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SINTESIS

SINTESIS

El desarrollo de nuevos adyuvantes vacunales es un tema importante en las investigaciones
actuales. En Instituto Finlay, se ha obtenido el AFCo 1 (Adyuvante Finlay Cocleato 1),
derivado del proteoliposoma (PL) de Neisseria meningitidis B, el cual puede ser
administrado por via parenteral y mucosal, luego de ser desarrollado mediante diélisis. El
objetivo del presente trabajo fue obtener a escala piloto el AFCol mediante filtracion
tangencial (FT), lo cual permitié un facil escalado y la confeccion de lotes de manera
aséptica, conservando sus propiedades como adyuvante. EI PL (material de partida) se
resuspendio en una solucion tampdn que contenia Desoxicolato de Sodio transforméandose
en AFCol, mediante la adicion de calcio. La adicion del calcio y la remocién del
detergente se realiz6 a través de FT en cartuchos de fibra hueca, a volumen constante. Los
lotes obtenidos resultaron ser estables y no tdxico en las condiciones de estudios
evaluadas. La inmunizacion por via intranasal de ratones BALB/c con AFCol indujo
respuestas especificas de anticuerpos IgA en saliva e 1gG en el suero; se demostré ademas,
la induccidon de un patrén de respuesta Thl, a partir de la estimulacion de IgG2a,
Interferény, y no de IL-5. Se demostré también, la accion adyuvante sobre antigenos del
propio PL y sobre antigenos no relacionados con este como la ovalbumina bovina, un
péptido sintético de Streptococo B hemolitico y una proteina recombinante de este

patdgeno, los cuales se adyuvaron y se administraron por via intranasal.
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TABLA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Ag Antigeno

ACF Adyuvante Completo de Freund

ADN Acido desoxirribonucleico

AFCol Adyuvante Finlay Cocleato 1

AlF Adyuvante Incompleto de Freund

ARM Agencias Regulatorias Mundiales

BPL Buenas Practicas de Laboratorio

CD(i 6 m) Células dendriticas (i, inmadura y m, madura)

CDC Centro para el Control de Enfermedades, del inglés Center for Disease
Control

CECMED Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos

CENPALAB Centro para la Produccion de Animales de Laboratorio

CG Cromatografia Gaseosa

Co Cocleato

CPA Células presentadoras de antigenos

DO Densidad Optica

ELISA Inmunoensayo de enzima unida, del inglés “Enzyme-linked inmunosorbent
assay”

EM Espectrometria de masas

Flps Fosfolipidos

FT Filtracion tangencial

IE Indice de estimulacion

IFA Ingrediente farmacéutico activo

IFN o, B0y Interferon alfa, beta 0 gamma

IgA, IgE, IgG Inmunoglobulinas de clase A, Ey G

IgGn Subclase de Inmunoglobulina G (1, 2, 2a, 3 6 4)

IL-n Interleucina (1, 2, 4, 6, 12 6 18)

IM Intramuscular

IN Intranasal

ISCOM Complejo inmune estimulante del ingés “Immune stimulating complexes*

ISS Secuencias  inmunoestimuladoras, del inglés “Immunostimulatory
sequences*

L¢T Linfocito T

L¢Tc Linfocitos T citotoxicos

LPS Lipopolisacaridos

M® Macrofago

MPLA Monofosforil lipido A (MPL (3-O-desacil-4 monofosforil lipido))

MSTFA loduro de amonio: Mercaptoetanol

Ova

OvoalbUmina
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PAMPs Del inglés “Pathogen Associated Molecular Patterns”, Patrones moleculares
asociados a patdgenos

PL Proteoliposoma de la membrana externa

PLG Polilactil co-glicolato

PM Peso molecular

Por Porinas

PRRs Receptores de reconocimiento de patrones, del inglés “Pattern Recognition
Receptors”

RRR Refinamiento, reemplazo y reduccion

SA Sistema Adyuvante

SDS Sodio dodecil sulfato

SDS-PAGE Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con SDS y condiciones
reductoras, del inglés “Poliacrilamid gel electrophoresis with SDS”

SLD Sistemas de liberacion de drogas

SSTF Solucion salina tamponada

STS Solucién tampon sustrato

MFTG Medio fluido de Tioglicolato

TA Temperatura ambiente

TC Toxina de Vibrio cholerae

TLAN Tejido linfoide asociado a la Nesofaringe

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

TNF-a, B Factor de necrosis tumoral (o y )

TTLE Toxina termol&bil de Echerichia coli

UA Unidades arbitrarias

VLP Particulas similares a virus, del inglés Virus-like particle

VSSP Proteoliposoma de talla muy pequefia, del inglés “very small size
proteoliposomes”

Pa Presion de alimentacion

Pr Presion de retenido

Pf Presion de filtrado

PTM Presion transmembranal

RDR Rango dinamico rapido

RDL Rango dinamico lento

PsEE

Pseudo estado estacionario
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La introduccién de las vacunas en la practica medica habitual data de principios del siglo
XX y tuvo un importante impacto en la salud humana; comparable con el de la
introduccion de los antibioticos y de las practicas modernas de higiene (1). En la
actualidad se consideran a las vacunas como el método mas seguro y eficiente de
intervencion médica disponible. Sin embargo, hoy en pleno siglo XXI, existe la
necesidad de desarrollar nuevas vacunas contra un numero importante de enfermedades
infecciosas para las cuales estas no se encuentran disponibles ain (1-6) Dentro de este
este grupo de infecciones emergentes o re-emergentes se encuentran el sindrome
repiratorio agudo severo, el Evola, las infecciones por virus Hanta y virus del Dengue y
otras enfermedades (7-15).

Se hace cada vez mas necesario, el mejoramiento continuo de vacunas que protejan
contra la emergencia de nuevas cepas y que permitan hacer frente al continuo
surgimiento de microorganismos resistentes a a los medicamentos. Se publican con
mayor frecuencia la relacion causal de los agentes infecciosos y las enfermedades
crénicas no transmisibles como el cancer, que puden ser prevenidas o tratadas con una
nueva generacion de vacunas (2, 7-9, 16-27).

Los adyuvantes han sido cruciales en el desarrollo de las vacunas, y la necesidad actual
de nuevos compuestos es mayor que nunca antes, si se tiene en cuenta que la mayoria de
las vacunas en desarrollo comprenden antigenos altamente purificados ya sean proteinas
0 peptidos, que proveen de un perfil de mayor seguridad que el de algunas vacunas de
células completas. Sin embargo, la obtencion de antigenos puros también ha resultado en

una reduccion de la inmunogenicidad. En la basqueda para revertir esta dificultad se han
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desarrollado nuevas tecnologias, como las vacunas basadas en vectores vivos y las
vacunas de &cido desoxirribonucleico (ADN), pero es el desarrollo de formulaciones
adyuvadas , lo que constituye la estrategia preferida para activar los elementos del
sistema inmune, necesarios para la proteccion (3, 7, 8, 12, 28-32).

Los adyuvantes, pueden actuar como inmunopotenciadores, como sistemas de liberacion
y como polarizadores de la respuesta inmune (33). La mayoria de los
inmunopotenciadores derivados de las membranas bacterianas estdn compuestos por
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), cuya identificacion por los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, “pattern recognition receptors”) en
células inmunocompetentes (células dendriticas, macrdfagos, etc), inducen un grupo de
sefiales intracelulares que traen como consecuencia la produccion de citocinas como el
interferon y la induccion de una respuesta inflamatoria y antimicrobiana, asociada con el
desarrollo de una respuesta inmune adaptativa Optima antigeno especifica (33). Los
sistemas de liberacion de antigenos localizan los componentes vacunales y los hacen
diana de las células presentadoras de antigenos (CPA), y son generalmente particulados.
Algunos adyuvantes, comparten incluso ambos mecanismos de accion (34, 35). La
accion polarizadora viene dada por la capacidad del adyuvante de dirigir la respuesta
inmune, digase Thl, Th2, Thl17, etc, hacia la estimulacion de los mecanismos de
proteccion necesarios contra cada germen (36-40).

La presencia de PAMPs en las membranas bacterianas hace de éstas, una fuente
importante de productos con potencialidad adyuvante (41-43). De la membrana externa
de Neisseria meningitidis del serogrupo B se deriva el proteoliposoma (PL) el cual

constituye el antigeno principal de la vacuna cubana VA-MENGOC-BC® contra el



INTRODUCCION

meningococo del serogrupo B (44). EI PL es una nanovesicula que contiene varios
componentes con diferentes PAMPs en su estructura entre los que se encuentran el
lipopolisacarido (LPS) nativo, las porinas y posiblemente trazas de DNA y de
peptidoglicano (33, 45-49). Las propiedades inmunogénicas del PL han sido
ampliamente estudiadas y se ha demostrado su capacidad de activar un patrén
preferencial de respuesta inmune celular Thl (50-53). Pero a pesar de su potencialidad
como adyuvante, su moderada estabilidad en soluciones limita su empleo con este fin en
formulaciones vacunales. Teniendo en cuenta estos antecedentes, Mora en el 2001 (54) y
Bracho en el 2004 (55), obtuvieron cocleatos derivados de éste PL por dialisis
convencional y rotacional, respectivamente. Estos cocleatos son estructuras
microtubulares que se denominaron AFCol (Adyuvante Finlay cocleato 1) y su
obtencion se basa en las interacciones entre los componentes proteo-lipidicos del PL con
iones Ca?*. La transformacion del PL en AFCol, incrementa la estabilidad de los
componentes del PL y le confiere mayor resistencia a sus constituyentes proteicos,
lipidicos y otros PAMPs a las condiciones agresivas del ambiente como la temperatura y
el pH. ElI AFCol tiene ademas, una mayor interaccion con las células del sistema
inmune, convirtienlo en un eficiente candidato como adyuvante o vacuna (56). Sin
embargo, tanto el proceso de dialisis rotacional, como el de dialisis convencional
presentan desventajas como son: el limitado volumen de trabajo, sin posibilidad de
escalado, el largo tiempo de procesamiento, el consumo de altos volumenes de
soluciones, el trabajo engorroso y las grandes dificultades para mantener la esterilidad

del producto.
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En contraste, la filtracion tangencial (FT) como método de purificacion, es un proceso
que se hace cada vez mas atractivo para la separacion solidos-liquidos y la realizacion de
cambios de disolventes de una suspension de particulas (57). Ademas, en la separacion
de suspensiones biologicas, ésta ha desplazado los métodos convencionales como la
centrifugacion y la filtracidn rotatoria (58). Los procesos de FT en general se sustentan
en la utilizacion de membranas de porosidad controlada, las cuales pueden ser utilizadas
para aplicaciones de microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracién y osmosis inversa.
Hoy en dia se le ha dado gran aplicacidn en procesos de separacion y lavado celular; en
la eliminacion de restos celulares; en la ultrafiltracion de proteinas, virus y ADN, en la
eliminacién de detergentes y en las purificaciones de alta resolucion (57)

En el proceso de FT, la existencia de diferentes tipos de membranas segun su
configuracién (plana, fibra hueca, espiral) permite la obtencion de un volumen mayor de
producto con respecto al proceso de dialisis. La configuracion de membrana plana no
permite altos recobrados de AFCol, debido a que la misma se colmata con facilidad,
acumulandose el producto en las esquinas y canales del casete, aspecto este Ultimo
descrito como critico en esta configuracion, lo cual se demostré por Pérez y cols. (58,
59). Las pérdidas con la configuracion de membrana plana pudieran ser minimizadas
utilizando otras configuraciones como cartuchos de fibra hueca o en espiral para la
obtencion del producto a escala piloto, por lo que este trabajo se encamind a la
obtencion del AFCols por la metodologia de FT utilizando cartuchos de fibra hueca y a
la demostracion de su capacidad adyuvante con relacion a los antigenos constituyentes

del PL y otros no relacionados con éste, por via mucosal.
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En el proceso de obtencion de un adyuvante es de vital importancia caracterizar el
mismo con el propdsito de determinar su identidad, pureza y potencia. Para ello, debe
tenerse en cuenta, la evaluacion de diferentes parametros fisico-quimicos y bioldgicos,
asi como los estudios de estabilidad que permiten identificar las condiciones de
almacenamiento adecuadas. Entre los parametros propuestos para el estudio obtencion
del adyuvante (AFCol) por FT con fibra hueca, se encuentran la determinacién del
tamafo de particula, morfologia, pH, apariencia, concentracién de proteinas y del
preservo, asi como efectividad, identidad, limite microbiano y la inmunogenicidad en
suero.

Teniendo en cuenta que se desean obtener estructuras cocleares que pudieran ser
administradas por via nasal, es de vital importancia la garantia de que estas no sean
toxicas en las condiciones ensayadas. Los estudios de toxicologia por ende son
trascendentales desde el punto de vista de la seguridad de un adyuvante. Numerosos son
los ensayos que pueden brindar tal informacion. La tolerancia local, y la toxicidad a
dosis Unica y repetida, son algunos de los ensayos que pueden ser empleados para este
tipo de evaluacion.

Se considera también determinante conocer en qué medida el producto obtenido es
capaz de conservar las propiedades para lo cual fue disefiado. El desarrollo de nuevas
generaciones de vacunas impuso el uso de adyuvantes para potenciar la respuesta de los
antigenos solubles y poco inmunogénicos. EI AFCol contiene varios antigenos propios
y la respuesta contra los mismos ha sido ampliamente evaluada en los ensayos
experimentales previos a este trabajo con cocleatos obtenidos por dialisis rotacional (49,

55, 60). Se hace cada vez mas importante y necesario, tener en cuenta que la accién de
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los adyuvantes, puede estar basada en su capacidad de aportar las sefiales de activacion
de los linfocitos T (L®T) para potenciar la respuesta inmune contra antigenos poco
inmunogénicos o en su capacidad de generar un ambiente de polarizacion adecuado para
modular el tipo de respuesta inducida (61, 62). Por ello, demostrar que el AFCol
obtenido por FT con cartucho de fibra hueca es capaz de adyuvar ademas, antigenos no
relacionados con el PL tanto inmunogenicos como poco inmunogenicos, resulta
esencial.

Entre los poco inmunogénicos, podria emplearse un antigeno modelo como la
Ovalbumina bovina (Ova) y un péptido sintético con epitopes T y B de Estreptococo S
hemolitico del grupo A (PepVacTB1) y entre los mas inmunogénicos pudiera evaluarse,
una proteina recombinante que contenga al péptido PepVacTB1.

Entre las diferentes problematicas que han surgido como puntos criticos de este
estudio se encuentran las siguientes:

1- ;Seré posible obtener el AFCol, inmunogénico y con caracteristicas estructurales y
fisico-quimicas adecuadas, mediante la tecnologia de FT a escala piloto?

2- ¢Serd el AFCol obtenido mediante FT, un producto estable en estudios de vida en
estante y en condiciones de estrés y no tdxico en las condiciones de ensayo en un
modelo murino?

3 - ¢Tendrd capacidad adyuvante por via mucosal el AFCol obtenido por FT al
formularlo con diferentes antigenos?

Sobre la base de los antecedentes anteriormente descritos y ante la necesidad de
establecer una nueva metodologia para la obtencion del AFCol, se formulo la siguiente

hipdtesis:
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La transformacion del proteoliposoma de N. meningitidis serogrupo B en cocleatos, a
través de un proceso de filtracion tangencial, permitird obtener estructuras estables y no
toxicas en las condiciones de estudios planteadas, que potenciaran la respuesta inmune
de antigenos propios y no relacionados con el proteoliposoma.
A partir de esta hipétesis de trabajo se trazaron los siguientes objetivos:
Objetivo general:
Obtener el adyuvante mucosal AFCol mediante la tecnologia de filtracion
tangencial estable y no téxico en modelo murino
Objetivos especificos:
1. Obtener el cocleato a partir de proteoliposomas de N. meningitidis serogrupo B
mediante la tecnologia de filtracion tangencial a escala piloto
2. Caracterizar el cocleato obtenido desde el punto de vista fisico, quimico e
inmunolégico
3. Realizar estudios preliminares de estabilidad del producto y de toxicidad en
murinos
4. Determinar la capacidad adyuvante del AFCol con antigenos no relacionados
conel PL
Novedad cientifica e importancia préactica, economica y social de los resultados
obtenidos
La novedad cientifica del presente trabajo consiste en :
1- La obtencion de AFCol mediante la tecnologia de Filtracion Tangencial empleando

la configuracion de fibra hueca.
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2- La obtencidn por primera vez, de AFCol a escala piloto; estable por 1 afio y
potencialmente no téxico.

3- La demostracion de la capacidad adyuvante del AFCol obtenido, al formularlo con
antigenos propios del PL y otros antigenos no relacionados con este, al ser administrado
por via mucosal

La importancia practica y econdmica radica en la obtencion del AFCol, a partir del
proteoliposoma de Neisseria meningitidis serogrupo B obtenido a escala piloto en el
Instituto Finlay; mediante una tecnologia escalable, que no requiere inversiones
adicionales a las actuales; que permitird por tanto el uso del mismo en nuevas
formulaciones vacunales; ademas el proceso de produccion es relativamente rapido (48
h) por lo que su produccion puede lograrse de forma inmediata.

La importancia social se basa en la efectividad del AFCol por via nasal, las vacunas
mucosales se preveen como una alternativa a las vacunas parenterales por su bajo costo,
mejor aceptacion y ademas por el menor riesgo al no requerir de jeringuillas y agujas,
asociadas éstas ultimas con el incremento del peligro de infecciones de transmision

parenteral (Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y los virus de hepatitis By C).
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I1.1 Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis es una bacteria patdgena gram negativa cuyo Unico reservorio es
el hombre (63) Esta bacteria es el agente etioldgico de la Enfermedad Meningocdcica, y
habita de forma natural en las membranas mucosas de la nasofaringe humana, sin
provocar, en la mayoria de los casos, signos clinicos evidentes de infeccion (63). N.
meningitidis, se caracteriza estructuralmente por presentar una membrana externa, una
capsula o envoltura y pili o fimbrias con funcion adherente. Su cépsula posee
polisacaridos antigénicos heterogéneos, lo que permite su clasificacion en 13 serogrupos
designados por las letras A, B, C, D, E, H, I, K, L, W-135, X, Y, Z, los que constituyen
uno de los factores mas importantes de su virulencia (64). Los serogrupos A, B y C son
los causantes de méas del 90% de las epidemias de meningitis en el mundo (65). La
envoltura celular de N. meningitidis vista desde el interior de la bacteria, esta formada
por una membrana citoplasmatica que rodea el citoplasma, una capa de peptidoglicanos
y una membrana externa, que consiste en una bicapa fosfolipidos (Flps) y el LPS en la
cual estdn embebidas las proteinas de membrana externa. Las principales proteinas
presentes en la membrana externa del meningococo han sido subdivididas en cinco
clases estructuralmente diferentes de P1 a P5, relacionadas con su peso molecular (PM)
en la migracion electroforética (66).

La obtencion de vesiculas de membrana externa que contienen las principales proteinas
del serogrupo B ha sido la estrategia mas exitosa hasta el momento en el desarrollo de
vacunas contra este serogrupo (44, 67, 68). La membrana externa de N. meningitidis B

extraida y purificada en forma de vesicula o PL, ha sido utilizada ampliamente como
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antigeno principal de la vacuna cubana antimeningococcica VA-MENGOC-BC®,
consituyendo uno de los resultados més relevantes en la proteccidn contra este serogrupo
(69). EIl proceso de obtencion del PL incluye su extraccion con detergentes, tratamiento
enzimatico y purificacion por centrifugacion diferencial y cromatografia. Este PL esta
constituido fundamentalmente por proteinas mayoritarias de serotipo y subtipo (porinas
PorA y PorB) y proteinas de alto PM como P70. Ademés, contiene fosfolipidos
(fosfatidil etanolamina, fosfatidil glicerol, fosfatidil serina y fosfatidil colina) y
cantidades controladas de LPS (del 2 a 6% respecto al total de proteinas) (69).

En estudios sobre la respuesta inmune inducida por VA-MENGOC-BC®, se ha
demostrado la capacidad de esta vacuna de inducir anticuerpos con actividad bactericida,
proliferacion in vitro de L®T, produccion de niveles elevados de IFNy e IL-2 y
respuestas positivas de hipersensibilidad retardada tanto en humanos como en modelos
animales (50). Se ha demostrado también, la activacion de otros mecanismos de tipo
celular como la opsonofagocitosis, reclutamiento de macréfagos para la eliminacion de
las bacterias, asi como la participacion de radicales reactivos derivados del éxido nitrico
(70). Estos resultados sugieren que VA-MENGOC-BC® induce una potente respuesta
de tipo Thl de la cual el PL es el responsable directo como componente antigénico
principal de esta vacuna.

El PL ha sido empleado en formulaciones contra la alergia, enfermedad que se
caracteriza por la induccion de un patron de respuesta Th2. La mezcla de antigenos del
acaro Dermatophagoide siboney con este PL ha logrado revertir el patron Th2 hacia Thl

(72).
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Estructuras derivadas del PL de muy pequefio tamafio, en inglés “very small size
proteoliposomes” (VSSP), han sido empleadas en monoterapias anti-tumorales (72). Las
VSSP han mostrado su capacidad de aumentar la inmunogenicidad de los ganglidsidos

altamente tolerados induciendo un patrén de respuesta Thl (72).

11.2 Adyuvantes. Mecanismo de accion.
Los adyuvantes ayudan a inducir una respuesta inmune temprana, elevada y de larga
duracién contra el antigeno, lo que permite incluso emplear menores concentraciones del
mismo en el preparado vacunal. Los avances en los conocimientos acerca de los
mecanismos de la inmunidad innata y el procesamiento y presentaciéon de antigeno han
revolucionado la definicion tradicional de adyuvante por lo que se distinguen ahora
sobre la base de sus mecanismos de accion en dos categorias fundamentales: (i)
immunopotenciadores como los oligonucleétidos de CpG (ODN), toxinas bacterianas y
citoquinas y (ii) sistemas de liberacion de antigeno como los liposomas y las emulsiones.
Mientras los sistemas de liberacion de Ag localizan los componentes vacunales y los
hacen diana de las células presentadoras de antigenos (CPA), los adyuvantes
inmunopotenciadores activan las CPA a través de receptores especificos como los TLR
y proveen el contexto inflamatorio necesario para una Optima activacion inmune Ag
especifica (34). Por otro lado, Pérez y cols. (73), adicionan a esta clasificacion funcional
el término inmunopolarizadores, relacionado con la capacidad de activar durante su
proceso de accion, diversas propiedades en diferentes direcciones de la respuesta
inmune. Este concepto es esencial para escoger queé adyuvante se necesita para un
candidato vacunal particular. Numerosos adyuvantes son capaces de tener funciones

duales o solapadas (propiedades como sistema de liberacion, inmunoestimulador e
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inmunopolarizador); ejemplo de ello son los virosomas, los adyuvantes mucosales de
lipidos de arquebacterias (arqueosomas), los PL y las estructuras cocleares o cocleatos
(73,74, 75).
11.2.1 Adyuvantes mucosales

Las estrategias tradicionales de vacunacion involucran la inmunizacion parenteral con
inmunogenos inactivados o subunidades de determinantes de virulencia, las cuales
confieren protecciéon. Sin embargo, la vacunacion mucosal, es capaz de inducir una
respuesta inmune patégeno especifica local, ademas de inducir una respuesta inmune
sistémica adaptativa. No obstante, en la actualidad hay muy pocas vacunas mucosales
aprobadas para su uso en humanos, en general son vacunas orales de microorganismos
vivos atenuados. Estas vacunas son altamente eficaces, aunque existe preocupacion por
su reactogenicidad y de la potencial reversion de su virulencia (76). Recientemente, han
sido aprobadas para uso en humanos las vacunas Flumist y Fluenz, contra la influenza
(77; 78). Ademaés, en la India se aprobd una vacuna monovalente contra la influenza
porcina HIN1 (NASOVAC) (79).

La liberacion mucosal del inmundgeno induce una respuesta inmune cualitativamente
superior a la respuesta inmune inducida por la via parenteral. Ademas, estd demostrado
que la liberacion antigénica mucosal es capaz de inducir tanto la respuesta humoral
como celular, a nivel de mucosa y sistémico (80). A pesar de las numerosas ventajas de
esta via, la molécula derivada de la subunidad B de la toxina de colera es el Unico
adyuvante mucosal aprobado en humanos como parte de la vacuna oral inactivada contra
V. cholerae, Dukoral (81, 82). Hasta el momento, los estudios en este campo han estado

dominados por el uso de sustancias inmunoestimuladoras como la toxina de V. cholerae

12



REVISION BIBLIOGRAFICA

O1 y la toxina termolébil de Escherichia coli (83). Desafortunadamente, ambas toxinas
producen reacciones adversas severas en humanos lo que limita su uso como adyuvante
(84). Numerosas variantes mutadas de estas toxinas se han obtenido, demostrando ser
capaces de potenciar la respuesta de IgAs, anticuerpos séricos e inducir respuesta de
linfocito T citotoxicos frente a un grupo de antigenos (85). Sin embargo, los estudios de
mutagénesis demuestran una fuerte asociacién de la toxicidad con las propiedades
adyuvantes (84).

Un gran namero de inmunoestimuladores, incluidos los agonistas de los TLR como el
CpG oligodeoxinucle6tido agonista del TLR9, o el inmunoestimulador no focalizado en
TLR como el ligando de las celulas NKT, a-galactosylceramida, se han probado
experimentalmente como adyuvantes mucosales para vacunas contra algunas infecciones
mucosales, alcanzandose resultados prometedores. Sin embargo, se hace necesario
establecer su eficacia y seguridad en humanos (86, 87). Otros de los adyuvantes
mucosales estudiados son las estructuras basadas en lipidos, como los liposomas, los
liposomas catidnicos, los PL y cocleatos derivados de PL. Estos Gltimos pueden incluir
moléculas inmunopotenciadoras asociadas al patdégeno natural, asi como particulas
biodegradables y diferentes proteinas de unidbn a mucosa demostrando su
funcionabilidad como sistemas de liberacion mucosales e inmunopolarizadores con
prometedores resultados en la induccion de una inmunidad protectora contra patégenos

mucosales (88-90).

11.3 Cocleatos
En 1974, durante estudios de procesos de fusion de vesiculas lipidicas en presencia de

cationes divalentes como calcio y magnesio, Paphadjopoulos y cols. (91) describieron
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por primera vez la formacion de un complejo estable, insoluble y multilaminar de
cationes y fosfolipidos anidénicos, formado por el enrollamiento en espiral de bicapas
lipidicas. En estas estructuras, los cationes divalentes se sitian entre las bicapas
formando un puente i6nico, donde las cargas positivas del i6n interactian
electrostaticamente con los grupos aniénicos de la cabeza polar de los fosfolipidos de
dos membranas adyacentes estabilizando la estructura enrollada (91). Estos autores,
utilizaron el término cocleato derivado del griego “kocliao” que significa caracol con
concha en espiral para identificar las nuevas estructuras originadas (92). Los cocleatos y
los liposomas, son estructuras lipidicas que se han utilizado en la investigaciéon y con
aplicacion en el desarrollo de formulaciones farmacéuticas y la biomedicina, siendo los
cocleatos las més estables (93). La fusion de las vesiculas, para la formacion de los
cocleatos, constituye un evento clave que esté en estrecha relacion con la agregacion 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 (94). Todos
estos eventos se desencadenan de una forma altamente cooperativa con respecto al
incremento de la concentracién de calcio, el cual neutraliza las cargas negativas de la
superficie externa de las vesiculas e induce la transicion de fase facilitando la
agregacion. De esta forma, las perturbaciones ocasionadas por los iones calcio sobre las
membranas que contienen Flps cargados negativamente y los subsiguientes eventos que
se desarrollan, permiten la formacion de estructuras cocleares (95).
11.3.1 Cocleatos derivados de proteoliposomas bacterianos
El término proteoliposoma (PL) se utilizd inicialmente para describir estructuras

liposomales en las que se incluian proteinas con el objetivo de estudiar las
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biomembranas (96). Actualmente, existe toda una rama de la investigacion dedicada al
estudio y tecnologia de liposomas con fines vacunales (97). Sin embargo, las estructuras
proteolipidicas con mayor aplicacion en el campo de vacunas antibacterianas hasta el
momento son las derivadas de microorganismos. Los liposomas son estructuras que
poseen una serie de desventajas con respecto a los cocleatos. Los cocleatos, a diferencia
de los liposomas, son mas resistentes y pueden ser utilizados por via oral o ser
liofilizados sin que se afecte su estructura, ademas permiten, elevados porcentajes de
encapsulacion de moléculas con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (e.].
hidrofébicas, hidrofilicas, etc.) (93). Por tales razones, han sido considerados para el
desarrollo de vacunas y adyuvantes (98). Un acercamiento a este problema, fue realizado
por Bracho y cols., y Pérez y cols. (55, 59); quienes obtuvieron cocleatos a partir de
proteoliposomas derivados de microorganismos en lugar de utilizar Flps sintéticos y/o
comerciales, mediante un proceso de dialisis rotacional continua. EI AFCol derivado del
PL de N. meningitidis B fue la primera estructura obtenida con este procedimiento (55,
59).

El AFCol obtenido result6 ser una estructura tubular y multilaminar (56), formado por
multiples laminas que se enrolla sobre si misma como plantea Papahadjopoulos y cols.
(92). 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 (99).
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El empleo de este método se hizo extensible para la obtencion de cocleatos a partir de
proteoliposomas derivados de Vibrio cholerae O1, el cual se denominé AFCo2 (100,
101).
11.3.2 Métodos para la obtencion de cocleatos.

Se han desarrollado multiples procesos para la obtencion de cocleatos de manera que sea
posible controlar y modular la talla de la particula, en concordancia con su actividad
bioldgica (102-104). EI método de atrapamiento es uno de ellos. En una primera parte se
forman los liposomas a partir de dioleoilfosfatidil serina (DOPS), seguido de la adicion
controlada de una solucion de cloruro de calcio (CaCl,). En este caso los liposomas
pueden formarse a partir de la adicién de agua a Flps en polvo o la adicion de agua a una
pelicula de Flps, esto deriva en la formacion de cocleatos y de hojas apiladas (102-104).
Otro método involucra una mezcla inicial de lipidos y detergentes y la dialisis en la cual
los cocleatos son obtenidos ya sea por el método de dialisis LC (en el cual se elimina el
detergente por dialisis y después se dializa contra una solucion de cloruro de calcio) o
por el método de didlisis DC (donde en un solo paso el detergente es dializado
directamente contra la solucion de cloruro de calcio) (93, 98). EI método de dialisis LC
se considera adecuado para la encapsulacion de moléculas hidrofobicas o de drogas con
motivos hidrofobicos como las proteinas de membranas (93). Este proceso tiene una
cinética lenta y se forma un liposoma intermedio de pequefia talla que da lugar a
cocleatos de pequeiio tamafio. Por el contrario, se considera que el método DC
probablemente no involucre la formacion de los liposomas intermedios, y que el
mecanismo implique una competencia entre la remocion del detergente de las micelas

compuestas por detergente, lipidos y el medicamento; y la condensacion de la bicapa por
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el calcio. El resultado de este proceso son estructuras en forma de aguja, de talla y
didmetro superiores a los obtenidos con el método LC (93).
Los AFCol y 2 derivados de PL de membranas externas bacterianas se han obtenido
mediante didlisis rotacional, basado en el principio del método de diélisis DC, en el cual
la didlisis se realiza en tubos Corning inclinados, para mejorar el contacto entre los PL y
el tampdn de formacion constituido entre otros componentes por el cloruro de calcio (98,
100, 105, 106). Sin embargo, éste método no permite, por su configuracién, el
procesamiento de grandes volumenes de PL, no es escalable, y no permite la obtencion
de un producto en condiciones de esterilidad requeridas para la administracion en
humanos.

11.3.3 Filtracion tangencial (FT)
La filtracién tangencial es un método de diafiltracion que permite la separacion
solido/liquido. Se basa en la constante recirculacion de una suspensién celular o de
particulas de forma tangencial a una membrana porosa, donde el filtrado (soluciones y
pequefias moléculas) pasa a través de los poros de dicha membrana, dando como
resultado neto la concentracion del material celular y la eliminacion de los componentes
solubles del medio. También, mediante la filtracion tangencial es posible realizar el
cambio de solvente de la suspension de particulas (58).
En la actualidad, este tipo de operacion se ha convertido en una herramienta importante
para la separacion de suspensiones bioldgicas, lo cual ha desplazado a los métodos de
separaciones convencionales como la centrifugacion vy la filtracion rotatoria. Una de las
principales ventajas que presenta consiste en la posibilidad de realizar un proceso

aséptico sin la generacion de aerosoles. Los procesos de filtracion tangencial utilizan
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membranas de porosidad controlada, que permite su aplicacion en la microfiltracion,
ultrafiltracién, nanofiltracion, entre otras (58).
La filtracién tangencial tiene un amplio uso en diversas ramas como: la alimenticia, la
metalurgia, la industria cosmética, el tratamiento de aguas, la separacién del plasma de
los deméas componentes de la sangre, etcétera. En la industria biotecnoldgica, su uso
tiene tres aplicaciones fundamentales: separacion de células y proteinas, asi como
cambio del medio; perfusién; clarificacion de proteinas o células (58). Utilizando estos
principios es posible la sustitucion de los procesos convencionales de dialisis, en bolsas
de membrana de nylon, por la diafiltracion tangencial considerando las ventajas de ésta
ultima como se ha mencionado, ademas de brindar la posibilidad del trabajo con grandes
volimenes de producto, de vital importancia en el escalado de productos farmacéuticos
(58).

Separacion celular mediada por membranas.
La membrana es una barrera “delgada” entre dos fluidos que restringe el movimiento de
uno o mas componentes de ambos fluidos a través de ella, discrimina entre diferentes
tipos de moléculas teniendo en cuenta diferencias de tamafio o peso molecular y
diferencias de forma o de estructura quimica. Una membrana puede ser fabricada a partir
de una amplia variedad de materiales: organicos e inorganicos, en forma asimétrica o
isotropica, en hojas o en tubos, entre otras. Segun su configuracion se pueden clasificar
en membrana plana, fibra hueca, espiral (58).

Procesos conducidos por diferencia de presion

Los procesos de membrana gobernados por la diferencia de presion son los mas

usuales, entre ellos se encuentran la microfiltracion, ultrafiltracion y 6smosis
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inversa, filtracion de fondo muerto (dead-end) y filtracion con flujo cruzado o

tangencial (cross-flow) (58).

Filtracion por flujo de fondo muerto
En este tipo de filtracion la alimentacion pasa a través de la membrana, la cual es la
Unica salida de la camara de filtracion. La direccion de la corriente de alimentacion es
perpendicular a la superficie de la membrana (107) (Anexol).

Filtracion por flujo tangencial
El proceso de flujo tangencial se basa en la velocidad a la cual el material fluye
paralelamente sobre la superficie de la membrana, y su importancia radica en que genera
un numero de fuerzas que tienden a eliminar las particulas depositadas en la superficie
de la misma, ayudando asi a mantener la membrana limpia (107).
La aplicacion practica de los procesos de filtracion es limitada por el severo
ensuciamiento (“fouling”) de las membranas. Para reducir esto, el proceso se lleva acabo
en un modo de flujo cruzado o tangencial, (Anexo2), donde el flujo de alimentacion
tangencial a la membrana arrastra el material depositado en ésta (108).
La presion transmembranal es aplicada a través de la membrana y de forma transversal a
esta como su nombre lo indica (107). Las tres presiones medidas generalmente en un
sistema son la presion de alimentacion (pa), la presion del retenido (pr) y la presion de
permeado o filtrado (pf), de esta forma se puede calcular el valor de la presion
transmembranal (PTM) para un momento dado del proceso.
En una curva tipica de flujo contra tiempo que describe un proceso de filtracion
tangencial, se observa un rapido decline del flujo al inicio del proceso (rango dindmico

rapido, que coincide con la formacion y compresion de la torta), seguido por un
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decremento gradual (rango dinamico lento, que coincide con el fouling) hasta que se
alcanza el estado estacionario (pseudo estado estacionario) (109) (Anexo 3).

Factores y parametros que afectan la filtracion tangencial por flujo cruzado
Existen diferentes factores y parametros operacionales que afectan el proceso de
filtracion por flujo tangencial: influencia de la presion transmembranal; de la velocidad
de flujo cruzado; de la concentracion de la suspension a filtrar; del tamafio y forma de
las particulas; del didmetro de los poros de la membrana; del ambiente fisico-quimico;
fuerzas interfasiales e influencia de la estrategia de arrancada (57, 58).

De manera general se puede decir que el uso de la filtracion tangencial se ha convertido
en un método util para la eliminacion eficiente de moléculas grandes y obtencion estable
de nanoparticulas de dispersion a escala de laboratorio. También tiene gran potencial
para el escalado de productos que requieren las industrias (110).

La configuracion de membrana plana se ha empleado previamente en el proceso de
obtencion del AFCol, pero los rendimientos fueron bajos (inferiores al 25%) debido a
colbatacion de la membrana (99). El empleo de la configuracion de fibra hueca podria
solucionar tales dificultades ya que con esta configuracion se evita la acumulacion de las
particulas cocleares en los canales y esquinas del casete, como ocurre en la membrana

plana (111).

11.4 Estabilidad y ensayos de seguridad de adyuvantes
Durante decadas se han desarrollado numerosos estudios investigativos dirigidos a la
busqueda de nuevos adyuvantes. La seleccion y el uso de los mismos dependen de la
respuesta inmune que se desea para una enfermedad determinada y del antigeno que se

vaya a emplear en la formulacion. Varios tipos de moléculas, diferentes en su naturaleza,
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han sido estudiadas partiendo de su capacidad de mejorar la respuesta inmune frente a
vacunas, tal es el caso de: complejos inmunoestimuladores (ISCOMSs), emulsiones
microfluidizadas, productos sintéticos, liposomas y citoquinas. A pesar de esto, las
vacunas licenciadas hasta el momento se encuentran adyuvadas con sales de aluminio o
calcio. Los mecanismos de accion de estas sustancias han sido estudiados
exhaustivamente asi como sus reacciones (efectos adversos), los cuales son altamente
variables. Las Autoridades Nacionales Reguladoras, en su funcién de velar por la
calidad, seguridad y eficacia de los productos de uso humano, han seguido el desarrollo
de nuevos adyuvantes, como un aspecto relevante dentro de los procesos de
Autorizacion de Ensayos Clinicos y el Registro Sanitario de vacunas (112).

La gran diversidad de moléculas y combinaciones que se proponen como adyuvantes en
la actualidad hacen muy dificil la homogenizacién de requerimientos, lo que explica que
al menos hasta el 2007 no existian regulaciones definitivas con respecto a los
requerimientos para la evaluacion de los adyuvantes. Sin embargo, la importancia y la
necesidad de la evaluacién inmunotoxicoldogica de nuevos adyuvantes ha sido
identificada, y es considerado relevante en las etapas de desarrollo, analisis y aprobacion
de nuevos adyuvantes de vacunas (112).

En Cuba existen dos normativas y guias que establecen los requerimientos para el
Registro de productos y otra para la aprobacion de Ensayos Clinicos. Estas regulaciones
aplican tanto para productos farmacéuticos como bioldgicos, con consideraciones
especificas para el caso de vacunas, productos bioldgicos y biotecnolégicos. Como la
normativa nacional no considera la aprobacion para componentes independientes, ni

para Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA), ni para adyuvante, las regulaciones
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mencionadas anteriormente son también empleadas para la evaluaciéon de adyuvantes e
IFA, como parte integrante de las vacunas u otro sistema de formulacién y esto
constituye un obstéculo debido a la debilidad de estas regulaciones con respecto a los
requerimientos particulares que deben tenerse en cuenta en el proceso de aprobacién de
nuevos adyuvantes (112).

Solo para aquellas formulaciones que contienen sales de aluminio (hidréxido o fosfato),
la evaluacion del adyuvante per se no es necesaria. En la actualidad, en Cuba, 9 de 12
vacunas registradas son adyuvadas con gel de hidroxido de aluminio y una con fosfato
(112).

En la actual estrategia del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los
Medicamentos (CECMED) para la evaluacion de nuevos adyuvantes, la documentacion
minima requerida estd dirigida a la armonizacion de aspectos que otras Agencias
Regulatorias Mundiales (ARM) han propuesto, que pueden agruparse al igual que en
vacunas por fases (113): la caracterizacion biofisica del adyuvante, la evaluacion de los
estabilizadores, la investigacion de las interacciones del antigeno y el adyuvante, la
evaluacion de los materiales en contacto con el producto, tales como las membranas de
filtros de esterilidad y el monitoreo de la estabilidad en tiempo real y en condiciones
aceleradas.

La caracterizacion biofisica incluye varias técnicas analiticas con el objetivo de
determinar el pH apropiado, las soluciones tampones y las fuerzas ionicas que evitan la
agregacion del mismo, y mantienen un foldeo adecuado para los estudios preclinicos.
Estos estudios van seguidos de la evaluacion de los estabilizadores que incrementen la

estabilidad quimica y fisica con vistas a lograr una vida en estante de 3 afios que es lo
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esperado para las vacunas. El otro aspecto, es dterminar la capacidad del adyuvante para
inducir el tipo de respuesta inmune deseada para un antigeno determinado, y como se
produce la interaccion con el antigeno. También es importante evaluar el efecto de la
formulacién al contacto con filtros estériles y finalmente, todas estas investigaciones
deberan ser soportadas por los estudios de estabilidad en tiempo real y acelerado, lo que
permite verificar que los cambios de la formulacion durante el desarrollo de los
procesos de obtencion mantienen el adyuvante en un estado quimico y fisico estable. De
hecho, es importante entender como las condiciones extremas ambientales, como las
altas temperaturas pueden afectar la estabilidad de la formulacion. Las correlaciones de
la estabilidad acelerada con los datos de la estabilidad en tiempo real, son importantes
para determinar la fecha de expiracion y la determinacion del impacto de las variaciones
de temperatura durante el transporte y almacenamiento de las vacunas, como un todo,
para los ensayos clinicos. En el inicio de estos estudios es importante entender los
mecanismos de degradacion del antigeno y del adyuvante. Por lo general, la
inestabilidad fisica se relaciona con la pérdida de la estructura de la proteina y la
agregacion, mientras que las formas comunes de degradacién quimica son la oxidacion y
la desaminacion (113, 114). Para el analisis de estos tipos de degradacion se ha
empleado el método de la cinética de Arrhenius, el cual a partir de los datos de la
estabilidad acelerada y en tiempo real permite predecir si una vacuna expuesta a
condiciones anormales en un periodo de tiempo se mantiene dentro del rango de
potencia y si puede ser administrada a humanos (113, 114). Los estudios de estabilidad
acelerada también permiten conocer el impacto de otros factores en la estabilidad de la

formulacidn. El estrés ambiental, dado por los ciclos de descongelacion/congelacion, la
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larga exposicion a la luz, asi como el contacto con otros materiales de almacenamiento,
también son aspectos a tener en cuenta. Toda esta informacion puede ser empleada en el
desarrollo de una formulacion mas robusta (115, 116).

Otro aspecto importante en la evaluacion del posible uso de un adyuvante son los
estudios preclinicos de seguridad. Hay que destacar que estos estudios pueden ser usados
para seleccionar dosis apropiadas e identificar situaciones donde se deben garantizar con
cuidado rangos de dosis para los estudios de fase I. Ademas, estos estudios pueden
avalar nuevas dosis y esquemas, o detectar situaciones especiales durante el desarrollo
del producto (117).

Estos estudios tienen como objetivo: la evaluacion del perfil toxico que pueda tener el
adyuvante de forma independiente, es decir, fuera de la formulacion; demostrar su efecto
sobre la respuesta inmune mediante la evaluacion de la vacuna con y sin adyuvante, en
modelos animales apropiados, si existen; evaluar la relacion antigeno-adyuvante
seleccionada y demostrar que la relacion antigeno/adyuvante no provoca un sinergismo
de eventos adversos en el modelo animal comparado con los componentes individuales.
Por tanto, ademas de los estudios que deberan realizarse para evaluar el perfil de
seguridad del adyuvante dentro de la formulacion; los estudios preclinicos de
inmunotoxicidad deberan ser incluidos, con el objetivo de demostrar, un balance riesgo-
beneficio apropiado, antes de avanzar a una fase en humanos. Estos estudios
inmunotoxicologicos estaran caracterizados por: estudios de tolerancia local;
observacion de reaccion en el sitio de administracion; induccién de hipersensibilidad y
anafilaxis; pirogenicidad; toxicicidad sistémica en tejidos y oOrganos; alteracion del

sistema inmune; toxicidad reproductiva, carcinogénesis; genotoxicidad o mutagenicidad,;
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evaluacion de mutaciones génicas o dafio cromosomico. Los estudios de toxicidad por
dosis Unica y repetida, deben ser incluidos en esta caracterizacion. También se tendran
en cuenta estudios bioquimicos en sangre y estudios de farmacocinética, principalmente
para los casos de nuevos adyuvantes y cuando se pretende usar otras vias alternativas de
administracion (112, 118, 119-121).

La seleccion de nuevos adyuvantes refleja un compromiso entre los requerimientos de
adyuvacion y un nivel aceptable de reacciones adversas. Es por ello, que el analisis
riesgo—beneficio debe incluir la argumentacién de la seleccion del adyuvante y para ello

el analisis quimico-bioldgico y preclinico debe ser realizado (112).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1 Obtencion de AFCol a partir de proteoliposoma de Neisseria meningitidis

serogrupo B por filtracién tangencial

111.1.1 Obtencidon del proteoliposoma de Neisseria meningitidis serogrupo B
Los PLs se obtuvieron en forma de precipitado alcohdlico, a partir de la membrana
externa de N. meningitis serogrupo B (cepa Cu 385-83 (B: 4:P1.19.15; L3, 7,9); en la
planta de produccién de vacunas del Instituto Finlay y segun los procedimientos de
produccion establecidos, en condiciones de buenas practicas (69). Este ingrediente
farmacéutico activo (IFA) se conservé como una pasta o torta alcoholica a temperatura
de —70°C.

111.1.2 Determinacion de las condiciones 6ptimas para la formacion del

AFCol por filtracion tangencial
Se traz6 una estrategia de evaluacion de diferentes soluciones y pardmetros del proceso
para su escalado piloto. Diferentes rangos de presiones se evaluaron para garantizar el
control del flujo de filtrado durante las etapas de formacion y lavado de cocleatos tal y
como se muestran en la Tabla 1. Se realizaron modificaciones de los tampones
empleados para la resuspension del PL y en las diafiltraciones realizadas para la adicion
de calcio y la eliminacion del detergente residual. La composicion de los tampones
empleados se describe en la Tabla 2. Todas las evaluaciones y modificaciones
propuestas se realizaron con vistas a incrementar la eficiencia del proceso y la seguridad

del producto.
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111.1.3 Filtracion tangencial con fibra hueca

Para la FT en fibra hueca se utilizé un cartucho de polisulfona de 10 kDa de porosidad,
diametro interior de la fibra de 1 mm y érea de filtracion de 0,45 m? (Amicon). El
sistema utilizado estuvo compuesto por el recipiente utilizado como reservorio (Botellon
de 5L), una bomba principal (Watson Marlow 701S/R), un manémetro conectado a la
entrada del cartucho, una bomba auxiliar (Watson Marlow 302S), una vélvula en el
retorno, mangueras de conexion de silicona y el cartucho de fibra hueca (Anexo 4).

La Figura 1, muestra de forma esquematica el proceso que se llevo a cabo. Todos los
procesos se realizaron utilizando una solucion de PL, ajustada a 1,3+0,2 mg/mL de
proteinas en tampdn de resuspension (TR) segun el método descrito por Lowry (122), la
cual se incub6 por 30 min. a 370C y se sonicO en bafio de agua a 370C durante 30
minutos. Posteriormente, la solucion de apariencia transparente se filtré empleando una
membrana de filtracion de 0,22 pm (Minisart, Sartorious, Alemania). Luego de este
tratamiento, la solucion de trabajo se sometié a un proceso de diafiltracion. Se empled
un volumen de trabajo de 2,0 a 3,0 L. La filtracion (tanto en la etapa de formacion como
de lavados), se realizé a volumen constante en todos los procesos.

En la primera etapa se llevaron a cabo 4 cambios del volumen de trabajo con tampdn de
formacion (TF). Posteriormente, se diafiltrd de 6 a 8 veces utilizando el tampon de

lavado (TL), con el fin de eliminar el detergente residual y exceso de calcio.

111.2 Evaluacion del proceso
111.2.1 Cuantificacién de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizd mediante la técnica de Lowry (122). A esta

técnica se le realiz6 modificaciones, donde las muestras de AFCol se trataron con
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EDTA y DOC a una concentracion final de 2 mM y 0,2%, respectivamente. La
concentracion de proteinas se utilizo tanto para evaluar el proceso de obtencion como
para determinar el rendimiento de este. En todos lo casos, se empled una curva estandar
de albdmina de suero bovino (ASB, Sigma, EUA) en un rango de concentracion de
0,036 a 0,18 mg/mL.
111.2.2 Cuantificacion de fosfolipidos

La concentracién de Flps se realiz6 mediante el método de mineralizacién de Fiske
Subarrow (55, 123). Las muestras a cuantificar se calentaron en bafio de arena a 200°C
hasta su evaporacion. Posteriormente, se afiadio 0,5 mL de HCIO4 (Merck, Alemania) al
70% con agitacion vigorosa y los tubos se calentaron nuevamente a 200°C hasta su
completa decoloracion. Luego se dejaron enfriar las muestras antes de afiadir 7,5 mL de
NH:Mo7024 (BDH, Reino Unido) al 0,22% y se agitd vigorosamente. Posteriormente se
adiciond 0,3 mL del reactivo de Fiske Subarrow formado por : 30g deNaHSOs 30 g
(BDH, Reino Unido), 1 g de Na;SOs (Merck, Alemania) y 0,5 g de &cido 1-amino-2-
naftol-4-sulfonico (ANSA, Merck, Alemania) en agua bidestilada) y se agito
nuevamente. Finalmente, se calenté 100°C durante 15 min. en bafio de agua (Retomed,
Cuba) y se determinaron los valores de absorbancia a 832 nm (Ultrospec 111, Pharmacia,
Suecia). La concentracion de fosfatos se determind utilizando una curva patron de
KH,PO. (Merck, Alemania) a 2x10* mol/L, este valor se convirtié a concentracion de

Flps utilizando un factor gravimétrico de 25.
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111.2.3 Determinacién de la eficiencia de incorporacion de los principales

componentes del PL en el AFCol
La eficiencia de la incorporacion de los componentes del PL en el AFCol se evaluo a
partir de la determinacion del porcentaje de Flps y proteinas del PL que se transformaron
en estructuras cocleares. Para ello, se utilizé la propiedad de los solidos en suspension,
de sedimentar espontaneamente o luego de una centrifugacion leve. Se calculé la
relacion entre el contenido total de Flps y proteinas en la suspension, denominado como
AFCol tot, y en el sedimento que se obtiene luego de dejar reposar la formulacién 30
min. o centrifugarla a 3000g durante 15 min., se elimina el sobrenadante y se resuspende
en TF (AFColres). La formula general que se aplicé fue:

% Inc = AFCol res/ FCol tot X 100

AFCol res: Estructuras cocleares en la resuspensién (despues de centrifugacion)
AFCol tot: Estructuras cocleares mas proteinas no incorporadas en el cocleto

111.2.4 Determinacion de Desoxicolato de Sodio residual, por cromatografia

gaseosa
La determinacion del contenido de Desoxicolato de Sodio, en las muestras tomadas
durante el proceso se realizo por el método de Cromatografia Gaseosa (CG) acoplado a
Espectrometria de masas (EM). Brevemente, se convirtio el DOC en &cido deoxicolico,
extraido con un solvente organico. Se secaron las muestras, utilizadndose como referencia
interna sal sodica del acido colico. A través de CG se realizo la separacion del acido
deoxicolico y el acido cdlico, detectdndose ambos compuestos por EM a partir de sus

tiempos de retencion relativos.
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Se utiliz6 un Espectrometro de masas (HP-5973) acoplado al Cromatdgrafo Gaseoso
(HP-6890, Tecnologia Agilent). Para ello, 400 pL de la muestra se introdujeron en un
tubo eppendorf y se afiadieron 100 pL de la solucion de sal sddica de &cido célico como
estandar interno (200 pg/mL). Para la precipitacion se adicionaron 10pL de acido
sulfarico concentrado (98,08 g/mol) y la extraccion se realizé con 300 pL de acetato de
etilo. Para la derivatizacion se empled una mezcla de: loduro de amonio: Mercaptoetanol
(MSTFA) en la proporcion 1000:6:2 v/p/v.

Se utiliz6 una columna HP Ultra-1. 17 mm X 0,25 mm ID X 0,33 pum. Los parametros
cromatograficos fueron: Ti = 255°C (1 min.), rampa = 2°C/min hasta 270°C, rampa =
30°C/min hasta 290°C, Tf = 300°C (3 min.). Se utilizé Helio como gas portador. El flujo
de la columna fue de 0,7mL/min. y el volumen inyectado de 1 pL.

El método de medicion en el Espectrémetro de Masas fue SIM (Monitoreo selectivo de
iones) con Nadoc: (m/z = 428,345) y sal sédica de &cido célico (m/z = 426,516).Se
utilizé una curva de calibracion desde 5 hasta 100 pug/mL de la mezcla de Nadoc y sal

sédica de acido colico.

I11.3 Caracterizacion morfoldgica e inmunoquimica del AFCol obtenido por
filtracion tangencial con fibra hueca
111.3.1 Microscopia optica
La observacion de los cocleatos se realizdé en un microscopio optico con contraste de
fase (OPTON standard 25, Alemania). Se utiliz6 un lente ocular enfocable 10X (W-
KpL, 10:100, 19 mm) y un lente objetivo de 40X. El tamafio de las estructuras cocleares
derivadas de PL, se determin6 mediante el empleo de una escala graduada acoplada a la

lente objetivo (reticulo ocular 10:100, 19 mm, W-Kpl 10x/18, CarlZeiss, Mégjico) del
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microscopio mediante la medicion de la longitud (um) de 200 particulas en cada
muestra. Con estas mediciones se determind la media aritmética y la desviacion estandar
de la media.

111.3.2 Microscopia electrénica de barrido
Las muestras se colocaron en l&minas de cristal (124) y se sumergieron en una mezcla
liquida de propano/isopentano (3:1, v:v), posteriormente se secaron por punto critico
(toda la noche a temperatura de -80°C) y se realiz6 un proceso de metalizado con oro y
paladio (Metalizador Polaron SC515). Las muestras se observaron en un microscopio
JSEM 6400 que trabajé con un voltaje entre 6 y 3kVolt y con una interfaz digital
ADDAS.

111.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida
Las proteinas presentes en las estructuras cocleares y PL se resolvieron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (Merck, Alemania) al 12,5% con duodecil sulfato
de sodio (SDS) (ProbuS, EUA) al 0,1% (SDS-PAGE) (125) . Las muestras se prepararon
a una concentracion de 1mg/mL en tampon para tratamiento de las muestras (2% (p/v)
SDS, 60 mM 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 minutos. Se
aplicaron 25 pg por pozo y se realizé la corrida a 80 Volt, durante 90 minutos. Los geles
se tifieron con azul Comassie para visualizar las bandas correspondientes.

111.3.4 Inmunotransferencia
El ensayo de inmunotransferencia se realizo de acuerdo al protocolo descrito por Burnett
WN (126). Brevemente, se realizd el SDS-PAGE a las muestras (acapite 1113.3). La

transferencia electroforética se realizo en camara sumergida (BioRad, EUA) durante 14-
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16 horas, a 4°C, con una intensidad de corriente de 30 mA, voltaje libre empleando una
membrana de nitrocelulosa (HybonFTM-C extra, E.U.A). Una vez realizada la
transferencia, las membranas se bloquearon con leche descremada (Merck, Alemania) al
5% en solucion salina tamponada con fosfato 0,15 mol/L, pH 7,2 (SSTF) a temperatura
ambiente (TA) durante 1 hora. Seguidamente, se incubaron durante 18 horas a 4°C con
sueros de ratén con altos titulos de IgGs contra las proteinas de membrana externa de N.
meningitidis B, diluidos 1:200 en SSTF con leche descremada al 1% y Tween-20
(Sigma, EUA) al 0,01% (v/v). Para la deteccion de los anticuerpos especificos se utilizd
un conjugado anti IgG de ratdén conjugado a peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
diluido 1:5000 en SSTF Tween-20 al 0,01% (v/v) con incubacién 1h a TA. Finalmente,
se realizo el revelado utilizando diaminobencidina como sustrato (Sigma, E.U.A) a una
concentracion de 0,5 mg/mL disuelta en tampdn citrato (&cido citrico 0,1 mol/L (BDH,
Reino Unido) y monohidrégenofosfato de sodio 0,2 mol/L, pH 5) en presencia de
dimetilsulféxido (1%, v/v) (Merck, Alemania), cloruro de cobalto (2%, v/v) (Merck,
Alemania) y peroxido de hidrogeno al 0,015% (Fluka, Suiza). Entre todos los pasos de

incubacidn se realizaron lavados con SSTF-Tween-20 al 0,01% (v/v).

I11.4 Animales de experimentacion
La evaluacion de la respuesta inmune se realizd en ratones BALB/c hembras
procedentes del Centro para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
La Habana, Cuba). La atencion de estos animales se realizé de acuerdo a las normas
institucionales establecidas, segin la Guia para el cuidado y empleo de los animales de
laboratorio de la Comunidad Econdmica Europea (127). Se emplearon ademas, ratones

hembras BALB/c procedentes del Centro Multidisciplinario de Investigaciones
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Bioldgicas (CEMIB) (Unicamp, Campinas, Brasil). La atencion de los animales se
realizd de acuerdo a las normas establecidas en el Instituto de Medicina Tropical de la
Facultad de Medicina de la Universidad de S&o Paulo, Brasil. Todos los procedimientos
se realizaron con la autorizacion y aprobacion del Comité de Etica Brasilefio de
Animales de Laboratorio en el Incor, Brasil. En el disefio, ejecucion y evaluacion de los
trabajos que implicaron el uso de animales de experimentacion se cumplieron los
principios generales bioéticos de refinamiento, reemplazo y reduccién (RRR), asi como
el manejo de animales de laboratorio y las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (128).
Los animales empleados tenian de 6-8 semanas de edad y con 20 + 2g de peso corporal
al inicio de los experimentos. Los animales permanecieron bajo condiciones controladas
de temperatura (21-24°C), humedad (20-25%), ciclo alternado de luz/oscuridad de 12 h,
asi como recibieron alimentacion y agua acidulada con HCl a un pH 2,5 ad libitum. Para
todos los experimentos, los animales se distribuyeron de forma aleatoria en grupos
individuales de 5 animales cada uno. El sacrificio de los mismos se realizd mediante
dislocacion cervical, para evitar la posible influencia de los anestésicos en los estudios
celulares.
111.4.1 Inmunizacion

Los ratones se distribuyeron en grupos de 5 animales y se inmunizaron con las
estructuras cocleares obtenidas de los diferentes procesos de FT. En todos los casos el
AFCol se administro por via intranasal (IN), aplicandose 50 pg refereridos a la
concentracion de proteinas en un volumen de 25 pL (12,5 pL por cada fosa nasal). El
esquema de inmunizacién utilizado consistio en tres dosis con un intervalo de 7 dias

entre cada dosis.
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Como control negativo se empled un grupo placebo al que se le administré Tris
(30mM)-CaCl, (3mM) (TL).

111.4.2 Toma de muestra
La muestra de sangre para la determinacién de las inmunoglobulinas en suero se realizd
14 dias después de la Ultima dosis. En el caso de la determinacion de las subclases de
anticuerpos séricos (IgG1, 1gG2a), la muestra se tomd 21 dias después de la Ultima
dosis. La extraccion de la misma se realiz6 mediante puncién retro-orbital utilizando
capilares de vidrio heparinizados. Las muestras de sangre obtenidas se incubaron
durante 1h a 37°C, posteriormente se centrifugaron a 12500 g durante 20 min para
extraer el suero.
La toma de muestras de saliva se realizd 7 dias después de la dltima dosis; para ello se
estimul6 la salivacion en los animales con la aplicacion intraperitoneal de 50 pL de
pilocarpina al 0,5% (Quimefa, Cuba). Las muestras se mantuvieron sobre hielo durante
la extraccién y se inactivaron inmediatamente a 56°C durante 15 minutos, con el
objetivo de inhibir las enzimas. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 9500 g
durante 15 min. a 4°C, se colectaron los sobrenadantes y se conservaron a -20 °C.

111.4.3 Extraccion y estimulacion de células de bazo
Para el aislamiento de las células del bazo, los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical, 15 dias después de la ultima dosis. Una vez obtenido el bazo de la cavidad
abdominal, se extrajeron las células por perfusion con medio D-MEM (Sigma, EUA) y
luego se lavaron con SSTF frio. Las células se centrifugaron a 9500 g por 10 min. a 4°C
y se trataron con solucion hemolitica estéril (NaCl 0,2% y NaCl 1,6% respectivamente,

1 minuto con cada solucion) y se resuspendieron en medio D-MEM completo (10%
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Suero bovino fetal (SBF), 1% L-Glutamina, y 1% Gentamicina). Se realizd el conteo
celular en camara de Newbauer y se determind la viabilidad mediante tincién de
exclusion con Tripan azul. Las células aisladas se ajustaron a 4 x 10° células/mL y se
estimularon con PL, 3 pg/mL referido a la concentracién de proteinas, utilizando placas
de 24 pozos. Las células se cultivaron a 37°C en atmosfera hiumeda y 5% de CO: en una
incubadora (ASSAB, Suecia). Luego de 72 h de incubacion las células se centrifugaron a

9500 g durante 10 min y se tomaron los sobrenadantes para cuantificar IFNy e I1L-5.

111.5 Evaluacion de la inmunogenicidad
Se empled la técnica de ELISA para detectar y cuantificar la presencia de Ac anti PL de
N. meningitidis serogrupo B. En todos los ELISAs realizados se utilizaron placas de 96
pozos de alta capacidad de union (Maxisorp, Nunc, EUA) y se recubrieron con 100
puL/pozo de una solucion de 20 pg/mL de PL diluido en solucion tampdn de
recubrimiento (Na2CO3z 11 mM, NaHCOs 35 mM (pH 9,6), se incubaron a 4 °C, 18h.
Luego se adiciond solucion de blogueo (ASB al 1% (p/v) en SSTF) 1 h a TA en cdmara
himeda. Posterior a la adicion de las muestras y del conjugado, se adicionaron 100
uL/pozo de una solucion de peréxido de hidrégeno 0,01% (v/v) y del cromdgeno ortho-
fenilendiamina (OPD) 0,6mg/mL en solucion tampdn sustrato (STS) (NazHPO4 52 mM
y &cido citrico 25 mM (pH 5,6) y se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos. La
reaccion se detuvo mediante la adicién de 50 puL de una solucién de H2SO4 2M. La
densidad dptica (DO) se ley6 a 492 nm en un lector de microplacas (Titertek, Multiskan
Plus, EUA). Después de cada paso de incubacion las placas se lavaron tres veces con

solucidn de lavado (SSTF, Tween-20 0,1%, pH 7,4).
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111.5.1 ELISA de 1gG anti proteoliposoma en suero
Se determino la respuesta de 1gG anti PL, donde el suero de referencia (Materiales de
Referencia, Instituto Finlay) y los sueros a evaluar se diluyeron 1:200, en solucién de
bloqueo-Tween-20 al 0,1% (v/v). Se aplicaron 100 pL/pozo por duplicado de las
diluciones de los sueros individuales y del suero de estandar de anticuerpos. Las placas
se incubaron a 37°C por 2 horas. Se adicionaron 100 pL/pozo de un Anticuerpo
Monoclonal (AcM) de carnero anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa (SIGMA, St.
Louis, MO, EUA), diluido 1:2000 en solucion de bloqueo-Tween 20, 0,1% (v/v),
durante 1 h a 37°C en cdmara himeda. Como estandar de anticuerpos, para los ensayos
de IgG anti-PL, se empled una curva elaborada con diluciones dobles seriadas de un
suero de raton hiperinmune, obtenido a partir de un suero de referencia para el serogrupo
B del meningococo, proveniente del Centro para el Control de las Enfermedades de
Atlanta, en inglés “Center for Disease Control, CDC”. Se evalud el comportamiento
paralelo entre las curvas y se calcul6 la ecuacion de ajuste lineal, asi como el coeficiente
R2. El suero estandar del CDC 1992 se definié como la variable independiente (x) v el
suero estandar producido en el Finlay como la variable dependiente (y). Se determino la
concentracion final sustituyendo en la formula, los valores del estandar del CDC 1992
para IgG especifica. Mediante el empleo de la curva sigmoidal estandar, se le asignaron
5000 U/mL de anticuerpos IgG anti-PL al maximo punto de la curva y 31,25 U/mL al
punto minimo. Los resultados de IgG anti-PL se calcularon interpolando la DO obtenida
para cada uno de los sueros en la curva patron elaborada con el suero de referencia y se

expresaron en U/mL.
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111.5.2. ELISA de IgA anti proteoliposoma en saliva
Las muestras de saliva utilizadas como curva de referencia y las muestras de saliva
obtenidas de cada animal, se diluyeron en solucion de bloqueo-Tween-20 0,1% (v/v),
esta Ultima en proporcion 1:2. Se aplicaron 100 pL/pozo por duplicado de las diluciones
de las muestras individuales. Las placas se incubaron a 37°C por 2 horas. Se adicionaron
100 pL/pozo del conjugado anti-lgA (R5-140) de raton biotinilado (SIGMA, St. Louis,
MO, EUA), a una concentracion de 2ug/mL en solucion de bloqueo -Tween-20 al 0,1%
(v/v), y se incubaron durante 2 h a 37°C en camara humeda. Posteriormente, se afiadio
estreptavidina-peroxidasa (SIGMA, St. Louis, MO, EUA) en una dilucion 1:2000 en
solucidon de blogueo-Tween-20 al 0,1% (v/v) y se incubd 30 min. a 37°C. Como estandar
interno de anticuerpos, para los ensayos de IgA anti-PL, se empled una curva elaborada
con muestras de saliva de ratones hiperinmunes. Mediante el empleo de la curva
sigmoidal estandar, se emplearon diluciones dobles seriadas y se le asignaron 2000
unidades arbitrarias (UA) de anticuerpos IgA anti-PL al maximo punto de la curva y
62,5 UA al punto minimo. Los resultados de IgA anti-PL se calcularon interpolando la
DO obtenida para cada una de las muestras en la curva patrén elaborada con la saliva de
referencia y se expresa en UA. Las muestras se consideraron positivas cuando los
valores del titulo se encuentraron por encima de 250 UA, este valor de corte se calculd
después de evaluar las muestras de 100 animales sin inmunizar y se establecié el rango
como el promedio de estas muestras por 2 desviaciones estandar (129).
111.5.3 Determinacion de subclases de 1gG1 e 1gG2a anti-proteoliposoma

Las subclases de IgG se determinaron mediante ELISA con el sistema de amplificacion

estreptavidina-biotina. Los sueros a evaluar se diluyeron 1:100 en solucion de bloqueo-
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Tween-20 0,1% (v/v). Se aplicaron 100 pL/pozo por duplicado de las diluciones de los
sueros individuales. Las placas se incubaron a 37°C por 1 h luego de lo cual se lavaron
cinco veces con solucion de lavado. Se aplicaron 100 pL/pozo de los AcMs de carnero
anti-lgG1 o anti-lgG2a de raton biotinilados (Amersham International, Little Chalfont,
Reino Unido), diluidos 1:1000 en solucion de bloqueo-Tween-20 0,1% (v/v), y se
incubaron durante 2 h a 37°C en camara humeda. Posteriormente, se afiadio
estreptavidina-peroxidasa (SIGMA, St. Louis, MO, EUA) en una dilucién 1:2000 en
solucién de bloqueo-Tween-20 0,1% (v/v) y se incub6 30 min. a 37°C Los resultados se
expresan en unidades de DO.
111.5.4 Determinacién de IFNy e IL-5 por ELISA

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc, Dinamarca). Se
recubrieron las placas con 50 pL/pozo de AcMs (anti-IFNy y anti-IL-5) de raton
(Pharmingen, EUA) obtenidos en rata, como anticuerpos de captura. Estos anticuerpos
se diluyeron en solucion de fosfato de sodio 0,1M (pH 9,0) a 4 pg/mL. Las placas se
incubaron toda la noche a 4°C. Luego de bloquear con solucién de bloqueo (SSTF
suplementado con 10% de SBF) durante 1h a 37°C, se adicionaron 100 pL/pozo por
triplicado de los sobrenadantes del cultivo de las células de bazo aisladas de ratones
inmunizados con PL, AFCol o el control negativo, las placas se incubaron 2 h a 37°C en
camara humeda. Diluciones dobles seriadas de IFNy o IL-5 recombinante de raton en un
rango entre 5 000 pg/mL y 156 pg/mL se incluyeron como curva estandar en todas las
placas. Se aplicaron 100 pL/pozo de un AcM producido en rata biotinilado anti-IFNy o
anti- IL-5 murino (Pharmingen, EUA) a una concentracion de 2 pg/mL en SSTF-10%

SBF, y se incubaron durante 2 h a 37°C, luego se adicionaron 100uL/pozo de
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estreptavidina-peroxidasa diluida 1:2000 (SIGMA, St. Louis, MO, EUA) y se incubaron
las placas durante 1 h a 37°C. Los pasos posteriores se realizaron segln se describe en el
acapite 111.5. Las concentraciones de IFNy e IL-5 se expresaron en pg/mL y se
determinaron interpolando el valor de DO de las muestras en la curva estandar.
111.5.5 Prueba de hipersensibilidad retardada

La capacidad de las estructuras cocleares de inducir reacciones de hipersensibilidad
Retarda (HR) se evaluo6 en los animales inmunizados. Para ello, 21 dias después de la
ultima dosis, se administré por via intradérmica, 50 pg de PL (1 mg/mL) en la region
dorsal de la extremidad posterior izquierda. Como control, se empleé SSTF
administrado en la region dorsal de la extremidad posterior derecha. EI volumen (mL) de
la inflamacion producida en ambas extremidades, se midi6 a las 24 y 48 h utilizando un
plestimémetro automatico (Plethysmometer, Ugo Basile, Italia). La inflamacion
inducida en la extremidad inyectada con el PL, se estimd como la diferencia entre los

volimenes de la extremidad izquierda y la derecha.

I11.6. Disefio general del estudio preliminar de estabilidad de los cocleatos
obtenidos mediante FT
Para el estudio de estabilidad se elaboré un protocolo en el cual se tuvo en cuenta:
1. . Estudiar el compotamiento de las caracteristicas del producto terminado en su
envase definitivo a temperaturas de 2-8°C y 30£2°C
2. Determinar la estabilidad del producto, en condiciones de almacenamiento
exageradas o aceleradas.
Se planteo la realizacion de dos estudios: Estabilidad de vida en estante y en condiciones

estrés.
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Segun las guias de la entidad reguladora cubana (CECMED), se plantea que el nimero
minimo de lotes a evaluar para realizar un estudio de estabilidad es 3. Para este estudio
se disponia de 2 lotes, de tipo experimental, producidos a escala piloto (602 y 603), en
las condiciones de FT establecidas en el proceso P-13-Co/B debido a que el tercero (lote
601) se rechazdé en TO por contaminacion. Por las razones anteriormente planteadas el
estudio se consideré como un resultado preliminar de la estabilidad del producto.
El estudio de vida en estante se realiz6 a 2-8°C y 30+2°C durante 12 meses y se
muestred a los 0, 3, 6 y 12 meses. El estudio en condiciones de estrés se realizd a 40°C
durante 6 meses, el muestreo en éste caso se realizo los meses 1, 3y 6 (Tablas 3, 4y 5).
111.6.1 Determinacién del tamafio de particula de los cocleatos
La medicién del tamafio de particula se realiz6 por Difractometria laser. La misma se
realiz6 en un analizador de particulas DelsaTM NanoC (Beckman-Coulter, Hialeah, FL).
El tamafio promedio y el indice de polidispersion de los cocleatos, se determinaron con
una fuente de laser fija y angulo de luz desviada a 90°. Las muestras se diluyeron en Tris
a una concentracion de proteinas entre 1-1,3 mg/mL. Se realizaron diez réplicas en cada
uno de los lotes experimentales evaluados y se determind la media aritmética de la talla.
Se considero el tamafio de particula adecuado un rango > que el 60% de los cocleatos
menores de 50 um (59). (Tablas 3, 4, 5).
111.6.2 Morfologia
La determinacion de la forma se realizd6 mediante Microscopia optica y electronica,

segun se describen en los acépites 111.3.1 y 111.3.2 (Tablas 3 y 4).
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111.6.3 Determinacion de pH
Previamente el ensayo se realiz6 la calibracion del phmetro (Radiometer) con los
correspondientes tampones de calibracion de pH 4.00 y pH 7.00 (Radiometer
Copenhague) a temperatura de 25+0,5 °C.
Se vertieron en beaker de 25 mL de las muestras previamente homogenizados y se le
intodujeron los electrodos. Se agité por 3 min. utilizando un agitador magnético a una
temperatura de 25+0,5 °C, se dejo reposar 1 min., tomandose posteriormente la lectura
registrada en el phmetro como valos de pH. El rango propuesto fue de 6,5 -7,5 (Tablas 3
y4).

111.6.4 Determinacién de la apariencia
Para el ensayo de apariencia y color se homogenizaron las muestras con agitacion
manual moderada y posteriormente a trasluz con ayuda de una lampara de luz fria, se
verifico si las mismas presentaban un color blanquecino.

111.6.5 Determinacion de la concentracion de Ca?*
Se realiz6 mediante Espectrometria de Absorcion Atémica con llama estequiométrica de
aire y acetileno. Se trata de un método analitico basado en la absorcion de energia
radiante por a&tomos neutros de Ca?" y la correlacion cuantitativa entre esa absorcion y la
concentracion de los iones originalmente presentes en la muestra. Los pardmetros
instrumentales del Espectrometro UNICAM Solar 919 utilizados para la determinacion
de Ca?* fueron: longitud de onda (422,7 nm), intensidad de corriente (4 mA), ancho de
rejilla (0,5 nm), altura de observacion (10 mm), flujo de aire (4,6 L/min), flujo de
acetileno (1,1 L/min). La absorbancia de cada muestra fue medida en el espectrometro y

por interpolacion de estos valores en la expresion de la recta de calibracion se
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obtuvieron los valores correspondientes de concentracion en ug/mL, de las muestras
analizadas. Las muestras se diluyeron tantas veces como fue necesario de manera tal que
sus absorbancias pudieran interpolarse dentro del intervalo lineal y de trabajo para la
curva de calibracion del Ca?".

111.6.6 Determinacion de la concentracion de proteinas
Se realiz6 la determinacidn de la concentracion de proteinas mediante la técnica descrita
en el acapite 111.2.1 El limite de acptacion propuesto fue de 1,3+0,2 mg/mL.

111.6.7 Cuantificacion del preservo
Se realiz6 la cuantificacion del preservo mediante un método espectrofotométrico (130).
El limite de aceptacion de la concentracion de timerosal propuesto fue de 0,7-0,13
mg/mL.

111.6.8 Comprobacién de la identidad
La lectroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y la inmunotransferencia se
emplearon para comprobar la identidad del producto y ambas técnicas se realizaron
segun aparece descrito en los acapites 111.3.3 y 111.3.4, respectivamente. Se considerd
aceptable si se observaban dos bandas mayoritarias entre 36 y 46 KDa y minoritarias
entre 70 y 85 KDa, segun lo descrito por el departamento de Contol de la Calidad para
PL de N. meningitidis del serogrupo B en la vacuana cubana VA-MENGOC- BC® (131).

111.6.9 Limite microbiano
La determinacién del limite microbiano se realiz6 mediante el método de filtracion por
membrana. Se empleé un Medio Fluido de Tioglicolato, al cual se le realizaron los
controles de calidad establecidos: caracteristicas organolépticas, promocion de

crecimiento (132) Para la realizacion del ensayo se tomé por duplicado con una
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jeringuilla 10 mL de muestra y se afiadieron en dos vasos de estrilidad. Se filtré el
volumen de muestra y se coloco el tapdn de seguridad a cada vaso. Se conectd la
manguera del equipo de filtracion a la bomaba peristaltica, la aguja de succién al medio
de cultivo y la aguja de llenado a cada vaso para transferir el medio de cultivo. Se
taparon los vasos y se incubd uno de ellos de 20 a 25 °C y el otro de 30 a 35°C. Este
mismo procedimiento se realiz6 para los controles de medio de cultivo y jeringuillas.
Durante el periodo de incubacion y al final (14 dias) se examinaron los medio de cultivo
contenido en los vasos para detectar evidencia macrdscopica de crecimiento. Si no se
observa crecimiento microbiano, entonces el ensayo se considera satisfactorio. (Tablas 3
y4).

111.6.10 Determinacion de efectividad del preservo
Para determinar la eficacia del tiomersal como preservo se emplearon los siguientes
microorganismos: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Aspergillus niger (ATCC 16404) y
Candida albicans (ATCC 10231).
Para la realizacion del ensayo se emplearon 5 tubos conteniendo cada uno 10 mL del
candidato vacunal AFCol por cada lote; se inocularon respectivamente 50 uL de cada
uno de los microorganismos de ensayo a la concentracion ajustada y se incubaron entre
20°C y 25°C. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de incubacién: T=0, 7, 14 y 28
dias. Se empled el método de filtracion por membrana para realizar el conteo de
UFC/mL a los diferentes tiempos. Se consider6 como criterio de aceptacion una

reduccion en las UFC/mL de al menos un logaritmo (log) a los 7 dias y de al menos 3
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log a los 14 dias respecto al conteo inicial y un no incremento a los 28 dias respecto a los
14 dias (133), Tablas 3 y 4.

111.6.11 Determinacion de 1gG anti-Proteoliposoma en suero
Se determind 1gG anti-PL en suero mediante ELISA. La inmunizacion de los animales y
la toma de muestra se realizaron segun el procedimiento descrito en el acépite 111.4.1 La
determinacion de IgG anti-Proteoliposoma en suero se realizd mediante la técnica
descrita en el acépite I11.5.1. El limite de aceptacion que se propuso fue la

seroconversion de 1gG anti PL. (Tablas 3y 4).

111.7 Estudios de toxicidad.
Modelo animal
Para los estudios de toxicidad: tolerancia local, dosis Unica y repetida, se emplearon
ratas Sprague Dawley con un peso corporal de 100-150 g, de ambos sexos. Estos fueron
suministrados por el CENPALAB, acompafiados de sus certificados de calidad sanitaria
y genética. El alojamiento y la alimentacidon se realizaron en condiciones similares a las
descritas en el acapite 111.4.

111.7.1. Ensayos de tolerancia local

Se emplearon 60 ratas Sprague Dawley distribuidas en grupos de 3 animales de igual
sexo por caja, 10 cajas de cada sexo para conformar los grupos experimentales.
El estudio duro 28 dias. En la Tabla 6 se resumen los grupos y tratamientos, el nimero
de animales por grupo, sexo y el momento del sacrificio.
Se realizaron tres inoculaciones durante los dias 0, 5 y 10; a todos los animales, excepto
a los del grupo control. Se aplicaron 20 uL en cada fosa nasal, en tres concentraciones

del producto en ensayo y al grupo con diluente se aplicoel mismo volumen.
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Se realizo la exploracion clinica de los animales dos veces al dia durante las primeras 72
h y luego diariamente.

Se realizaron pesajes a todos los animales los dias 1, 12 y 17. El agua se suministr6 ad
libitum; no obstante, se registrd el volumen consumido. Para ello, se depositaron 750 mL
de agua en el frasco colocado en la caja de las ratas. En dias alternos se midieron, segun
la propia graduacion del frasco, el remanente de agua y se calculd, por diferencia, el
volumen consumido por el grupo. Cuando se realizaron las mediciones se enrasaron
nuevamente los frascos con 750 mL de agua. Para el célculo del consumo medio diario
por animal, el consumo del grupo se dividio entre el numero de animales de la caja y el
namero de dias transcurridos entre mediciones.

En el caso del alimento, al inicio y cada vez que se hizo una medicion se completé en las
tolvas de las cajas 500 g de pienso. Con ayuda de una balanza técnica se pesé el
alimento remanente y se calcul6 el consumo medio diario por animal, como se describid
para el agua.

Los dias 12 y 17 después de la aplicacion del ultimo tratamiento se sacrificaron los
animales para los estudios anatomopatoldgicos. EI mismo se realizd por administracion
de una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sodico (100 mg/Kg).

Se examinaron todos los érganos y se tomaron muestras de la cavidad nasal y encéfalo.
Asi mismo, se muestrearon aquellos 6rganos que presentaron alguna alteracion al
analisis macroscopico. La direccion y el nimero de secciones se realizaron segun las
recomendaciones de la Comunidad Econdémica Europea (CEE) para la evaluacion de

productos toxicos (134).
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111.7.2 Estudios de toxicidad por dosis Unica y por dosis repetida.
La sustancia a evaluar fue el AFCol a una concentracion de proteinas de 1 mg/mL. La
formulacién de 100 pL de AFCol, contenia ademas NaClz (292 pg), Tris (360 pg),
CaCl, (73,5 pg), tiomersal (1,0 pg), y agua para inyeccion como solvente. La
formulacién de placebo estuvo compuesta por los componentes auxiliares sefialados
previamente.

111.7.2.1 Disefio del estudio de toxicidad por dosis Unica

Diez ratas de cada sexo se inocularon con 50 pL por cada fosa nasal (la misma dosis
propuesta en humanos). Los animales se examinaron clinicamente, a diario, prestando
particular atencion a la aparicion de los siguientes signos: irritacion y secresion nasal,
estornudo, disnea, salivacion, cambios conductuales y reacciones cutaneas. El peso de
los animales se determind al principio y final del periodo de adaptacién y los dias 3, 7 y
14 después de la inoculacion. La ingestion de agua y alimentos se midié en dias alternos
para determinar el consumo promedio. Los animales se sacrificaron dos semanas
después de la ultima inoculacion y en los estudios anatomopatolédgicos se realizd un
énfasis particular en la regiéon nasal y el encéfalo. Se calcul6 el indice de irritacion
tomando como base el grado de edema y congestion, el estado del epitelio y el tipo de
células inflamatorias infiltrantes de la mucosa nasal, segin se ha descrito en las
normativas (135).

111.7.2.2 Estudio de toxicidad por dosis repetida

Cuatro dosis de 100 pL totales de la sustancia a evaluar se administrd por via nasal cada
5 dias. El esquema propuesto para uso humano esta concebido para tres dosis solamente,

pero se administré una dosis mas en las ratas para maximizar su exposicion a la
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sustancia a prueba. De manera similar al estudio anterior (acapite 111.7.2.1) se midieron
los sintomas clinicos, el consumo de agua y alimento; y el peso corporal. Ademas, se
realizaron estudios hematoldgicos, de bioquimica sanguinea y anatomopatoldgicos,
tomandose muestras los dias 3, 14 y 28 después de la ultima inoculacion.

Los estudios hematoldgicos incluyeron el hematdcrito, el conteo global de leucocitos y
el conteo diferencial; los de bioquimica sanguinea estuvieron conformados por la
determinacion de glucosa, urea, creatinina, creatina fosfatoquinasa, fosfatasa alcalina,
proteinas totales, colesterol, triglicéridos, ureatos, transaminasas y bilirrubina directa e
indirecta. Para todas estas ultimas determinaciones (hemoquimica), se emplearon
estuches comerciales (CENTIS, La Habana, Cuba). Antes de procesar las muestras se
llevd a cabo la calibracion de las técnicas empleando reactivos de calibracion
(SPINTROL-CAL) y patrones de sueros con concentraciones normales (SPINTROL-
NORMAL) y patoldgicas (SPINTROL-PATOLOGICO). Durante el proceso de analisis
de las muestras se incluyd una muestra de referencia normal y una patoldgica por cada
10 muestras analizadas, con el objetivo de controlar el funcionamiento de las técnicas.
Los estudios anatomopatoldgicos incluyeron la necropsia del 100% de los animales v el
muestreo para histopatologia de los 6rganos que se relacionan a continuacion: lengua,
corazon, timo, pulmon, bazo, rifiones. Se calculo el peso relativo de los 6rganos vy el

indice de irritacion causado por el producto en la mucosa nasal.

I11.8 Determinacion de la capacidad adyuvante del AFCol frente antigenos no
relacionados con el PL
La capacidad adyuvante del AFCol se evalu6 mediante el efecto inmunomodulador e

inmunopotenciador de estas estructuras sobre la respuesta inmune inducida frente a los
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antigenos no relacionados con el PL como: OVA, péptido sintético TB (PepVac TB1) o
proteina recombinante TB (TB1r) correspondientes a los epitopos T y B de Estreptococo
S hemolitico del grupo A (136). Los antigenos se mezclaron en una misma formulacién
con el cocleato obtenido por filtracion tangencial en la planta de Desarrollo
Farmacéutico del Instituto Finlay. A esta mezcla, la cual se administré de manera
inmediata en ratones BALB/c por via IN, se le denomino formulacion adyuvada.
Se evaluod la respuesta inmune de anticuerpos inducida (IgG en suero e IgA anti-OVA en
saliva, PepVac TB1, TB1r) 7, 14, 21 dias después de la dltima dosis administrada.
Adicionalmente, se estudié la composicion de subclases de anticuerpos séricos (IgG1,
IgG2a), la induccidn de citocinas (14 dias después de la tltima dosis) y la capacidad de
linfoproliferacion de las células.

111.8.1 AFCol+Ovalbimina bovina
En este estudio se inmunizaron ratones BALB/c con 3 dosis (cada 5 dias) por via IN (60
pg de proteinas totales (10 pg de OVA+ 50 de AFCol). Como control positivo del
experimento, se administraron 3 dosis de 10 pug de Ova en SSTF por via IN. En estos
animales se estudié la produccion de anticuerpos especificos contra OVA o PL en suero
(IgG) y saliva (IgA), a los 7 dias después de la ultima dosis, respectivamente.

111.8.2 AFCol+PepVac TB1 o TB1r
Para inducir respuesta inmune mucosal, se inmunizaron ratones BALB/c por via IN con
tres dosis (0, 5, 10 dias) de PepVac TB1 (20 ug) y de proteina recombinante TB1r (40
pg) formulados ambos con AFCol (50 pg). Las inmunizaciones se realizaron con ayuda
de micropipetas, administrandose 12,5 plL/fosa nasal. Se utilizaron como control

negativo animales sin inmunizar y ademas AFCol. Como control del experimento, se

48



MATERIALES Y METODOS

administraron 3 dosis de PepVac TB1 (20 pg) o proteina recombinante TB1r (40 pg)
diluidos en SSTF, segun el caso, por via IN.

111.8.3 Toma de muestra
Las muestras se colectaron segun se describe en los acépites 111.4.2.

111.8.4 Determinacion de 1gG (en suero) e IgA (en saliva) de ratén
Los titulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA. Placas de 96 pozos
(MaxiSorp, Nunc, Denmark) se recubrieron con una solucion de 10 pg/mLde OVA, de
0,1 pg/mL de PepVac TB1 o proteina recombinante TB1r diluidas en solucion tampon
de recubrimiento (I11.5). Las muestras de suero y controles a evaluar se diluyeron en
dilucion seriada a partir de 1:100 y las de saliva se diluyeron 1:10 en solucion de
blogueo-Tween 20 0,1% (v/v), se realizaron dos réplicas de cada muestra. Se adiciond el
conjugado, la solucién reveladora y la solucién de detencién de la reaccién para IgG e
IgA como se describe en acapite 111.5.1 y 111.5.2, respectivamente. Los resultados de 1gG
se expresaron como el reciproco de la Gltima dilucion en la que las muestras fueron
positivas y se calculd la media geométrica del titulo por grupo. Los resultados de IgA
anti-TB1 se expresaron en DO, en este ensayo las muestras se consideran positivas por
encima del valor 0,2 de DO.

111.8.5 Determinacion de subclase de 1gG anti-OVA, anti PepVac TB1 anti y

antiTB1r (IgG1 o 1gG2a)

Las placas se recubrieron con 10 pg/mL de OVA, 0,1 pg/mL de PepVac TB1 o proteina
recombinante TB1r. Este ensayo se realizd segln el procedimiento descrito en el acapite
111.5.3.
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111.8.6 Ensayo de inmunidad celular en ratones inmunizados con el péptido

sintetico PepVacTBl1.
Quince dias después de la ultima dosis, los animales se sacrificaron para la extraccion
del bazo con el objetivo de realizar los ensayos de evaluacion de respuesta celular in
vitro. Para ello ratones BALB/c se sacrificaron en camara de CO; y los bazos se
recolectaron. Las células se obtuvieron después de una maceracion gentil de los mismos
y se lavaron en 10 mL de medio RPMI-1640 suplementado con L-glutamina 2 mM
(Sigma), solucion de aminoacidos esenciales (1% v/v) (Gibco), piruvato de sédio 1 mM,
2-ME 5x10-5M (Sigma), y los antibiéticos Gentamicina (40 pg/mL) y Peflacina (20
ug/mL) (GIBCO). Las células se centrifugaron a 9000 g por 6 min. a 4°C y se trataron
con solucién hemolitica estéril (NH4CI 0,15 M, KHCOz 1 mM, Na,EDTA 0,1 mM, pH
7.2 - 7.4) arazén de 1 mL/bazo, durante 2 min. a TA. Una vez lisados los hematies las
celulas se lavaron 2 veces con medio RPMI-1640. Al final de los lavados las celulas se
resuspendieron en RPMI completo (10% SBF, 1% L-Glutamina, y 1% Gentamicina
como antibiotico), a razé6n de 1 mL/bazo de medio. Se realiz6 el conteo celular en

camara de Newbauer y se determind la viabilidad mediante tincién de exclusion.

Ensayo de linfoproliferacion

Para este fin, los esplenocitos recién aislados a una concentracion de 5X107 células/mL
se resuspendieron en SSTF, se marcaron con 1,25 uM de Carboxyfluorescein Diacetate,
Succinimidyl Ester (Molecular Probes) (CFSE) durante 10 min. a 37°C. Inmediatamente
las muestras se centrifugaron a 1200 g por 6 min. y la reaccion se detuvo con la adicion

de medio RPMI suplementado con 10% SBF. Después de dos lavados con medio RPMI,
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las células se resuspendieron en este mismo medio a una concentracion de 1,5x10%/mL.
Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo en U (Nunc, EUA) a una
concentracion de 3x10° células por 200 pL en presencia de medio RPMI, PepVacTB1
(10 pg/mL) a 37°C, en atmosfera himeda y 5% de CO- en incubadora (ASSAB, Suecia).
Todos los cultivos se realizaron por triplicado y se incubaron durante 5 dias.
Marcaje para citometria de flujo
Después de 5 dias de cultivo, las muestras triplicadas se colectaron y se transfirieron a
un solo pozo de otra placa de fondo en U (Nunc, EUA). La placa se centrifugd a 1000
rpm durante 5 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y las células se resusupendieron en
un volumen final de 50 uL de anticuerpos anti-CD3 PE, anti CD4a PerCP y anti-CD8
APC (Pharmigen, EUA) a una dilucién de 1:200 en RPMI 10% Suero Fetal Bovino
(SFB). La placa se incubd durante 45 min. en hielo. Posteriormente, se centrifugé a 1000
rpm por 5 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y las células se lavaron con 200 uL de
PBS y se fijaron con 200 uL de paraformaldeido 4% durante 5 min a TA. La placa se
centrifugé a 1000 rpm por 5 min. a 4°C y las células se resuspendieron en 200 pL de
tampén de FACS (SSTF/2% SFB). Se ley6 en citometro FACSCalibur (Becton
Dickinson, EUA) utilizando-el software CellQuest Pro.

111.8.7 Determinacion de IFNy, IL-4 e IL-10
Después de 72h de incubacion con el antigeno, 150 uL de sobrenadante se recolectaron
para la determinacion de IFNy, IL-4 e IL10. Placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc), se
recubrieron con 50 pL de anticuerpos de captura (Pharmingen, CA, EUA) a las
siguientes diluciones de trabajo: 1,5 pug/mL para anti-IFNy (clone R4-6A2), 2 pg/ml para

anti-IL-4 (clone BVD4-1D11) y 1 pg/mL para anti-IL-10 (clone JES5-2A5). Los
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anticuerpos se diluyeron en tampén carbonato-bicarbonato 0,05 M, pH 9,6 y se
incubaron durante 16 h a 4°C. Después de ser lavadas con SSTF-0,05% Tween-20
(SSTF-T), la placa se bloquedé con SSTF-1% de ASB (SSTF-ASB) por 1 h a TA.
Después del lavado se afiadieron 50 pL de citocinas murinas recombinantes (curva
patron de 2000 pg/mL hasta 15,6 pg/mL, Pharmingen) y las muestras por duplicado. Se
incubaron por 16 h a 4°C. Posteriormente, las placas se lavaron 5 veces con SSTF-T y se
incubaron con 50 uL de anticuerpos especificos marcados con biotina (1pg/mL para
anti-IFNy, clone XMG1.2; 1pg/ml para anti-1L-4, clone BVD6-24G2 y 1 pg/mL para
anti-1L-10, clone SXC-1, Pharmingen), por 1 hora a TA. Después de 5 lavados se
adiciond estreptavidina conjugada con peroxidasa, diluida 1/1000. Se incubé por 45 min
y se lavaron 5 veces con SSTF-T. Se afiadieron 50 pL del crom6geno OPD (0,4 mg/mL)
diluido en tampdn citrato, pH 5,0 y 0,4 ul/mL de perdxido de hidrogeno y se incub6 por
10 min. en la oscuridad. La reaccién se detuvo con 50 pL de una solucién de H2SO44 N.
La lectura se realiz6 en espectrofotobmetro a una longitud de onda de 492 nm. Las
concentraciones de las citocinas en la muestra se estimaron mediante la ecuacion de

ajuste de la curva patrén utilizada.

111.9 Andlisis estadistico
Para los analisis estadisticos de los estudios inmunoenzimaticos se utilizé el paquete de
programas GraphPad Prism v 4.00 (GraphPad Software Inc. 2003). Los datos analizados
en todos los casos se obtuvieron de al menos 3 experimentos independientes. La
normalidad de los datos se comprobd mediante al prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza mediante la prueba de Barlet. En los casos necesarios, de

realizaron transformaciones de los datos hasta lograr normalidad. Las diferencias
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significativas entre las medias fueron determinadas utilizando una prueba t “de student”
0 Turkey previa comprobacién de diferencias entre los grupos mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple (137).

En el caso de la prueba de tolerancia local, para el analisis del peso corporal se utiliz6
una covarianza con mediciones repetidas con tres factores (tratamiento, sexo, tiempo). A
consecuencia del sacrificio seriado, la N se redujo drasticamente desde 25 hasta 5.

Para realizar el andlisis estadistico de las variables agua y alimento se realizaron
observaciones en el tiempo. El objetivo de este proceder fue evitar incremento
innecesario del error experimental. Se compararon consumo de agua y alimento
mediante analisis de varianza de clasificacion triple (tratamiento x sexo x tiempo).

En caso de aparecer lesiones, sus frecuencias se compararon mediante la prueba de y2 y
la prueba exacta de Fisher.

En cuanto a la toxicidad por dosis Unica y repetida, los valores de P<0,05 se
consideraron significativos desde el punto de vista estadistico, excepto la verificacion de
la aleatorizacién de los animales en las cajas, donde se tomaron como significativos los
valores inferiores a 0,1.

La normalidad y la homogeneidad de varianza se evaluaron por medio de la prueba
ShapiroWilk’s W y prueba Levene’s respectivamente, en orden de decidir la conducta
paramétrica (analisis de varianza y la prueba de diferencias significativas minimas) o
procedimiento no paramétrico (Kruskal Wallis y comparacién maltiple de distribucion
libre). Finalmente la proporcién de cambios histoldgicos se compard mediante el analisis

de log- lineal.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Determinacion de las condiciones 6ptimas de Filtracion tangencial

Para el disefio de los procesos de FT con fibra hueca se tuvo en cuenta la experiencia
previa existente en el laboratorio con FT con membrana plana (59). En el primer proceso
realizado de FT con fibra hueca (P-08-Co/B) se trabajo con una presion en la
alimentacion de 0,5 bar (Tabla 7). En estas condiciones se incrementd
considerablemente el flujo de filtrado, disminuyendo el tiempo de filtracion en la etapa
de formacion y lavado de los cocleatos.Las diafiltraciones se realizaron en un tiempo
entre 16 - 30 minutos, lo cual implicé la no formacion de cocleatos. El tiempo de
diafiltracion se incrementd disminuyendo la presion en el retorno a 0,1 bar en la etapa de
formacion de los cocleatos (4 primeros lavados).

Posteriormente en el proceso P-09-Co/B, se utilizd una presion de 0,2 bar (presion de
retorno) para los lavados encaminados a la eliminacion de los cristales de calcio. En este
proceso se incrementd la concentracion de CaCl, a 3 mM y el nimero de lavados con el
TF a 4 para favorecer la obtencion de los cocleatos con relacion al proceso previo (P-08-
Co/B). La concentracion de CaCl en el TL se mantuvo en 2 mM con 6 lavados. Los
resultados mostraron la formacion de estructuras cocleares, no obstante, durante los
lavados con la solucion de 2 mM de CaCl,, estos se desenrollaron formandose agregados
proteicos. Hubo un aumento ademas en el tiempo de lavado (Tabla 8).

En el proceso P-10-Co/B se incremento la concentracion de CaCl, hasta 4 mM en el TF
(4 lavados), mientras que en el TL siguiente, se utilizé una concentracion de 3 mM (6

lavados). En este caso se obtuvieron estructuras cocleares, aunque en el analisis
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microscopico de las muestras tomadas, también se observaron algunos agregados de
proteina (Tabla 9).
El proceso P-11-Co/B fue similar al P-10-Co/B, en el mismo solo se vario la
concentracion de DOC (1,0%). Se detectd la formacion del precipitado blanquecino,
pero también se observaron algunos cristales en el producto final. EI comportamiento del
flujo de filtrado y la concentracidn de proteinas fue similar al proceso anterior y ademas
se observo similar comportamiento en los procesos siguientes. Los lavados para eliminar
los cristales de calcio, tampoco fueron totalmente efectivos, permaneciendo algunos de
ellos en el producto. (Tabla 10).
Finalmente, en los procesos P-12-Co/B y P-13-Co/B se evaluaron dos estrategias para la
eliminacién de los cristales de calcio, una, la disminucion del flujo de filtrado (proceso
P-12-Co/B, Tabla 11) y la otra, el incremento del nimero de lavados (proceso P-13-
Co/B, Tabla 12), hasta un total de 12 volimenes de diafiltrado. Los resultados de estos
dos procesos fueron muy similares, aunque el producto obtenido en el proceso P-13-
Co/B se caracterizo por la presencia de gran nimero de estructuras cocleares, muy pocos
cristales y disminuyd la concentracion de DOC en la suspension; ademéas no fue un
proceso continuo. En este ultimo proceso el reservorio en etapa de formacion se
almaceno durante toda la noche, para posteriormente comenzar con la etapa de lavado.
Los procesos P-14-Co/B, P-15-Co/B, P-16-Co/B se realizaron en las mismas
condiciones que el P-13-Co/B.

IVV.1.1 Comportamiento hidrodinamico
El comportamiento hidrodinamico del proceso de diafiltracion por fibra hueca, desde el

comienzo en la etapa de formacion el flujo de filtrado practicamente entra en un estado

55



RESULTADOS

estacionario, con una ligera tendencia al incremento de su valor (Figura 2). En la

segunda etapa el flujo comenzé alto.
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Figura 2. Comportamiento hidrodindmico del sistema de filtracion tangencial con fibra hueca

(P-13-Co/B), en la formacién y lavado de los cocleatos.

Se determind en el reservorio la concentracion de proteinas en la solucion, la cudl
coincidié con la de la suspension, mientras que en el precipitado se detectaron
insignificantes concentraciones de éstas. Después del primer lavado se observd un
incremento dréstico de las proteinas presentes en el precipitado de forma simultanea con
la disminucion de éstas en la solucién. Posteriormente, el contenido de proteinas en el
precipitado se estabilizd a valores altos durante el resto del proceso, incluyendo la etapa
de lavado final, coincidiendo con la concentracion de proteinas de la suspension (Figura

3).
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Figura 3. Comportamiento de la concentracion de proteinas en el reservorio durante la
filtracion tangencial con fibra hueca (P-13-Co/B), en la formacion y lavado de los cocleatos.

En la Figura 4 se muestran los rendimientos con relacion a la cantidad de proteinas y
Flps en los diferentes procesos. Se obtuvo un recobrado superior al 80%. Con relacién a
la cantidad de Fpls presentes, se observO correspondencia con la concentracion de
proteinas, sugiriendo que estos se encuentran formando las estructuras cocleares
asociados a la membrana lipidica. Como era de esperar este comportamiento se observo

en todos los procesos evaluados (Tabla 13).
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Figura 4. Rendimientos en relacion a la cantidad de proteinas y fosfolipidos obtenidos en
diferentes procesos.
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Adicionalmente, se determiné el contenido de DOC durante todo el proceso (resultados
no mostrados). En el desarrollo de esta determinacion se detectd interferencia de los
iones Ca®* con el método de determinacion de este detergente no mostrando el
comportamiento esperado. No obstante, se logré conocer la concentracion en el producto
final encontrandose por debajo de los limites aceptados en los productos farmacéuticos
(< 2 ng por cada 50 pg de proteinas, 4%) que se analizan en los laboratorios de la
Direccion de la Calidad del Instituto Finlay.

Las condiciones con las que se realiz6 el P-13-Co/B, resultaron ser las mas eficientes de
todas las evaluadas en cuanto a consistencia de los parametros operacionales,
condiciones de proceso y composicion de los tampones empleados (Tabla 14, 15, dorso

pagina 57).

IV.2 Caracterizacion de las estructuras cocleares
Se caracterizaron las estructuras cocleares obtenidas como resultado del proceso P-13-
Co/B, segun sus caracteristicas morfologicas y funcionales.
IV.2.1 Determinacién de la forma y tamafio de las estructuras cocleares.
Microscopia Optica
La Figura 5A muestra una microfotografia de microscopia dptica con contrate de fase de
estructuras cocleares obtenidas por filtracion tangencial (FT) en el proceso P-13-Co/B.
Predominaron las estructuras tubulares, alargadas de un tamafio promedio (200
particulas) de 11,6 £ 3,7 um de largo, determinado mediante el empleo de una escala

graduada acoplada a la lente objetivo, como puede observarse en la figura.
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IVV.2.2 Microscopia electronica de barrido
El andlisis por MEB de las estructuras cocleares obtenidas en el proceso P-13-Co/B,
confirman la forma alargada y tubular de las micro-estructuras, formadas por multiples

capas, dispuestas unas sobre otras Figura 5B.

\i
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Figuras 5. Microfotografias donde se pueden observar estructuras cocleares obtenidas
mediante el proceso de FT. En A. se observan mediante microscopia Optica, estructuras
tubulares, alargadas. En B se observa mediante MEB, las mdltiples capas (flechas) que

conforman las estructuras tubulares obtenidas, cuando se superponen una sobre otra.

IVV.2.3.1dentidad de las estructuras cocleares
Se realiz6 un estudio comparativo de los perfiles de proteina del PL y el AFCol
mediante SDS-PAGE (Figura 6), se determind que los mismos no experimentaban
modificaciones, mediante el reconocimiento de las proteinas presentes en el PL y el
AFCol, mediante el uso de sueros (mezcla) de individuos vacunados con VA-
MENGOC-BC®, mediante el método de inmunotransferencia (Figura 7).

1VV.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5%.

En la Figura 6 A puede observarse un gel de poliacrilamida al 12,5%, en el cual se

muestra el perfil de proteinas de los diferentes procesos. Para determinar la correlacion
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existente entre las bandas de proteinas resultantes de los productos de los diferentes
procesos Yy aquellas presentes en el PL, se empled el paquete de programas ImageMaster
1D (Figura 6 B).

Como puede apreciarse existio una correlacion superior al 80% entre las bandas
correspondientes a los procesos realizados con FT con fibra hueca y aquellas del PL,
tanto en el nimero de bandas presentes, como en la intensidad de las mismas. Esta
correlacion alcanz6 su valor maximo con el producto resultante del proceso P-13-Co/B
(96,0%), valor contrastante con los porcentajes obtenidos a partir de los productos de los
procesos de FT realizados con la configuracién de membrana plana (P-7Co/B), nunca

superiores a un 25,0%.
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrylamida al 12,5%. A. Gel tefiido con azul Commassie.

B. Resultado del andlisis de identidad realizado por el paquete de programas ImageMaster 1D.
El recuadro muestra los porcentajes de correlacion de la composicién proteica de los cocleatos

con el Proteoliposoma de N. meningitidis B a partir del cual se obtienen.
1V.2.3.2 Inmunotransferencia

En la Figura 7 se muestra el patron de reconocimiento de los productos obtenidos por FT
con fibra hueca, por los sueros de individuos inmunizados con VA-MENGOC-BC®, el

cual es similar al observado con el Proteoliposoma. Sin embrago, en aquellos productos
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obtenidos con la configuracion de membrana plana, no se observan las proteinas de bajo

peso molecular.
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Figura 7. Inmunotransferencia. Patron de reconocimiento antigénico de las proteinas presentes
en el Proteoliposoma y en las muestras de cocleatos de los diferentes procesos; por sueros
(mezcla) de individuos inmunizados con VA-MENGOC-BC®.

IV. 3 Inmunogenicidad
I1VV.3.1 Determinacion de Ac IgG anti proteoliposoma
Se evalud la capacidad de los cocleatos de inducir en el suero de los animales
inmunizados IgG sistémica anti-PL, cuando se administraban por via IM e IN. La Figura
8 muestra las medias y las desviaciones estandar de 2 determinaciones en 3
experimentos independientes. Puede apreciarse que los niveles de IgG anti- PL en los
ratones inmunizados con AFCol por via IN difiri6 de forma estadisticamente
significativa (p<0,001), de los niveles de IgG especifica observados en el suero del

grupo control al que se admisnitrd tampdn Tris- Ca?*.

61



RESULTADOS

6000 - P <0.001

5000+

4000+

3000+

2000+

IgG anti PL (U/mL)

1000+

e ey
AFCol Control

Figura 8. Respuesta de IgG anti PL en suero, inducida por el AFCol aplicado por via IN.
Ratones BALB/c fueron inmunizados por via IN (50 pg de proteina). Se determinaron
los niveles de IgG en suero contra el PL mediante un ELISA, 21 dias después de la
altima inmunizacién. Se muestran las medias y las desviaciones estandar de 2
determinaciones en 3 experimentos independientes. Las diferencias entre la medias se

evaluaron por la prueba t de “student”, p<0,001.

I1VV.3.2 Determinacion de Ac IgA anti proteoliposoma
Se evalué también la respuesta de IgA a nivel secresion (saliva) de mucosa en los
ratones inmunizados por via IN, como se ha descrito previamente. Puede apreciarse en la
Figura 9 que en ratones inmunizados por esta via, se lograron niveles de IgA superiores
a 2000 UA/mL, contrario a los niveles observados en el grupo control, inferiores a 250

UA/mL, siendo la diferencia encontrada estadisticamente significativa (p<0,05).

62



RESULTADOS

2500 P <0.05

2000+

1500+

1000+

IgA anti PL (UA/mL)

500+

I

AFCol Control

Figura 9. Respuesta de IgA anti PL inducida por la inmunizacion con el AFCol por vias IN
Ratones BALB/c fueron inmunizados por via IN (y 50 pug de proteina). Se determinaron los
niveles de IgA anti PL en muestras de saliva, se consideraron positivas las muestras por encima
de 250 UA/mL. Se muestran las medias y las desviaciones estandar de 2 determinaciones en 3
experimentos independientes. Las diferencias entre la medias se evaluaron por la prueba de t de

“student”’, p<0,05.

I1VV.3.3 Determinacion de subclases de 1gG anti-proteoliposoma
Para evaluar el tipo de respuesta inducida por el AFCol, obtenido en las condiciones
previamente mostradas, se determind la composicion de subclases en el suero. A través
de la inmunizacién por via IN en ratones BALB/c se obtuvio niveles de IgG1 e IgG2a
anti-PL, superiores al grupo control (grupo inmunizado con tampén Tris-Ca?. Por otra
parte, se observo una induccion superior de IgG2a con relacion a IgG1, sugiriendo una
induccion preferencial de 1gG2a. Los resultados demuestran que el AFCol induce un
patron de subclases de IgG, compatible con una polarizacion de la respuesta a Thl

(Figura 10).
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Figura 10. Determinacion de las subclases 1gG1 e 1gG2a anti PL en suero inducidas por
AFCol, administrado por via IN. Para la determinacién de las subclases producidas, se
emplearon muestras de suero de ratones BALB/c inmunizados por via IN 50 pg de proteina,
tomadas a los 21 dias posterior a la ultima inmunizacién. Se muestran las medias y las
desviaciones estandar de 2 determinaciones en 3 experimentos independientes (Prueba de Tukey
p<0,05).

IVV.3.4 Determinacion de IFNy e IL-5

La Figura 11 muestra la produccion de IFNy por los esplenocitos de los ratones
inmunizados con los esquemas previamente descritos, cultivados en presencia de PL (3
pug/mL). Se puede obaservar los niveles de citocinas liberados por células procedentes de
animales inmunizados por via IN, corroborando el resultado anterior). La produccion de
IFNy por las células de los ratones inmunizados por via nasal, también difirid
significativamente de la producida por las células de los controles (p<0,05).

Otro aspecto que confirma un patron de respuesta con predominio Thl, puede ser la no
deteccion de IL-5 en los sobrenadantes de las células de los ratones inmunizados con

AFCol por via IN.
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Figura 11. Produccion de IFNy por células de bazo re-estimulados in vitro con Cocleato
(AFCo1l). Las células de bazo fueron aisladas de ratones inmunizados con PL (via IN) y fueron
cultivadas en presencia de PL (3 pg/mL). Como control positivo se usé PHA. Los niveles de
IFNy producidos fueron determinados mediante un ELISA cuantitativo a las 72 h Se muestran la
media y la desviacion estandar de los niveles detectados en 3 experimentos independientes. La

prueba de prueba t de “student” se utilizo para el andlisis de los datos, p. <0, 05.

I1VV.3.5 Prueba de Hipersensibilidad retardada
Se comprobd la funcionalidad in vitro de los clones Th1l activados como producto de la
inmunizacion, mediante la capacidad de estos clones de generar procesos inflamatorios
que median las reacciones de HR frente a un nuevo reto antigénico. La induccion de HR
se determino a las 48 h, tiempo en el cual se midio el volumen de la induracion causada
usando un plestimémetro automético Los ratones desafiados con PL, e indujeron
reacciones inflamatorias elevadas con respecto al grupo control, se encontraron

diferencias significativas (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Reaccion de hipersensibilidad retardada inducida en ratones BALB/c por
inmunizacion con cocleatos. Ratones BALB/c fueron inmunizados (2 dosis intramusculares de
12,5 pg cada uno) y 7 dias después fueron desafiados con 50 pg de PL por via intradérmica en
la region dorsal de la extremidad posterior izquierda. Como control negativo se us6 solucion
salina en la otra extremidad. EI volumen de cada extremidad fue medido a las 48 h después del
desafio usando un plestimémetro automatico y la induracién inducida fue determinada restando
los volimenes de la extremidad izquierda y derecha. Se encontraron diferencias significativas

(p<0,05), la prueba ¢ de “student” se utiliz6 para el analisis de los datos.

IV.4 Estabilidad preliminar de los cocleatos obtenidos por FT
El periodo de validez en las condiciones de almacenamiento de los productos vacunales
se definen a través de los estudios de estabilidad. La Tabla 16 resume los resultados de
un estudio de estabilidad preliminar de los lotes 602 y 603 producidos en condiciones de
escala piloto almacenados a 2-8°C y 30+2°C durante 12 meses, de acuerdo a las
condiciones establecidas en el proceso P-13-Co/B. Los resultados de estos estudios en su
totalidad cumplieron con los limites de aceptacion y rangos que fueron propuestos. El
estudio de estabilidad en vida estante y estudio acelarado planificados, cumplieron con
los parametros establecidos (Tabla 16), en cuanto a: tamafio (Figura 13) forma,
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apariencia (Figura 14), pH, concentracion de calcio libre, concentracion de proteinas,

preservo, identidad, limite microbiano, efectividad del preservo e induccion de respuesta

de IgG anti-PL.
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Figura 13. Tamafio de particulas determinado por Difractometria laser: 1 en T12 a 302, 2 en

TO,3enT12 a 2-8°C

Figura 14. Apariencia de la suspension
obtenida por el proceso de filtracion
tangencial. En A se observa la formacién de
una suspension blanguecina luego de la
interaccion del Ca®" con el Proteoliposoma
(fraccion AFCol tot). B: se observa como las
particulas sedimentan espontdneamente luego
de 1-2 h. Las fotografias pertenecen al
proceso 602.
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IV 5 Estudios de toxicidad

IVV.5.1 Ensayos de tolerancia local

Durante el ensayo no se observaron en las ratas sintomas clinicos tales como secreciones

nasales, disnea, cambios conductuales, ni otras que evidenciaran compromiso del

sistema respiratorio. Su comportamiento en general fue el esperado para esta especie,

linea y edad.

Los consumos de agua y los alimentos de las ratas a los 7 dias en que fueron

determinados, arrojaron que los machos mostraron un consumo mayor que en las

hembras, de manera constante. (Figuras 15, 16).

Consumo de agua

70
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40

Consumo (mL)

30

20

10

CN C1 cC2
Hembras

C3 PBS CN C1 C2 C3 PBS
Machos

T +196*DE
[ +1000E
% Media

Figura 15: Se observa el consumo
de agua a los 7 dias post-
inoculacion.

Leyenda : CN- Grupo | (Control
negativo); C1- Grupo Il (AFCo*1
50 pg); C2 — Grupo Il (AFCol
100 pg); C3- Grupo IV (AFCol
200 ug); PBS- Grupo V(Control
negativo).

Se realizaron observaciones en el
tiempo. Se compararon los
consumos mediante andlisis de
varianza de clasificacion triple
(tratamiento x sexo x edad).

En la figura 16 se pude observar el comportamiento de consumo de los alimentos, el

cual tiende a incrementarse pasada la semana de inoculacion.
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c ool Figura 16: Se observa el consumo
SERIDETEIEIES de alimentos a los 7 dias post-
a4 inoculacion.

Leyenda : CN- Grupo | (Control
negativo); C1- Grupo Il (AFCo*1
50 ug); C2 — Grupo lIl (AFCol
100 pg); C3- Grupo IV (AFCol
200 pg); PBS- Grupo V(Control
negativo).

Se realizaron observaciones en el
tiempo. Se compararon los
consumos mediante analisis de
varianza de clasificacion triple
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En cuanto al peso de los animales se puede observar Figuras 17 y 18 que la estadistica
de los pesos en las ratas durante los distintos momentos en que se midieron, arrojé que
no existieron diferencias estadisticas que no fueran las esperadas de acuerdo al sexo,
todos los animales incrementaron el peso corporal a lo largo del ensayo, siendo los
machos los que mostraron un ritmo de crecimiento mayor que las hembras, normales

para la linea y especie.

. . ) . ) Figura 17: Peso de los
Peso vivo 7 dias después de la inoculacion animales vivos a los 7

28 dias post-inoculacion.

Leyenda : CN- Grupo |

29 (Control negativo); C1-
” @ Grupo Il (AFCo*1 50

ug); C2 — Grupo IlI
(AFCol 100 pg); C3-

Grupo IV (AFCol 200
ug);  PBS-  Grupo

@ @ V(Control negativo).
@ Anélisis de covarianza

220y

200y

Peso (9)

1

@
=)
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repetidas con 3 factores
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CN Cl C2 C3 PBS CN Cl C2 C3 PBS [ +100%DE tiempo)
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. ] ) , - Figura 18: Peso de los
Peso vivo 14 dias después de la inoculacion animales vivos a los 14

36 dias post-inoculacion.

Leyenda : CN- Grupo |
320 (Control negativo); Cl1-
Grupo Il (AFCo*1 50
ug); C2 — Grupo I
260 (AFCol 100 pg); Cs3-
Grupo IV (AFCol 200
Ha); PBS- Grupo
V(Control negativo).

Andlisis de covarianza
200) @ E__'E] con mediciones repetidas
con 3 factores

Peso(g9)

240)

(tratamiento, Sexo,
16 L +196E | tiempo)
CN Cl1 C2 C3 PBS CN Cl1 C2 C3 PBS Dtl.OO*DE
Hembras Machos ?  Media

Ninguno de los animales en el ensayo mostré alteraciones anatomopatologicas
importantes. No obstante, en las muestras de tejido del sitio de inoculacion investigadas
histopatoldégicamente a los tres niveles de las fosas nasales de todos los animales, se
aprecio que en los animales del grupo control sin inocular y el placebo, se presentaron
discretos focos de inflamacién con escasa significacion patoldgica, mientras que en los
grupos experimentales se demostr6 la presencia de procesos inflamatorios moderados
con presencia de Polimorfos ndcleares neutréfilos (PMN) que se situaban a nivel de la
lamina propia fundamentalmente en la zona media y posterior de las fosas nasales con
cierto incremento de su presentacion en dependencia del aumento en la concentracion de
los cocleatos inoculados por la via nasal, (Tabla 17), (Figura 19), asi como agregados de

células linfoides a nivel de dicha lamina.
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Tabla 17. Lesiones histo-patoldgicas en las ratas de ambos sexos inoculadas con
diferentes concentraciones de cocleatos y sus controles.

No de animal

+ |+

I Control | - - “Imim | - |- - - - 2
i f‘o'z)c;gl N |J\r/|P ;+ . |+p |- |+P|+P|5
A ey 1 IV S e e 1 T R R
\% Diluente | - IJ\r/IP - |- [+M |- - | - - - |- |2

Fosas nasales M: Parte media; P: Parte posterior; +: Leve; ++: Moderada;

-: Negativo

Figura 19. Proceso inflamatorio
moderado con la presencia de células
polimorfos nuclerares neutrdlifos en la
lamina propia de la mucosa a nivel de un
cornete nasal del corte de la zona
posterior (las flechas muestra los PMN),
perteneciente a un animal inoculado con
una concentracion de 200 ug de
cocleatos. H.E X 100.

Los estudios microscopicos del sistema ervioso (SNC) central no mostraron alteraciones
que evidenciaran el compromiso de este sistema debido a la utilizacion del producto a

través de la via nasal (datos no mostrados).
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IVV.5.2 Ensayos de toxicidad por dosis Unica y dosis repetida

En la prueba de toxicidad por dosis Unica asi como en el estudio de toxicidad por dosis
repetida todos los animales aumentaron su peso corporal, después de la inoculacion de la
sustancia prueba, sin embargo, las variaciones observadas entre los grupos
experimentales en la toma de agua y alimentos fueron pocas. En general, las ratas
machos consumieron mas agua y alimentos que las hembras. EI promedio diario del
consumo de alimento fue de 19,3 g para las hembras y 25,6 g para los machos. De
manera similar el promedio del agua consumido fue de 30 mL para las hembras y 41,9
mL para los machos. Ningun sintoma clinico local o general fue observado en ninguna
de las dos pruebas de toxicidad realizadas.

1V.5.2.1 Estudio anatomo-patoldgico de toxicidad por dosis Unica

En la necropsia, se observé de forma esporadica congestion y pequefias hemorragias en
las gladulas parétidas y en los nddulos cervicales, retrofaringeos y submaxilares. En el
analisis histopatoldgico también se encontraron estas alteraciones en todos los grupos,
con una frecuencia similar (p>0,1) (Tabla 18). El indice de irritabilidad determinado a
partir de los cambios encontrados en la mucosa nasal como consecuencia de la
aplicacion de una sola dosis de AFCol y placebo fueron todos inferiores a 1, por lo que
se concluyo que el producto evaluado clasificaba como no irritante (Tabla 19).
1VV.5.2.2 Estudio anatomo-patoldgico de toxicidad por dosis repetida

Los resultados de hematologia y bioguimica sanguinea no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p>0,06) (Tabla 20). Los
pesos relativos de los 6rganos fueron estadisticamente similares (datos no mostrados),

con excepcion del peso del rifion derecho de las ratas hembras que recibieron el
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tratamiento con AFCol y el placebo que fue més alto con relacion al control. Sin
embargo, no se encontraron cambios histologicos en los rifiones de animales que
sostuvieran una asociacion con los efectos toxicos.

Se observaron también hemorragias petequiales en los ganglios de la faringe y region
cervical independientes del sexo, momento del sacrificio o grupo experimental asociado
con la restriccién del animal. En el estudio histolégico se observé infiltracion de células
inflamatorias (macrofagos, linfocitos) de la cavidad nasal. Células mononucleares y
esporéadicos focos supurados se encontraron en tejidos de mucosa y de la submucosa en
la region nasal, asi como en los cornetes nasales dorsales y ventrales. Se encontro
ademas congestion nasal, edema y degeneracion en el epitelio superficial. Sin embargo,
no se encontré diferencias estadisticas significativas entre los grupos tratados y el
control (Tabla 21). El indice de irritabilidad obtenido (menor que 1) permitié clasificar

la sustancia evaluada como no irritante (Tabla 22).

IV.6 Determinacién de la capacidad adyuvante del AFCol frente antigenos no
relacionados con el PL.

Para sustentar el uso del AFCol como adyuvante contra antigenos no relacionados con
el PL, se procedio a la formulacion de los antigenos OVA, TB1 y TB1r con estas
estructuras cocleares (formulacion adyuvada). Para desarrollar este objetivo se
determind la respuesta de anticuerpos (IgG y subclases de IgG e IgA anti-OVA, anti-
PepVac TB1 y anti anti-TB1r); produccion de citoquinas inducida por los grupos
inmunizados con el AFCol y los diferentes antigenos en ratones BALB/c, administradas

estas formulaciones po via IN.
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IV.6.1 Respuestas de Ac 1gG anti-OVA, anti PepVac TB1y anti-TB1r sérica
Como puede observarse en la Figura 20 hubo un marcado efecto adyuvante del AFCol
cuando se formulé con OVA, TB1 y TB1r, evidenciado en la mayor respuesta de
anticuerpo contra los antigenos estudiados cuando estos eran administrados con el
adyuvante, con relacion al control (administracion del antigeno sélo), siendo las

diferencias encontradas en los tres casos fué estadisticamente significativas.
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Figura 20. Respuestas de IgG anti OVA, anti PepVac TBlanti y antiTB1r sérica inducida por la
inmunizacion por via IN con AFCol+OVA (60 pg+10 pg), AFCol+PepVac TB1 (50 g+ 10
Hg) y AFCol+TB1r (50 pg+20 ug). Se determind las respuestas de anticuerpos 7 dias después
de la tercera dosis. Se muestran las medias geométricas y las desviaciones estandar de 2
determinaciones en 3 experimentos independientes con resultados similares. (prueba t de
“student p<0,05).

IV.6.2 Respuestas de Ac IgA en saliva anti-OVA, anti PepVac TB1
Se observd una mayor respuesta de IgA especifica cuando el antigeno se administré con
el adyuvante, con relacion a la administracion del antigeno solo y la diferencia

encontrada en ambos casos fue estadisticamente significativa. (Figura 21).

74



RESULTADOS

_ 1.00=
&= P =< 0.05
E
- 0. 75
2 -
= P = 0.05
%2 0.504 ' |
‘:': —
=
=  0.254
.:E
AL
0.00-
o o T " S
o3 & &
s &7 &7

T .

Figura 21. Respuesta de IgA anti PepVac TB1 y anti OVA en saliva, inducida por la
inmunizacion por via IN (AFCol+OVA (60 ug+10 pg), AFCol+PepVac TB1 (50 pug+ 10 ug).
La media y las desviaciones estandares fueron realizadas a partir de las densidades Opticas
(D.O.) obtenidas a 492 nm referentes a las muestras de saliva diluidas a 1:10. Se encontraron
diferencias significativas (p<0,05), la prueba t de “student” se utilizd para el analisis de los

datos

IV.6.3 Determinacion de subclase de Ac 1gG anti-OVA, anti PepVac
TBlantiy antiTB1r.
Como puede apreciarse en la Figura 22, en todos los casos cuando se administrd el
antigeno con el AFCol las respuestas de anticuerpos especificas de las subclases 1gG1 e
IgG2a fueron superiores a las obtenidas con el antigeno solo y la diferencia fue
estadisticamente significativa. También en todos los casos en que el Ag se formul6 con

el adyuvante la respuesta de 1gG1 fue superior a la de 1gG2a.
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Figura 22. Niveles de IgG1 e IgG2a anti OVA, anti PeptVacTB1, anti TB1r en el suero de
ratones inmunizados por via IN. El gréfico muestra la induccion de 1gG1 e IgG2a especifica al
co-administrarse el AFCol con los antigenos OVA, PeptVacTB1, TB1r. Los datos se expresan
como la densidades Opticas (DO), media + desviacion estandar. La prueba t de “student” se

utilizé utilizada para el anélisis de los datos

IV.6.4 Proliferacién de linfocitos en ratones BALB/c inmunizados con
AFCol+PepVac TB1

La Figura 23, muestra el porcinto de células CD4+ y CD8+ en presencia de antigeno
solo y en la formulacién adyuvada con AFCo1l, siendo muy superior en este ultimo caso.
El AFCol adyuvado al PepVac TB1 generd clones tanto de CD4+ (l.E. = 2,48) como
CD8+ (I.E. = 2,23), capaces de proliferar contra el PepVacTB1.
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Figura 23. Valores del indice de estimulacion (I.E.) de esplenocitos CD4* (barras blancas) y
CD8" (barras negras) de ratones BALB/c inmunizados por via IN con PepVacTB1 adyuvado

con AFCol, sacrificados dos semanas después de la Gltima inmunizacion.
IVV.6.5 Produccion de IFNy, IL-4 e IL10 en ratones BALB/c inmunizados con

AFCol+PepVac TB1

El AFCol administrado con el péptido fue capaz de estimular la produccién de IFNy a
concentraciones cercanas a los 800 pg/mL/10° células y en menor medida la produccion
de IL-10 a concentraciones detectables, pero inferiores a los 100 pg/mL/108células. Las
ceélulas estimuladas con el péptido solo produjo niveles de IFNy inferiores a los 300
pg/mL/108 células y no se detectaron niveles de IL-10. En ninguno de los caso se detectd

la produccion de 1L4. (Figura 24).
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Figura 24. Produccién de IFNy e IL-10 y no produccién de IL4 en ratones BALB/c
inmunizados por via IN con péptido PepVacTB1 en presencia 0 no de AFCol. Los
animales fueron sacrificados dos semanas después de recibir la Gltima dosis. Se
detectaron niveles IFNy e IL10 después de estimular con péptido PepVac TB1, no se
observaron niveles de IL4 (ND: no detectable). * Denota diferencias significativas con
p<0.05, prueba t de “student” entre los niveles inducidos por la formulacién adyuvada y

el antigeno solo.
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V. DISCUSION

Este capitulo aborda la discusion de los resultados, presentando primeramente aspectos
generales, seguidos por los comentarios de los estudios previos y su relacién con los
resultados de la investigacion que nos ocupa.

Los cocleatos como se ha sefialado previamente, son estructuras compactas formadas
por multiples capas lipidicas enrolladas sobre si misma en forma de espiral. La elevada
estabilidad de los Co, esta dada por la formacion de puentes catiénicos (Ca?*) entre las
cabezas polares de los fosfolipidos de membranas adyacentes, con una sustancial
reduccion del espacio acuoso (91). La disminucion de la concentracion de estos iones
divalentes conlleva al desenrollamiento del cocleado. Este proceso puede ocurrir de
forma natural al ser administrado en animales o humanos resultando en la liberacion
lenta de los antigenos presentes tanto en la membrana lipidica como en el interior de la
estructura. Por otro lado, los cocleatos poseen similitud estructural con estados
intermediarios de los procesos naturales de fusion de membranas (93), siendo esta otra
de las caracteristicas que los hace potentes inmundgenos. Debido a la elevada estabilidad
e inmunogenicidad se convierten en excelentes candidatos para el desarrollo de vacunas
administradas por via parenteral o mucosal (138). Un aspecto importante a destacar es la
fuente de lipidos utilizada para la formacién de la membrana de partida en la
constitucion del cocleato. Hasta el momento, los trabajos con estructuras cocleares han
empleado membranas lipidicas obtenidas por mezcla de diferentes lipidos comerciales,
algunos de los cuales son de procedencia animal y dificil de obtener. En nuestro caso, la
fuente de lipidos es la membrana externa de la N. meningitidis serogrupo B de donde se

extraen en forma de vesiculas que también contienen proteinas y lipopolisacaridos (LPS)
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(56, 139). El empleo de esta fuente brinda numerosas ventajas entre las cuales podemos
mencionar: utilizacion de lipidos del patdgeno, relativo bajo costo de produccion
mediante el empleo de tecnologias establecidas en la planta de produccion de vacunas,
posibilidad de producir grandes cantidades de materia prima con Buenas Practicas de
Produccién (BPP) y contar con una propiedad industrial . Por otro lado, la presencia de
proteinas y LPS, incrementan la inmunogenicidad de los cocleatos obtenidos y hace que
estos constituyan en si un candidato vacunal contra N. meningitidis serogrupo B que
pudiera administrarse por via mucosal. La vacunacion por esta via resulta de singular
importancia para la proteccion de las superficies de mucosa contra este patégeno.

En trabajos previos del Dpto. de Inmunologia del Instituto Finlay, los cocleatos se
obtuvieron a partir de PL resuspendido en tampo6n Tris-EDTA- DOC. Luego de obtenida
la suspension, se incrementd la concentracion de DOC hasta el 5% para lograr
transparencia de la solucién como medida de la completa solubilizaciéon del PL.
Posteriormente, la formacién de las estructuras cocleares fue propiciada mediante la
eliminacion del detergente y el incremento de la concentracion de iones Ca®* en la
suspension. Este proceso se realizaba por dialisis en bolsas de membrana de nylon con
10 kDa de tamafio de poro, contra dos soluciones tamponadas. Con el primer tampén o
solucion A (NaCL 100 mM/L (Fluka), Imidazol 2 mM/L (Merck) y HEPES 2 mM/L
(Sigma)), se realizaban 5 cambios, y un segundo paso con igual niamero de cambios

contra solucion A mas CaCL2 5 mM (Fluka) (55).
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Obtencion del AFCol por FT. Caracterizacion fisico/quimico e inmunoldgica de la
estructura obtenida.

La metodologia de dialisis, no permitia el proceso de escalado y la manipulacion
dificultaba la obtencion del producto en condiciones asépticas a escala de produccion.
Por lo que se evalud posteriormente un proceso de FT con membrana plana. Los
procesos de FT con membrana plana no resultaron eficientes ya que las membranas se
obstruian con facilidad, obteniéndose muy bajos rendimientos, coincidiendo con lo
planteado en la literatura (59, 111).

Por las razones antes expuestas, se decidio evaluar una configuracion de cartuchos de
fibra hueca. La porosidad y el materia del cartucho a emplear fue 10 kDa, polisulfona, y
con un area de filtracion de 0,45 m2. Adicionalmente, se trabajé con volimenes entre 2,0
y 3,0 L. La nueva configuracién de cartucho de fibra hueca permitié un mejor control
del proceso y sus parametros. Se fijaron nuevas condiciones de operacién, tales como
flujo de recirculacién y presion de trabajo. Con este tipo de configuracién era mucho
mejor diafiltrar la suspensién que se forma en el proceso. Ademas, para mejorar el
trabajo del cartucho y evitar la acumulacion de particulas, se invirtid la entrada del
mismo y se alimentd por la parte superior. En el primer proceso en este tipo de
configuracion (P-08-Co/B) no se obtuvieron cocleatos, detectandose la formacion de
agregados proteicos, mediante la observacion al microscopio. La ausencia de cocleatos,
se evidencié ademas, por la baja concentracion de proteinas tanto en la suspensién como
en el precipitado en el cuarto lavado. En los siguientes procesos, el aumento de los
tiempos de lavado, utilizando bajas presiones, se asocio con la formacion de los

cocleatos observados al microscopio en muestras de la etapa de formacion.
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En esta configuracion se hizo necesario continuar la modificacion de los tampones de
resuspension, de formacion y de lavado, por inestabilidad en los resultados (Tabla 2). El
hecho de utilizar un sistema de mayores dimensiones permitio incrementar el flujo de
recirculacién, debiéndose mantener la presion de entrada entre 0,1 y 0, 3 bar. Con tales
modificaciones se logroé la obtencion de un proceso (P-13-Co/B) con resultados estables
que permitié emplearlo como proceso estandar.

El comportamiento hidrodinamico de los procesos de filtracion por fibra hueca, fue
diferente a los reportados en la literatura para este tipo de proceso (109) (véase también
Figura 3, anexos), mostrando un flujo de filtrado inicial alto con una ligera tendencia al
aumento durante la primera etapa. El rango dindmico lento (que coincide con la
formacion de la torta) caracteristico de los procesos de filtracién tangencial no se
observd. Este comportamiento puede deberse a que se trabajo con un alto flujo de
recirculacién y muy baja presion en el retorno (0,1 bar), ademés del efecto de la
suspension sobre la superficie de la membrana, logrando un arrastre efectivo sobre la
misma. En la segunda etapa, el flujo de filtrado comenz6 alto, este estuvo favorecido por
el aumento ligero de la presion en el retorno a 0,2 bar. La tendencia en este caso fue de
un aumento en el flujo de filtrado al incrementarse el numero de lavados. Esto pudiera
ser un indicador de la eliminacion de los pequefios cristales de calcio, quedando el
producto enriquecido con los cocleatos que son de mayor talla y mas homogéneos en
cuanto a forma. Tampoco pudo ser observado en esta segunda etapa el rango dindmico
lento, ni el consiguiente estado estacionario del flujo de filtrado.

El cambio de las caracteristicas organolépticas de la suspension de PL, caracterizado por

el paso de una solucién completamente transparente a una suspension formada por un

82



DISCUSION

precipitado blanquecino, sugiere la transformacion de la estructura del PL en AFCol.
Este cambio, ha sido informado por varios autores como indicativo de la formacién de
cocleatos (92, 140,102).

Durante todo el proceso de obtencién del cocleato se determind la concentracion de
proteinas y fosfolipidos que resultaron Utiles para el seguimiento del rendimiento del
proceso asi como para la caracterizacion bioquimica del producto final. De forma
general los rendimientos mostraron ser elevados para este tipo de operacion, con un
recobrado superior al 80%.

Las estructuras microtubulares que se observron (Figura 5 A) tienen las caracteristicas
morfologicas semejantes a los cocleatos derivados de las membranas de bacterias
descritas por Pérez O y cols. (59). El tamafio de los microtubos o0 AFCol, obtenidos por
FT, se determin0 a través de una escala graduada en el lente de un microscopio 6ptico.
Estas estructuras tiene un tamafio de 11,6 + 3,7um y la apariencia de la formulacién es la
de una suspension blanquecina que sedimenta (Figura 14 A 'y B) luego de permanecer un
tiempo en reposo (1-2h). EI AFCol se evalué por MEB vy se observé que esta formado
por multiples ldminas dispuestas unas sobre otras, tal y como habia sido reportado por
Pérez O y cols (59). Varios autores (92, 93, 99) 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 patron en espiral que se asemeja a
un caracol.

Partiendo del conocimiento de la capacidad del PL de inducir una potente respuesta
inmune de tipo Thl (50), la induccion de este tipo de respuesta por el AFCol, requiere

de la presencia de los determinantes inmunogénicos del PL en estas estructuras. A través
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de SDS-PAGE, se demostrd que el proceso de transformacion estructural mediante la
tecnologia de filtracion tangencial permite la incorporacion en el AFCol de las proteinas
mayoritarias presentes en el PL, rindiendo una correlacion del 96% entre los perfiles
proteicos (Figura 6). El anlisis densitométrico de los perfiles proteicos demostr6 que no
se afectd la estructura de las proteinas, o al menos no las propiedades electroforéticas y
peso molecular de estas durante el proceso de FT. Adicionalmente, se realiz6
inmunotranferencia para demostrar que en el AFCol se conserva la capacidad de los
determinantes antigénicos de ser reconocidos por sueros especificos. Estos resultados
pueden sustentar la idea, de que durante el proceso de transformacion, el AFCol retiene
la capacidad de estimular al sistema inmune de manera similar al PL que les di6 origen.
Una vez determinado que el proceso de FT no afectd la transformacién del PL en
AFCol, conservando las propiedades inmunoquimicas, fue importante determinar si este
era inmunogénico. Para ello se determind la respuesta inmune contra antigenos del
propio PL, comprobandose que las estructuras obtenidas pueden funcionar por via
mucosal. El funcionamiento del AFCol por via mucosal puede representar un paso de
avance importante para el desarrollo de una vacuna nasal contra N. meningitidis
serogrupo B.

La aplicacion del AFCol por via IN indujo elevadas respuesta de Ac IgA anti PL
(saliva), Ac de isotipo IgG clase y subclases (IgG1 e 1gG2a) en suero, asi como una
elevada produccion de IFNy.

El AFCol administrado por via nasal, fue capaz de estimular la produccién de IgA
especifica en saliva, lo cual sugiere la capacidad de estas estructuras de acceder a los

sitios inductores del Tejido Linfoide Asociado a la Nasofaringe (TLAN) y activar
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eficientemente los mecanismos de induccion de la respuesta inmune a nivel mucosal
para la generacion de células productoras de IgA. Se gener6 una elevada respuesta de
IgA, a los 7 dias después de una tercera dosis.

La produccion de anticuerpos IgG en suero inducida por la administracion mucosal
implica la migracion de CDm hacia los nodos linfaticos regionales para presentar los
antigenos capturados en las mucosas y la consecuente activacion de la respuesta
sistémica, o la migracion de L®T activados en el TLAN, para la cooperacion con LB
en periferia y la diferenciacién de éstos en células plasmaticas productoras de 1gG
circulantes en sangre. En la inmunizacién parenteral, las CD migran directamente a los
nodulos linfaticos regionales (141, 142).

Paralelamente, se evalu6 la composicién de subclases de los anticuerpos IgG anti PL en
el suero. Los resultados mostraron que el AFCol propicia la induccién de niveles de
IgG2a maés elevados que los de IgG1 contra el PL, al ser administradas por via nasal.
Esta observacion, constituye otra evidencia de que la transformacion estructural del PL
en AFCol, permite potenciar la respuesta inmune de tipo Thl. La administracién IN del
AFCol, gener6 una composicion del patron de subclases méas polarizada hacia Thi, con
niveles de 1gG2a algo més altos que los de 1gG1. Estos resultados estan de acuerdo con
varios informes, que sugieren que el TLAN es un sitio donde la induccion de respuesta
Th1 se favorece (49, 143).

Para confirmar la induccion de una respuesta Thl por los AFCol, se desarrollaron
experimentos in vivo para evaluar la produccion de IFNy por LOT vy la induccién de HR.
La capacidad de estimular la produccion de IFNy fue evaluada en células de bazo de

ratones inmunizados con AFCol re-estimuladas in vitro con PL. Los cocleatos fueron
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capaces de estimular eficientemente la produccién de IFNy. Teniendo en cuenta que esta
citocina es producida principalmente por los L®T, este resultado constituye una
evidencia de la presencia de clones de tipo Th1l en las células de bazo aisladas (144). En
la Figura 15 se puede observar, que el AFCol indujo niveles elevados de IFNy,
sugiriendo una gran eficiencia para activar y diferenciar los L®T hacia Thl, no fue
detectada produccion de IL5. La funcionalidad de la respuesta Thl inducida, puede ser
comprobada in vivo mediante pruebas de HR (145). Las reacciones inflamatorias
mediadas por células, luego de un desafio antigénico subcutdneo en animales
inmunizados, son la base de las pruebas de HR. La causa de la inflamacién es debido a
la migracion de diferentes células del torrente sanguineo hacia el sitio de inmunizacion,
formando una induracion que puede ser cuantificada. Los linfocitos Th1l circulantes una
vez activados por el reconocimiento del antigeno juegan un papel principal en la
produccion local de IFNy y la activacion de otros tipos celulares como los macrofagos,
para la produccion coordinada de citoquinas pro-inflamatorias y quimoquinas (146,
147). En animales inmunizados con AFCol, se evidencié la capacidad de éste de inducir
reacciones positivas de HR. En estudios previos, se demostré que el PL por si solo o
como parte de VA-MENGOC-BC® es capaz de inducir reacciones positivas de HR (50).
Por ello, estos resultados demuestran que esta propiedad del PL se conserva en los
AFCol.

Estos resultados en su conjunto confirman que el AFCol puede ser obtenido por
filtracion tangencial sin afectar su estructura, ni su actividad bioldgica. El uso de estas
estructuras por via mucosal estimula el sistema inmune induciendo una potente respuesta

local y sistémica, caracteristica de un patron Thl.
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Estudio de estabilidad preliminar y de toxicidad del AFCol obtenido por FT

La estabilidad de un producto es definida como la habilidad para mantener la vélidez de
un producto en téminos de a seguridad y eficacia durante la fabricacién y en condiciones
de almacenamiento.

La vida media, asi como las condiciones de almacenamiento son definidas solamente
por estudios de estabilidad de vida estante. También es de vital importancia estudiar el
comportamiento del producto ante el impacto de cortos periodos fuera de las
condiciones de almacenamiento indicadas (condiciones de estrés) o lo que es lo mismo
ante fallos en la cadena de frio (148).

La microscopia optica (Figura 5 A) es fundamental para identificar la formacion del
AFCol a partir del proteoliposoma de N. meningitidis serogrupo B, pero también
permite hacer mediciones para determinar su tamafio (longitud). La Difractometria laser
también se empled para la medicion de las particulas cocleares (Figura 13) las cuales
coincidian con las obtenidas por microscopio Optico. Fueron observados en este estudio,
la presencia de estructuras tubulares alargadas con extremos irregulares y un tamafo
promedio por debajo de las 30 um, coincidiendo con lo descrito por Pérez O y cols, 2006
(59). Tanto en la estabilidad en vida estante como acelerada, ambos pardmetros (formay
tamafo) se comportaron de manera satisfactoria.

El pH es un parametro que puede variar durante el tiempo de vida util de los productos
ya sea por inestabilidad inherente a la formulacion o debido a la posible migracion de
iones desde el material de envase hacia el producto, de ahi la seleccion de este parametro

como uno de los evaluados en todos los tiempos de muestreo durante el estudio de
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estabilidad. En la Tabla 16 se puede observar que todos los resultados obtenidos para
este pardmetro fueron satisfactorios en todas las temperaturas evaluadas.

La observacion de un cambio drastico de las caracteristicas organolépticas del PL
durante la etapa de formacion al diafiltrar contra un tampdn que contenia Ca®* di6 como
resultado la formacién de una suspensién blanquecina (apariencia descrita para
estructuras cocleares (92, 102), la cual sedimenté al dejarla en reposo. El calcio en las
estructuras cocleares le confiere a las mismas una elevada estabilidad (55). Las
concentraciones de Ca?* utilizadas por Gould-Fogerite y col y Pahadjopoulos y col,
varian entre 1 y 6 mM, siendo la concentracion de 5 mM la mas comdnmente empleada
para inducir la formacion de cocleatos (92, 138). Durante la etapa de formacion del
AFCol (4 volimenes de diafiltrado) se va adicionando Ca?* a una concentracion de 5
mM. El exceso de Ca?', asi como otras sustancias consideradas toxicas para el
organismo, son eliminados durante la etapa de lavado. Debe tenerse en cuenta que el
calcio libre debe quedar a una concentracion entre 2 y 5 mM, lo cual no permite la
desestabilizacion del cocleato. La concentracion de Ca?* libre en los ensayos de
estabilidad propuestos cumpli6 con el limite de aceptacion establecido.

Teniendo en cuenta que el PL constituye el ingrediente farmacéutico activo del AFCol,
se considera importante evaluar la concentracion de proteina, lo cual garantiza la calidad
biologica del producto final. La desnaturalizacion en muchas proteinas, es un proceso
que afecta irreversiblemente a la misma, de manera tal que esta llega a perder su funcion
biolégica. Uno de los factores que influye en esto es la temperatura. Sin embargo, la
concentracion de proteinas no se vio afectada en ninguna de las tres temperaturas

evaluadas. La identidad de las proteinas tambien fue evaluada conservandose el perfil
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proteico del PL en el AFCol obtenido (59), mostrandose este perfil, en todas las
temperaturas y tiempos del ensayo.

El pardmetro de esterilidad de productos farmacéuticos para la administracion en
humanos esta descrito en las Farmacopeas de los Estados Unidos y la de Europa donde
son establecidos rigurosos limites de aceptacion. Segun las caracteristicas del producto
serd el método a seleccionar. Se evidencid la efectividad antimicrobiana del tiomersal
utilizado como preservo para la formulacion final del AFCol cumpliendo el criterio de
aceptacion aplicado en vacunas de uso humano (132, 133).

También la efectividad antimicrobiana, ya sea inherente al producto o debida a la
adicion de un preservo, debe ser demostrada para todas las formas farmacéuticas,
incluyendo los inyectables, en estos la actividad antimicrobiana del preservo permite la
proteccion del producto ante el crecimiento microbiano que pueda introducirse
inadvertidamente durante o subsecuente al proceso de manufactura y en el caso de
envases de dosis mudltiples, inhiben el crecimiento de microorganismos que pueda
adquirirse por el manejo repetido del producto, al extraerse dosis individuales. Los
resultados obtenidos fueron todos satisfactorios (133).

Por dltimo se evaluo tanto en el ensayo de estabilidad en vida de estante como el
acelerado la cuantificacion de anticuerpos 1gG. La respuesta de Ac IgG fue consistente a
las diferentes temperaturas del estudio, demostrando valores elevados.

Un modelo animal relevante para la evaluacion toxicolégica de una vacuna 0 un
adyuvante debe responder inmunoldgicamente a los antigenos constituyentes de la
vacuna en cuestion. De esta manera, es posible probar, no solamente la toxicidad

intrinseca de los componentes vacunales, sus contaminantes y la resultante de la
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interaccion entre ellos, sino también la toxicidad potencial asociada a la respuesta
inmune inducida por la vacuna o el adyuvante (149, 150).

La administracion mucosal por la via intranasal de un producto con efectos adyuvantes
vacunales ha sido muy poco explorada desde el punto de vista toxicologico preclinico.
El hecho de que solo dos capas de células separen el lumen de la cavidad nasal de una
rica red vascular en la lamina propia, hace a la mucosa nasal vulnerable a los efectos
adversos de una formulacion administrada por esta via.

La rata Sprague Dawley, es una linea heterogénea preferida para los estudios de
seguridad preclinicos debido a la divesidad de su respuesta (151). Ademas, esa linea se
considera modelo relevante para la evaluacion de la toxicidad del AFCol.

El estudio de tolerancia local en ratas Sprague Dawley, tuvo como objetivo evaluar la
toxicidad potencial del candidato vacunal localmente a nivel de fosa nasal. No se
detectaron sintomas clinicos que comprometieran el sistema respiratorio, las ratas
mantuvieron una conducta a la esperada para esta especie, linea y edad. El incremento
del consumo de agua y alimentos (sobre todo en las ratas machos) fue el esperado entre
sexos, dadas las diferencias fisioldgicas conocidas entre estos. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos en las Instalaciones del Instituto Finlay, Sosa y cols. y Infante
JF y cols. (152 y 153) cuando realizaron estudios de toxicidad a productos vacunales
como vax-Tyvi® y VA-DIFTET respectivamente, donde los grupos las ratas machos
consumieron mas aguas y alimentos que las hembras.

Al igual que en el consumo de agua y alimentos, el incremento del peso de los animales
fue el esperado segun sexo, coincidiendo con una mayor ganancia en peso en las ratas

macho, lo cual constituye un indice de bienestar de los animales. Estos resultados estan

90



DISCUSION

acorde con los obtenidos en otros estudios de toxicidad de productos afines conducidos
en ratas de la linea Sprague Dawley, en condiciones de tenencia y manejo similares
Infante JF y cols. y Lopez Y y cols. (154, 155)

El estudio histopatolégico no mostré alteraciones significativas cuando se administro
este producto por via intranasal. Los signos reportados fueron principalmente reacciones
inflamatorias de diferentes intensidades (discretas, moderadas), segin la extension de la
reaccion y el nimero de células presentes.

Los dicretos focos de inflamacion (pocas celulas) con esacasa significacion patoldgica
encontrados en los animales del grupo control (sin inocular) y el grupo pacebo pudieran
asocisarse a que a través de la mucosa nasal se incorporan al organismo multiples
antigenos que a traviesan las barreras naturales penetran y desencadenan ese tipo de
reacciones inflamatorias. Ademas, estos animales no clasifican ni como libre de
patégenos, ni como libres de patégenos especificos pués para ello se necesita de
aisladores en los cuales los animales no estan en contacto con ningin microorganismo
(40, 127).

Como se puede observar en la Tabla 17, las lesiones encontradas tuvieron relacion
directa con el aumento de las concentraciones del producto (AFCol). El proceso
inflamatorio moderado con la presencia de células polimorfonucleares neutrofilos en la
lamina propia de la mucosa a nivel de cornetes nasales del corte de la zona posterior
(figura 19), se evidenci6é en animales inoculados con una concentracion de 200 pg de
cocleatos (méxima concentracion de aplicacion del producto). También se observaron
algunos agregados de células linfoides a nivel de dicha lamina, que pudieran estar

relacionados con la respuesta inmune a este nivel. La presencia de agregados de células
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linfoides focales o difusos pudiera obedecer a que en la lamina propia de la mucosa
existen poblaciones mixtas de linfocitos (fundamentalmente Linfocitos T CD4+ y
células B) que exhiben un fenotipo de células activadas como consecuencia de su
estimulacion en la inmunidad mucosal, por lo que su presencia forma parte de la
anatomia funcional de este tejido ante una estimulacién antigénica (156, 157, 158).

La principal preocupacion en el uso de la via intranasal es la posibilidad de acceso
directo al SNC a través del nervio olfatorio (159). Los estudios microscopicos del
sistema nervioso central no mostraron alteraciones que evidenciaran compromiso de
este, debido a la utilizacion del producto. No obstante se debe profundizar en los
estudios de neurotoxicidad, tales como los conductuales y de reflejos, asi como estudios
in vitro (160) que permitan reunir evidencias que indiquen que la inmunizacion
intranasal con AFCol es potencialmente no toxica.

Como se planted con anterioridad los estudios de toxicidad en ratas Sprague Dawley se
realizaron con el objetivo determinar la toxicidad potencial, letalidad, 6rganos, sistemas
susceptibles y otros eventos adversos, asi como la toxicidad en el sitio de inoculacion
después de la administraciéon de una dosis del producto en estudio.

Para incrementar la exposicion de las ratas al AFCol y probar el riesgo potencial de una
sobredosis accidental, fue realizado un estudio de toxicidad con cuatros dosis. Este
disefio esta en correspondencia con tendencias actuales en la evaluacion preclinica de
vacunas preventivas que sugieren la adicion de una dosis adicional a la que se propone
para la clinica (161).

La curva de crecimiento, las tomas de agua y comida, valores quimicos de sangre y los

pesos relativos de drgano en las ratas, en las pruebas conducidas (dosis Unica y repetida),
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coinciden con lo observado en las ratas Sprague Dawley durante la valoracién preclinica
de otras candidatos vacunales en las instalaciones del Instituto Finlay (152, 154, 155,
162) y referencias de valores publicados por el Servicio de Informacién Veterinaria
Internacional (163).

Los cambios histolégicos fueron parte de reacciones fisioldgicas o incidentales, pero no
podria establecerse un enlace causal con la toxicidad. La congestion vascular mucosal
refleja una hiperemia fisiol6gica normal del epitelio nasal (156). Los agregados focales o
células linfaticas encontradas en la lamina propia son parte de la anatomia funcional del
tejido de la mucosa y son representados principalmente por los linfocitos B y las celulas
T CD4+. Los linfocitos apdptoticos y los foliculos secundarios en el area cortical y
paracortical de los nédulos linfaticos también han sido observados por otros autores y
son asociados a la respuesta de tejidos linfoideos secundarios activados por los estimulos
antigénicos (164, 165).

La hemorragia tipo petequial observada en los ganglios linfaticos de la region de la
cabeza, del cuello y de las axilas, pudiera estar relacionado con la manipulacion
(restriccion del animal) realizada durante el proceso de sedacién, inoculacion y
desangrado. Por lo cual no se considera que estas alteraciones guarden relacion con
procesos de tipo toxicologicos. Ademas los cambios se observaron en todos los grupos
en experimentacion.

La neumonia intersticial se observé en todos los grupos del ensayo. Esta neumonia es
frecuentemente observada como consecuencia de procesos infecciosos virales que
afectan el tracto respiratorio, en ratas sanas criadas en ambientes convencionales (158,

155, 166).
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Sin embargo, resulta interesante que las ratas tratadas con AFCol desarrollaron una
neumonia en proporciones bajas (P<0,05) comparada con las ratas del grupo placebo y
control. Esto probablemente pudiera estar relacionado con el efecto inmunomodulador
del AFCo1 (56, 61).

En la region nasal se valoré en cada animal la presencia e intensidad de enema,
congestion nasal, estado del epitelio y el infiltrado leucoitario. A partir de estas
valoraciones se calcul6 el indice de irritabilidad segin se decribe para estudios de
irritabilidad mucosal de farmacos (135). Este indice de irritabilidad resulté en las
pruebas realizadas inferior a 1, lo ctal clasificé al producto en cuestion como no
irritante.

Estos resultados sugieren la idea de que el AFCol pudiera ser capaz de inducir y
modular la respuesta inmune después de una instilacion nasal sin afecciones
significativas de la histologia en el sitio de inoculacion como ha sido previamente
mostrado por estudios farmacoldgicos y de toxicidad local (56, 60, 139). EI AFCol
pudiera considerarse potencialmente no toxico para humanos por administracion IN a
dosis Unica, repetida y tolerancia local.

Formulacion de AFCol con antigenos no relacionados con el PL y evaluacion de su
efecto adyuvante.

Una potencialidad del AFCol ain poco explorada, es la adyuvacion con antigenos no
realcionados con el PL. Esto, unido a los PAMPs que contiene, pudiera convertirlos en
un adyuvante vacunal atractivo. En este sentido, se exploro la capacidad del AFCol al

formularlo con antigenos como OVA, 1 o TBL1r, aplicados por via nasal.
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Estos resultados mostraron que la inmunizacion IN de AFCol+OVA;
AFCol+PepVacTB1 o AFCol+TB1r indujeron altos niveles de 1gG especifica contra
los antigenos adyuvados en suero, mientras que los antigenos sin adyuvar no indujeron
respuestas relevantes. Estos resultados, sugieren la capacidad del AFCol de potenciar la
respuesta inmune contra un antigenos no relacionados con el PL, en especial antigenos
poco inmunogénico como Ova y el PepVacTB1, lo cual tiene una gran importancia
sobre todo si consideramos que la Ova, incluso aplicada en dosis de hasta 1 mg, no
induce niveles detectables de anticuerpos en suero (167). Este resultado implica la
activacion de células Th especificas, capaces de cooperar con las células B e inducir el
cambio de clase de inmunoglobulina para la produccion de anticuerpos IgG.
Paralelamente, se evalud la composicion de subclases de los Ac 1gG anti-OVA, anti Pep-
Vac TB1 y anti-TBr séricos. Los resultados mostraron que en las formulaciones
adyuvadas se indujo elevados niveles de subclases de IgG1 e IgG2a contra los antigenos
en estudio. Sin embargo los niveles de 1gG2a fueron menores. Este comportamiento fue
similar al encontrado por del Campo y cols (49, 90) y Bracho y cols (106), que
evaluaron el efecto adyuvante de el AFCol, obtenido por el método de didlisis, sobre
antigenos de Ova, la glicoproteina D recombinante (gD) del Virus Herpes Simple tipo 2
y Plasmodiun falciparum, respectivamente. Se considera importante la induccion de
subclase IgG2a ya que esta es la que media la 6ptima fijacion del complemento y se une
con gran afinidad a los receptores de los M®. Estudios con infecciones virales como
Ebola e Influenza demuestran que la IgG2a es mas efectiva para eliminar las infecciones
que el isotipo 1gG1, ya que es capaz de estimular mecanismos efectores en el hospedero

(168, 169). La induccién de la subclase 1gG2a también esta muy relacionada con la
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induccion de un patron de respuesta Thl (170), aunque la polarizacién de la respuesta
inmune se verifica a partir del perfil de citoquinas que se induce (171).

Al administrar AFCol+OVA, AFCol+PepVacTB1 se detectaron niveles de IgA
especifica en saliva, aunque en la Ultima formulacion los resultados fueron muy
discretos. Los resultados mostraron que la administracion nasal estimuld la produccion
de IgA anti-OVA, Pep TB especifica en saliva. Estos resultados sugieren que la la
formulacién adyuvada del AFCol con los antigenos en estudio puede eficientemente
entregar los antigenos a las CPA y proveer el contexto adecuado para activar la
respuesta inmune. La respuesta de IgA juega un papel importante en la defensa mucosal
contra agentes patdégenos a través de un numero de diferentes mecanismos. Lo
anticuerpos IgA pueden bloquear bacterias y virus, neutralizar toxinas bacterianas e
inclusive desactivar a los patdgenos que se encuentran internalizados dentro de las
celulas epiteliales (172, 173).

La capacidad proliferativa frente al péptido PepVac TB1 de esplénocitos de ratones
inmunizados con AFCol+ PepVac TB1 por la via IN fue evaluada. Esta formulacién
resulté capaz de generar clones tanto de CD4" como de CD8", proliferando contra el
péptido. También se demostré que en los grupos donde se inmunizo el PepVac TB1
adyuvado con AFColel se indujeron niveles elevados de IFNy. La produccion de
citoguinas asociada a la proliferacion de células T es una de las formas mas importantes
de evaluar la respuesta inmune. Especialmente, la produccion de IFNy es considerada
una evidencia capital de la activacion de células T CD4" de tipo Th1 (174). La induccion
de respuesta de IFNy asi como la precensia de T CD4" en células de bazo hizo mas

evidente que la inmunizacién de los ratones por via IN con la formulacién de AFCol
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con antigenos no relacionados con el PL indujo una fuerte respuesta antigeno-especifico
de inmunidad mediada por células de tipo Th1. Por otro lado, no se detect6 IL-4, lo cual
que esta relacionado con la polarizacion de la respuesta inmune hacia Thl, pues esta
citocina se produce como parte del patron de respueta Th2 y constituye un regulador
negativo del patron Thl (174).

También, se demostrd la precensia de Interlucina 10, sélo en los grupos de PepVac TB1
adyuvado con AFCol. Esta citocina estd relacionada con un patron de células T
reguladoras, que pudieran estar induciéndose para regular negativamente el propio
patron Thl Se ha demostrado que los linfocitos comprometidos con el propio patron Thl
pudieran inducir IL-10 como un mecanismo de regulacion negativa autélogo (175).

Por otro lado varios trabajos reportan que esta interlucina estimula la produccion de IgA,
a traves de la diferenciacion terminal de las células plasmaticas (176). Estas células
producen IgA en forma dimérica o polimérica que se transforma en IgA secretora
cuando se vincula con el componente secretor que se sintetiza en las células epiteliales
(176). Seria interesante profundizar en los mecanismos de accion del AFcol,
particularmente en la induccion de citoquinas, que como la IL-10 y la IL-17 participarn
en mecanismos efectores contra patdgenos bacterianos y la inmunidad mucosal. Por tal
razon no es de extrafiar que el AFCol formulado con el péptido sintético haya inducido
niveles detectables de IL-10.

El tracto respiratorio es la ruta principal de infecciones con Estreptococo B hemolitico,
primordialmente en nifios, por lo que seria ideal obtener un adyuvante capaz de inducir

proteccion mucosal. Este conjunto de resultados demuestra la capacidad del AFCol
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obtenido por FT de inducir una respuesta Th1 contra antigenos no relacionado con el PL

y aplicados por via intranasal en ratones.

V.1 Consideraciones generales
En el presente trabajo, se describe la obtencion del AFCol mediante la tecnologia de
Filtracion Tangencial, a través de transformaciones estructurales del PL. Estas
transformaciones estuvieron mediadas por iones divalentes, con grandes potencialidades
para su uso como adyuvante. Se obtuvo una estructura coclear a partir del
Proteoliposoma de Neisseria meningitidis serogrupo B que contenia LPS, Porinas y
trazas de ADN bacteriano que actuan, sinérgicamente, como PAMP, a través de los
TLR4, TLR2 y TLR9, respectivamente. Se obtuvieron lotes a escala piloto que fueron
posteriormente utilizados en ensayos de estabilidad. La pequefia talla del AFCol
obtenido, se pudiera considerar ideal para su efectividad nasal. EI AFCol pasé
satisfactoriamente los ensayos de toxicidad preclinica. La administracion intranasal del
AFCol mostr6 un efecto adyuvante sobre antigenos poco inmunogénicos,
inmunogénicos, asi como contra los propios del PL. La respuesta inmune fue evaluada
mediante la determinacion de anticuerpos especificos (IgA en saliva e 1gG sistémica),
citocinas, y linfocitos T citotdxicos in vivo, lo que demostro finalmente la polarizacion
de la respuesta inmune hacia un patron preferencial Thl. En resumen, el AFCol es un
novedoso adyuvante mucosal, escalado, estable y no toxico que funciona por via nasal

frente a antigenos poco inmunogeénicos 0 inmunogeénicos.
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VI. CONCLUSIONES

1.

Se obtuvo el cocleato a partir de proteoliposomas de N. meningitidis B mediante la
tecnologia de Filtracion tangencial con fibra hueca, a escala piloto, con las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del producto.

Los estudios preliminares de estabilidad de lotes de AFCol obtenidos a escala
piloto mostraron la validez del producto en condiciones de almacenamiento
seleccionadas.

El AFCol obtenido por filtracion tangencial demostrd ser potencialmente no
toxico al ser administrado por via nasal segin las condiciones de estudios
establecidas

La formulacion de cocleatos derivados del proteoliposoma de N. meningitidis B
con antigenos proteicos y peptidicos, tuvo un efecto inmunopotenciador e
inmunomodulador en la respuesta inmune inducida contra estos antigenos, lo que

sustenta la capacidad adyuvante del cocleato (AFCol).
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VII. RECOMENDACIONES

1. Realizar 3 lotes consecutivos a escala piloto que permitan realizar los estudios de
estabilidad y toxicidad del AFCol.

2. Evaluar la capacidad adyuvante del AFCol contra otros antigenos y explorar otras
vias de aplicacion a nivel de mucosas.

3. Realizar un estudio clinico con un candidato vacunal que contenga en su
formulacién el AFCol como adyuvante.

4. Profundizar en los mecanismos de accion del adyuvante AFCol.
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Figura 1. Diagrama del proceso para la obtencion de AFCol por filtracion tangencial

utilizando cartuchos de fibra hueca.
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Tabla 1. Pardmetros operacionales y condiciones de proceso a emplear en el proceso de
filtracién tangencial.

Presion Presion No de lavados
(formacién) (lavados)

(bar) (bar)

0,1-05 0,1-05 4-14

Tabla 2.Condiciones evaluadas en el procesos de obtencion de AFCol a partir de
Proteoliposoma de N. meningitidis mediante filtracion tangencial con fibra hueca

(modificaciones en los tampones empleados).

# de[Tris(30mM)
Lavados [CaCl2 (mM)

DOC (%) # de Lavados

Tris

Tris

Tris-NaCL

Tris-NaCL

Tris

Tampon de Resuspension (TR): Tris-hidroximetil-aminometano (Tris) 30 mmol/L (Fluka, Suiza);
desoxicolato de sodio (DOC, Merck, Alemania).

Tampon de Formacion (TF): Tris 30mM, NaCL100 mM (Merck, Alemania); CaCL, 5Mm (Fluka,
Suiza)

Tampon de Lavado (TL): Tris 30 mM; CaCL,3 mM

Procesos P-14, 15, 16 se realizaron con las mismas condiciones empleadas en el proceso P-13
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Tabla 3: Parametros a evaluar en el estudio de estabilidad en condiciones de

almacenamiento reales.

. Limites de _ = 3|r= e6fr= 12
Ensayos a realizar - T=0
Aceptacion eses |meses [meses
No. b
Concentracion de proteinas 1,3+£0,2 mg/mL 8 8 8 8
S-T S-T S-T S-T
‘S Tamario de || = 60 % de cocleatos menores de
S 5 particula 50 pum 2 2 2 2
= Estructuras tubulares || T T T T
S g Forma alargadas
Apariencia Suspension de color || 3 3 3 3
P blanquecino T T T T
Concentracion de ~ 6 6 6 6
Ca ?*libre = S S S S
L 50 50 50 50
Determinacion de pH 6,5-75 T T T T
dentidad Dos bandas mayoritarias
entida entre 36 y 46 KDa y|2 2
SDS-PAGE T - -
Western Blot minoritarias entre 70 y 85| T T
KDa
Microscopia electronica B 1
(Barrido) Multiples capas T - - -
= IgA anti VME en IgA anti VME
§ saliva > 250 UA/mL 2 2 2 2
o
5 1gG anti VME Seroconversion de 1gG anti U U U v
E en suero VME
o]
Cuantificacién de Preservo 0,45- 0,65 % .2|. .2|. - -
- < 10° bacteriasaerobias o
10 hongos / mL
- < 10 Enterobacterias o
bacterias
Limite microbiano Gram -/mL 2 4 4 2
. T T T T
- Ausencia de Pseudomonas
aeruginosa/mL
- Ausencia de
Staphylococcus aureus/mL
- Reduccion del crecimiento
microbiano < de
o 2 log a los 14 dias 10 10 10 10
Efectividad del preservo - No incremento del crecimiento || T T T T
microbiano de los 14 a los 28
dias.

S: Sobrenadante, T: Total (suspensién).

No. b: Numero de bulbos

Temperatura de almacenamiento: 2 a 8°C

Tiempo de almacenamiento: 12 meses
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Tabla 4: Parametros a evaluar en el estudio de estabilidad en condiciones de

almacenamiento reales.

. Limites dell—_~ IT= 3 Ir= 6lr= o= 12
Ensayos a realizar . T=0
aceptacion meses [meses  |meses [neses
c traci6 d No b
pr%’;gfn”a;ac'on ® 13 + 02 mg/mL || 8 8 8 8 8
S-T |sT S-T S-T S-T
« Tamario de || > 60 % de cocleatos
g |l particula menores de 50 um  |f 2 2 2 2
[&]
£ 8| Forma Estructuras T T T T T
S5 tubulares alargadas
N Suspension de | 3 3 3 3 3
AFETEEE color blanquecino || T T T T T
Concentracion de - 6 6 6 6 6
Ca % libre =l S S S S S
L 50 50 50 50 50
Determinacion de Ph 6,5-75 T T T T T
Dos bandas
Identidad mayoritarias 5 5
SDS-PAGE entre 36 y 46 KDa T T - - -
Western Blot y minoritarias
entre 70 y 85 KDa
Microscopia electrénica SEELIES 1
. tubulares con - - - -
(Barrido) . T
multiples capas
S
i)
& | 19G anti VME Seroconversion  de
S | ensuero 19G anti VME
E
=
Cuantificacion de 0 2 2
Preservo 0,45 - 0,65% T T ) ) )
S: Sobrenadante, T: Total Temperatura de almacenamiento: 30+2°C

No b: NUmero de bulbos Tiempo de almacenamiento: 12 meses
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Tabla 4: Continuacion

. Limites de = 3= 6= 9= 12
Ensayos a realizar ., T=0
aceptacion eses eses [neses [neses

- < 10% bacterias

aerobias o 10

hongos / mL

- < 10

Enterobacterias o

bacterias 5 5
Limite microbiano Gramnegativa/mL

. T T

- Ausencia de

Pseudomonas

aeruginosa/mL

- Ausencia de

Staphylococcus

aureus/mL

2 2
T T

- Reduccién del

crecimiento

microbiano < de
2 log a los 14
dias
- No
incremento del
crecimiento
microbiano de
los 14 a los 28
dias.

Efectividad
preservo

S: Sobrenadante, T: Total
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Tabla 5: Pardmetros a evaluar en el estudio de estabilidad en condiciones de

almacenamiento reales.

Ensayos a realizar SriliES e T=0 = 3fr= 6
y aceptacion a meses |meses
No b
Concentracion de proteinas 1,3 + 0,2 mg/mL | 8 8 8
ST |st |sT
« Tamafio de || > 60 % de cocleatos
S particula menores de 50 um 2
[&]
£8 Forma Estructuras T
s §- tubulares alargadas
S Suspension de | 3 3 3
AEIIEE color blanquecino || T T T
Concentracion de - 6 6 6
Ca % libre = il S S S
L 50 50 50
Determinacién de pH 6,5-7,5 T T T
Dos bandas
Identidad mayoritarias 9 5 5
SDS-PAGE entre 36 y 46 KDa T T T
Western Blot y minoritarias
entre 70 y 85 KDa
Microscopia electrénica SEELIES 1
. tubulares con - -
(Criofractura) . T
multiples capas
8
=
S IgG anti VME Seroconversién  de
S en suero 19G anti VME
E 3
=5
e 2 2
Cuantificacion de Preservo 0,45- 0,65 % T T -
S: Sobrenadante, T: Total............. Temperatura de almacenamiento: 40+2 °C

No b: NUmero de bulbos Tiempo de almacenamiento: 6 meses
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Tabla 5: Cont.

Ensayos a realizar leltes_, ik T=0 HI‘: . T= 6 meses
aceptacion eses

- < 10°
bacteriasaerobias
0 10 hongos / mL
- < 10
Enterobacterias o
bacterias

Limite microbiano Gram -/mL

- Ausencia de
Pseudomonasaeru
ginosa/mL

- Ausencia de
Staphylococcus
aureus/mL

- Reduccién del
crecimiento
microbiano < de

2 log a los 14

dias
Efectividad del preservo - No
incremento del
crecimiento
microbiano de
los 14 a los 28
dias.

S: Sobrenadante, T: Total
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Tabla 6: Disefio experimental de los grupos de tratamiento para el ensayo de tolerancia

local
Grupo Tratamiento/ | Volumen/Tiempo de || Tiempo de sacrifico y No. de
Dosis aplicacion a los 0, 5 | animales por sexo
y 10 dias 12 dias 17 dias

I Control (-) - M H M H

T AFC0" 150 ug | 20 uL P/F 3 3 3 3

T AFCo; 100 pg |20 pL P/F 3 3 3 3

vV AFCo1 200 pg | 20 pL P/F 3 3 3 3

V Control (+) PBS [[ 20 uL P/F 3 3 3 3

AFCol: Cocleato, P/F: por cada fosa nasal
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Tabla 7. Parametros del proceso P-08-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo= 2L

-~ Flux  Proteinas(reservoriop
Hora Vo/Vs P (bar) Fosfolipidos
(L/hm?) Suspension  Solucion _ Precipitado

183 0 38 05 08 08 015
1850 1 22 05 05 o040 038
923 2 11 03 047 007 049
W
%
%
%
%
214 8 25 05 02 006 028
2218 9 25 05 023 009 o018

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracion /Flux: Flujo/ P: Presion
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Tabla 8. Pardmetros del proceso P-09-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo=2L

~ Flux Proteinas (reservoriop
Hora Vo/Vs P (bar) Fosfolipidos
(L/hm?) Suspension  Solucién  Precipitado

120 0 467 o1 127 131 013 1141
1145 05 467 01
%
%
W
%
W
W
W
-~ Fn@ 107 01 0% 1137

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracién /Flux: Flujo/ P: Presion
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Tabla 9. Parametros del proceso P-10-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo= 2,5L

Proteinas (reservorio)

Hora Vo/Vs Flux (L/hm?) P (bar) Fosfolipidos
Suspension Solucién Precipitado
8:15 0 2,67 0,1 1,01 1,06 0,05 11,91
9:05 0,5 3,20 0,1
9:55 1 3,20 0,1 0,92 0,08 0,96
V
%
V
W
W
W
13:33 8 31,73 0,3 0,94 0,06 0,89
W
13:55 10 0,3 0,89 0,03 0,85 12,18

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracion /Flux: Flujo/ P: Presion
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Tabla 10. Parametros del proceso P-11-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo= 2,5L

Proteinas (reservorio)

Hora Vo/Vs Flux (L/hm?) P (bar) Fosfolipidos
Suspension Solucién Precipitado

8:53 0 3,47 0,1 1,01 0,91 0,13 12,34

9:40 0,5 3,47 0,1

10:30 1 3,60 0,1 0,70 0,14 0,91

%

W

%

13:36 3 3,33 0,1 0,65 0,16 0,57

14:30 88 3,60 0,1

15:03 4 3,87 0,1 0,85 0,16 0,56

Toda la noche a 4°C

8:44 5 6,40 0,2 0,70 0,16 0,66
9:32 6 7,73 0,2 0,73 0,13 0,71
10:10 7 7,73 0,2 0,64 0,14 0,75
W
12:12 10 8,40 0,2 0,60 0,13 0,57

F 0,88 0,08 0,71 11,17

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracion /Flux: Flujo/ P: Presién
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Tabla 11. Parametros del proceso P-12-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo= 2,5L

Proteinas (reservorio)

Hora Vo/Vs Flux (L/hm?) P (bar) B — Fosfolipidos
Suspension Solucién Precipitado

8:07 0 3,07 0,1 1,16 1,16 0,05 13.92

8:57 0,5 4,40 0,1

9:37 1 4,00 0,1 1,07 0,21 0,70

13:43 4 4,93 0,1 0,97 0,08 0,95

16:26 6,5 5,47 0,1

17:25 7,5 5,60 0,1

18:45 9 6,13 0,1 0,90 0,02 0,85

19:45 10 5,87 0,1 0,89 0,01 0,87

Final 1,10 0,04 1,11 14,05

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracion /Flux: Flujo/ P: Presién
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Tabla 12. Parametros del proceso P-13-Co/B de filtracion tangencial con fibra hueca.

Volumen de trabajo= 2,5L

Proteinas (reservorio)

Hora Vo/Vs Flux (L/hm?) P (bar) EE—_—_—_—_— < e osfolipidos
Suspension Solucién Precipitado

8:24 0 3,07 0,1 1,11 17,66
9:10 0,5 3,73 0,1

10:05 1 3,33 0,1

10:55 15 2,93 0,1

12:00 2 3,33 0,1

12:50 2,5 4,00 0,1

13:37 3 3,20 0,1

14:37 3,5 2,67 0,1

15:45 4 3,20 0,1

Toda la noche a 4°C

8:10 4 7,33 0,2
8:30 4,5 7,33 0,2
8:49 5 8,13 0,2
9:07 5,5 8,40 0,2
9:30 6 8,53 0,2
10:43 8 9,20 0,2
Final 0,99 16,32

Vo: Volumen inicial/ Vs: Volumen filtracion /Flux: Flujo/ P: Presion
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Tabla 13. Resultado de los diferentes procesos de obtencion de AFCol a partir de

Proteoliposoma de N. meningitidis mediante filtracion tangencial con fibra hueca.

% Incorporacion

Procesos Noes de proteinas Vi (118000 EEIEN Observaciones
Microparticulas F;otals de fosfolipidos

P-09-Co/B t 79,76 74,14 Bajo numero de
particulas

P-10-Co/B T 81,79 84,99 Adecuado

P-11-Co/B . 89,79 87,04 Bajq numero de
particulas

P-12-Co/B L 87,23 82,88 Adecuado

P-13-Co/B +4++ 89,46 86,66 Optimo

Tabla 14. Parametros operacionales y condiciones de procesos finales, fijadas en el P-

13-Co/B

Presion
(formacion)
(bar)

0,1

Flujo de
recirculacion
(formacion)

(L/hm’)

3-4

0,2

Presion
(lavados)
(bar)

Flujo de
recirculacion No. de
(Iavadozs) lavados
(L/hm")
7-10 12

Tabla 15.Composicion final de tampones empleados en el proceso de FT y nimero de
lavados en cada etapa (P-13-Co/B)

Tampon
Resuspension

Tris 30 mM
DOC 1,0%

Tampon
Formacion

Tris 30 mM
NaCl 100 mM
CaCI2 5mM

No lav.

Tampon Lavado

Tris 30 mM
CaCI2 3mM

No de lav.

12
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Tabla 16. Estudio de estabilidad en estante y acelerada de dos lotes de AFCol (602 y 603),

producidos por filtracion tangencial con fibra hueca a escala piloto

Limites
l -EIE-IEIEIH-

tria laser) Hm

:I:I:I
alargadas

M Suspension blanquescina
M 1,3+ 0,2 mg/mL
W 0,07-0,13 mg/mL I

2 bandas mayoritarias
entre 36 y 46 vy
e Bt minoritarias entre 70 y
85 kDa
| <10%bacteriasaerobias

(@)

1 ]

0 hongos por mL
Ausencia de
Limite Pseudomonas
microbiano aeruginosa,
Staphylococcus
aureus,  Escherichia
coli y Salmonella

(@)

Crecimiento
microbiano < de 2 log
a los 14 dias

No incremento del
e _Jc 1 ]

crecimiento
microbiano de los 14 a C
los 28 dias
©
e _Jc 1

Seroconversion - - C

Leyenda: C, Cumple; NC, No cumple, — No reallzado, NP, No planificado; m, meses

Efectividad  del
preservo

i
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Tabla 18. Frecuencia de alteraciones histologicas en la region nasal y ganglios regionales en la

prueba de dosis Unica en Ratas Sprague Dawley.

Ateracones |
hlstologlcas en el sitio
Congestlon vascular 7/10 6/10 8/10 7/10 9/10 9/10 0,57
Edema de la mucosa I 7/10 6/10 6/10 5/10 7/10 7/10 0,94
Infiltrado de células
inflamatorias 7/10 7/10 6110 [ 910 8/10 9/10
redondeadas en la
I&mina propia
Focosupuradoinfiltrado I 6/10 3/10 3/10 1/10 1/10 3/10
Degeneracion focal del \ 4/10 4/10 6/10 8/10 10/10 7/10
epitelio
Erosidn del epitelio I 2/10 1/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0 56
Foliculos linfoides
secundarios en losj 7/10 4/10 3/10 4/10 3/10 5/10
lifonodos regionales
Células apoptoéticas en
los foliculos linfoides de §| 7/10 3/10 3/10 4/10 3/10 4/10 0,27
glanglios regionales
Valores para el analisis de log-lineal entre los grupos tratados, Cont: Control

Tabla 19. Calculo de los indices de irritabilidad nasal en ratas tratadas con una sola dosis (dosis

anica).
Sex Epitelio | Infiltracién | Congestion | Edema__ |1 | i

Machos

I: Indice absoluto calculado para cada grupo; li: Indice relativo de irritabilidad con

respecto al grupo control no tratado.



TABLAS Y FIGURAS NO INSERTADAS

Tabla 20.Hematologia y bioquimica sanguinea de las ratas bajo repetida dosificacion.

Medias e intervalos de confianza para el 95%. Valores de P referidos a la comparacion

de ANOVA entre los grupos de tratamientos.

.
Variable ————————————————————————————————
AFCol AFCol
b L 136 139 135 144 134 147 064
9 (126-146) | (129-150) | (125-145) | (134-154) | (124-144) | (137-158) !
o 6.8 6,1 6,3 7.0 7.2 6.8
CRB(lO /mm ) (612-714) (515_617) (517_619) (614_716) (616_718) (612_714) 0,46
T 6.1 71 7.0 85 8.2 7.6
TLQOY/mm?) (5,0-7,2) (6,0-8.2) (5,9-8,1) (7,4-9,6) (7.1-9.3) (6587 o
5.2 5.0 5.4 5.9 5.5 6,3
Glucosa (MmoliL) |y 460y | (4257 @762 |G166) | @762 |G570 | 2%
Creatinina 47,2 47.8 515 42,0 454 45,4 017
(el (43-52) (43-52) (47-56) (38-46) (41-49) (41-49) :
245,3 241,9 182,5 180,5 179,5 1934
MO (L, (221-269) | (218-265) | (159-206) | (157-204) | (156-203) | (170-217) | 2006
56,2 51,4 48,1 51,1 559 53,2
el Ui (51-61) (46-56) (43-53) (46-56) (51-61) (48-58) ez
256.6
’ 257,7 283,3 372,9 335,1 364,5
D) (219-222) | o91.004) | (247-320) | (336-409) | (208-371) | (328-401) | O3t
Bilirrubina  Total | 4,2 4,0 3,4 3,7 45 3,6 0.19
(mg/dL) (3,3-5.1) (3,2-4.8) (2,5-4.2) (2,9-4.5) (3,7-5.3) (2,8-4.4) !
Proteinas Totales | 58,7 55,4 56,7 49,7 50,0 51,8 0,17
(g/dL) (56-61) (53-57) (54-59) (47-52) (48-52) (50-54)
74,1 78 70,1 52.9 71,0 475
Liedies (Iel) | il e (63-93) (56-84) (39-67) (57-85) (33-62) e
Colesterol 15 15 1,6 1,2 1,3 1,3 055
(mmol/L) (1,4-1,6) (1,4-1,6) (1,5-1.7) (1,1-1.3) (1,2-1.4) (1,2-1.4) :
Triglicéridos 0,69 0,79 0,73 0,64 0,59 0,55 079
(mmol/L) (0,5-0.8) (0,6-0.9) (0,6-0.9) (0,5-0.8) (0,4-0.7) (0,4-0.7) :
2817 2419 2363 2027 2484 2492
CPK(UIL) (2488-3145) (2099-2738) (2043-2683) (1707-2347) (2168-2804) (2172-2812) 0,98
74 6.7 6.6 5.4 5.7 5.6
e L e (6,2-7.1) (6,2-7,0) (5,0-5.9) (5,2-6.1) (5,2-6.1) UiEk

Prueba de comparaciéon ANOVA entre los grupos tratados en el mismo sexo; Hb: Hemoglobina;

CRB: C¢élulas rojas de la sangre; TL: Leucocitos totales; TGO: glutamico-oxalacética; TGP:

transaminasas glutamico-piravica; FAL: fosfatasa alcalina; (CPK) creatinfosfoquinasa.
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Tabla 21. Ensayo de toxicidad por dosis repetida: Frecuencia de las lesiones en ratones

hembras a los 3 y 14 dias después de la ultima dosis.

Lesiones P
Placebo Control AFCol Placebo Control AFCol

Infiltrado inflamatorio 0/10 3/10 3/10 2/10 1/10 310 | 035

en cavidad nasal

Foliculos secundarios

en los ganglios regionales 3/10 4/10 4/10 5/10 2/10 5/10 0,64

del sistema digestivo

fNOi‘;rI“o”'a TR 1/10 3/10 0/10 7/10 6/10 2/10 0,041

Focos supurados leves 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0,77

en el higado

Focos supurados en 4/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0,067

parenquima pulmonar

I[;f/ge”erac'on hepatica 1/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 078

Focos supurados leves 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0,77

en el pulmon

Infiltrado perivascular

de células mononucleares 0/5 1/5 0/5 1/5 1/5 2/5 0,85

en el pulmon
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Tabla 22. Célculo de los indices de irritabilidad nasal en ratas tratadas con cuatro dosis (dosis

repetida)
Indicador
Irmtacon | Irritacon
Sexn Tratamiento | Dias .
E pitdlio Infilirado ||Congestitn ||Edema |absoluta |relativa
Contral 3 0.0 03 0.3 01 0.7 -
Flacebo 3 0.0 0.0 0.1 01 2 05
AFCol 3 0.0 04 0.5 05 1.4 0.7
Hembras
Control 14 0.0 04 03 03 1.0 -
Flacebo 14 0.0 03 2 13 0.7 03
AFCol 14 0.1 04 03 03 1.1 04
Contral 3 (.6 13 1.1 1.1 4.1 -
Flacebo 3 0.4 1.0 0.9 oG 2 00
AFCol 3 0.5 1.1 L4 14 43 0g
Machos
Control 14 0.3 g 0.7 07 2 -
Placebo 14 0.1 0.6 0.3 03 1.3 -13
AFCol 14 2 03 0.6 L6 1.7 04
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Anexo 1. Representacion esquematica de la filtracion fondo muerto.

Alimentacion

Alimentacién

1311
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Filtrado

Retenido

Membrans

Filtrado

Anexo 2. Esquema representativo del mecanismo de filtracién por flujo cruzado.
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Anexo 3. Curva de tipica de un proceso de filtracion donde se observa un rango
dinamico rapido (RDR), un rango dinamico lento (RDL) y la caida en un pseudo estado

estacionario (PsSEE).
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Anexo 4. Representacion esquematica general del sistema de filtracion tangencial

(fibra hueca).



