formacion (TF) compuesto por Tris 30mm, NaCL 100mM y CaCl, 5mM. Se realizaron 5

cambios del TF a razén de 4 horas entre cada uno de ellos.

En la segunda variante (V2) solo se eliminé el EDTA del TR y se mantuvieron el resto

de las condiciones antes descritas.
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En la tercera variante (V3) se eliminé también el EDTA del TR pero ademés se

incremento la concentracion del CaCl, en el TF a 10 mM.

En la dltima variante (V4) se elimind también el EDTA del TR, igual que la V2, pero en
lugar de hacer los cambios cada 4 horas estos se realizaron cada 2 horas y se adiciono

un cambio extra, o sea 6 en total.

En todos los procesos se utiliz6 una membrana de nylon de nitrocelulosa regenerada (7
Spectra/Por Membrana, EUA), con tamafio de poro de 10 KDa. El tubo con la
membrana acoplada (Figura 1) se calentd hasta ebullicién en una solucién de Na,HCO3;
(BDH, Reino Unido) al 1% durante 10 min. y se esterilizé a 121°C, 1 atmésfera de
presion por 15 min. (ASH260, ICEM, Cuba) en agua destilada. El PLc se resuspendio
en el TR, incub6 20 min. a 37°C y finalmente se sonicé durante 30 min. en bafio de
sonicacién con hielo (RetoMed, Cuba). Posteriormente, la resuspension se filtré (0,22
um, Minisart, Sartorious, Alemania) directamente al tubo acoplado con la bolsa de
didlisis en la propela del homogenizador (Janke and Kunkel, Alemania). En el proceso
de dialisis rotacional continua ocurrié la adicion de calcio y la eliminacion simultdnea
del detergente a pequefa escala (1,5 — 50 mL). La transformacion estructural del PLc
en AFCo2 se evalué mediante microscopia Optica y electrénica (ver acapites 111-1.8, llI-

1.9, -2.2.1y lll-2.2.2).

I1I-2.1 DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE INCORPORACION DE LOS PRINCIPALES

COMPONENTES DEL PLC EN EL AFCO2

La eficiencia de la incorporacién se evalué a partir de la determinacién del porcentaje
de Flps y proteinas del PLc que se encapsularon en el AFCo2. Para ello se utilizé la
capacidad que tienen las suspensiones, como el AFCo2, para sedimentar
espontdneamente o luego de una centrifugacion leve. Entonces, se calculd la relaciéon
entre el contenido total de Flps y proteinas en la suspension, denominado como

AFCoZ2tot, y en el sedimento que se obtiene luego de dejar reposar la formulacién o
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centrifugarla 3000 g X 15min, eliminar el sobrenadante y resuspenderla en TF

(AFCo2res). La formula general que se aplico fue: %Inc=AFCo2res/AFCo2tot X 100,

I11-2.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS ESTRUCTURAS OBTENIDAS

[1I-2.2.1 MICROSCOPIA OPTICA

Para la observacion al microscopio 6ptico, se monté una gota de la muestra de AFCo2
en un portaobjeto y se cubrié con un cubre objeto. La observacién se realiz6 en un
microscopio 6ptico con contraste de fase, y un aumento de 400 veces (OPTON
Standard 25, Alemania). Las muestras se prepararon en TF (dilucién 1:10) y las
microparticulas se contaron en una cadmara de Neubauer. El tamafio de las estructuras
se determind a partir de una escala graduada acoplada a el lente del ocular (reticulo
ocular 10:100, 19 mm, W-Kpl 10x/18, Carl Zeiss, México) del microscopio mediante la
medicién de la longitud (um) de 200 particulas en cada muestra. Los resultados se

procesaron como la media aritmética del analisis de 3 lotes experimentales y su DE.

[11-2.2.2 MICROSCOPIA DE CONGELACION Y FRACTURA

Las muestras se colocaron entre dos laminas de cobres (Bal-tec, Lichenstein) y
enfriaron rapidamente por inmersién en una mezcla criogénica de propano/isopentano
3:1 (viv) a -190 °C.. La fractura se realiz6 a -100 °C y 10°® torr (Jeol JFD-9010C) y
luego las muestras se sombrearon con platino/carbon (PtC, Agar Scientific, Reino
Unido) a un angulo de irradiacion de 45° y recubrieron con carbén a un angulo de 90°.
Las replicas se limpiaron con acetona y se colocaron en las rejillas de cobre (100
mesh) y dejaron secar hasta su analisis en un microscopio de transmisién electrénico
LEO 912 que se trabajé a 80 kV de energia. Las imagenes digitales de alto contraste

se obtuvieron con una camara CCD Proscan de 14 bit /2K.

[11-2.2.3 PREPARACION Y OBSERVACION DEL AFC0O2 CON SONDA FLUORESCENTE
AFCo2 se mezclé con Ova-TR (Invitrogen, Ltd. Reino Unido) por 10 min con agitacién a

100 rpm. La mezcla se lavo tres veces con TF. Este proceso se realiz6 por
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ultrafiltracion (10 000 rpm X 1h) con una membrana Amicon de 100 000 kDa vy las
muestras se mantuvieron a 4°C hasta su andlisis. A continuacién una de las muestras
se sometié a un proceso de sonicacion (15 min. bafio de sonicacién) para disociar la
mayor cantidad de Ova-TR posible adsorbida o asociada superficialmente con el
AFCo2. La muestra se lavé por ultrafiltracion nuevamente y se guard6 a 4°C hasta su
andlisis. Las muestras se observaron en un microscopio de epi-fluorescencia (Carl
Zeiss Jena GmbH, Jena, Alemania) y las imagenes fueron obtenidas con una camara

acoplada al equipo (Canon 350D DSLR).

111-3 Determinacion del efecto de la transformacién del PLc a AFCo2

Se compararon los perfiles proteicos del PLc y el AFCo2 a través de electroforesis en
condiciones reductoras y tinciéon con azul Coomassie R-250 como se describié en el
acapite IllI-1.2. El efecto sobre la identidad de los principales antigenos identificados se
evaluo a través de la técnica de inmunotransferencia con AcM segun el epigrafe I11-1.3.
Finalmente para la determinacion de la inmunogenicidad del AFCo2 y su efecto sobre

el Poli Vi de S. Typhi se realizaron los siguientes estudios de inmunogenicidad.

I11-3.1 ANIMALES DE LABORATORIO

Los estudios en animales se realizaron en ratones Balb/c procedentes del Centro
Nacional para la Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana,
Cuba. Se emplearon ratones hembras con 6-8 semanas de edad y 20 + 2 g de peso
corporal al inicio de los experimentos. La atencién de los animales se realiz6 de
acuerdo a las normas institucionales establecidas, seglin la Guia para el cuidado y
empleo de los animales de laboratorio de la Comunidad Econémica Europea (126) y
con la aprobacion de los Comité de Etica para el trabajo con animales de laboratorio.
Los animales permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura (21-24°C),
humedad (20-25%), ciclo alternativo de luz/oscuridad de 12 horas, asi como recibieron

alimentacion y agua acidulada con HCl a un pH entre 2,5y 2,8 ad libitum. Para todos
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los experimentos, los animales se distribuyeron de forma aleatoria en grupos

individuales de 5 animales.

I11-3.2 INMUNIZACIONES Y RECOLECCION DE MUESTRAS

El efecto in vivo de la transformacion del PLc en AFCo2 se evalud a través de dos
esquemas de inmunizacion. El primer esquema consistié en la administracion de dos
dosis espaciadas 28 dias por via IN y el otro esquema se realizé con tres dosis
espaciadas 7 dias por la misma via. Las muestras se obtuvieron después de la ultima
dosis en ambos esquemas: saliva y heces a los 7 dias y suero a los 14 dias. Se
utilizaron 4 grupos de ratones Balb/c (n=5) que se inmunizaron con 10 ulL en cada fosa
nasal con las formulaciones siguientes:

< AFCo02:100ug (proteina)/ 20 uL

< PLc:100ug (proteina)/ 20 uL

% Candidato atenuado 638 (Lote 5003, Instituto Finlay): 5 x 10® UFC/ 20 pL
« Placebo: SSTF/ 20uL

En el segundo experimento se evalué el efecto del AFCo2 sobre el Poli Vi (IFA: Lote
8003, Instituto Finlay). Para ello se mezclaron diferentes cantidades de AFCo2 y Poli Vi
y se coadministraron o administraron ambos por separado en los ratones Balb/c. Estos
grupos se inmunizaron por via IN con el esquema de tres dosis y 10 uL en cada fosa
nasal. También se utiliz6 un esquema de una sola dosis de 100 uL por via IM con la
Vacuna vax-TyVi como control positivo del experimento (suministrada por el Instituto
Finlay, Lote 9009) y los correspondientes grupos placebo. La saliva y heces de los
animales se colectaron y procesaron a los 7 dias posteriores de la uUltima dosis. De
igual forma el suero se obtuvo a los 14 dias después de la Ultima dosis. A continuacion

se describen los grupos que se evaluaron:
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Intranasal (IN) Intramuscular (IM)
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Placebo (SSTF)/ 20 uL
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[11-3.2.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SUERO

En todos los casos, la extraccion de sangre se realiz6 mediante puncién retroorbital
con capilares heparinizados. Las muestras de sangre se incubaron durante 1 hora a
37°C, posteriormente se centrifugaron a 12500 g durante 20 min. y se extrajo el suero.

Los sueros fueron conservados a —20 °C hasta su evaluacion.

[11-3.2.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SALIVA

Para la extraccion de muestras de saliva, se estimul6 la salivaciéon en los animales con
la aplicacién intraperitoneal de 100 uL de pilocarpina al 0,5% (IMEFA, Cuba) por ratén.
Las muestras se obtuvieron en forma de mezclas o individuales y se mantuvieron sobre
hielo durante la extraccion. Finalmente se inactivaron a 56°C durante 15 min. y se
centrifugaron a 9 500 g durante 15 min. a 4°C. El sobrenadante se colectd y conservo a

—20°C hasta su evaluacion.

[11-3.2.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE HECES

De 3 a 6 piezas de heces frescas con un peso total aproximado de 100-200 mg fueron
recolectadas y resuspendidas con agitaciébn fuerte en una solucién inhibidora de
proteasas [1 mM fenylmetil sulfonilfluoruro en etanol, 5 ng/mL de aprotinina, 1ug/mL de
leupeptina, antipaina y pepstatina (Sigma, EUA)] en una proporcion de 20 uL por mg de
heces frescas. Finalmente las muestras individuales se centrifugaron a 10 000 g por 10

min a 4°C y el sobrenadante se conservo a -20°C hasta su evaluacion.
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111-3.3 ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA). DETERMINACION DE ANTICUERPOS

En todos los ELISAs realizados se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos
MaxiSorp, Nunc (PLc) o PoliSorp, Nunc (Poli Vi). Las placas se recubrieron segun el
ensayo con: PLc (5 ug/mL) o Poli Vi (10 pg/mL) a 4°C y se incubaron durante 12-18
horas. Las placas que se recubrieron con Poli Vi fueron tratadas previamente con Poli-
L-Lisina 3 pg/mL (1h en camara hiumeda a 20-25°C) para mejorar la adhesion del
polisacéarido a la placa (127). En todos los casos, el bloqueo se realizé con 100 pL/pozo
de la solucion de bloqueo (SB), 1% de albumina de suero bovino en SSTF mas 0,05%
de Tween 20 durante 1 hora a 37°C y se afadieron las muestras y el conjugado como
se describe en los siguientes acapites. Para revelar se utiliz6 100 pL/pozo de una
solucién que contenia: 0,4 mg/mL del cromégeno o—phenylenediamina (Sigma, EUA) y
0,012% de peroxido de hidrégeno diluidos en tamp6n sustrato (acido citrico 0,1 My
Na,HPO, 0,2 mol/L, pH 5) a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min.
Luego de detener la reaccién mediante la adicion de 50 pL de HCI 2,5 mol/L (BDH,
Reino Unido), se realizé la lectura de la DO a 492 nm en un lector de placas de ELISA
(Titertek, Multiskan Plus; Labsystem). Todas las incubaciones se realizaron en camara
himeda y seguido a cada paso de incubacion, se realizaron 4 lavados con SSTF y

Tween 20 al 0,05% (v/v).

[11-3.3.1 ANTICUERPOS ESPECIFICOS IgG EN SUERO CONTRA PLC Y POLI VI

Los sueros procedentes de los animales en estudio se adicionaron por duplicado con
una dilucién 1:100 en SB y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se
adiciond un conjugado anti-IgG de raton-peroxidasa (Sigma, EUA) diluido 1:2500 en la

SB y la placa se incub6 1 hora a 37°C.

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias de (a Salud Pag. 45



ll. MATERIALES Y METODOS

[11-3.3.2 ANTICUERPOS ESPECIFICOS IgA EN SALIVA Y HECES CONTRA PLC
Las muestras de saliva o heces se prepararon en una dilucion de 1:2 en SB y luego se
incubaron 2 horas a 37°C. Posteriormente, se afiadié un conjugado anti-IlgA de raton-

peroxidasa (Sigma, EUA) diluido 1:1000 en SB y se incubd la placa 2 horas a 37°C.

[11-3.2.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD VIBRIOCIDA DEL SUERO

Se siguié un procedimiento previamente descrito por Cedré y colaboradores (128).
Brevemente, El dia anterior a la prueba se sembré la cepa de referencia VC12, V.
cholerae O1, Clasico Ogawa en placas de agar BHI (Agar cerebro corazén) y se
incubaron toda la noche a 37°C junto con dos cufias del mismo medio sin inocular. Al
dia siguiente se tomaron colonias aisladas de las placas y se sembraron en las cufias,
las cuales se incubaron por 4 horas a 37°C. A continuacién se prepard una suspension
celular con SSTF y se ajustd a una DO entre 0.9-0.95 a 550 nm, de la cual se realizé
posteriormente una diluciébn de 1:10. En el siguiente paso se realizaron diluciones
seriadas de los sueros a evaluar desde 1:10 hasta 1:20480 en una placa de
microtitulacion de 96 pozos estéril y a continuacion se le adiciona a cada pozo 25 pL de
una mezcla (v:v) de bacteria y el complemento de gazapo que se diluye inicialmentedo
1:5. Las placas se incubaron 1 hora a 37°C y se les afadié 150 puL/pozo de caldo LB
con glucosa y purpura de bromocresol, ambos al 2% (los pozos toman color parpura).
Las muestras se incubaron nuevamente por 3 horas a 37°C y se procedi6 a la lectura
por observacion visual. El titulo se define como la mayor dilucién del suero que causa
inhibicion completa del crecimiento bacteriano dado por la invariabilidad del color del
medio de cultivo. Se consideraron como animales respondedores a aquellos cuyo titulo
de actividad vibriocida era igual o mayor que 1:40. Los resultados se expresaron como

la media del logaritmo del titulo de anticuerpos vibriocidas en el suero y la DE de estos.
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I1I-4 Analisis Estadistico

Para todos los andlisis estadisticos realizados, se utilizd el paquete de programas
GraphPad Prism v4.00 (GraphPad Software Inc. 2003). La normalidad de los datos se
comprob6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza
mediante la prueba de Barlet. En los casos necesarios, se realizaron transformaciones
de los datos para lograr normalidad. Las diferencias significativas entre las medias se
determinaron por la prueba t-Student o el andlisis de comparaciones mdultiples, prueba
de Tukey, previa comprobacién de diferencias entre los grupos mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple. Los datos para los cuales no fue posible un
ajuste a una distribucion normal, se analizaron con la prueba no paramétrica de
Kruskall Wallis y las medias se compararon con la prueba de Dunns. Las diferencias

estadisticas se consideraron significativas para valores de p<0,05.
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V. RESULTADOS

IV-1 Composicion del EMEt y caracterizacion estructural

El EMEt se obtuvo través del método descrito por Pérez JL y colaboradores (14) y se
identificaron y cuantificaron importantes componentes estructurales y antigénicos. Los
estudios morfolégicos demostraron que estos componentes se encuentran

ensamblados y formando vesiculas que se denominaron como PLc.

IV-1.1 CUANTIFICACION DE LPS EN EL EXTRACTO

El LPS es uno de los antigenos mas importantes reconocidos en la proteccion contra V.
cholerae por lo tanto es muy importante determinar qué cantidad hay en las muestras
que se evaluaron. Para ello se utiliz6 un método de inmunotransferencia que no sélo
permitié su cuantificacién sino que también brind6 informacién sobre las propiedades
inmunoquimicas del LPS. Como se observa en la Figura 2 en los carriles del 1 al 4 se
utilizé un estdndar de LPS purificado y se calibré la curva utilizando el programa
ImageMaster (Figura 2B). En el carril 5 se evalué una muestra del EMEt (Figura 2A) y
se analiz6 teniendo en cuenta la curva de calibracién. En la Tabla 3 del siguiente
acipite se muestran los resultados obtenidos en las muestras analizadas. De manera
general la relacién entre LPS/Proteina fue de 0,284 (0,71:2,5), lo que indica que el LPS
representa aproximadamente el 30% (p/p) con respecto a las proteinas totales en el

EMEt.
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Figura 2. Cuantificacion del LPS por inmunotransferencia. El perfil reactivo muestra
el reconocimiento del AcM 2B4G5 (anti LPS Ogawa) en los carriles del 1 al 4, a una
curva estandar de LPS con 3, 2, 1y 0,5 ug de LPS respectivamente. En el carril 5 se
transfiere una muestra del EMEt (2,5 ug de proteinas) en la que se detectan 0,71 pg de
LPS. B muestra la regresion de los resultados calibrados por el programa ImageMaster.

IV-1.2 IDENTIFICACION DE ANTIGENOS EN EL EXTRACTO Y LAS FRACCIONES PURIFICADAS

El extracto estd compuesto por dos fracciones cromatograficas como lo describen
Pérez JL y colaboradores (14) y se muestra en la Figura 3A. Dentro de este acapite se
muestran resultados relacionados con la identificacion de antigenos en ambas
fracciones:

-Para cuantificar las proteinas totales en el EMEt y en las fracciones 1y 2 (F1 y F2)
gue se observan en la Figura 3A, se realizé el método de Lowry (113) y luego se
analizaron a través de electroforesis e inmunotransferencia. En la Figura 3B puede
observarse el perfil electroforético de las fracciones y el EMEt obtenido por SDS-PAGE.
En el EMEt se detectaron varias bandas entre los pesos moleculares de 94 y 14,4 kDa
con una banda mayoritaria de 38 kDa. En la F1 predominé solo la sefial de la banda de
38 kDa, mientras que F2 mostr6é un perfil similar al EMEt pero con menor intensidad
gue las bandas representadas en el EMEt, particularmente en la banda de 38 kDa

(Figura 3B).
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El EMEt se analiz6 a través de una electroforesis bidimensional (2-D) para corroborar
los resultados del SDS-PAGE e identificar sefiales de proteinas que son imposibles de

identificar con electroforesis en una sola dimensién (1-D).
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El andlisis en 2-D de esta muestra se observa en la Figura 3B y revel6é 40 manchas,
principalmente en el rango entre 30-97 kDa, que pueden estar relacionadas con un
nimero mayor de proteinas que las identificadas por el SDS-PAGE. De igual forma se
observé una mancha mayoritaria de peso aproximado 38 kDa que representd = el 30 %
del total de las manchas que se observan. Para realizar la electroforesis 2-D se

delipidaron previamente las muestras con una modificacion del protocolo realizado por
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Uli L y colaboradores (70), donde se incremento el proceso de extraccion de 4 a 6
volumenes de éter etilico, ya que con 4 volimenes se formd un mezcla viscoza que no

se pudo fraccionar en las sucecivas etapas de centrifugacion.

-Para identificar la composicion antigénica del extracto se utilizé una bateria de AcM
dirigidos contra los antigenos mas importantes de V. cholerae Ol1. Como puede
observarse en la Figura 4B se corrobor6 la presencia de LPS en el EMEt e identificaron
dos importantes proteinas en su composicion: la MHSA (17 kDa) y la porina de
membrana OmpU (38 kDa). Sin embargo no fueron detectados otros antigenos
proteicos como CTA, CTB o TCP. En la Figura 4A puede observarse que en el lisado

de la cepa C7258 tampoco se detectaron estos antigenos

123456 12345686

1

A B

Figura 4. Identificacion de antigenos de V. cholerae por inmunotransferencia.
En A se transfiere un lisado celular de la cepa V. cholerae C7258 y se enfrenta a un
panel de AcM: en el carril 1, 3 y 6 hay reconocimiento a los AcM 2F12F1 (anti-
MSHA), AcM 9H12E6 (anti-OmpU), AcM 2B4G5 (anti-LPS Ogawa) respectivamente,
mientras que en los carriles 2, 4y 5 los AcM 10E10E1 (anti-TCP), AcM 4E1G5 (anti-
CTB) y AcM 1G10G5 (anti-CTA), respectivamente no hay reconocimiento. En B se
transfieren muestras del EMEt y se observa que el reconocimiento fue igual que en
A al LPS (30 kDa), OmpU (38 kDa) y MSHA (17 kDa)

Para determinar la composicion antigénica de las fracciones se realiz6 un ensayo de
inmunotransferencia donde se enfrentaron F1, F2 y el EMEt a los AcM anti-LPS y anti-
OmpU. Como se observa en la Figura 5, ambas fracciones también contienen LPS y la

banda de proteina de 38 kDa que se observé en los estudios de electroforesis
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corresponde con la OmpU. Esta proteina también se encuentra distribuida

heterogéneamente en las dos fracciones.
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Figura 5. Andlisis de las fracciones por inmunotransferencia . En este ensayo F1,
F2 y EMEt se enfrentan a (A) AcM anti-OmpU y (B) AcM anti-LPS. En el carril 1 el PPM
y en el resto de los carriles se observa que el reconocimiento es positivo en cada caso
a los anticuerpos enfrentados: carril 2- lisado celular de El Tor Ogawa V. cholerae O1
C7258, carril 3-EMEt, carril 4-F1, carril 5-F2. En ambos ensayos se aplicaron las
siguientes cantidades de proteina: 8ug de EMEt, 5ug de F1y 10ug de F2.

IV-1.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS

Para la cuantificacién de Flps totales se utilizd6 el método de mineralizacién de Fiske-
Subarrow (121) y se determiné el contenido de fésforo inorganico. Al ajustar por un
factor gravimétrico se estimd la concentracion total de Flps en las muestras. Como se
observa en la Tabla 3 los Flps representaron el 60 % de las proteinas totales en el

EMEt y mas del 20y 30% para las F1 y F2 respectivamente.

Tabla 3. Composicién del extracto y las fracciones

Muestra Proteina LPS Flps
mg/mL mg/mL mg/mL
EMEt 1 0,28 (0,06) 0,62 (0,12)
F1 1 0,46 (0,1) 0,25 (0,15)
F2 1 0,25 (0,07) 0,32 (0,11)

En la siguiente tabla se observa el contenido de LPS y fosfolipidos cuantificados por
inmunotransferencia y el método de mineralizacion de Fiske-Subarrow,
respectivamente. Los valores de concentracion estan referidos contra 1 mg/mL de
proteinas totales en el EMEt, F1 y F2 que fueron calculadas utilizando el método de
Lowry. Los resultados se expresan como las medias y la DE de las muestras
analizadas.

La identificacion de los Flps se realizé a través de cromatografia en capa delgada . Los

Flps se extrajeron del EMEt a través de una variacion del método de Folch (122) y las
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muestras se aplicaron en las placas de cromatografia. Como se observa en la Figura
6A se identificaron 4 manchas en la fraccion lipidica del EMEt con el reactivo Dittmer,
gue se utiliza para detectar el grupo fésforo de los Flps. También se determind por
densitometria el porcentaje de cada mancha con relacién al total de las detectadas y se
comparo el valor practico de Rf de cada mancha con el teérico que poseen algunas

especies de fosfolipidos (ver Anexo 3)
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Figura 6. Cromatografia en capa delgada para identificar los fosfolipidos que
forman el extracto. En A se observan 4 manchas reveladas con reactivo Dittmer
especifico para detectar fésforo en lipidos. De acuerdo a la relacion entre Rf
Practico:Rf Tedrico, las manchas reveladas corresponden con fosfatidil etanolamina
(FE=0,78:0,79), fosfatidil glicerol (FG=0,62:0,60), fosfatidil serina (FS=0,36:0,34), y
Lyso-FS (0,20:0,18) o Lyso-FC (0,20:0,22).También se observan los por cientos de
cada especie analizado por densitometria. En B se realiza la deteccion de los grupos
aminos libres con reactivo de Ninhidrina, no se observa la mancha con Rf en 0,62 vy
la especie con Rf=0,20 reacciona por lo que es muy probable que ambos manchas
correspondan con FG y Lyso-FS respectivamente.

A partir de este andlisis (Figura 6A) se determind que la mancha con un Rf de 0,78
puede corresponder con la FE y la que posee un Rf de 0,36 con la FS, sin embargo la
mancha con Rf= 0,20 pudiera ser cualquiera de las dos Liso formas que migran
cercanas a este valor: la lyso-FS o la lyso-FC. Cuando se revel6 la placa con reactivo
Ninhidrina, que es especifico para detectar grupos aminos libres, se observé que el
grupo correspondiente con Rf de 0,62 no reacciond, lo que seria caracteristico de una

especie sin grupos aminos con Rf cercano al antes expuesto, como el FG (Figura 6B) y
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que la lyso forma en 0,2 reacciona por lo que esta mancha puede presentar una
especie de fosfolipido que posea un grupo amino libre y ésta pudiera corresponder con

la lyso-FS.

IV-1.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los ensayos que se realizaron para caracterizar la morfologia y la forma en que se
ensamblan los componentes del extracto comprendieron estudios de microscopia

electrénica (barrido y transmision), ECF y medicion del potencial de membrana.

En la microfotografia que se obtuvo por MEB, Figura 7, se observaron estructuras de
forma esférica menores de 0,5 um (500 nm) con una superficie lisa y regular donde no
se identifican poros u otros defectos de membrana. En la microfotografia obtenida por
MET, Figura 8, se observaron vesiculas menores de 200 nm con una membrana
semipermeable que no permitié el paso del vanadato (tinciéon negativa) hacia el interior
de las vesiculas. En ambas microfotografias también se aprecid que las vesiculas

poseian tamafos heterogéneos.

Figura 7. Microscopia electronica de Figura 8. Microscopia electrénica de

barrido ~ (MEB). ~ Se  observan transmisiéon  (MET). Se observan
nanoparticulas esféricas  con ftallas vesiculas impermeables a la tincion

menores de 0,2 micra negativa y con tallas menores a 200nm.

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias de (a Salud Pag. 54



IV. RESULTADOS

El analisis por ECF de tres lotes experimentales demostré, que las vesiculas que
forman el extracto poseen una talla media de 152,27 nm y una DE de 20,05 nm.
También se determind que la media del indice de polidispersion en estos lotes es de
0,42 que es caracteristico de sistemas nanoparticulados con una distribucion de
tamafnos heterogénea (Tabla 4). Ademas, se evalué el potencial de membrana de las
vesiculas y se determiné que estas tienen carga neta superficial negativa como se

muestra en la Tabla 4.

A partir de este momento el EMEt comenz6 a nombrarse como proteoliposoma de V.

cholerae O1 o PLc.

Tabla 4. Determinacion del tamafio y potencial Z del PLc

Proteina Vol (uL) indice de
(mg/mL)  Tris-NaCL 1mM Talla (nm) Polidispersion Zeta (mV)
0,15 5 152.27 (20,05) 0,42 (0,12) -28,3 (4,21)

La talla y el indice de polidispersién se expresan como la media de las mediciones
obtenidas por ECF en tres lotes experimentales analizados y su DE. El potencial Zeta
se determina también en estos lotes a partir de la diferencia de la motilidad de las
particulas inducida por diferentes campos eléctricos y se representa como la media de
los potenciales y su DE

IV-2 Obtencién del AFCo2 a partir del PLc

Para la transformacion del PLc en AFCo2 se realizé un proceso de didlisis rotacional
continua como muestra la Figura 1. La velocidad con que reaccionan los componentes
del PLc y el catién divalente calcio es un punto critico en la obtencion de cocleatos, por
lo tanto se evalud la influencia del EDTA, el calcio y el intervalo de tiempo entre los
cambios de formacion (Tabla 5), manteniendo invariables otros pardmetros importantes
como la porosidad de la membrana y la configuraciéon del sistema (velocidad de
rotaciéon, volumen de tampdn formacién, etc.). Las estructuras que se obtuvieron se

caracterizaron a través de microscopia Optica, electrénica y fluorescencia.
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Tabla 5. Determinacion de pardmetros que afectan la formacién de cocleatos

No. de Micro- % Inc. % Inc.
Procesos PR Proteinas  Fosfolipidos Observaciones
particulas
totales totales
V1 +/- 42,5 (3,4%) 51,6 (6,2%) Inc. No optima
(<80%)
V2-Sin EDTA ++ 72,3 (5,1%) 78,1 (7,5%) Mejora Inc.
Inc. Optima.
- 0 0,
V3-CaCl, 10 mM +++ 98,3 (1.4%) 97,8 (2,8%) Agregados
V4-Sin EDTA/2h 0 0 Inc. Optima.
X cambios+1 A 95,3 (2,1%) 98,8 (1,5%) Tabulos

En la tabla se observan los 4 procesos evaluados para determinar las condiciones de
obtencién de los cocleatos a partir del PLc. Los resultados se obtienen con 3 réplicas
para cada proceso y la cantidad de proteinas y Flps que se incorporaron en las
estructuras se expresan como la media de los valores en porciento y su DE o
semicuantitativamente de acuerdo al No. de particulas: +/- representa 10-40
microparticulas; ++ representa 40-80 microparticulas; +++ representan mas de 100
microparticulas por campo.

IV-2.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS QUE AFECTAN EL PROCESO DE

TRANSFORMACION DEL PLC EN AFC02

En la Tabla 5 se observan las cuatro variantes que se utilizaron para determinar las
mejores condiciones de obtenciébn de los cocleatos. En cada una se observo la
formacion de microparticulas que formaron una suspension de color blanquecino como
la que se muestra en la Figura 9A. Uno de los principales parametros que se tuvo en
cuenta para la seleccion de la variante fue la evaluacion del porcentaje de
incorporacion de proteinas y Flps en las estructuras que se forman. Para ello se
determing la relacion entre el contenido total de estos componentes en la suspension,
denominado como AFCo2tot (Figura 9A) y la resuspension del sedimento (AFCoZ2res)
gue se forma luego de dejar en reposo la formulacion, como lo muestra la Figura 9B.
Por otro lado, la inspeccidn visual y 6ptica fue fundamental para identificar la formacion

de las estructuras, estimar su tamafio y cantidad.
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Figura 9. Apariencia de la suspension obtenida
por el proceso de didlisis rotacional continua. Se
observa en A la formacion de una suspension
blanquecina luego de la interaccion del calcio con el
PLc. Esta fraccién es denominada como AFCoZ2tot.
Se observa en B como las particulas sedimentan
espontaneamente  luego de 1-2h o por
centrifugacion. Este sedimento es colectado y
resuspendido en tampén Tris-Ca para analisis
posteriores y es denominado como AFCoZ2res. Las
fotografias fueron realizadas a un Lote experimental
obtenido con la variante V4.

Para la variante 1 (V1) se utilizaron las condiciones (Tabla 5) descritas por Bracho G
en 2004 para transformar el AFPL1 en AFCol (18). Con estas condiciones se observo
gue los proteoliposomas se transformaron en estructuras tubulares pero el porcentaje
de incorporacién de proteinas y Flps fue muy bajo (Tabla 5). En la variante V2 se
eliminé el EDTA del TF y como resultado se incrementd el nUmero de estructuras
tubulares que se formaron, aunque el porcentaje de incorporacion de Flps y proteinas
no alcanzoé valores 6ptimos, por encima del 80%. En la variante V3 se elimind también
el EDTA del TF pero ademas se incrementé la concentracion del calcio en el TF. Como
resultado se incrementd la incorporacion de los componentes proteicos y Flps en las
nuevas estructuras (Tabla 5) pero estas tienden a la formacién de agregados
semejantes a erizos y con extremos abiertos como se muestra en la Figura 10 Ay B
respectivamente. En la variante V4 se redujo el intervalo entre los lavados de formacién
a 2 horas y se mantuvo la concentracion del calcio en 5mM y sin EDTA en el TF; en
estas condiciones se obtuvieron estructuras tubulares (Figura 10C) como las
reportadas por Pérez O y colaboradores (9). Adicionalmente, mas del 90 % de los

componentes fosfolipidicos y proteicos se incorporaron en las estructuras (Tabla 5).
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B

Figura 10. Microscopia Optica de estructuras
obtenidas con las diferentes variantes. En Ay
B se observan estructuras obtenidas con la
variante V3 (incremento en la concentracion del
calcio) donde predominan la formacion de
agregados con forma de erizos y estructuras
tubulares con extremos abiertos
respectivamente. En C pueden observarse las
estructuras  tubulares obtenidas con el
tratamiento V4 donde no se utiliza EDTA y se
acorta el tiempo entre lavados de formacion.

IV-2.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL AFCO2

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la variante V4 se realizaron los
estudios morfolégicos a las estructuras obtenidas por este procedimiento que
comienzan a denominarse en lo adelante como AFCo2. La microscopia 6ptica (Figura
10) es fundamental para identificar la formacion del AFCo2 a partir de los
proteoliposomas pero también permite hacer mediciones para determinar su tamafio
(longitud). En la Figura 11 se muestra que el tamafio (longitud) de las particulas
obtenidas con la variante V4 en tres lotes experimentales tiene un valor medio de 16,25
pm con DE de 4,57 um. Sin embargo, los cocleatos son estructuras muy complejas
gue poseen otras caracteristicas morfolégicas, a través de las cuales pueden ser

caracterizados.
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Figura 11.Tamafio de las particulas obtenidas con la variante V4. Se midieron y
agruparon por rangos de tamafios 200 particulas en cada uno de los tres lotes
evaluados. Las mediciones se realizaron con una escala graduada en el lente ocular
del microscopio utilizado. Mas del 60 % de las estructuras en los lotes analizados
poseen una longitud media de 16,25 um con DE de 4,57 um

Los resultados de MEB, Figura 12A y B, muestran que las estructuras estan formadas
por multiples laminas y en los bordes de los tdbulos se observan aberturas o poros

entre las capas que se forman.

Figura 12. Microscopia electrénica de barrido (MEB). En A se observan las
multiples laminas (flechas) que componen los tabulos obtenidos luego de tratar los
proteoliposomas con calcio, segun la variante V4. En B pueden observarse aberturas
o poros (flechas) entre las capas que forman la estructura.

Los estudios realizados por MECF confirman que las microestructuras obtenidas estan
formadas por mudltiples capas (Figura 13A). En la Figura 13B también puede
observarse que las capas se encuentran dispuestas una sobre otra semejante a la

formacion de un patron en espiral.
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1Em—

A B

Figura 13. Microscopia electronica de Congelacion y fractura (MEB). En A se
observan las diferentes laminas o capas que componen la estructura (flechas) del
AFCo2 luego de tratar el PLc con calcio, segun la variante V4. En B pueden
observarse el patrén en espiral que forman estas laminas (flechas) cuando se
superponen una sobre la otra.

IV-2.2.1 PERMEABILIDAD DE LAS ESTRUCTURAS COCLEARES A MOLECULAS DE VARIADOS
TAMARNOS.

Cuando se analiz6 el AFCo2 por MET se observé que la tincién se invirtié con respecto
a la realizada al PLc (Figura 8), o sea que las zonas oscuras se encuentran hacia el
interior de los cocleatos mientras que el fondo se mantuvo brillante (Figura 14), aunque

la tincién (zona oscura) dentro del AFCo2 se distribuy6é de manera heterogénea.

Figura 14. Microscopia electrénica de
transmision (MET). En esta microfotografia se
observa el AFCo2 obtenido por la interaccion
de los proteoliposomas con calcio, segun la
variante V4. La tincién penetra
heterogéneamente en la estructura y el fondo
permanece claro.

% Accelerating Voltage Energy Loss Microscope|
- L - ——ym——

Para determinar si el AFCo2 era permeable a moléculas de mayor tamafio que el

vanadato (tincion), se mezclé con una sonda fluorescente formada por una molécula de
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ovoalbumina conjugada al fluor6fono Texas red (Ova-TR). Posteriormente se ultrafiltro
por una membrana de 100 000 kDa y el complejo AFCo2+Ova-TR se resuspendio en
un volumen adecuado de TF para separar la fraccion de la sonda que no se habia
asociado a su estructura. En la Figura 15A se observa que, al menos, una parte de la
sonda se mantuvo asociada al AFCo2. Adicionalmente, la mezcla obtenida de
AFCo02+Ova-TR se sonico y ultrafiltr6 nuevamente para tratar de separar toda la sonda
gue pudiera estar asociada a la superficie o incorporada en el AFCo2. En la Figura 15B
puede observarse que la sonicacion provoco la ruptura del AFCo2, sin embargo no se
elimind la sefial de la sonda proveniente del AFCo2, al contrario, la emision de esta fue
mas intensa que la observada antes de sonicar el AFCo2. También se analizé el
potencial de membrana en los lotes experimentales obtenidos con la variante V4 y este

resultd ligeramente negativo con una media de -7,3 mV y DE de 2,21mV.

A B C
Figura 15. Evaluaciéon de incorporacién de la sonda fluorescente Ova-TR en el AFCo2
por microscopia 6ptica y de fluorescencia. En A se observa la sefial fluorescente de la
sonda que se asocia al AFCo2 luego de ultrafiltrar (lavar) una mezcla de ambos. En B se
observa por microscopia éptica el efecto del tratamiento con sonicacion. En C se observa la
sefial de la Ova-TR asociado al AFCo2 luego del proceso de sonicacion/lavado, cuya
intensidad es mayor que en A.
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IV-3 Efecto de la transformacion del PLc a AFCo2 en la identidad e

inmunogenicidad de los antigenos de V. cholerae O1

Para determinar si los antigenos proteicos se afectaron debido a los cambios
estructurales que se producen durante la transformaciéon del PLc en AFCo2, se
compararon los perfiles electroforéticos de ambas estructuras. En la Figura 16A
pueden observarse los resultados obtenidos con el andlisis por SDS-PAGE. El perfil del
AFCo02 no se afect6 y el andlisis densitométrico mostrd, que mas del 90 % de las

bandas del PLc coincidian con las del AFCo2.

Para corroborar estos resultados se realiz6 una electroforesis bidimensional donde se
obtuvieron los perfiles electroforéticos para PLc (Figura 16B) y AFCo2 (Figura 16C) de
acuerdo al pl y peso molecular de las proteinas que los componen. De igual forma, el
analisis densitométrico demostré un elevado nivel de coincidencias (>80%) entre las

bandas de ambos perfiles.
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Figura 16. Perfiles electroforéticos de PLc y AFCo2. En A se muestran los perfiles
del PLc y AFCo2 obtenidos por SDS-PAGE. En B y C se observan las bandas de PLc
y AFCo2 respectivamente que se identificaron a través de electroforesis
bidimensional. El analisis densitométrico en ambos sistemas de electroforesis mostro
un elevado porcentaje de coincidencias entre las bandas de PLc y AFCo?2.

A continuacién se utilizd un panel de AcM que reconocen el LPS y las principales
proteinas identificadas en el PLc para determinar, por inmunotransferencia, si las
propiedades inmunoquimicas de estos antigenos y los epitopes identificados con los

AcM, se afectaron durante la obtencién del AFCo2. En la Figura 17 se puede observar
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gue la transformacion del PLc (linea 1), en AFCo2 (linea 2), no afect6 las propiedades
inmunoquimicas de las proteinas o sus epitopes reactivos con los AcM que se
utilizaron para identificar MSHA (Panel A), OmpU (Panel B) y el LPS (Panel C) ya que

hubo un reconocimiento positivo en cada caso..

(A) (B) (€) PM Figura 17. Propiedades inmunoquimicas
de antigenos en el PLc y AFCo2. Se realiza
un ensayo de inmunotransferencia para
comparar el reconocimiento de un panel de

. anticuerpos monoclonales frente PLc vy
- } AFCo2. En A el reconocimiento se realiza
con el AcM 2F12F1 (anti MSHA), en B con el
AcM 9H12E6 (anti OmpU) y en C con el AcM
2B4G5 (anti LPS Ogawa). La identificacion

fue positiva en cada caso para el PLc en el
2 1 2 1 2 1 carril 1 y el AFCo2 en el carril 2.

La evaluacion de las propiedades inmunoquimicas in vitro es importante porque
permite identificar rapidamente si los antigenos en el PLc se afectan durante su
transformacion en AFCo2, sin embargo para determinar si estos antigenos son
realmente funcionales e inmunogénicos se impone la evaluacién in vivo de las

formulaciones.

IV-3.1 RESPUESTA INMUNE SISTEMICA. ACTIVIDAD VIBRIOCIDA Y ANTICUERPOS IGG EN

SUERO

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intranasal con el PLc, el AFCo2 o el
candidato vacunal atenuado 638 utilizando un esquema de dos o tres dosis. A los 14
dias posteriores a la Ultima dosis se colectd el suero, se evaluo su actividad vibriocida y
la respuesta de anticuerpos IgG especifica contra los antigenos presentes en el PLc.
En la Tabla 6 se puede observar que no hubo diferencias significativas en la respuesta
de IgG inducida ni en la actividad vibriocida (mas del 75% de los animales fueron
respondedores en este ensayo) del suero entre los grupos inmmunizados con PLc y
AFCo2 en cualquiera de los dos esquemas utilizados. Las respuestas inducidas por

estos grupos tampoco tuvieron diferencias significativas cuando se compararon con la
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inducida por el candidato vacunal 638 administrado con el esquema de 2 dosis, porque
cuando este se administro con el esquema de tres dosis, indujo una respuesta inmune

sistémica significativamente menor a la que se observoé en el resto de los grupos.

Tabla 6. Respuesta inmune sistémica inducida por los dos esquemas de
inmunizacion

IgG*® Actividad Vibriocida®
Grupos
Dos dosis Tres dosis Dos dosis Tres dosis
PLc 0,626 (0,047) 0,633 (0,09) 2,054 (0,41) 2,024 (0,29)
AFCO02 0,661 (0,14) 0,571 (0,12) 2,271(0,33) 2,294 (0,42)
638 0,556 (0,22) 0,125 (0,09)” 2,415 (0,37) 1,512 (0,40)"

Los ratones se inmunizaron por via IN (10 pL/fosa nasal) con 100 ng de AFCo2, 100 ug PLc o
10° UFC del candidato 638. Los datos de tres experimentos independientes (n=5) se analizaron
con la prueba de Tukey.

% Los resultados se expresan como la media de la DO inducida por los sueros (dilucién 1/100)
evaluados con un ELISA indirecto y la DE en cada grupo.

® Los resultados se expresan como la media de los log;, del titulo de anticuerpos vibriocidas en
el suero de los animales respondedores y su DE.

* Indica valores significativamente menores que tres dosis de PLc o0 AFCo2 (p < 0,05).

** |Indica valores significativamente menores que tres dosis de PLc o AFCo2 (p < 0,01).

IV-3.2 RESPUESTA INMUNE MUCOSAL. ANTICUERPOS IGA EN HECES Y SALIVA

La respuesta inmune mucosal se evalué a través de los anticuerpos IgA especificos
inducidos en secreciones contra el PLc. Para ello se, evaluaron muestras de heces y
saliva obtenidas de los ratones Balb/c a los 7 dias posteriores a la Gltima dosis de los
dos esquemas utilizados. En la Figura 18 puede observarse que el grupo inmunizado
con tres dosis de AFCo2 indujo mayor respuesta de IgA en saliva (Figura 18A) y en
heces (Figura 18B) que el resto de los grupos inmunizados, s6lo comparable con la
inducida por el grupo inmunizado con el candidato vacunal 638 en el esquema de dos
dosis porgue este con el esquema de tres dosis induce respuestas significativamente

menores gue la del resto de los grupos.
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Figura 18. Respuesta de IgA en saliva (A) y heces (B) inducida por la
administracion IN de AFCo2 y PLc. Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN
(10 pL/fosa nasal) utilizando un esquema de dos dosis separadas 28 dias (barras
negras) o tres dosis separadas 7 dias (barras blancas). Se administraron 100 pg
(proteina) de PLc o AFCo02 y 10° UFC del candidato 638. Las heces y saliva son
colectadas a los 7 dias posteriores de la ultima dosis y los niveles de anticuerpos
especificos contra los antigenos presentes en el PLc son evaluados a través de un
ELISA indirecto. El efecto del grupo placebo es sustraido del resto de los resultados y
se muestran la media y desviaciones estandar de dos mediciones de tres experimentos
independientes (n=5 cada uno). Las diferencias entre la medias se evaluaron por la
prueba de Tukey para las heces y la prueba de Dunns para la saliva.

IV-4 Efecto adyuvante del AFCo2 sobre el Poli Vi

Para llevar a cabo este experimento se formulé el AFCo2 con el Poli Vi por adicion y
mezcla (AFCo2 100ug+ Poli Vi 25ug). Luego se inmunizaron los animales por via IN
con tres dosis espaciadas siete dias y quedaron como control del experimento grupos
de animales que se inmunizaron con el poli Vi (25ug) IN sin adyuvante (AFCo2) y la

vacuna vax-TyVi que se administré por via IM con una sola dosis (5ug).

IV-4.1 RESPUESTA INMUNE SISTEMICA Y MUCOSAL. ANTICUERPOS IGA E IGG CONTRA POLI

VI EN SALIVA, HECES Y SUERO RESPECTIVAMENTE

Como se observa en la Figura 19 el grupo de ratones inmunizados via IN con el Poli Vi
adyuvado con AFCo2 (AFCo2+Pali Vi) indujo mayor respuesta de IgG anti-Poli Vi en
suero que el grupo gue se inmunizd con el Poli Vi solo (via IN). Por otro lado, no se

observaron diferencias significativas entre la respuesta sistémica inducida por el grupo
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AFCo2+Poli Vi por via IN y la vacuna vax-TyVi que fue administrada con una sola dosis

por via IM.

IgG en Suero anti-Poli Vi

p<0.01
0.7+ I —_
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Figura 19. Respuesta de IgG en suero anti-Poli Vi inducida por coadyuvacion con
AFCo2 o PLc. Se administran 25 pg de Poli Vi solo o adyuvado con 100 ug (proteina)
de PLc o AFCo2 por via IN en ratones Balb/c (10 uL/fosa nasal) con un esquema de
tres dosis separadas 7 dias. También se administré6 una dosis IM de la vacuna vax-
TyVi (5 ug/100 uL). El suero fue extraido a los 14 dias posteriores de la ultima dosis y
los niveles de anticuerpos especificos contra Poli Vi son evaluados a través de un
ELISA indirecto. El efecto de los grupos placebos IN e IM es sustraido de los
resultados segun corresponden por la via utilizada y se muestran la media y
desviaciones estandar de dos mediciones de dos experimentos independientes (n=5
cada uno). Las diferencias entre la medias se evaluaron por la prueba de Tukey.

En la Figura 20 se puede observar que la respuesta anti-Poli Vi, en heces y saliva fue
significativamente mayor cuando el Poli Vi se adyuvd y coadministré con el AFCo2,
mientras que la vacuna vax-TyVi aplicada por via IM no indujo respuesta a nivel

mucosal.
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Figura 20. Respuesta de IgA
en saliva (A) y heces (B) anti-
Poli Vi inducida por
coadyuvacién con AFCo2. Se
administran 25 pg de Poli Vi
solo o adyuvado con 100 ug
(proteina) de AFCo2 por via IN
en ratones Balb/c (10 plL/fosa
nasal) con un esquema de tres
dosis separadas 7 dias.
También se administr6 una
dosis IM de la vacuna vax-TyVi
(51g/100uL). Las muestras son
extraidas a los 7 dias
posteriores de la Ultima dosis y
los niveles de anticuerpos
especificos contra Poli Vi son
evaluados a través de un
ELISA indirecto. El efecto de
los grupos placebos IN e IM es
sustraido de los resultados
segun corresponden por la via
utiizada y se muestran la
media y desviaciones estandar
de dos mediciones de dos
experimentos independientes
(n=5 cada uno). Las
diferencias entre la medias se
evaluaron por la prueba de
Tukey y las letras indican
diferencias significativas entre
los grupos p<0,05

IV-4.2 RESPUESTA INMUNE SISTEMICA Y MUCOSAL. ANTICUERPOS IGA E IGG CONTRA PLC

EN SALIVA, HECES Y SUERO RESPECTIVAMENTE

En la Tabla 7 se observa el efecto que tiene la adyuvacion del Poli Vi, pero en este

caso en la respuesta inducida contra los antigenos de V. cholerae. De forma general no

hubo diferencias significativas entre la respuesta sistémica y mucosal inducida por el

AFCo2 en comparacién con las inducidas por los grupos en que este se utiliza

coadministrado (adyuvando) al Poli Vi.
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IV. RESULTADOS

Tabla 7. Respuesta de anticuerpos anti-PLc inducida por las formulaciones
IgA anti-PLc

Grupos IgG anti-PLc
Saliva Heces

AFC02+Poli Vi 0,551 (0,105)° 0,641 (0,086)> 0,541 (0,064)
AFCo2 0,497 (0,072)® 0,623 (0,071)* 0,565 (0,044)
Poli Vi 0,221(0,031)" 0,271 (0,039)° 0,214 (0,019)°

Los ratones se inmunizaron con 100 pug de AFCo2 y/o Poli Vi 25 pg por via IN (10uL/fosa) y un
esquema de tres dosis. La saliva, heces y suero se colectaron a los 7 y 14 dias posteriores a la
Ultima dosis, respectivamente. Se realizaron dos experimentos independientes (n=5 cada
grupo).

Los resultados se expresan como la media de la DO inducida por los sueros (dilucién 1/100),
saliva o heces (dilucién 1/2) evaluados con un ELISA indirecto y la DE en cada caso.

abe ) as letras indican diferencias significativas entre los diferentes grupos analizados por la
prueba de Tukey (p < 0,05)
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Las nano y microparticulas son consideradas vehiculos apropiados para el disefio de
adyuvantes y vacunas (40). En particular los proteoliposomas derivados de bacterias o
virus son estructuras muy inmunogénicas, capaces de entregar al sistema inmune
sefiales antigénicas e inmunoestimuladoras, que tienen un efecto adyuvante sobre el
antigeno que presentan (43, 129). Sin embargo el “taléon de Aquiles” de esta estrategia
se encuentra en el tipo de estructura en si debido a la variedad de componentes que la
forman y las diferentes formas en que estos pueden ensamblarse. Tanto las VME
(proteoliposomas provenientes de bacterias) como los virosomas (proteoliposomas
provenientes de viruses), son estructuras muy complejas y su caracterizacion requiere
de la combinacion de varias especialidades en el marco de la quimica, fisica y biologia

para estudiar su composicién, morfologia y funcién bioldgica.

El primer objetivo de este trabajo fue determinar los componentes estructurales de un
EMEt obtenido por el método de extraccion con detergentes (14) y evaluar si estos son
capaces de formar una estructura proteoliposémica. Pérez JL y colaboradores 2006
(14) identificaron LPS en la composicion del EMEt y la seleccién del SDS como
detergente Optimo para realizar la extraccién estuvo muy relacionado con su capacidad
para extraer la mayor cantidad de LPS, razén por la cual los autores justificaron que
este extracto fue el mas inmunogénico comparado con los obtenidos con otros
detergentes. ElI LPS es considerado por varios especialistas como el antigeno mas
importante de V. cholerae ya que induce respuesta inmune protectora tanto en
animales como en humanos (130-132). Por esta razén es muy importante determinar
gqué cantidad de LPS hay en el extracto. Tradicionalmente se ha utilizado el método de
determinacion Kdo para cuantificar LPS de bacterias Gram negativas (133), pero este

no permite cuantificar el LPS de V. cholerae ya que es necesario aplicar procesos de
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hidrolisis fuerte para poder exponer su molécula de Kdo, que se encuentra fuertemente
asociada en la regién que enlaza el lipido A con el “nlcleo” polisacaridico del LPS
(134). La relacion entre la actividad endotdxica medida por el ensayo del “Limulus
Amebocytes Lised” (LAL) y la cantidad de LPS ha sido propuesta como una alternativa
para su cuantificacion (14); sin embargo este es un ensayo costoso, consume gran
tiempo de trabajo y puede subestimar la concentracién de LPS en una mezcla compleja
como un extracto de membrana o proteoliposomas. En este ultimo el LPS puede estar
internalizado en la estructura vesicular o asociado a su membrana donde es menos
toxico que cuando se encuentra en solucién, donde el lipido A puede interactuar

libremente con el TLR4 y desencadenar reacciones endotéxicas (135).

Para determinar la concentracion de LPS se realizé un ensayo de inmunotransferencia
con un patrén de LPS de V. cholerae O1 El Tor Ogawa purificado y AcM anti-LPS
producidos en el Instituto Finlay (117-120). Los resultados en la Figura 2 y Tabla 3
mostraron que el LPS representa el 30% con respecto a las proteinas totales en el
EMEt pero se encuentra distribuido heterogéneamente en las fracciones F1 y F2 que
se purificaron a partir de este. Al comparar los resultados con los de Pérez JL vy
colaboradores (14), se encontré que el LAL podia estar subvalorando, al menos, en un
10 %,el contenido del LPS en el EMEt. Este resultado apoya la hipotesis de que el LPS
puede estar asociado a las estructuras que componen el EMEt y por lo tanto inducir
menor actividad en el ensayo de LAL. Por otro lado, el ensayo de inmunotransferencia
también brinda informacion sobre las propiedades inmunoquimicas del LPS, es mas
sencillo y menos costoso; por lo que es recomendable utilizarlo para casos en que sea
necesario cuantificar LPS de otros microorganismos y no sea posible utilizar la técnica

para detectar Kdo.

Pérez JL y colaboradores también refieren en sus trabajos que el extracto esta

compuesto por proteinas (14) aunque no se llegbé a identificar si alguna de estas
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constituia un antigeno importante en la induccion de respuesta inmune contra V.
cholerae o si el SDS, que fue el detergente utilizado en el proceso de extraccion, habia
afectado sus propiedades inmunoquimicas. Teniendo en cuenta que el EMEt puede ser
estudiado a partir de las dos fracciones de particulas que se obtienen por
cromatografia ~ de  exclusion molecular;  fue  necesario  caracterizarlas
independientemente y determinar si su aporte en componentes estructurales e

inmunogénicos era importante para pasar a la etapa de obtencion de cocleatos.

Se utilizé un panel de AcM, como se muestra en la Figura 4 y se identificaron en el
EMEt las proteinas MSHA y OmpU. Esta (ltima es mayoritaria y representa
aproximadamente el 30% del total de proteinas en el EMEt (Figura 3B); OmpU ha sido
reportada como una de las proteinas de membrana externa mas abundantes en la
superficie del microorganismo (136). Sperandio y colaboradores reportan que la OmpU
media la adherencia a las células epiteliales humanas in vitro y que genera anticuerpos
en voluntarios infectados experimentalmente con V. cholerae O1 (87). Por su parte la
MSHA es un antigeno mas controversial en cuanto a su papel en la generacion de
respuesta inmune protectora. Aun asi, ha sido establecido que un anti-suero policlonal
y AcM anti MSHA protegen a ratones infantes y previenen la acumulacion de fluido en
el intestino de conejos, otros estudios genéticos indican que mutantes defectuosos de
esta fimbria muestran una reducida colonizacién en conejos adultos, sugiriendo que la

misma juega un papel importante en la colonizacion (84, 85).

Es importante subrayar que otras proteinas relevantes como el TCP y la toxina de
cblera o sus subunidades no se encuentran representadas en el EMEt (Figura 4B),
pero tampoco se identificaron en el lisado de la biomasa de la cepa C7258 que se
utilizé6 como materia prima para la obtencién del EMEt (Figura 4A). Este resultado era
de esperar ya que las cepas de biotipo ElI Tor, como la C7258, expresan pocas

cantidades de TCP y toxina de célera, que requieren de condiciones especiales de
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cultivo, diferentes a las que se utilizaron, para su expresion, (137). En general, se pudo
concluir que ni el proceso de extraccion ni el detergente utilizado afectaron las
propiedades inmunoquimicas de los antigenos en el extracto. Sin embargo, no se
puede descartar la posibilidad de que existan otras proteinas inmunogénicas que no
fueron detectadas con el panel de AcM utilizado y pudieran ser identificadas con AcM
especificos contra otras proteinas o si se complementan los resultados de la
electroforesis 2-D (Figura 3D) con un estudio de protedmica como los que han sido
realizados para la caracterizacion proteica de otros derivados bacterianos (70, 138).
También se calcul6 la relacion entre proteinas y Flps totales en el EMEt; esta fue
aproximadamente de 2:1 (m/m) aunque la relacion puede variar en dependencia de la
fraccion que se analice porque los Flps y proteinas se distribuyen, al igual que el LPS,

heterogéneamente en F1y F2 (Tabla 3).

Para identificar los Flps que componen el EMEt se realizd un proceso de extraccion y
posteriormente un analisis por cromatografia en capa delgada. Se encontraron
especies de Flps cuyo Rf y reaccion con reveladores especificos eran caracteristicos
de la FE, FG, FS y Lyzo-FS. Estos resultados se corresponden con los publicados por
Saptarshi y colaboradores que encontraron alguna de estas especies (FE y FG) como
parte de la composicién fosfolipidica de la membrana externa de V. cholerae (139), no
obstante una caracterizacibn mas profunda (67) es recomendable si se desea

establecer el lipidoma del EMEt.

Los estudios morfolégicos realizados por microscopia electrénica revelaron la
existencia de nanoparticulas en el EMEt. En las microfotografias obtenidas por MEB se
observan particulas esféricas con tamafios heterogéneos y superficie regular (sin
poros), mientras que en las obtenidas por MET se pudo corroborar la forma vesicular
de las particulas y demostrar que estas poseen una membrana poco permeable a la

tinciébn negativa y bien definida. Por esta razén las nanoparticulas que componen el
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EMEt se clasificaron como PLc, independientemente de que estas se encuentren
distribuidas en la F1 o F2 y posean una distribucién de Flps, proteinas y LPS diferente
entre si. Los estudios de ECF muestran que la talla promedio del PLc en las muestras
evaluadas es 152,27 (20,05) nm y poseen un indice de polidispersién de 0,42 lo que
corrobora que las particulas tienen una distribucion de tamafio heterogénea. Estos
resultados confirman los obtenidos durante el proceso de purificacién, donde se
encontraron las dos poblaciones de particulas (F1 y F2) con tamafios cercanos entre si

(Figura 3A).

También se evalud el potencial zeta del PLc y se encontr6 que este se encuentra
cargado negativamente (-28,3 mv). Varias moléculas pueden aportar estas cargas. La
porina OmpU es la proteina mas abundante (Figura 3D) y tiene punto isoeléctrico
alrededor de 4 (140), por lo que al pH (ligeramente basico) en el que se resuspende el
PLc, se encuentra cargada negativamente. De igual forma, el resto de las proteinas en
el PLc tienen punto isoeléctrico cercano a 4 por lo que también aportan cargas
negativas a la estructura (Figura 3D). Las especies de Flps identificadas como FG, FS
y Lyso-FS son Flps negativos que también pueden contribuir a la carga negativa neta
superficial en el PLc. En resumen, el EMEt de V. cholerae O1 est4d compuesto por
proteoliposomas que contienen diferentes proporciones de Flps, antigenos proteicos y
LPS. Si se limita la obtencion de cocleatos a una de las fracciones purificadas se
podrian perder importantes antigenos y Flps indispensables para que el proceso sea
eficiente; por lo tanto se decidié evaluar la obtencién de cocleatos a partir de todos los

elementos que forman el EMEt o PLc como comenzo a llamarse.

Para la transformacion del PLc en cocleatos se utilizd el método de dialisis rotacional
continua propuesto y patentado por Pérez O y colaboradores (9). En este, el PLc se
resuspendié en un tampén con DOC y se enfrenté a un TF compuesto por calcio

(Figura 1). Varios parametros se estudiaron para establecer las condiciones de
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formacion de las estructuras cocleares. En primer lugar se reprodujeron las condiciones
de trabajo utilizadas por Bracho G. 2004, (18) para obtener estructuras cocleares a
partir del proteoliposoma de N. meningitidis serogrupo B y que se denominé como
variante 1 (V1). Con estas condiciones se obtuvieron pocas estructuras y un porcentaje
de incorporacion de proteinas y Flps bajo (Tabla 5), lo que indica que no hubo
suficiente calcio para formar los cocleatos o que la velocidad de interaccion entre el
cation y los componentes estructurales del PLc fue muy lenta. Para actuar sobre este
altimo punto, se eliminé el EDTA del TF (V2). EI EDTA es un agente quelante del calcio
y por lo tanto enlentece su reaccion con los componentes del PLc, dentro de la bolsa
de dialisis. Con este cambio se obtuvo un mayor nimero de microparticulas y mejores
rendimientos de incorporacion de proteinas y Flps (Tabla 5), aunque estos no
sobrepasaron el 80% que es considerado un nivel 6ptimo (18), y por lo tanto se
aumento la concentracion del cation calcio (V3). Con este nuevo cambio se increment6
el porcentaje de incorporacion, sobrepasando el 80% (Tabla 5), pero el analisis
microscopico reveld que durante el proceso (V3) se forman estructuras diferentes a los
cocleatos reportados por diferentes autores (9, 18, 79). Las estructuras obtenidas por la
variante V3 son agregados tubulares con forma de erizos (Figura 10A) y con
prolongaciones tubulares en los extremos (Figura 10B). Es posible que esto ocurriera
por que la velocidad de interaccion entre el PLc y el calcio se incrementé demasiado,

dando paso a la formacién de estos agregados.

Se analiz6 entonces la posibilidad de incrementar el flujo de calcio a través de la
membrana sin necesidad de incrementar la concentracién del cation y asi evitar la

formacion de agregados: el flujo o velocidad con que el calcio atraviesa la membrana

de didlisis puede ser descrita por la ecuacion de Fick (x): ] = % donde J representa

1
A

el flujo y A es el area de la membrana que tiene que atravesar el calcio (dc) en la

unidad de tiempo (dt); por lo tanto si se reduce el tiempo entre los cambios de dialisis
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(dt) se puede incrementar la velocidad (J) con que el calcio interactie con el PLc. En
resumen, para la variante V4 se redujeron los tiempos entre cambios de didlisis a 2
horas y se adicion6 un cambio extra para entregarle mas calcio al sistema. Los
resultados en la Tabla 5 (V4) muestran que se logré una Optima incorporacién de
proteinas y Flps. Ademas no se formaron agregados y las estructuras microtubulares
gue se observan (Figura 10C) tienen las caracteristicas morfolégicas descritas por
Pérez O y colaboradores para cocleatos derivados de bacterias (9). El tamafio/longitud
de los microtubos o AFCo2, obtenidos con la variante V4, se determiné a través de una
escala graduada en el lente de un microscopio 6ptico (141). Con una longitud media de
16,25 um, el AFCo2 es una estructura con un tamafio de particula casi 100 veces
mayor que el PLc y su apariencia en formulacion es la de una suspension blanquecina
(Figura 9A) que sedimenta (Figura 9B) luego de permanecer un tiempo en reposo (1-
2h) o cuando es centrifugada. Esta propiedad es muy importante ya que nos permitié
analizar el material (Flps y proteinas) que queda asociado con el AFCo2 y el que queda
libre en el sobrenadante. Sin embargo, fue necesario determinar si los proteoliposomas
se ensamblaron formando una estructura coclear pues existen otros tipos de
estructuras supramoleculares con forma tubular que no deben ser confundidas con

estructuras cocleares (72).

Varios autores (13, 72) han descrito a los cocleatos como estructuras formadas por una
Unica lamina (bicapa) de Flps que se enrolla sobre si misma y adoptan una formacién
multilaminar con un patrén en espiral que se asemeja a un caracol (Anexo 1). Diversas
técnicas se han empleado para caracterizar este tipo de estructuras pero la
microscopia electrénica continda siendo la mas adecuada para ello, principalmente si
tenemos en cuenta que las estructuras que queremos caracterizar estan compuestas
por una mezcla de Flps, LPS y proteinas que pueden generar una organizacion
supramolecular mas compleja que las descritas hasta el momento para los cocleatos

derivados de Flps comerciales (13, 72, 74). El AFCo2 se evalu6 por MEB (Figura 12A)
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y se observo que esta formado por multiples lAminas dispuestas unas sobre otras, tal y
coémo habia sido reportado por Pérez O y colaboradores Cuando se refiere a la
estructura del AFCo01(17). En la Figura 13A se observa una microfotografia obtenida
por MECF que confirma que el AFCo2 esta compuesto por multiples capas y que estas
se disponen formando un patrén en espiral, segun se observa en la Figura 13B, sin
embargo no se pudo identificar si las laminas tienen un origen comin o se ensamblan

independientemente.

Marone y colaboradores demostraron que la interaccion entre diferentes mezclas de
Flps con el calcio puede inducir a la formacion de cocleatos con el patron tubular y
multilaminar “clasico” pero también se pueden formar particulas multilaminares
esféricas y hojas multilaminares planas (77). Estos autores tuvieron resultados
similares cuando enfrentaron los Flps a otros cationes como el magnesio y el zinc. Es
posible que las interacciones entre el calcio, Flps, LPS y proteinas puedan generar una
estructura coclear cuya organizacion supramolecular sea diferente de las propuestas
por otros autores, no obstante este criterio debe ser evaluado a partir de técnicas como
la cristalografia de rayos X que ha sido utilizada para el estudio de la estructura interna

de los cocleatos (77).

Por otra parte también se realizaron estudios de MET y como se observa en la Figura
14, el vanadato, responsable de la tincibn negativa, penetra en la estructura del
AFCo2, a diferencia del PLc cuya membrana no es permeable a la tincion (Figura 8).
Los cocleatos son considerados como estructuras muy compactas (72) debido a las
interacciones hidrofilicas e hidrofébicas que rigen el plegamiento de sus laminas, sin
embargo AFCo2 parece tener poros o aberturas en sus extremos (Figura 12B) que
pueden ser responsables de que la tincidn penetre en la estructura. La capacidad para
acomodar moléculas en su interior puede ser muy importante si se desea utilizar el

AFCo2 como un sistema de liberacion. Por lo tanto se disefié un experimento para
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determinar si una molécula de mayor tamafio como la ovoalbumina (acoplada a una
sonda fluorescente, Ova-TR) puede penetrar en el AFCo2. Entonces, se mezclé el
AFCo02+Ova-TR y se someti6 a diferentes procesos de lavados y sonicacion para
eliminar la mayor cantidad posible de la sonda que no estuviese asociada o
encapsulada en el AFCo2. Estos procesos fueron monitoreados por microscopia de
epi-fluorescencia. Los resultados mostraron que aun cuando se sonicé la mezcla y
ultrafiltré6 por una membrana permeable solo a la Ova-TR, la sefial de la sonda (Figura

15) continu6 siendo detectada.

Particularmente, la intensidad de fluorescencia proveniente del interior de una de las
estructuras que se rompio bajo el efecto del proceso de sonicaciéon (Figura 15B) fue
mayor que la que se observd cuando la estructura no fue sometida a este proceso,
indicando que una parte de la sonda puede acomodarse en el interior del AFCo2. Sin
embargo, es posible que la sonda se haya adherido a la superficie del AFCo2 aunque
este tiene una carga ligeramente negativa que no favorece la interacciéon con Ova-TR
gue es una proteina acida cargada negativamente. De forma general, la Ova-TR se
asocia con el AFCo2 y una parte puede estar internalizada en su estructura, lo que
incrementa el interés por utilizar el AFCo2 como sistema de liberacién de antigenos;
indudablemente nuevos estudios deberan ser realizados para determinar el tipo de

relacion que se establece entre AFCo2+0Ova o cualquier otro antigeno.

Un punto extremadamente importante es identificar si la identidad y las propiedades
inmunoquimicas de los antigenos en el PLc se afectan durante su transformaciéon en
AFCo2. Bracho G. 2004 (18) demostré que el proceso de didlisis rotacional continua no
afectd la transformacion del AFPL1 en AFCol, sin embargo las interacciones del calcio
con las proteinas, con el detergente en el que se resuspende el PLc y hasta el mismo
proceso de resuspension en si pudieran afectar los antigenos de V. cholerae

identificados. Utilizando las técnicas anteriormente descritas para el estudio de los
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antigenos (inmunotransferencia, electroforesis, etc.), se comprobé que el
reconocimiento antigénico en el PLc y AFCo2 fue igualmente positivo para la OmpU,
MSHA y LPS (Figura 17), mientras que el analisis densitométrico de sus perfiles
proteicos demostré que no se afectd la estructura de las proteinas, o al menos no las
propiedades isoeléctricas y peso molecular de estas (Figura 16) durante el proceso de

didlisis rotacional continua.

Luego de determinar que los antigenos identificados en el PLc conservaron sus
propiedades inmunoquimicas fue importante determinar si estos eran inmunogénicos.
Pérez JL y colaboradores (14) demostraron que los sueros de ratones inmunizados por
via IN con el EMEt tenian actividad vibriocida e inducian la formacién de anticuerpos
anti-LPS. Partiendo de este resultado se evalué la respuesta inmune mucosal y
sistémica inducida por el AFCo2 administrado por via IN y se comparé con el PLc y
también con un grupo inmunizado con el candidato vacunal atenuado 638. La Tabla 6
muestra que cuando se utilizé el esquema de 2 dosis por via IN espaciados 28 dias
(barras negras) no hubo diferencias significativas entre las respuestas sistémicas
inducidas en los grupos inmunizados con PLc, AFCo02 o el candidato 638. En este caso
se evalué por ELISA la respuesta de anticuerpos contra los antigenos totales en el PLc
y no solo contra el LPS cémo habia sido publicado anteriormente por Pérez JL vy

colaboradores (14).

Tampoco se apreciaron diferencias significativas entre la induccién de IgA en heces y
saliva en los grupos inmunizados con AFCo2 y PLc (Figura 18) aunque el grupo
inmunizado con el candidato 638 indujo mayor repuesta mucosal con este esquema
(barras negras). Ello indica que la inmunogenicidad de los antigenos en el PLc
tampoco se afect6 durante su transformacion en AFCo2. Sin embargo varios autores
han propuesto que los esquemas de tres dosis por via IN son mejores para estimular el

sistema inmune mucosal (142, 143). Ademas Pérez O y colaboradores han demostrado
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gue los adyuvantes derivados de N. meningitidis B (AFPL1 y AFCol) son mas
inmunogénicos cuando se utiliza este esquema (9), por lo tanto se evaluaron
formulaciones con un esquema de tres dosis espaciadas siete dias cada una. Los
resultados demuestran que no hubo diferencias significativas entre las respuestas
inmune sistémica inducidas por el AFCo2 y PLc con ambos esquemas (Tabla 6). Sin
embargo al aplicar tres dosis de las formulaciones, como se observa en la Figura 18
(barras blancas), el AFCo2 induce mayor respuesta de IgA en saliva y heces que el
PLc. Esto indica que la transformacion del PLc en AFCo2 tiene efecto adyuvante a
nivel mucosal, aunque el efecto es dependiente del esquema de inmunizacion. Por otro
lado Bracho G 2004 (18) demostr6 que la cinética de anticuerpos inducida por
proteoliposomas y cocleatos derivados de N. meningitidis B era similar, por lo que para
encontrar diferencias en la induccibn de anticuerpos era necesario analizar su
comportamiento en el tiempo y no solo en un momento de este. Ademas seria
necesario evaluar la respuesta de citocinas, quemoquinas y otros mediadores de la
inmunidad para concluir si existen o no marcadas diferencias en la induccién de

respuesta inmune entre el PLc y el AFCo2

Si tenemos en cuenta que PLc y AFCo2 tienen relativamente la misma composicién
antigénica e inmunoestimuladora, la principal diferencia en la respuesta inmune
inducida pudiera explicarse a partir de los diferentes mecanismos de liberacién de
ambos sistemas: en primer lugar, particulas con tamafios mayores 5um son mejor
retenidas en los sitios de induccion de respuesta inmune mucosal y estimulan
respuestas mucosales a nivel local, mientras que particulas menores, como el PLc,
pueden escapar a la periferia dirigirse directamente a los ganglios linfaticos periféricos
(144, 145), particularmente, Lewis D. ha propuesto que tamafios de particulas de
aproximadamente 15 um son favorables para inducir respuestas mucosales a través de
la administracion IN (146). Por otro lado los cocleatos son estructuras que poseen

propiedades fusogénicas y debido a su gran tamafio, segun Forgerite S vy
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colaboradores (76), es posible que puedan interactuar y activar varias células
dendriticas en un corto lapso de tiempo. Aunque estos autores se refieren a las
propiedades estudiadas en cocleatos derivados de Flps comerciales, Bracho G. (18)
encuentra resultados similares al estudiar la capacidad adyuvante del AFCol derivado
de N. meningitidis B que lo llevan también a sustentar esta hipotesis. Sin embargo,
nuevos experimentos deberan ser disefiados para determinar los mecanismos de

adyuvacion/liberacion de antigenos del AFCo2 y PLc.

Por otro lado, el PLc y el AFCo2 deben tener un importante efecto inmunoestimulador
ya que el LPS de V. cholerae O1 no es solo el antigeno mas abundante en la superficie
de la bacteria, sino que también es un importante PAMP que estimula la produccién de

citocinas y quemoquinas pro-inflamatorias como TNFa, MIP-3a e IP-10 (147).

Otro resultado que llamé la atencién en estos experimentos fue que el candidato
atenuado 638 no indujo respuestas inmunes mucosales o sistémicas cuando se aplic
con el esquema de tres dosis. Esto puede deberse a que las dosis repetidas pueden
dificultar la colonizacion y el establecimiento del microorganismo atenuado en las
mucosas. Es conocido que las vacunas atenuadas requieren, por lo general, una sola
dosis para inducir respuesta inmune protectora y memoria en humanos, mientras que
las reinmunizaciones a corto plazo pueden dificultar la colonizacién del microorganismo
y por tanto limitar su potencial vacunal (23). De forma general, es muy importante que
AFCo2 y PLc induzcan respuesta sistémica y mucosal contra V. cholerae. Por una
parte la actividad vibriocida del suero es considerada como un correlato de proteccion
clinica en humanos (148) y por otro lado muchos autores sostienen que la respuesta
mucosal es necesaria para eliminar el patégeno (54, 149) e inducir inmunidad de grupo
(en inglés “herd immunity”) que es un beneficio adicional para los individuos no

vacunados que se protegen al eliminar los estados de portador en parte de la poblacién
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gue si se inmuniza, esto ha sido demostrado en ensayos clinicos realizados con la

vacuna oral de cdlera inactivada (150).

Finalmente se evalu6 si el AFCo2 tenia efecto adyuvante sobre un antigeno de un
patégeno entérico no relacionado con V. cholerae Ol y para ello se utilizé el Poli Vi
purificado de S.Typhy. Este polisacarido constituye la materia prima activa de la vacuna
cubana vax-TyVi y otras licenciadas en varias partes del mundo contra la fiebre
tifoidea; su aplicacién por via parenteral puede inducir mas del 70% de proteccién en
los vacunados (1) . A pesar de una extensa busqueda, no se encontraron ejemplos en
la literatura de administracion del Poli Vi por via IN, asi que el AFCo2 y el Poli Vi se
coadministraron por via IN con un protocolo de tres dosis espaciadas siete dias cada
una. También se inmuniz6 un grupo con Poli Vi sin adyuvar con el mismo esquema IN
y otro con la vacuna vax-TyVi como control positivo del experimento (127, 151) pero
por via IM y con una sola dosis. Como se observé en los resultados, el AFCo2 tiene
efecto adyuvante sobre el Poli Vi e induce una respuesta sistémica de IgG anti-Poli Vi
similar a la inducida por vax-TyVi (Figura 19). Sin embargo esta vacuna no induce
respuestas de IgA anti-Poli Vi en saliva ni heces, a diferencia de la formulacion

adyuvada con AFCo2 que si es efectiva a este nivel (Figura 20).

El efecto adyuvante del AFCo2 puede estar muy relacionado con sus caracteristicas
estructurales. Si tenemos en cuenta que el AFCo2 posee poros y/o aberturas que lo
hacen permeables a pequefias y grandes moléculas, es muy probable que un antigeno
como el Poli Vi se asocie o incorpore a su estructura durante el proceso de
coadministracion (adicion y mezcla). Entonces, el AFCo2 pudiera facilitar la interaccién
del Poli Vi con las células presentadoras de antigenos a nivel mucosal. Como se
comentd anteriormente, varios autores (9, 18, 72) han propuesto que los cocleatos
pueden tener propiedades fusogénicas e interactuar con estas células en los sitios de

induccién de respuesta inmune mucosal y entregar las sefiales antigénicas. El tamafio
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y forma de los cocleatos también puede favorecer sus propiedades mucoadherentes ya
gue particulas de gran tamafio (>10um) son preferentemente retenidas en el tracto
respiratorio superior (56). Tampoco se puede descartar el efecto inmunoestimulador del
LPS u otras moléculas en el AFCo2 que modulen o activen las células presentadoras

de antigenos.

El Poli Vi es un polisacarido de alto peso molecular (152) y ha sido reportado que
polimeros y polisacaridos con estas caracteristicas, como el carbopol y la quitosana,
poseen propiedades mucoadhesivas (5, 52) y de alguna forma pudieran favorecer la
interaccion de la formulacion AFCo2+Poli Vi con la mucosa nasal. De hecho, el Poli Vi
no parece interferir con la respuesta inmune inducida contra los antigenos de V.
cholerae en el AFCo2 (Tabla 7) Sin embargo nuevos estudios seran necesarios para
determinar las interacciones entre adyuvante-antigeno y los mecanismos de accion

gue se inducen.

Las respuestas sistémicas de anticuerpos inducidas por las vacunas polisacaridicas
contra S. Typhi han demostrado ser protectoras en modelos murinos (151) y también
en seres humanos (153). Por esta raz6n seria muy interesante evaluar si los
anticuerpos anti-Poli Vi inducidos a nivel sistémico por la formulacion de Poli Vi+AFCo2
son realmente protectores. Por otro lado, se desconoce si la respuesta inmune mucosal
(IgA) contra el Poli Vi pudiera jugar algun papel en la proteccion mucosal contra S.
Typhi. Lo cierto es que el Poli Vi se expresa poco a nivel de la mucosa intestinal y no
participa en los procesos de adhesion, invasiéon (111); sin embargo, una vez que S.
Typhi atraviesa las mucosas, el Poli Vi comienza a expresarse y es considerado como
un factor importante para evadir la respuesta inmune, ya sea por su capacidad de
enmascarar fisicamente los PAMPs del patégeno o interferir sobre algin mecanismo
de inflamacién (102). La inmunidad mucosal, mediada por anticuerpos (IgA), previene

la colonizacién e invasion de microorganismos en el epitelio (lumen) pero también
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participa en la neutralizacion de virus, toxinas y antigenos en la zona subepitelial (54),
quizds a este nivel pudiera ser efectiva la respuesta de IgA mucosal anti-Poli Vi,
facilitando la neutralizacion y exclusion del patdgeno una vez que este atraviesa el

epitelio y comienza a encapsularse.

La administracién oral ha sido la via de eleccién para inducir respuesta inmune contra
patdégenos entéricos (23) ya que se plantea que la via IN no induce buenas respuestas
mucosales en sitios distales del tracto gastrointestinal y que las encontradas,
principalmente de IgA, provienen de la circulacion hepatobiliar y trasudacion desde la
sangre (54). Los resultados de esta tesis no contradicen los de estos autores, ya que
identificar la procedencia de la IgA no fue un objetivo de los experimentos realizados,
pero si es evidente la importancia de la via IN para evaluar adyuvantes y candidatos
vacunales contra V. cholerae y otros patdgenos entéricos como S. Typhi. Fries LF y
colaboradores también demostraron en ensayos clinicos que la via IN era efectiva para
inducir respuestas inmunes sistémicas y mucosales con un candidato vacunal contra
Shigella (154). La via IN evade las dificiles condiciones del tracto gastrointestinal e
induce buenas respuestas a nivel sistémico, mientras que la via oral requiere
condiciones especiales de administracion como la atenuaciéon del pH gastrico vy
mayores dosis de antigenos (23, 89). En resumen, la via IN no debe ser descartada sin
antes realizar un analisis practico de sus beneficios o0 desventajas en relacion con otras

vias de aplicacion.

La obtencién de productos derivados de microorganismos con capacidad adyuvante y
vacunal es cada vez mayor, no solo en el caso de V. cholerae sino también con otros
patégenos como N. meningitidis, Pseudomonas, etc (21, 43). El principal problema de
esta estrategia se encuentra en que las formulaciones son muy complejas y requieren
de una profunda caracterizacion para determinar sus composicion, estructura,

inmunogenicidad y seguridad; hoy se cuenta con las técnicas y métodos para hacerlo,
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por lo que nuevos candidatos seran formulados, teniendo en cuenta las propiedades
intrinsecas que poseen estos derivados para entregar sefiales antigénicas e
inmunoestimuladoras al sistema inmune. Ello constituye no solo una estrategia para el
desarrollo de vacunas parenterales, como lo ha sido en su mayor aplicacion, sino para

obtener vacunas mucosales.
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1. Los componentes del extracto de membrana externa de V. cholerae O1 forman
proteoliposomas. Ello confirma la utilidad de la metodologia de extraccion

desarrollada en el Instituto Finlay para la obtencion de nuevos proteoliposomas.

2. Se obtiene una nueva estructura coclear (AFCo02) a partir del proteoliposoma de
V. cholerae O1. Por lo que se logré extender la metodologia, propiedad del
Instituto Finlay, a la obtencion de nuevos cocleatos con capacidades

adyuvantes y vacunales.

3. El AFCo2 administrado por via intranasal indujo respuesta inmune especifica,
sistémica y mucosal contra los antigenos que componen el proteoliposoma de
V. cholerae O1. Se confirma que la transformacion del proteoliposoma en

AFCo2 no afecta las propiedades inmunogénicas de estos antigenos.

4. El AFCo2 administrado por via intranasal indujo superior respuesta mucosal que
el proteoliposoma. Esto sugiere la posible utilidad practica del AFCo2 para el

disefio de formulaciones mucosales.

5. EI AFCo2 administrado por via intranasal potencié la respuesta inmune
sistémica y mucosal contra el polisacarido Vi de S. Typhi. Esto constituye una
evidencia de la capacidad adyuvante del AFCo2 y sugiere su utilidad para el

disefio de formulaciones vacunales de aplicacién mucosal contra S. Typhi.
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1. Profundizar en la caracterizacion de proteinas y fosfolipidos que componen el PLc a

través de estudios de proteémica y lipidémica.

2. Evaluar las interacciones que rigen la organizacioén supramolecular del AFCo2 y los

mecanismos de adyuvacion que ejerce sobre los antigenos adyuvados.

3. Profundizar en la evaluacion de la respuesta inmune mucosal y sistémica inducida

por el AFCo2 contra los antigenos de V. cholerae O1 y el Poli Vi.

4. Evaluar la capacidad adyuvante del AFCo2 contra otros antigenos, particularmente

provenientes de patdgenos entéricos y explorar otras vias de aplicacion mucosal.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1. Representacién esquematica de la formacion de Cocleatos derivados
de fosfolipidos comerciales y su estructura. (Tomada de la patente Cochleate
delivery vehicles.USPTO patent 5,994,318. Gould-Fogerite S. y Mannino R.

1999)
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ANEXOS

VME con constitucion
protectora, con PAM e
VIvos inductora respuesta

Microorganismos

AFCol: |
Termo vy acido resistentes, "|
respuesta mucosal y sistémica: \
efectivo en lactancia \

Anexo 2. Representacion esquematica de la formacion de Cocleatos derivados del
proteoliposoma de N. meningitidis B. (Tomada de la patente Método de obtencion de
estructuras cocleares, composiciones vacunales y adyuvantes basados en estructuras

cocleares. OCPI23313. Pérez O, Bracho G, Lastre M, y colaboradores. 2008
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ANEXOS

Sistema de Solvente (Rf) [ver
en cuadro debajo composicién

Lipids de los sistemas]
i i iii iv
Fosfatidiletanolamina 0,79 0,55 0,43
Fosfatidil monometiletanolamina 0,71 0,41 0,33
Cardiolipina 0,67 0,56 0,38
Fosfatidilglicerol 0,60 0,50 0,31 0,36
Fosfatidil dimetiletanolamina 0,58 0,56 0,27
Acido Fosfatidico 0,55 0,05 0,58
Fosfatidilinositol 0,39 0,10
Fosfatidilcolina 0,34 0,30 0,17
Fosfatidilserina 0,33 0,12
Lyso-Fosfatidilglicerol 0,54 0,20
Lyso-Fosfatidiletanolamina 0,45 0,20
Lyso- Acido Fosfatidico 0,40 0,01
Lyso- Fosfatidilinositol 0,29 0,03
Lyso- Fosfatidilcolina 0,22 0,08
Lyso- Fosfatidilserina 0,18 0,02
Sistemas de Solventes Ratio(V:V)
[ Cloroformo:Metanol:Agua 65:25:4
ii Cloroformo:Metanol:Cloruro de Amonio 65:25:4
iii | Cloroformo:Hexano:Metanol:Acido Acetico 50:30:10:5
iv Tolueno:Pyridina:Agua 60:60:10

Anexo 3. Sistemas de solventes mas utilizados para la separacién de fosfolipidos por
cromatografia en capa delgada . En la tabla se representan los valores de Rf para cada
especie. Adaptado del articulo “Determination of Molecular-Species of Phospholipids
and Diglycerides” de Blank ML, Robinson M y colaboradores. Journal of

Chromatography 1984;298:473-482.
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