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Resumen

Actualmente la mayoria de las vacunas son disefiadas con subunidades las
cuales poseen una inmunogenicidad limitada, por lo que es necesario el uso de
adyuvantes en su formulacion. A pesar de los avances en inmunologia, el empleo
de compuestos de aluminio como adyuvantes sigue siendo la opcién mas
aceptada. Estos presentan desventajas, lo que ha impulsado el desarrollo de
nuevos adyuvantes, que es en la actualidad un campo de gran actividad cientifica.
En esta drea se enmarca el presente proyecto de tesis. Las suspensiones FCC-S06
y HAP-S08, sintetizadas a partir de calcita (carbonato de calcio), suministradas
por una empresa extranjera fueron evaluadas como posible adyuvante. La FCC-
S06 es una suspension de microparticulas funcionalizadas con grupos fosfato.
Obteniéndose, segun la empresa, microparticulas donde se incorpora
hidroxiapatita en la superficie, resultando en un incremento considerable en la
superficie especifica. La HAP-SO8 fue sintetizada utilizando otro proceso de
sintesis con el objetivo de obtener una suspension de particulas con un didmetro
promedio inferior al minimo obtenido utilizando la sintesis estandar de FCCs. La
empresa informé que la suspension resultante tedricamente esta compuesta por
particulas que son 100% hidroxiapatita. Como esta demostrada la eficacia de la
hidroxiapatita en la adsorcion de una gran variedad de proteinas, es
biocompatible y se ha utilizado como adyuvante de inmunizacién se eligieron

ambas suspensiones como candidatas para su evaluacién como adyuvantes.

En el presente trabajo se confirmé la hipdtesis de que la suspension FCC-
S06 es biocompatible ya que no se observo toxicidad en los estudios /n vitroni in
vivo, siendo menos toxica que el adyuvante de referencia. Esta formada por un
core de carbonato de calcio con una sal de la familia de los fosfatos de calcio
precipitada en su superficie, cristalina, de morfologia esferoide con estructuras
en forma de placas laminares que sobresalen de la superficie formando poros
intraparticulas, lo que aumenta considerablemente la superficie especifica. Las

formulaciones con FCC-S06 tienen la capacidad de activar al sistema inmune



innato, estimulando la activacion y maduracion de células presentadoras de
antigenos, la presentacion antigénica, el reclutamiento de componentes del
sistema inmune al sitio de inoculaciéon y la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias. Por lo anterior, se podria considerar como un posible candidato
adyuvante. Lo antes mencionado modula la respuesta adaptativa hacia un perfil

Th17 y Thi.

En cuanto a la suspensién HAP-S08 no se pudo identificar la sal de la familia
de los fosfatos de calcio que la compone. Se determiné que esta formada por
particulas amorfas sin poros intraparticulas. Los resultados permiten asegurar
que no es téxica ni in vitroni in vivo, y sugieren que las formulaciones con HAP-
S08 inducen in vitro la activacion y maduracion de células presentadoras de
antigenos, y en concordancia con el perfil de citoquinas secretado por estas
células, estimulan la activaciéon de una respuesta inmune adaptativa polarizada

hacia un perfil Th17.

Sin embargo, poseen una gran limitante, son muy inestables y sedimentan
en periodos cortos de tiempo siendo dificil su re-dispersién. Lo anterior hace
que su aplicacidn en el disefio de vacunas no sea recomendable. Por lo cual para
seguir avanzando en el proceso de desarrollo de un nuevo adyuvante es
necesario realizar un nuevo proceso de sintesis que no se base en la
precipitacion. Por ejemplo, los compuestos basados en forma de gel son mas
estables y aseguran una mejor reproducibilidad y homogeneidad en la adsorcién

antigénica.



Capitulo I:

Introduccion



1 Introduccién

1.1 Historia de la vacunacion y definiciéon de adyuvante

La historia de la vacunacidn se remonta a los afios 900 en China, donde
existen registros comprobando el uso de la técnica de variolizacion, basada en la
observaciéon de que aquellos individuos que sobrevivian a la viruela, quedaban
protegidos contra la misma de por vida. La variolizacién consistia en la
inoculacién en individuos sanos; de material proveniente de pustulas causadas
por la viruela. Técnica que result6 ser eficiente en la induccidon de proteccion,

pero en ocasiones causaba enfermedad severa e incluso la muerte?2.

Es a Edward Jenner que, a fines del siglo XVIII, se le atribuye la primera
demostracion a través de la experimentacién, que la vacunaciéon confiere
proteccion sin transmitir la enfermedad (viruela). Sus experimentos se basaron
en los efectos de proteccion cruzada obtenidos al inocular material infeccioso de

vacas infectadas con viruela bovinal.

La vacunacion es un proceso de inmunizacién deliberada que utiliza la
capacidad de especificidad y memoria de la inmunidad adaptativa. Tiene como
objetivo inducir una respuesta inmune especifica contra antigenos, y como
consecuencia, que se desencadene en el individuo inmunizado una respuesta
inmune protectora contra la infeccion y/o enfermedad causada por un
patogeno?. La vacunacidn ha probado ser una de las estrategias mas eficientes en
la prevencién de enfermedades infecciosas, siendo el logro de mayor costo-
efectividad de las ciencias biomédicas. Claros ejemplos de lo anterior son la
erradicacion de la viruela en 1980, y la disminucion de la prevalencia de polio y
rubeola?. La vacunacion salva 5 vidas por minuto y se estima salvara entre el

2011y el 2020 mas de 25 millones3.

El enfoque tradicional para la elaboracion de vacunas, involucré el uso de
microorganismos vivos atenuados, microorganismos muertos o inactivados y
toxoides purificados. Existen varios ejemplos exitosos de proteccion gracias a

vacunas con microorganismos vivos atenuados, éstos incluyen vacunas contra la
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viruela, polio (en su version, OPV), fiebre amarilla o tifoidea, tuberculosis, MMR
(sarampioén, paperas, rubeola), varicela y también con microorganismos
muertos o inactivados como ser vacunas contra fiebre tifoidea, célera, hepatitis
A, polio (en su versidn, IPV) y rabia (figura 1.1)!. Algunas de estas vacunas
pueden provocar reacciones adversas debido a su gran reactogenicidad (efectos
toxicos asociados a la presencia de LPS y acidos nucleicos, principalmente) y/o
tienen la desventaja de que el microorganismo puede revertir a su forma
virulenta y causar enfermedad y/o infeccion, tal es el caso de las vacunas a
microorganismos atenuados. Ademads, puede existir la posibilidad de que el
microorganismo en cuestién no pueda ser cultivado in vitro.

Por lo anterior, un enfoque posterior, involucro6 el disefio con subunidades,
con el fin de utilizar antigenos definidos, ya sean productos naturales,
recombinantes o péptidos sintéticos. Esta estrategia confiere mayor seguridad,
minimizando reacciones adversas, pero poseen generalmente una
inmunogenicidad limitada, siendo menos efectivas que las anteriores3. Por estos
motivos, requieren ser co-administradas con un adyuvante y desde hace un siglo
se utilizan en la elaboracién de vacunas, habiendo en la actualidad varias

formuladas con adyuvantes, administradas a humanos (figura 1.1)1.

Los adyuvantes se definen como un conjunto heterogéneo de sustancias
(moléculas, compuestos o complejos macromoleculares), que potencian la
inmunogenicidad de antigenos y modulan la respuesta inmune (celular y/o
humoral) inducida por la inmunizacion. Actuan acelerando, prolongando,
aumentando o modulando/direccionando la respuesta inmune protectora
antigeno-especifica cuando se administran en combinacién con dicho
antigeno5¢7. Inducen la produccién de anticuerpos con aumentada avidez y
capacidad neutralizante, promueven la activaciéon de linfocitos T citotoxicos,
mejoran la respuesta inmune en individuos inmunolégicamente inmaduros,
inmunodeprimidos o senescentes y reducen la cantidad de antigeno por dosis,

disminuyendo el costo de la vacunacion?.
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Figura 1.1: Vacunas profilacticas aprobadas para su uso en humanos sin (circulo celeste) o
con adyuvante (circulo rojo). Extraido de Pasquale, A. et al’.

Los avances biotecnoldgicos, asi como en el entendimiento de los
mecanismos de proteccidn y prevencion de patologias a través de la vacunacion,
de las interacciones patégeno-huésped y los roles de los antigenos y adyuvantes
para inducir y modular la respuesta inmune protectora deseada, han permitido
que el disefio de vacunas sea desde hace algunos afios mas racional que
empirico?8, Lo anterior desencadend el surgimiento de un nuevo campo
cientifico denominado “vacunologia” revisado por Barrett, A. et aP. Algunos
ejemplos de esta nueva era son la vacuna contra la hepatitis B, desarrollada
expresando el antigeno de superficie de dicho virus en levaduras, la vacuna
contra el meningococo tipo B desarrollada mediante vacunologia inversal® y la

vacuna viva-atenuada tetravalente contra el dengue utilizando genética inversa®.
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1.2 Adyuvantes: historia y su uso en la actualidad

Para contrarrestar las infecciones con Clostridium tetani y con
Corynebacterium diphtheriae a principios de los 1900s se inmunizaba con
mezclas de toxinas y anticuerpos, lo que causaba graves efectos secundarios.
Posteriormente, se obtuvieron grandes avances con la produccién de toxoides
inactivados por calor o formolados!!, donde se mantiene intacta la propiedad
inmunogénica de la toxina pero no sus efectos toxicos. Gaston Ramon, un
veterinario francés, en 19251213, public6 en sus estudios que la administracién
de los toxoides tetanico y diftérico junto con sustancias como agar, tapioca,
lecitina, almidén, aceite o saponinas, incrementaban la inmunidad protectora
mas que la inoculacién de los antigenos solos. Y fue en esos estudios que se acufid

el término adyuvante, proveniente del latin “adjuvare’ que significa ayuda.

En la misma época, Glenny demostré que la administracién de toxoides
precipitados por la adicién de sulfato de potasio y aluminio, conocido como
“potash alum’, inducia un incremento significativo en la respuesta inmune
contra el toxoide. Con este descubrimiento las sales de aluminio se usaron para
la preparacion de vacunas contra C. tetani 'y C. diphtheriae'*. El fosfato de
aluminio fue introducido posteriormente por Ericsson en 1947, utilizando un
método en el cual el toxoide diftérico era co-precipitado en una matriz de fosfato
de aluminio?s. En el mismo afio, Holt demostré que el fosfato de aluminio
preformado, presentaba propiedades adsorptivas y de adyuvante’¢ (Tabla 1.1).
Enla décadadel 60, Relyveld del Instituto Pasteur, introdujo el fosfato de calciol?,
el cual fue utilizado en Francia para vacunacion rutinaria contra tétanos, difteria
y pertusis’®1° (Tabla 1.1). A pesar de que a finales de los 80, el fosfato de calcio
fue sustituido por las sales de aluminio, sigue aprobado como adyuvante en
vacunas para humanos?0. Y desde los ensayos de Glenny y colaboradores a la
actualidad, billones de dosis de vacunas formuladas con compuestos de aluminio
se han aplicado a humanos, con demostrada eficacia y con un perfil de seguridad
aceptable en diversas poblaciones, incluidos nifios pequeiios, embarazadas y

adultos mayores?21.
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En 1936, Freund desarrollé6 una emulsion de aceite mineral en agua
conteniendo micobacterias muertas, creando uno de los adyuvantes mas
potentes hasta el dia de hoy, el adyuvante completo de Freund (del/ ingiés,
FCA)2223, A pesar de su excelente efectividad, el FCA causa reacciones locales
severas, por lo que es considerado téxico para su uso en humanos. En los afios
50, se introdujo el adyuvante incompleto de Freund (de/ inglés, FIA), preparado
que contiene solamente la emulsion de aceite en agua del FCA, y fue usado en
humanos en una vacuna contra influenza24, pero debido a sus considerables
efectos secundarios esta vacuna se discontinué a mediados de los afios 6025,
Décadas después, su utilizacion se limitéd pero no fue totalmente excluida y se
completaron varios ensayos clinicos en grupos de alto riesgo para vacunas

contra HIV, melanoma y carcinoma renal, y esclerosis multiples.

Se continud el estudio de la capacidad inmunoestimuladora de este tipo de
emulsiones, lo que desencadené el desarrollo por Novartis del MF5926.27, nano-
emulsiéon de agua en aceite a base de escualeno (aceite biocompatible y
biodegradable) estabilizada con surfactantes no iénicos. El escualeno es un
intermediario esencial en la biosintesis de hormonas esteroideas, colesterol y la
vitamina D28, Desde fines los 90 el MF59 esta aprobado para su uso en humanos
en una vacuna contra la influenza estacional y la influenza pandémica3 (Tabla

1.1).

En la década de los 50, Johnson y colaboradores descubrieron que el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gram negativas poseia actividad
adyuvante?®. Lederer y colaboradores en 1974, identificaron el componente de
las mycobacterias del FCA con actividad adyuvante, el muramyldipéptido
(MDP)30 (Tabla 1.1). En los afos subsiguientes se continuaron identificando
numerosos componentes bacterianos que son potentes activadores del sistema
inmune (SI)31, por ejemplo el monofosforil lipido A (MPL) (Tabla 1.1),
descubierto en los afios 80, derivado del LPS de la bacteria gram negativa
Salmonella Minnesota, agonista del receptor tipo Toll 43! (del inglés, TLR4),
inmunoestimulador que ha sido evaluado extensamente en varios ensayos

clinicos32. Incluso, en la actualidad esta aprobado su uso en Europa en vacunas
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contra alergias (Tabla 1.1). Otro ejemplo, es el ADN bacteriano debido a los

motivos CpG descubierto en la década de los 903334,

Hace mas de 50 afios, se reconocié que una nueva generacion de
adyuvantes seria la clave para el disefio de vacunas contra patdgenos
intracelulares “dificiles” que impactan la salud humana global (ej. malaria, HIV,
tuberculosis), ya que los compuestos de aluminio (enfoque clasico), tienen la
limitaciéon de inducir una polarizaciéon a respuestas tipo Th22 La infeccién
natural con estos patdgenos dificiles como la malaria o el virus respiratorio
sincitial no induce una proteccion completa contra una reinfeccién, ademas
patégenos que poseen una alta tasa de mutaciéon (HIV), aquellos que poseen
multiples tipos (virus dengue) o aquellos que causan una infeccidn persistente o
latente (virus hepatitis C y HIV) comprenden grandes desafios para el disefio de
vacunas. Una de las razones es que la estrategia de vacunacién mencionada
anteriormente con microorganismos vivos atenuados o muertos que mimetiza el
tipo de protecciéon inmunoldgica que se induciria en individuos que sobreviven

a la infeccidn no es efectiva3ss.

Conjuntamente, se adquirié experiencia en el campo de la tecnologia
recombinante, en herramientas para la identificacién, produccién y purificacién
de antigenos y nuevas moléculas o compuestos con potencial adyuvante, junto
con un entendimiento mas profundo de la respuesta inmune durante una
infeccion3¢. Asimismo, se ha reconocido el rol fundamental que desempefia la
inmunidad innata en la generacion de la respuesta inmune adaptativa. Segin
Dowling, los receptores TLRs son los “Swiss army knifé’ (cuchillos militares
suizos, introducidos en el apartado 1.6) de la inmunidad y del desarrollo de
vacunas, ya que la activacion de dichos receptores, tiene un rol “informativo” en

direccionar la respuesta inmune adquirida3’.

Lo anterior origin6 la construccién de un nuevo paradigma, el del poder
potencial que tendria la combinaciéon de inmunoestimulantes, acufiandose el
término AS del inglés “adjuvant system”3638 (sistema de adyuvantes). Un ejemplo
lo desarrollé GlaxoSmithKline, la nano-emulsion ASO3, similar a la MF59 (Tabla

1.1), con el agregado de a-tocoferol, un aceite biodegradable y con propiedades
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inmunoestimulatorias, derivado de la vitamina E. El AS03 induce una importante

respuesta humoral y su uso se aprob6 en el 2008 como adyuvante para una

vacuna contra la gripe pandémica3°.

Posteriormente se desarrolld el AS04, formulacion donde el MPL se

encuentra adsorbido a compuestos de aluminio, el cual induce una respuesta

inmune Th1l y ha sido evaluado en la proteccién contra algunos virus. La

formulacién estd aprobada para su uso en humanos en vacunas contra HBV y

HPV3638 (Tabla 1.1). Ademas, estudios basados en la relacién entre la estructura

y funcién del MPL, permitieron la identificaciéon de varios derivados sintéticos,

uno de los cuales, formulado en combinacién con compuestos de aluminio, el RC-

529, fue aprobado en Argentina en una vacuna contra HBV (Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Lista de adyuvantes en vacunas profilacticas aprobados para su uso en

humanos o en desarrollo clinico0.

Adjuvant

Description

Vaccine

Licensed
Aluminum salts (Alum)

Oil-in-water emulsions (MF59, AS03)

Virosomes
AS04

MPL

RC-529

Phase llI
Liposomes (ASO01)
CpG ODN (1018 ISS)

Topical cream with TLR7 ligand

Phase Il

EGVac system

Saponin complexes (ISCOM, Matrix-M)
GLA-SE

IC31

Oil-in-water emulsion (ISA51)

AS02

VAX2012Q, VAX125

Poly 1:C (Ampligen, rintatolimod)

PIKA
VCL-HBO1 (Vaxfectin)

Insoluble particulates of hydroxide,
phosphate or hydroxyphosphate sulfate salts
Oil dispersed nanoemulsions (mainly
squalene) stabilized with non-ionic
surfactants

Dispersed lipid vesicles including viral
membrane (influenza) proteins

Natural product TLR4 ligand (MPL) adsorbed
on to alum

Natural product TLR4 ligand

Synthetic TLR4 ligand adsorbed to aluminum
hydroxide

Dispersed lipid vesicles containing TLR4
ligand (MPL) and saponin QS-21

Soluble TLR9 ligand (oligonucleotide)
co-administered with HBV vaccine

Topical ointment of TLR7 ligand (imiquimod)
applied in conjunction with intradermal
vaccination

Bacterial polysaccharide/bacterial DNA
Lipid, purified saponins and cholesterol
cage-like nanocomplexes

Oil-in-water nanoemulsion with synthetic
TLR4 ligand (GLA)

Cationic peptide complexed with TLR9 ligand
(oligonucleotide)

Oil dispersed nanoemulsion (mainly
squalene) stabilized with non-ionic surfactant
Oil-in-water nanoemulsion with TLR4 ligand
(MPL) and saponin, QS-21

TLRS ligand protein (flagellin) linked to
antigen

Double-stranded RNA polymer analogue and
TLR83 ligand

Cationic liposome

Included in licensed products for routine
childhood vaccines and many others
Included in licensed products for seasonal
influenza vaccine (MF59) or pandemic
influenza vaccines (MF59, AS03)

In licensed products for influenza vaccine
(Inflexal) and HAV vaccine (Epaxal)

Licensed products for HBV vaccine (Fendrix)
and HPV vaccine (Cervarix)

Approved products for tree pollen and grass
pollen allergies on a named patient basis in
Europe (Pollinex)

Was a licensed product in Argentina for HBV
(Supervax)

Phase lll, submitted for licensure for malaria
vaccine (RTS,S) and for approval for herpes
zoster vaccine (HZ/su)

Submitted for licensure for HBV vaccine

Influenza vaccine

Therapeutic HPV vaccine
Influenza vaccine

Tuberculosis vaccine, RSV vaccine, and
Leishmania vaccine
Tuberculosis vaccine

Included in licensed seasonal influenza
vaccine

Malaria and HIV vaccines (withdrawn after
Phase I

Influenza vaccine

Influenza vaccine

Rabies vaccine

Genital herpes vaccine (prophylactic and
therapeutic, and DNA based)

HAV, hepatitis A virus; HBV, hepatitis B virus; HIV, human immunodeficiency virus; HPV, human papillomavirus, and MPL, 3-O-desacyl-4'-

monophosphoryl lipid A.
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La historia del estudio, desarrollo e identificaciobn de moléculas,
compuestos y complejos macromoleculares con potencial adyuvante tiene mas

de un siglo y ha sido y es auin en la actualidad un campo en extensa proliferacion.

Lamentablemente la inmensa mayoria de los adyuvantes evaluados en
ensayos clinicos han demostrado inducir efectos secundarios incompatibles con
la administracién rutinaria en humanos y a pesar de la extensa lista de
candidatos, un pequeiio nimero de ellos han sido aprobados para su uso en
humanos por organismos regulatorios como la U.S. FDA (Food and Drug
Administration) y la EMEA (European Medicinal Evaluation Agency)*%41l. La
Tabla 1.1 muestra una lista actualizada de los adyuvantes aprobados, junto con

los candidatos en desarrollo clinico.

1.3 El adyuvante ideal, eleccidn, seguridad y efectos adversos

El “adyuvante ideal”, tanto para uso humano como veterinario, deberia
cumplir con las siguientes caracteristicas: debe ser seguro, sin causar efectos
secundarios inmediatos ni a largo plazo y ser facilmente eliminado luego de que
finaliz6 su funcién para evitar posibles efectos adversos tardios. Debe generar
una respuesta inmune protectora o terapéutica robusta superior a la inducida
por el antigeno solo y su eficacia debe garantizarse utilizando pocas dosis y/o
bajas concentraciones de antigeno. Debe ser compatible con varios antigenos
vacunales y poder ser co-administrado con antigenos e inmunoestimulantes.
Tiene que estar quimica y biolégicamente definido para que no existan
variaciones de un lote a otro durante el proceso de produccién, asegurando
respuestas consistentes en el tiempo. Debe ser de bajo costo y estable durante el
almacenado para ser clinica y comercialmente util. Hasta el momento ningun
adyuvante o sistema de adyuvantes cumple con todos las caracteristicas

anteriores 64243,

Segin O’'Hagan y HogenEsch et al , 1a posible necesidad de un adyuvante
mas potente solo deberia considerarse luego que el disefio de una vacuna
optimizada y formulada con compuestos de aluminio no lograse inducir la

magnitud y el perfil de respuesta inmune buscado044,
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El atributo mas importante de una vacuna con adyuvante es su mayor
efectividad frente a su correspondiente acuoso, pero sus efectos beneficiosos
deben sobrepasar el riesgo de posibles efectos adversos. Se sostiene que, es mas
importante favorecer la seguridad sobre la eficacia, cuando una vacuna es
administrada a una poblacién sana (vacuna profilactica)*546. En cambio, en
grupos de alto riesgo, un nivel extra de toxicidad es aceptado si el beneficio de la

vacuna es significativo6.4246,

En cuanto a los efectos adversos, las reacciones inmunotoxicas inducidas
por adyuvantes se pueden agrupar en reacciones locales o sistémicas, ademas de
los posibles riesgos tedricos. La reaccion local méas frecuente relacionada con el
uso de adyuvantes en vacunas es la inflamacién local que libera sefiales de dafio,
con signos de hinchazdn, eritema y dolor*¢47, ademas se han reportado menos
frecuentemente la induccion de hipersensibilidad retardada*® o la reaccion de
Arthus#2. Las reacciones sistémicas generalmente “descalificarian” a un
adyuvante para su uso en humanos, por lo que existen pocos registros de estas
reacciones y son consideradas “raras” y muy poco frecuentes’4t, Son debidas a
una hiper-activacion de los mecanismos inmunolégicos inducidos por la
formulacién con adyuvantes, frecuentemente mediadas por citoquinas (como IL-
1B, TNF-a, IFN-B, IFN-y, IL-6)%°. Incluyen reacciones de fase aguda como el
sindrome pseudogripal, el sindrome de escape vascular, fendmenos
autoinmunes, modificacién del metabolismo hepatico*9, alergia> y trastornos en
la morfogénesis fetal*®. Dentro de los posibles riesgos tedricos existen, por

ejemplo, la liberacion de vectores al ambiente y carcinogénesis*2.

Por lo mencionado anteriormente, los adyuvantes en desarrollo deben
acumular numerosos ensayos que evidencien su inocuidad3¢ y aunque existen
varias guias reguladoras para vacunas®!, s6lo una ha sido elaborada para
adyuvantes vacunales en especifico: la Guia sobre “Adyuvantes en vacunas de
uso humano” del Comité de Productos Medicinales para uso humano (CHMP) de
la EMEA (EMEA/CHMP/VEG/134716/2004), operativa desde julio del 2005.
Esta guia sélo confiere indicaciones generales y no profundiza en los métodos de

evaluacion. Esto es debido a que la evaluacién de seguridad e inocuidad de las
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vacunas en desarrollo es producto y poblacién especificos. Ademas, los entes
regulatorios sostienen que un adyuvante no debe de ser “licenciado” para su uso
solo, por el contrario, es la formulacién antigeno-adyuvante especifica la que se
licencia*648, Por esta razdn, varios expertos ofrecen otras recomendaciones mas
detalladas que no estan incluidas completamente en las guias regulatorias

Vlgentes 51,52,53,54,55_

Consecuentemente, uno de los mayores retos que tiene el campo de la
investigaciéon en adyuvantes es ganar potencia con la “mezcla perfecta”

minimizando los efectos téxicos y adversos>e.

1.4 Clasificacién de adyuvantes

Como se mencion6 antes, los adyuvantes se definen como moléculas y/o
sustancias que incrementan especificamente la respuesta inmune a un antigeno,
siendo una definicién sumamente imprecisa, basada en la accién ejercen, lo que
dificulta su agrupacién en distintas categorias*3. Ademads, son un grupo de
sustancias heterogéneo, sin caracteristicas estructurales o quimicas comunes,
provenientes de origenes disimiles y con la capacidad de aumentar y/o modular
la respuesta inmune a través de una variedad de mecanismos moleculares y
celularess’. A pesar de lo anterior, varios autores hicieron intentos futiles para

agrupar estos compuestos.

Cox y Coulter>8 propusieron dividir a los adyuvantes en particuladosy no
particulados. Dentro de cada grupo un adyuvante actia en uno o mas de cinco
mecanismos de accién: inmunomodulacién, presentacion, inducciéon de
respuesta de células T CD8* citotéxicas (CTL), generacién de depdsitos y

targeting*?.

Posteriormente, debido a una mayor comprension de los mecanismos de
induccién de la respuesta inmune que incluye la conexién entre la inmunidad
innata y la adquirida se propuso clasificarlos segiin su mecanismo dominante de
accion en inmunoestimuladores y sistemas de entrega (adyuvantes

particulados) 363258,
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Los inmunoestimuladores actian directamente sobre el SI para
incrementar la respuesta a un antigeno o a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, de/ inglés Pattern Recognition Receptors,
una descripcion detallada se presenta en el apartado 1.6). Esta categoria incluye
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, de/ inglés Pathogen
Associated Molecular Patterns, revisado en el apartado 1.6) o sus derivados
sintéticos o pequefias moléculas agonistas de PRRs que mimetizan su actividad,
como ser ligandos de receptores TLRs, tipo NOD, tipo RIG-I, tipo C-lectinas,

citoquinas, saponinas y exotoxinas bacterianas3®.

Los sistemas de entrega tienen como funcién principal promover la entrega
de antigenos vacunales, moléculas inmunoestimuladoras o ambas de manera
eficiente. Pueden concentrar y exponer los antigenos en patrones repetitivos,
protegerlos de una rapida degradacion y favorecer la estabilidad de dichas
proteinas, “marcar” antigenos a las células presentadoras de antigenos (de/
inglés, APCs, Antigen presenting cells) y favorecer la co-localizacién de antigenos
y moléculas inmunoestimuladoras. Esta categoria incluye: sales o compuestos
minerales, emulsiones, liposomas, virosomas, microesferas poliméricas
biodegradables y los ISCOMs (complejos inmuno-estimuladores formulados con

saponinas, colesterol y fosfolipidos)3e.

Como se menciono en el parrafo anterior, los sistemas de entrega se pueden
combinar con inmunoestimuladores, con la finalidad de potenciar o (re)-dirigir
la respuesta inmune, no sélo aumentando la intensidad de la respuesta
adaptativa sino también la calidad y el tipo Th1 vs Th2385759 (revisado en el
apartado 1.6). Por la tendencia creciente al disefio racional, la mayoria de los
adyuvantes en estado avanzado de desarrollo fueron formulados de esta

forma®©9, siendo un claro ejemplo el AS043638,

Por lo anterior, los adyuvantes cominmente encontrados en la formulacién
de vacunas modernas se podrian clasificar en tres categorias:
inmunoestimuladores, sistemas de entrega y la combinaciéon de ambos, sistemas
de adyuvantes. Cabe destacar que esta separacion ha generado conflictos ya que

algunos sistemas de entrega (Ej: compuestos de aluminio y emulsiones) tienen
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la capacidad de iniciar o potenciar respuestas inmunes, siendo ademas

inmunoestimuladores®.

La siguiente y mas reciente clasificacion propuesta por O’Hagan y De
gregorio*3, plantea dividirlos segun el nimero de adyuvantes utilizados en la
formulacidn, distinguiendo entre, adyuvantes de primera (un sélo adyuvante) y
de segunda generacion (mas de un adyuvante). Los adyuvantes de primera
generacion incluyen los compuestos de aluminio y las emulsiones de tipo agua
en aceite (los mas exitosos de la generacion), las particulas poliméricas y los
liposomas. Este grupo tiene como caracteristica fisicoquimica comun ser
dispersiones de particulas, a las que se asocian o adsorben los antigenos. La
formulacién de adyuvantes de segunda generacién (también conocidos como
sistemas de adyuvantes), comenzé luego del descubrimiento de moléculas con
capacidad inmunoestimulatoria (MDP, ARN doble hebra, MPL, etc) y de la
observaciéon que dichas moléculas no serian efectivas solas, por lo que se
probaron combinandolas en formulaciones con adyuvantes de primera
generacion. Ejemplos de este grupo, incluyen los AS (sistema de adyuvantes), el

RC-529 e ISCOMs.

1.5 Compuestos inorganicos como adyuvantes

En esta secciéon se profundizard en los compuestos inorganicos como
adyuvantes de inmunizacidn, ejemplificados en los compuestos de aluminio y el
fosfato de calcio. Esto es debido a que los materiales que se evaliuan en la

presente tesis son de origen inorganico.

1.5.1 Compuestos de aluminio
Los compuestos de aluminio incluyen el hidréxido de aluminio, el fosfato
de aluminio y las formulaciones precipitadas segtin Glenny, y en la bibliografia
cominmente son denominados “alum” (alumbre). Lo anterior confunde debido
a que: (a) el alumbre es quimicamente sulfato de potasio y aluminio
(KAI(S04)2.12H20) y no ha sido usado como adyuvante, (b) el hidroxido de
aluminio y el fosfato de aluminio tienen propiedades fisicoquimicas diferentes, y

() difieren en sus propiedades como adyuvante6162,
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Las formulaciones precipitadas (suspensiones) pueden ser altamente
heterogéneas dependiendo de qué aniones se encuentren presentes durante la
precipitacion. Los geles de hidréxido o fosfato de aluminio preformados son
preparados de manera estandarizada y quimicamente definida y tienen la
capacidad de adsorber proteinas antigénicas en solucién acuosa. Por lo anterior,
las vacunas formuladas adsorbiendo el antigeno sobre geles (vacunas
adsorbidas) han reemplazado a las vacunas precipitadas®®. Para minimizar las
variaciones y evitar problemas de reproducibilidad en la evaluaciéon de nuevos
adyuvantes, una preparacion especifica fue elegida como estandar cientifico:

Alhydrogel® - hidréxido de aluminio de Superfos Biosector, Vedbaek®3.

1.5.1.1 Propiedades fisicoquimicas y adsorcion de antigenos

Los métodos para la preparacién de formulaciones con compuestos de
aluminio han sido descritos en detalle50626163, Ademas, sus propiedades
fisicoquimicas fueron extensamente estudiadas; el hidréxido de aluminio (AH),
identificado como AIO(OH) (oxihidréxido de aluminio), es un compuesto
cristalino formado por nanoparticulas (4,5x2,2x10nm) en forma de agujas que
forman agregados con morfologia irregular y porosa con didmetros promedio
entre 1 a 20um, con una superficie especifica (de/ inglés, SSA, specific surface
area) de 500m2/g. Su punto isoeléctrico es 11,4, esta cargado positivamente a pH
7,4 (pH del liquido intersticial), lo que favorece la adsorcién de proteinas acidas
a pH neutro®264, E] fosfato de aluminio (AP), identificado como Al(OH)«(P0O4),
(hidroxifosfato de aluminio), es un compuesto amorfo formado por
nanoparticulas en forma de disco, de 50nm de didmetro promedio, que también
forman agregados con morfologia, tamafio y SSA similar al AH. El punto
isoeléctrico de AP depende del grado de sustituciéon de hidroxilos por fosfatos,
llegando a 4 cuando la sustitucion por fosfatos es maxima, con lo que se favorece

la adsorcion de proteinas basicas a pH fisiol6gico%2.64.

Los estudios Hem y colaboradores, se han destacado por la profunda
evaluacion de la adsorcién y desorcion de antigenos sobre la superficie de estos
adyuvantes, de los mecanismos involucrados en dicho proceso y como el tipo de

adsorcion y el microambiente luego de la inoculacién influencian la respuesta
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inmune obtenida. Algunos conceptos clave de estos trabajos se mencionan a

continuacioén:

« El punto isoeléctrico de los adyuvantes de aluminio depende de la relaciéon
que existe entre la cantidad de grupos hidroxilo y fosfato en la

superficie®465.66,

« El pH cercano a la superficie de las particulas del adyuvante es diferente al
del resto de la suspension. Los antigenos adsorbidos pueden sufrir
degradaciones quimicas que estan asociadas con el pH préximo a la

superficie6467,

» Estos adyuvantes adsorben antigenos principalmente por interacciéon
electrostatica y por intercambio aniénico de ligandos (interaccién covalente
que ocurre cuando los grupos fosfato presentes en los antigenos se
sustituyen con los hidroxilos presentes en la superficie de las particulas de
AH), siendo la fuerza adsorptiva mas fuerte, ocurriendo inclusive cuando

fuerzas electrostaticas repulsivas estan presentes©869.70.7172,

« La adsorcidn por este tltimo mecanismo puede ser controlada ajustando la
relacion entre la cantidad de grupos hidroxilo y fosfato en la superficie del

adyuvante o modificando el nimero de grupos fosfato en el antigeno®8.69.72,

» Elgrado de adsorcidn del antigeno a la superficie del adyuvante puede variar
cuando la formulacion es administrada y expuesta al liquido

intersticial7273.74.75.76,77,78,

« Los antigenos que no estan adsorbidos o que son eluidos luego de la
administracién pueden quedar atrapados en los espacios entre los
agregados de particulas del adyuvante y permanecer en el sitio de
inoculacién para su presentacién a los componentes del SI, obteniéndose
respuestas inmunes comparables a las obtenidas con formulaciones donde

el antigeno est4 adsorbido7477.79.80,

« Una adsorcidn fuerte entre el antigeno y el adyuvante puede interferir en su

presentacion y la produccion de una respuesta inmune humoral76:81.82,
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1.5.1.2 Usos y limitaciones

Como ya se menciond, se ha mantenido el uso continuado de compuestos
de aluminio en vacunacion rutinaria por su largo registro de seguridad, bajo
costo, y por su capacidad de inducir respuestas inmunes protectoras tempranas,
duraderasy con un titulo alto en anticuerpos especificos2140.8384, A pesar de esto,
se han reportado efectos secundarios asociados con el uso de estos compuestos,
como ser eritema, nédulos subcutaneos, hipersensibilidad y granulomas#7:8586,
También, han sido asociados con el desarrollo ocasional de miofascitis
macrofagica, sindrome de fatiga cronica, enfermedades neuroldgicas y

autoinmunes87.8889,90,

Una desventaja de los compuestos de aluminio es que las formulaciones son
sensibles a la congelacién y por lo tanto no pueden ser liofilizadas. Ademas,
inducen una respuesta inmune tipo Th2, representada por la produccion de
citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 y altos titulos de IgG1 e IgE. Lamentablemente, estos
niveles de IgE, pueden provocar reacciones de hipersensibilidad. Esta es una de
las limitaciones mas importantes ya que la polarizacién a respuestas tipo Th2
inhabilita la induccién de respuestas inmunes mediadas por células (Th1l
citotoxicas, ni aquella que esté restringida a moléculas MHC clase 1) y hace que
los compuestos de aluminio sean ineficientes para proteger contra patégenos
intracelulares como tuberculosis, malaria, leishmaniasis y HIV350619192  Sin
embargo, como ya se menciond, lo anterior ha empezado a solucionarse
parcialmente combinando los compuestos de aluminio con estimuladores como

el MPL (AS04).

1.5.2 Fosfato de calcio
El interés por el fosfato de calcio como adyuvante, decay6 luego que se
discontinuara su uso para vacunacion rutinaria en los 80. Debido a demandas
sociales por vacunas mas seguras, recientemente se ha retomado y algunos
autores plantean que, podria llegar a sustituir a los compuestos de aluminio20.93,
principalmente por tener la ventaja de ser biocompatible y biodegradable?, y
por ende ser menos toxicoz0.959, Ademas, también ha sido usado en vacunas

terapéuticas para alergias, siendo efectivas y seguras®7.98.
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El fosfato de calcio comercial, quimicamente hidroxiapatita no
estequiométrica  (Caiox(HPO4)x(PO4)6x(0OH)2x)192099, esta formado por
nanoparticulas en forma de agujas (10x150nm) y en forma de disco (con
didmetros entre 20 y 30nm) que forman agregados microparticulados. La carga
superficial es dependiente del pH, con un punto isoeléctrico de 5,5, teniendo la
capacidad de adsorber antigenos cargados positivamente por interaccidon
electrostatica e intercambio de ligando. Al igual que con los compuestos de
aluminio, las propiedades fisicoquimicas, capacidad adsorptiva y antigénica son

dependientes del proceso de sintesis!92047.99,

Masson?? concluye que, a pesar de las divergencias encontradas en los
modelos animales que dependen de las concentraciones de antigeno y adyuvante
usadas, y de la presentacion (gel o suspension), los datos recolectados en
humanos, indican que el fosfato de calcio es un adyuvante efectivo e incluso ain
mas que los compuestos de aluminio luego de un booster o refuerzo. Posee una
capacidad adsorptiva razonable, induce altos niveles de IgGs y no aumenta los
niveles de IgE ni causa reacciones alérgicas, aunque sostiene que estudios
adicionales son necesarios para reintroducirlo en vacunacién rutinaria.
También, ocasiona irritacion local, pero que permanece menos tiempo que la

generada por los compuestos de aluminio?’.
1.5.2.1 Perspectivas de uso

Las perspectivas segun Lin, Y. et al,; se estan centrando en el uso de
nanoparticulas de fosfato de calcio (de/ inglés, CaP-NPs)?3, ya utilizadas en varias
aplicaciones biomédicas100.101102, Son biocompatibles, no se acumulan (porque
son facilmente degradadas), limitando posibles efectos toxicos a largo plazo,
tienen la ventaja potencial de reducir la cantidad de antigeno necesaria y son

facilmente captadas por APCs®3.

La produccion de vacunas con CaP-NPs como adyuvante, puede realizarse
adsorbiendo el antigeno sobre las CaP-NPs preformadas o incluso encapsularlo
durante el proceso de sintesis, en particular cuando una respuesta inmune

mediada por células es requerida®3. Los procesos de sintesis son

26



variados103104105106107,108,109,110,111 " algunos son simples, de bajo costo y
facilmente controlables y reproducibles, posibilitando la produccién de CaP-NPs
con diferentes propiedades fisicoquimicas en condiciones estériles y cumpliendo

con las buenas practicas de manufactura (de/ inglés, GMP)9%,

Varias vacunas a base de CaP-NPs han sido evaluadas en ensayos
preclinicos, con resultados promisorios. He et alll?2 compararon la
administracién intraperitoneal de CaP-NPs y AP (fosfato de aluminio)
formulados con glicoproteinas de HSV-2 (herpes simple) en un modelo murino.
Los resultados mostraron que la formulacién con CaP-NPs induce mayores
titulos de IgG2a, anticuerpos con capacidad neutralizantes similar e inferiores
titulos de IgE que AP, ademas de proteger contra un desafio!12113, En estudios
posteriores se demuestra la capacidad de CaP-NPs como adyuvante de mucosas
y en pollos desafiando con NDV (de/ inglés, Newcastle disease virus)113114, Saeed
et al115 demostraron que la inoculacién intradérmica en conejos de CaP-NPs con
el enterovirus HEV-71 inactivado adsorbido potencia la respuesta inmune
protectora mas que la misma vacuna formulada con CaP (microparticulas) o que
la vacuna sin adyuvante. Ademas, demostraron que la inoculacién intradérmica
con una dosis 10 veces menor presenta titulos similares de anticuerpos

neutralizantes que la via intramuscular.

El grupo de Epple trabaja con CaP-NPs funcionalizadas, evaluando el
potencial de targeting celular!16117 y utilizando el mismo concepto que los
sistemas de adyuvantes. Por ejemplo, demostraron que la co-encapsulacion de
CaP-NPs y HA (hemaglutinina de influenza virus) con agonistas de TLRs como
CpG y poly(I:C) inducen la activaciéon de células dendriticas, junto con la
induccién de respuestas TCD4+ antigeno especificas in vitrot'8119 y TCD8+
especificas in vivo'20. También, demostraron que la funcionalizacién de CaP-NPs
con flagelina (ligando de TLR5) estimula la produccion de IL-1B por células
dendriticas (del inglés, DCs) in vitro y la producciéon de IL-6 luego de la

administracién intraperitoneal!2l,

En conclusion, las CaP-NPs poseen varias ventajas sobre los compuestos de

aluminio, son biocompatibles y biodegradables, e inducen respuestas inmunes
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humorales y celulares, con efectos secundarios minimos. Tienen el potencial de
funcionalizarse para modular la respuesta inmune, siendo la sintesis controlable
y reproducible. A pesar de que existe la necesidad de evaluar exhaustivamente
estas nanoparticulas en ensayos clinicos, son un adyuvante con gran

potencial?93.118119,
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1.6 Relacion entre la inmunidad innata y la adquirida

1.6.1 Inicio de larespuesta inmune: sefial 0, inmunidad innata

La inmunidad innata representa la primera linea de defensa frente al
ataque de patégenos o lesiones, y también media los procesos que desencadenan
la inducciéon de proteccién inmunolégica generadas por la vacunacién. Las
células de la inmunidad innata detectan patrones moleculares conservados de
estos patogenos (PAMPs) y patrones asociados al dafio celular o DAMPs (del
inglés, damage-associated molecular patterns), a través de un set limitado de
receptores codificados en la linea germinal, los PRRs (del inglés, pattern
recognition receptors). Los PRRs se agrupan en familias: receptores tipo Toll o
TLRs (del inglés, Toll-like receptors), receptores tipo NOD o NLRs (del inglés,
nucleotide oligomerization domain based-I-like receptors), receptores de
lectinas tipo C o CLRs (del inglés, C-type lectins), receptores inducibles por acido
retinoico o RLRs (del inglés, retinoic acide inducible protein 1-like receptors) y

receptores citoplasmaticos de acidos nucleicos22.

Los PAMPs incluyen motivos moleculares conservados que se encuentran
formando parte de estructuras esenciales para los microorganismos como por
ejemplo, componentes bacterianos o sus derivados sintéticos y de virus o
levaduras, como: lipopolisacaridos (LPS), dinucle6tidos no metilados (CpG),
RNA doble hebra, lipoproteinas, glicoproteinas, peptidoglicanos, flagelina, acido
micolico, etc. Los DAMPs incluyen sefiales de peligro endégenas como fracciones
nucleares y mitocondriales, cristales de acido urico, proteinas de shock térmico,

etc., que son liberadas durante los procesos de necrosis o inflamacién?22,

Las células del SI, como las dendriticas inmaduras (iDCs) y macréfagos,
células presentadoras de antigenos (APCs) que se encuentran en los tejidos
periféricos como centinelas, son capaces de reconocer PAMPs y DAMPs a través
de sus PRRs, permitiendo la captura, internalizacién, procesamiento y
presentacién de antigenos. El reconocimiento de estos ligandos por sus PRRs
(senal 0) desencadena una respuesta innata que puede promover un proceso
inflamatorio, generar la activacién transcripcional de genes de quimioquinas y

citoquinas pro-inflamatorias (del/ inglés, CKs), la regulacion positiva de
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moléculas co-estimuladoras, como moléculas de membrana CD40, CD80, CD86 y
la expresion de moléculas MHC de clase Il y de adhesiéon de superficie. Estos
cambios fenotipicos marcan la maduracién de las DCs (mDCs) y migracién a los
n6dulos linfaticos, donde ocurre la presentaciéon del antigeno a través del
complejo MHC a los linfocitos T naive'?3. Lo anterior se esquematiza en la figura

1.2124,
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Figura 1.2: Ciclo de vida de las células dendriticas. Los precursores circulantes de DCs
entran en los tejidos como DCs inmaduras. Pueden encontrarse con patégenos
directamente (por ej. virus), que inducen la secrecion de CKs (por €j. IFN-y); o de manera
indirecta a través del efecto de patégenos en las células estromales. Las CKs secretadas
por las DCs activan células efectoras del SI como eosinéfilos, macréfagos y células NK. La
activacion de las DCs por patégenos induce su migracién a los nédulos linfaticos y su
maduracién. Las mDCs aumentan la expresion de moléculas MHC que permite la seleccion
de linfocitos T antigeno especificos. Estos linfocitos T activados ayudan a las DCs en su
maduracidn final, que permite la expansion y diferenciacion de los linfocitos. Los linfocitos
T activados trasvasan el epitelio inflamado alcanzando la zona de dafio, donde eliminan el
patégeno y/o las células infectadas. Las células B, también activadas por las DCs, y los
linfocitos T especificos migran a varias zonas donde maduran a células plasmaticas
productoras de anticuerpos que neutralizan al patégeno. Extraido de Dubsky, P et al 124
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Las DCs son una poblacidn celular heterogénea de acuerdo a su localizacion,
fenotipo y funcion, y se clasifican segin su linaje en células dendriticas mieloides,
que se encuentran presentes en casi todos los tejidos y plasmocitoides,
localizadas en noédulos linfaticos, timo, bazo, medula 6sea, y sangre

periférical25126,

Dependiendo de las moléculas co-estimuladoras y del perfil secretorio de
CKs y quimioquinas que expresen, las DCs tienen un rol central en orquestar el
tipo de respuesta inmune adaptativa inducida por los antigenos detectados en el
patogeno, asi como por la vacunacion. Induciran la diferenciacion de las células
T helper (Th) a fenotipos efectores: Th1l (productoras de IFN-y y eficaces en la
eliminacion de patégenos intracelulares), Th2 (productoras de IL-4 y eficaces en
la eliminacién de patégenos extracelulares), Th17 (productoras de IL-17 y
eficaces en la destruccién de hongos y bacterias extracelulares) o T reguladoras
(Treg) (implicadas en la  tolerancia  periférica 'y  procesos

inmunosupresores)127,etc.

En la vacunacion esta polarizacion depende de factores como la naturaleza

del antigeno, la via de inoculacion y especialmente el adyuvante empleado?23.

Los macro6fagos estan presentes en todos los tejidos manteniendo la
homeostasis e integridad de los mismos, mediante la limpieza de células
apoptdticas y desechos celulares debido a su alto potencial fagocitico y
degradativo. Como ya se mencion6, actian como centinelas y también tienen la
capacidad de presentar antigenos a las células T, pero de manera menos eficiente
que las DCs28, Expresan una gran variedad de PRRs y también tienen la
capacidad de secretar CKs, quimioquinas, enzimas proteoliticas y bactericidas.
Ademas, tienen un metabolismo muy activo siendo capaces de generar especies
reactivas del oxigeno (de/ inglés, ROS), del nitrégeno y metabolitos derivados del

acido araquidénico2°.

Los macroéfagos han sido recientemente clasificados segin su perfil de
activacion como: M1, de activaciéon clasica, estimulados por IFN-y y LPS, que

promueven respuestas Th1l dependientes de IL-12 y poseen propiedades

31



microbicidas; y M2. Estos ultimos se subdividen de acuerdo a la diversidad de
estimulos para su activacion en: M2a (estimulados por IL-4 o IL-13), M2b
(inmuno-complejos en combinacién con IL-18 o LPS) y M2c (IL-10, TGF- o
glucorticoides), los que estan asociados a respuestas Th2 con un rol en la
resolucion de la inflamacién debido a su gran capacidad fagocitica, acompafiados

por la reduccion en la secrecion de CKs pro-inflamatorias?30.131,

1.6.2 Receptores de reconocimiento de patrdn y vias de sefializacion
Como ya se menciond, la activacion de la inmunidad innata ocurre a través
del reconocimiento de un ligando especifico por un diverso conjunto de
receptores, codificados en la linea germinal, los PRRs. En este apartado se

discutiran los receptores TLRs y NODs usados en la presente tesis.

Los TLRs son glicoproteinas transmembrana de tipo I, compuestas por tres
dominios: el ectodominio LRR rico en leucinas (de/ inglés, Leucin Rich Repeats)
que interviene en el reconocimiento de PAMPs y DAMPs (cada re-arreglo de
estas repeticiones le confiere una especificidad tUnica), un dominio
transmembrana y un dominio intracelular homoélogo al del receptor de IL-1,
denominado dominio Toll/IL-1R o TIR, el cual media la sefializacién intracelular.
Los TLRs estan expresados en una gran variedad de células incluidas la mayoria
de las células del sistema inmune y se distinguen por su localizacion en la célula,

especificidad por un ligando y el tipo de sefializaciéon que desencadenan37.122,

Esta familia de receptores se expresa de forma predominante en APCs y se
localizan en la membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 y
TLR11) o en compartimientos endosomales (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9). Los
humanos expresan los TLRs del 1 al 10, mientras que en el ratén estan descritos
los TLRs del 1 al 9 y 11 al 13. Su localizacién esta relacionada con el tipo de
ligando que reconocen; los TLR en la superficie estan involucrados en el
reconocimiento de estructuras bacterianas en el espacio extracelular, como
lipoproteinas, lipopéptidos y mananos (heterodimeros TLR2/TLR1 vy
TLR2/TLR6), LPS (TLR4), flagelina (TLR5) y profilina (TLR11), mientras que los

endosomales detectan acidos nucleicos de origen bacteriano o viral; RNA simple
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hebra (TLR7 y TLR8), RNA doble hebra (TLR3) y DNA rico en CpG (TLR9)

37,122,132,

La respuesta mediada por los TLRs esta caracterizada por una compleja
cascada de fosforilacion intracelular que finaliza en la transcripcidon de genes
pro-inflamatorios, por ejemplo, los de las CKs IL-6, IL-12, TNF-a, quimioquinas,
genes implicados en la regulacion del ciclo celular y la expresién de moléculas

co-estimuladorast22,

Las vias de sefializacion empleadas por los TLRs son vias dependientes de
la molécula adaptadora MyD88 (de!/ inglés, Myeloid differentiation primary
response 88) a excepcion del TLR3. La activacion de la via de MyD88 conduce al
reclutamiento de adaptadores que conllevan a la activaciéon de quinasas capaces
de fosforilar las MAPK quinasas (del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase 1)
y el IkB, inhibidor de NF-«kB (de/ inglés, Nuclear Factor k B). Cuando NF-kB es
liberado, abandona su localizacién citoplasmatica para translocarse al nucleo y
promueve la transcripciéon de los genes previamente mencionados. De la misma
forma la quinasa MAPK activa la via del factor de transcripcion AP-1 (del ingiés,

Activation protein 1)133.134,

Para la activacion de la via independiente de MyD88, es necesario el
adaptador TRIF que también activa NF-kB y IRF3 lo que resulta en la induccién
de genes de citoquinas pro-inflamatorias y de IFN de tipo 1133134, Estas vias de

sefalizacién se esquematizan en la figura 1.3122,
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Figura 1.3.: Vias de sefializacién de TLR2, TLR3 y TLR4, como ejemplo. El LPS y las
" lipoproteinas son reconocidas en la superficie celular por los heterodimeros TLR1/6 y TLR2,
y por dos sets del complejo TLR4/MD2 respectivamente. La unién de estos ligandos estimula
el reclutamiento de MyD88 y TIRAP alos TLRs y en consecuencia se forma el complejo IRAKs
y TRAF6. Este ultimo cataliza la ubiquitinizacién que activa los complejos TAK1, TAB1, y
TAB2/3 lo que resulta en la fosforilacién de NEMO y la activacién del complejo IKK. IkB es
degradado y NF-kB es liberado y translocado al niicleo donde conduce la expresidn de varios
genes de citoquinas. Simultaneamente, TAK1 activa una cascada de MAPK quinasas que
termina en la activacién de AP-1, que también es critica para la induccién de genes de
citoquinas. EI LPS induce la translocacién de TLR4 y TRAM al endosoma. TLR3 estd presente
en el endosoma y reconoce dsRNA. TLR3 y TLR4 activan la via de sefializacién dependiente
de TRIF, que también activa NF-kB e IRF3 lo que resulta en la induccién de genes de
citoquinas pro-inflamatorias y de IFN de tipo 1. Extraido de Takeuchi et al. 122

34



Los receptores tipo NOD son un complejo multiproteico citoplasmatico
heterogéneo y constituyen otra familia capaz de mediar la activacién de la
inmunidad innata en respuesta al reconocimiento de variados PAMPs y DAMPs,
por medio del ensamblaje del inflamasoma. Poseen una estructura que presenta
3 dominios bien definidos: un domino C-terminal que presenta repetidos ricos
en leucina LRR, esenciales para el reconocimiento, el dominio central constituye
un dominio de auto-oligomerizacién que permite el reclutamiento de otros
componentes tras la activacién, y un dominio N-terminal variable!32135, La
estructura de los diferentes receptores tipo NOD con sus respectivos ligandos se

esquematiza en la figura 1.413¢,
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Figura 1.4: Estructura de los complejos inflamasomas iniciados por los receptores tipo
NOD. Un receptor con un dominio de oligomerizacién y unién a nucleétido (NLR) o AIM2,
la proteina adaptadora ASC (del/ inglés, apoptosis-associated speck-like protein) y la
procaspasa-1. Extraido con modificaciones de Hovarth et a/.136.

Los NODs tienen la funcién de actuar como una plataforma de activacién
para el inflamasoma, un complejo multiproteico que permite la auto-activacion

mediada por proximidad de la caspasa 1. La activacién de caspasa 1 mediada por
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el inflamasoma ocurre en diversos tipos celulares, pero ha sido principalmente
observada en macrofagos, DCs y células epiteliales. Como se observa en la figura
1.4 la composicién del inflamasoma es dependiente del estimulo inicial y de
acuerdo al ligando reconocido, sera ensamblado sobre los diferentes NLRs. Esta
plataforma de activacion de la caspasa 1, que conlleva al clivado de las pro-IL-13
y pro-IL-18, caracteristica de lainmunidad innata, implica una respuesta dirigida
a suprimir microorganismos patégenos y a evitar el dafio tisular estéril'3’. Un
ejemplo de activaciéon del inflamasoma via el ensamblaje del NLRP3 se

esquematiza en el apartado 1.9.2.

1.6.3 Sefiales 1y 2 - Inicio de la respuesta inmune adaptativa

De acuerdo con el “concepto geografico” de inducciéon de inmunidad, el
inicio de la respuesta inmune adaptativa ocurre en los drganos linfoides,
principalmente nddulos linfaticos, lugar hacia donde los antigenos son drenados
e involucra la activacion de linfocitos T naive circulantes antigeno-especificos.
Las mDCs tienen un rol central en la generaciéon de una respuesta inmune
apropiada porque proveen a los linfocitos T de las 4 sefiales “obligatorias” para
su activacion y educacion, promoviendo la transformacion de los linfocitos T

naive en linfocitos T efectores y de memorial23.

La senal 1involucra el reconocimiento especifico por parte del receptor de
la célula T (TCR) del complejo formado por péptidos antigénicos presentados
por las APCs en el contexto de moléculas del MHC. Las iDC procesan antigenos
adquiridos tanto end6genamente como exdégenamente. Los antigenos proteicos
intracelulares, son degradados a péptidos por el proteosoma en el citosol y
cargados en el MHC-I. Los complejos MHC-I-péptido son transportados a la
membrana para su presentacion a los linfocitos TCD8+. Los antigenos
extracelulares son procesados en endosomas que se fusionan con lisosomas
portadores de proteasas, responsables de su degradacién. Los complejos MHC-
[I-péptido, resultado de la degradacién anterior, son transportados a la

superficie celular donde se presentaran a linfocitos TCD4+

Estas proteinas exdgenas también pueden ser procesadas por las iDC a

través del MHC-I, proceso denominado “presentacién cruzada o cross-
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presentacion’, que permite la activacion de una respuesta inmune tanto de

linfocitos TCD4+ como de linfocitos TCD8+ ante antigenos exdgenos!23.

La sedal 2 involucra la interaccién entre moléculas co-estimuladoras de
membrana en las APCs (como CD80, CD86, 0X-40L, CD70) y sus ligandos
expresados en la célula T (como CD28, 0X-40, CD27). Esta sefal informa a la
célula T que debe “reaccionar” al antigeno que presenta la APC. En ausencia de

esta co-estimulacion, los linfocitos T se tornan tolerogénicos.

La combinacion de las sefiales 1y 2, induce la activacién y proliferacion de
linfocitos naive TCD4+ y TCD8+ (ThO), determinando la especificidad (sefial 1)
y magnitud (sefal 2) de la respuesta inmune que se esta generando. Estas
sefiales son insuficientes para determinar la polarizacion funcional de las células

ThO, requerida para inducir un mecanismo inmune de defensa especifico!23.

1.6.4 Sefial 3 y 4 - Regulacion del fenotipo efector de la respuesta
adaptativa

La serial 3resulta de los eventos ocurridos en el microambiente durante el
reconocimiento del antigeno por las APCs, a través de un set distintivo de
factores solubles secretados (CKs y quimioquinas) producidos por las APCs u
otras células reclutadas presentes en el sitio de activacion, que colectivamente,
permiten la regulacion del tipo de respuesta inmune inducida, determinando el

subset de linfocitos T efectores a diferenciarse23.

Finalmente, la seral 4 instruye a las células T efectoras recientemente
activadas y diferenciadas, luego de la expansion clonal, con informacién de
“navegacion” (homing), dirigiéndolas al sitio de infeccion o donde se originé la
sefal de alerta. Esta sefializacion ocurre gracias a la informacion brindada por la
combinacion de selectinas, integrinas y quimioquinas, regulando la salida de los
linfocitos de los 6rganos linfoides secundarios hacia el sitio blanco. Por ejemplo,
la expresion en la superficie de CCR10 y/o CCR4 por las mDCs, indica a las células

T que migren preferentemente a la piel123.138,
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1.6.5 Fenotipos linfocitos efectores

Como se menciond, las DCs cumplen un rol fundamental en la activacion,
proliferaciéon y diferenciacion selectiva de los linfocitos TCD4+ naive hacia
linfocitos colaboradores Th1, Th2, Th17, T hAelper“folicular” (Tth) o T regulador
(Treg), ademas pueden activar directamente los TCD8+ naive en efectores
citotoéxicos (CTLs), determinando el tipo de respuesta inmune.

El fenotipo Th1 es inducido por antigenos intracelulares y es responsable
de la respuesta inmune mediada por células. El factor de transcripcion maestro
es T-bet, cuya activacion via STAT4/STAT1 (del inglés, signaling transducer and
activator of transcription) (dependiente de IL-12, sefial 3), determina la
diferenciacion. Este fenotipo esta caracterizado por la secrecion de IFN-y, TNF-«
e IL-2139. Las DCs, mediante liberacion de IL-12 y las células NK y T, mediante
secrecion de IFN-y (sefial 3), contribuyen a polarizar la diferenciacién de
linfocitos TCD4+ naive hacia Th1, inhibiendo el linaje Th2. Este fenotipo, se
especializa en activar macréfagos infectados o que fagocitaron un patégeno y la
coordinacion de este evento desarrolla la reacciéon inmunoldgica conocida como
granuloma. Ademas, las CKs producidas promueven las activacién de CTLs y NKs,
y el cambio de clase a anticuerpos opsonizantes, predominantemente IgGs. La
respuesta inmune se esquematiza en la figura 1.540,

Los linfocitos TCD8 citotéxicos (CTL), generalmente se activan mediante la
asistencia de TCD4+ efectoras (antigeno-especificas), aunque en algunas
infecciones virales ocurre que las DCs estan lo suficientemente activadas y son
capaces de inducir la produccién de IL-2 requerida para la diferenciacién de los
TCD8+ sin la colaboraciéon TCD4+. Los CTLs juegan un rol central en el
reconocimiento y la eliminacion antigeno-especifica de células infectadas por
virus, mediante la liberacién de granulos citotoxicos (perforinas y granzimas) o
la induccion de apoptosis de la célula blanco, por la via clasica de las caspasas
(mediante la interaccién de Fas-FasL). También los CTLs se caracterizan por la
secrecion de IFN-y que inhibe a las células B y la replicaciéon viral, induce la
expresion de MHC-I y recluta y activa macréfagos. Ademas secretan TNF-qo, y LT-
o (TNF-B) que en sinergismo con IFN-y, estimulan a los macréfagos activados a

inducir apoptosis de la célula blanco a través del receptor TNFR- 1141,
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El fenotipo Th2 es inducido por antigenos extracelulares y es responsable
de la respuesta inmune humoral. GATA3 es el factor de transcripcién maestro
que determina la diferenciacion, esto sucede luego que la IL-4 (sefial 3) se une a
su receptor y activa STAT5/STAT®6. Las Th2 se caracterizan por la secrecion de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13139, La secrecion de IL-10 inhibe la polarizacién a Th1 y la
liberacion de CKs por macroéfagos. La IL-4 reprime las sefalizaciones via IL-12
mediante inhibicion de la expresion de IL-12R2. De esta manera IL-4 antagoniza
con la diferenciacion a Th1. Las CKs secretadas por este fenotipo promueven una
respuesta humoral, activando células B y su sobrevivencia, con produccion de
anticuerpos de las clases IgG1, IgM, IgA e IgE. Esta respuesta de mediadores
solubles es critica en la inmunidad contra helmintos y otros patdégenos
extracelulares, a través de la activacion de células efectoras como eosinéfilos y
mastocitos. Las CKs del perfil Th2 estdn ademas, involucradas en fen6menos de
tipo alérgico, como asma y dermatitis atopica. La respuesta inmune se
esquematiza en la figura 1.514,

El fenotipo Th17 también estd involucrado en la eliminacién de patégenos
extracelulares, con un perfil pro-inflamatorio. El desarrollo de este linaje
involucra la produccion inicial de IL-21 por los linfocitos T, que actuando de
manera autocrina, activa STAT3, lo que induce la activacion del factor de
transcripcién maestro RORyt, requerido para la diferenciacion. Este es inducido
por TGF-f e IL-6 (y en ausencia de IL-4 e IL-12) (sefial 3). Las células Th17 se
caracterizan por la expresion de IL-17A, IL-17F, TNF-q, IL-21 e IL-22, CXCL1 y el
receptor para IL-23, CK que amplifica este fenotipo39142, Este perfil, junto a otros
tipos celulares presentes en el sitio de infeccion que secretan quimioquinas y
metaloproteasas, inducen el reclutamiento de neutrofilos a la zona en las etapas
tempranas de una infeccién y favorece la destrucciéon de hongos y bacterias

extracelulares43,
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Figura 1.5: Respuestas Th1 y Th2. Las respuestas inmunes estan orquestadas por tres
categorias celulares que funcionan como “sensores” que detectan patégenos y secretan
CKs del “nivel 17, linfocitos residentes en los tejidos que responden a las CKs del nivel 1
y secretan CKs de “nivel 2” y células efectoras que responden a CKs del nivel 2, lo que
conlleva a ejercer su funciéon efectora con el fin de eliminar patégenos. Las DCs y
macrdéfagos funcionan como sensores para el tipo Th1 de respuestas inmunes, mientras
que los mastocitos y células epiteliales para el tipo Th2. Las CKs del nivel 1 actiian sobre
linfocitos diferenciados, incluyendo ILCs (de/ inglés, Innate lymphoid cells), ILLs (de/
inglés, Innate-like lymphocytes) y Trv (del inglés, Tissue-resident memory T cells), que
producen CKs de nivel 2 que actiian sobre las células efectoras. Dentro de este grupo se
encuentran los macréfagos, neutroéfilos, células epiteliales, eosinéfilos y baséfilos, células
B, neuronas sensoriales, endotelio y células de musculo liso. Estas células efectoras
actian de manera diversa, incluyendo como barrera de defensa, matando y expulsando
patogenos, produciendo anticuerpos y reparando tejidos. Extraido de Iwasaki, A. et al140

En ausencia de estimulos patogénicos hay abundancia de TGF-f y ausencia
de IL-6, IFN-y e IL-12, lo que favorece la induccién de la expresion del factor de
transcripcion Foxp3, que determina el fenotipo inmunoregulador Treg. Las Tregs
(tanto las de origen timico, naturales (nTregs) o “inducible” en periferia
(iTregs)) mantienen la tolerancia periférica y evitan que la actividad de los
fenotipos Th1, Th2 y Th17 persista y provoque fendmenos auto-reactivos. Las
células Treg se caracterizan por la expresion de TGF-f e IL-10139.

En el fenotipo Tfh (Aelper foliculares), Bcl-6 es el factor de transcripcion
que determina la diferenciacién, ya que es requerido para la expresién de CXCR5,
receptor de CXCL13, quimioquina producida por células estromales del foliculo

linfoide. La IL-21 desempeia un rol critico en la adquisiciéon de este fenotipo.
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Ademas expresan ICOS, cuyos ligandos estdn presentes en las células B. Los
linfocitos Tfh son esenciales para asistir a las células B en el foliculo linfoide a
producir anticuerpos T-dependientes y para la induccién y control del cambio de
clase e hipermutacién somatical39.144,

Recientemente, se han descrito dos nuevos fenotipos de linfocitos T: Th9 y
Th22145. Los linfocitos Th9 producen IL-9, primero relacionados con promover
la produccién de mucus y activacion de mastocitos y eosindfilos, y
subsiguientemente, se ha identificado su rol en patologias alérgicas!4¢ y
autoinmunes147.148, Los factores de diferenciacién de los Th9, involucran a IL-4 y
TGF-f, que activan al factor de transcripcion Spi.B o Pu.11%9. Los linfocitos Th22
producen IL-22, inicialmente asociada a la inmunopatologia de enfermedades de
la piel’50151 y posteriormente vinculada a la patogénesis de enfermedades
autoinmunes y alérgicas?>2. Los factores de diferenciacion de los Th22,

involucran a IL-6 y TNF-a, que activan al factor de transcripcion AHR153,

Luego de la activacion a través del TCR, la diferenciacion y especializacion
funcional de los linfocitos T naive esta coordinada por un programa genético que
utiliza factores de transcripcion y las proteinas STAT que transducen las sefales
y activan los factores de transcripcion, distintivos en cada subclase, para
expresar directamente los mediadores solubles y moléculas de superficie
caracteristicas de cada fenotipo139154155, Y aunque se habla de un factor de
transcripcién “maestro” para cada linaje, expresado generalmente de forma
excluyente, esto es una simplificacién, que no explica la heterogeneidad
funcional y plasticidad de los Ths!55156, Estas vias de sefializacién estan

multifactorialmente reguladas y no se discutiran en detalle.

Como ya se menciond, luego que una APC presenta un antigeno a una célula
T naive, ésta es activada, ocurren los procesos de expansién clonal y su
diferenciacion a células efectoras, las cuales migran al sitio de infeccién para
eliminar el patégeno. Estas células efectoras son de vida corta, pero ademas
existe un subset de células de memoria con potencial de larga vida. Las células
de memoria se localizan en los érganos linfoides secundarios (Tcm, memoria

central) o en los tejidos recientemente infectados (Tewm, efectoras de memoria).
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Durante una re-exposicion al antigeno, en una segunda respuesta inmune, las
células T de memoria poseen la capacidad de una expansion clonal mas rapiday
efectiva en comparacion con la primera exposicion. También se demostré la
existencia de células efectoras y de memoria para las células Treg. Las
caracteristicas principales de las células de memoria son: que fueron
previamente activadas y ocurrio el proceso de expansion clonal, persisten en
ausencia del antigeno y tienen una aumentada actividad en un reencuentro con

el antigeno157.

También cabe destacar, que los procesos de diferenciacion, expansion
clonal, induccién de células efectoras y de memoria, estan altamente regulados
y existe una plasticidad celular con varios estadios de transicién intermedios!>*

que no se detallaran.

1.6.6 Linfocitos B

Este tipo celular es parte esencial en la respuesta inmune adaptativa
mediante la produccién de anticuerpos especificos o inmunoglobulinas que
pueden neutralizar virus o toxinas y marcar células infectadas o malignas para
su destruccion (anticuerpos opsonizantes). Cada célula B posee un receptor
(BCR, del inglés, B cell receptor), inmunoglobulina con una especificidad tnica.
El reconocimiento de un antigeno especifico activa el BCR y promueve multiples
cascadas de sefializaciones que conllevan a la diferenciacion celular en células
secretoras de anticuerpos o células de memoria. Lo anterior permite una rapida
respuesta humoral en un segundo encuentro con el antigeno especifico. Aunque
las células B pueden responder a antigenos solubles, la forma predominante de
activacion in vivo es mediante el reconocimiento de un antigeno especifico unido
a la superficie de APCs en los érganos linfoides secundarios, ya que esto
promueve la formacion de un contacto intercelular especializado denominado
sinapsis inmunoldgica. Este contacto desencadena una cascada de sefializacién
altamente regulada, plataforma para la internalizacién del antigeno que precede
el procesamiento intracelular en péptidos cargados en el contexto del complejo
MHC-II y presentado a células Th, con el fin de que la célula B obtenga la licencia

final para su activacion y diferenciacion en una célula efectora?ss.
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Lo anterior permite la proliferacion y supervivencia, aumento de la
expresion de moléculas co-estimuladoras y CKs que promueven la interacciéon
con células TCD4+ helper, y aumento de la expresion de moléculas que le
permite la migracidon a la zona extrafolicular donde se encuentran con las células
T. La re-estimulacién de las células B con las células T provoca el cambio de
isotipo de inmunoglobulina y la diferenciacion a células plasmaticas de corta
vida. A continuacion, en los centros germinales se produce la mutaciéon somatica
y la maduracién de la afinidad, cambio adicional de isotipo de inmunoglobulina,
generaciéon de memoria y diferenciacion a células plasmaticas de larga vida.
Estas células B de memoria expresan altos niveles de BCL-2, proteina
antiapoptética que favorece la larga vida de estas células. Algunas de estas
células pueden permanecer en los centros germinales o recirculan en sangre y

organos linfoides?>°.

1.7 Proteccién inmunolégica durante la vacunacién

Como ya se mencion6 la mayoria de las vacunas han sido desarrolladas de
forma empirica con poco o nulo conocimiento del mecanismo inmune por el cual
inducen proteccion inmunolégica. Las vacunas elaboradas con microorganismos
vivos atenuados generan fuertes respuestas protectoras mixtas (tanto celulares
como humorales) y frecuentemente confieren inmunidad por varias décadas
incluso con una sola inoculacién. En cambio las vacunas elaboradas con
subunidades y adyuvantes inducen proteccién de mucha mas corta duracién y es
necesaria la administracion de boosters para mantener la inmunidad

protectoraleo.

Como las vacunas atenuadas consisten de virus o bacterias, se sostiene que
sefializan mediante varios PRRs, sin embargo a pesar de existir varios estudios
que examinan como los PRRs reconocen patdgenos, hay muy pocos estudios que
evalien como los PRRs en las vacunas vivas atenuadas influencian las respuestas
inmunes adaptativas. Estas vacunas sirven de gold standards y entender los
mecanismos por los cuales inducen proteccién sera invaluable para el disefio
racional de nuevas vacunas contra patégenos dificiles para los cuales atin no

exstenleo,
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Un problema central radica en como disefiar adyuvantes para las vacunas
que estimulen el tipo de respuesta inmune requerida para generar proteccion,
como ser un set especifico de linfocitos Th, CTLs, células B o T de memoria, o
adyuvantes que induzcan un homing hacia las mucosas y la persistencia de
linfocitos antigeno especificos. Lo anterior requiere un conocimiento del
mecanismo por el cual los adyuvantes exitosos median su inmunogenicidad, o
sea, los PRRs involucrados, asi como la naturaleza de los subsets de DCs y otros

tipos celulares que son targets para los adyuvantes?¢,

1.8 Mecanismo de accién de los adyuvantes

1.8.1 Revelando “The Immunologist’s Dirty Little Secret”

Janeway, sostenia que los adyuvantes eran el pequeio sucio secreto de los
inmunodlogos, debido a que por décadas fueron usados de forma empirica
mientras que su mecanismo de acciéon no era conocidol¢l. Los mecanismos
inmunolégicos utilizados por muchos adyuvantes estan ain bajo investigacion,
pero grandes avances se han hecho y la evidencia sugiere que los adyuvantes
actuan utilizando uno o mas de los siguientes mecanismos para inducir una

respuesta inmune (esquematizados en la figural.6)e.
1.- Reclutamiento inmune celular al sitio de inoculacién.
2.- Up-regulacion de citoquinas y quimioquinas.
3.- Activacion de PRRs de superficie celular y endosomales.
4.- Activacion del inflamasoma.
5.- Aumento de la captura e internalizacion y presentacion del antigeno.

6.- Inmunomodulacién - activacion y diferenciacion de células T o B.
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Figura 1.6: Mecanismos putativos de accién de adyuvantes de inmunizacién. Se han
postulado diferentes mecanismos por los cuales los adyuvantes pueden ejercer su
mecanismo de accién. Algunos adyuvantes pueden actuar como ligandos de PRRs
activando las respuestas inmunes innatas. La sefializacién mediada por estos receptores
puede posteriormente activar factores de transcripciéon que inducen la produccién de
CKs y quimioquinas, las cuales ayudan en el direccionamiento de un tipo particular de
respuesta inmune, como son las Th1l o Th2 e influencian el tipo de células inmunes
reclutadas al sitio de inoculacién. La activacion del inflamasoma también se ha implicado
como un posible mecanismo de accién de algunos adyuvantes. Esta activacion conlleva a
la produccién de CKs pro-inflamatorias (IL-1f e IL-18). Algunos adyuvantes influencian
la presentacion antigénica en los MHCs. Cabe destacar que algunos adyuvantes pueden
ejercer su accidn a través de varios de estos mecanismos. Extraido de Reed, S. G. et als.

En la tabla 1.2 se listan diferentes adyuvantes segun su clasificacion,
mecanismos putativos de accidn, tipo de respuesta generada y cual es su etapa

de desarrollo o si ya es un producto comercial licenciado.
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Tabla 1.2: Clase de adyuvantes, mecanismos putativos de accidn, tipo de respuesta generada y
etapa de desarrollo o producto comercial. Extraido de Reed, S. G. et alé.

Adjuvant name Class Mechanism or receptor Type of immune response Clinical phase or licensed product name
dsRNA analogues IM TLR3 Ab, Ty1, CD8* T cells Phase 1
(for example, poly(l:C))
Lipid A analogues IM TLR4 Ab, Tyl Cervarix, Supervax, Pollinex Quattro,
(for example, MPL, RC529, GLA, E6020) Melacine
Flagellin IM TLRS Ab, Tyl,Ty2 Phase 1
Imidazoquinolines IM TLR7 and TLR8 Ab, Tyl Aldara
(for example, Imiquimod, R848)
CpG ODN IM TLR9 Ab, Tyl, CD8* T cells Phase 3
Saponins IM Unknown Ab, T41,Ty2, CD8* T cells Phase 3
(for example, QS21)
C-type lectin ligands IM Mincle, Nalp3 Ab, Tyl, Tyl7 Phase 1
(for example, TDB )
CD1d ligands IM CD1d Ab, Tyl, Ty2, CD8* NKT cells Phase 1
(for example, a- galactosylceramide)
Aluminum salts PF Nalp3, ITAM, Ag delivery Ab, Ty2 Numerous licensed products
(for example, aluminum oxyhydroxide,
aluminum phosphate)
Emulsions PF Immune cell recruitment, ASC, Ab, T4l, Ty2 Fluad, Pandemrix
(for example, MF59, AS03, AF03, SE) Ag uptake
Virosomes PF Ag delivery Ab, Tyl,Ty2 Epaxal, Inflexal V
ASO1 (MPL,QS21, liposomes) Cc TLR4 Ab, Tyl, CD8* T cells Phase 3
ASO02 (MPL,QS21, emulsion) (¢ TLR4 Ab, Tyl Phase 3
AS04 (MPL, aluminum salt) Cc TLR4 Ab, Tyl Cervarix
AS15 (MPL, QS21, CpG, liposomes) C TLR4 and TLR9 Ab, Tyl, CD8+* T cells Phase 3
GLA-SE (GLA, emulsion) C TLR4 Ab, Tyl Phase 1
IC31 (CpG, cationic peptide) C TLRS Ab, Tyl, Ty2, CD8* T cells Phase 1
CAFO1 (TDB, cationic liposomes) C Mincle, Ag delivery Ab, Tyl, CD8* T cells Phase 1
ISCOMSs (saponin, phospholipid) C Unknown Ab, Ty1,Ty2, CD8* T cells Phase 2

Ab, antibody; Ag, antigen; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing caspase recruitment domain; C, combination of immunomodulatory molecule and particulate
formulation; dsRNA, double-stranded RNA; IM, immunomodulatory molecule; ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif; PF, particulate formulation; TDB, trehalose
dibehenate. Some particulate formulations (such as aluminum salts and emulsions) also generate immunomodulatory activity.

1.9 Mecanismo de accién de los adyuvantes de aluminio

En la actualidad hay un gran interés en elucidar el o los mecanismos de

accion de los compuestos de aluminio (AH) ya que ain no se conoce con claridad

como los mismos proveen proteccidon y porque son relativamente inefectivos en

el desarrollo de inmunidad celular. Recientemente se describi6é que la

inoculacién con estos compuestos promueve la producciéon de IL-10 (CK anti-

inflamatoria crucial en el desarrollo y mantenimiento de la tolerancia y

homeostasis inmune), lo que bloquea las respuestas Th1 y explicaria la ineficacia

en la induccién de una respuesta Th1 inmune protectoral®z.
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1.9.1 Retencién del antigeno en el sitio de inoculacion (formacion de
depositos)

Este mecanismo surgié de las investigaciones de Glenny!4, en las que
postulé que la inoculacion del toxoide precipitado por la adiciéon de compuestos
de aluminio ocasionaba una exposicion prolongada del antigeno en el lugar de la
administracién, el cual era lentamente liberado, lo que aseguraba una
estimulacién del SI prolongada y efectiva, comparada con la inoculacion del
toxoide solo92163, Esta explicacion fue dogmaticamente aceptada hasta hace dos

décadas?57.92.164,

Este mecanismo fue desafiado por experimentos en los que la escisién
quirurgica del sitio de inoculaciéon dentro de las primeras dos horas de la
inoculacién claramente no interferia en el desarrollo de una respuesta inmune
humoral inducida por la formulacién con estos compuestos. La inoculacion de
proteina adsorbida a AH se realiz6 de manera intradérmica en la oreja de
ratones. A pesar de que este estudio fue un intento sincero en sugerir que el
deposito de corto tiempo no es necesario para el efecto de los compuestos de
aluminio, el autor no pudo excluir la posibilidad de que el dafio celular de la
remocion quirurgica de la oreja ocasionara suficientes sefiales inflamatorias
para potenciar la respuesta inmune!65. También, se comprobdé que la formacion
de nddulos en el sitio de inoculacion ocurre en las primeras 4hs post inoculacion
mediante la interaccion con el fibrindgeno6. Pero los titulos de IgG1 especificos
a los 35 dias post inoculaciéon no se veian afectados en ratones deficientes en
fibrindgeno, los cuales no forman nddulos en el sitio de inoculaciéné2. Por lo que
aun no hay evidencia definitiva que el efecto deposito contribuya de manera
significativa a la actividad adyuvante de los compuestos de aluminio?21¢7.. Puede
que sea necesario un periodo de tiempo corto de depdsito para la induccion de

una respuesta inmune.

1.9.2 Reconocimiento por el inflamasoma NLRP3
Un descubrimiento crucial relativo a los compuestos de
aluminiol68169170171 y otros adyuvantes particulados’2173 fue la habilidad de

activar el inflamasoma NLRP3. El modo de activacidén se ejemplifica en la figura
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1.7174, Se report6 en el 2008 que las respuestas inmunes innatas y adaptativas en
ratones deficientes en NLRP3 se suprimian. Especificamente estos ratones
tenian limitado el reclutamiento celular al sitio de inoculacién y una secrecion
local reducida de IL-1(, lo que permitié proponer la explicacién del bajo nimero
de neutrofilos, eosindfilos, monocitos y DCs infiltrantes. También se propuso que
el inflamasoma NLRP3 es requerido para la induccién de una respuesta inmune
adaptativa ya que se observo una reduccion en la produccion de IgG1 especificas

en ratones deficientes en NLRP3168170,

SIGNAL 2 SIGNAL 1
} K* ’ MAMP - TLR interaction
L ‘ i //,/
Qo ;® P ;\3..,//‘?&"3:&1"5

Lysosomal
rupture

Figura 1.7: Mecanismo de activacién del inflamasoma NLRP3 por adyuvantes. Una variedad
de sucesos celulares pueden inducir la activaciéon del inflamasoma NLRP3. Se requiere
primeramente una sefal de “priming’, sefial 1, (Nota: diferente a la sefial 1 inmunolégica
descrita previamente), la cual es inducida luego del reconocimiento de un ligando TLR, lo
que activa la sefializacién via MyD88 y la translocaciéon de NF-kB iniciando la
transcripcion de pro-IL-18, pro-IL-18 y el NLRP3. Luego, una serie de eventos celulares
como por €j. eflujo de potasio, generacion de ROS (del inglés, reactive oxygen species),
desestabilizacidn lisosomal, liberacién de ADN por adyuvantes particulados o sefiales de
peligro (sefial 2) inducen el ensamblaje del complejo multiproteico, lo que permite el
reclutamiento de la pro-caspasa 1. El “clustering’ de pro-caspasa 1 resulta en el
autoclivado y activacion, que permite a su vez el clivado de pro-IL-1p y pro-IL-18. Ambas
CKs en su forma activa son liberadas para ejercer sus efectos pleiotrépicos. Aunque el TLR
priming es necesario para la activacion in vitro, se sostiene que la liberacién de DAMPs
durante el estrés celular puede contribuir in vivo. Extraido de Munoz-Wolf, N. et al174
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Estudios posteriores contradicen lo antes mencionado. Por ejemplo, las
alteraciones en la respuesta innata observadas en ratones NLRP3-/-, no fueron
reproducidas en ratones deficientes en caspasa 1. Ademas, varios estudios
desafian el rol del inflamasoma NLRP3 en la induccion de la respuesta inmune
humoral por los compuestos de aluminiol69172175176_ [,as razones en estas
discrepancias pueden deberse a varios factores, como ser el uso de diferentes

vias de inoculacidn, dosis, protocolos de inmunizacion, etc¢7.

En contraposicion, existe una carencia relacionada al rol del inflamasoma
NLRP3 en la induccion de respuestas inmunes de memoria por los compuestos
de aluminio. Estos pueden generar similares respuestas inmunes humorales en
ratones wild typey NLRP3-/-, en periodos cortos posteriores a la inmunizacion,
pero no puede descartarse el posible rol de NLRP3 en promover una respuesta
inmune de memorialé?,

1.9.3 Seifializacion via Syk-PI3 quinasa (del inglés, phosphoinositide 3-
kinase)

También, se ha postulado que los compuestos de aluminio no son
reconocidos por un receptor especifico, en cambio promueven la formacién de
“lipid rafts” (reordenamiento de los lipidos de membrana) y la activacién celular
independiente de receptores proteicos. Se ha sugerido que estos adyuvantes
pueden interactuar con las células luego del tratamiento de DCs con pronasa,
enzima que cliva las proteinas de la membrana celular. Ademas, se demostré que
la interaccién de los compuestos de aluminio con los lipidos de la membrana de
DCsinducen la activacion celular independiente de receptor y que esta activacion
es dependiente de la via de sefializacion Syk-PI3 quinasal”’. La activacion de esta
via de senalizacion inhibe la secrecion de IL-12p70 por DCs, lo que también
explicaria la pobre induccién de respuesta inmune celular por los compuestos de
aluminio, ya que esta CK estd involucrada en la polarizacion de células T naive
hacia un fenotipo Thl. Especificamente se observé que los compuestos de
aluminio inhiben selectivamente la expresion en DCs de la subunidad IL-12p35

de la IL-12p70 bioactival’s. Se demostro el rol critico que poseen las DCs en la
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induccién de respuestas inmunes por los AH, ya que la deplecién de estas células

limita las respuestas inmunes!79.

1.9.4 Liberacion de sefiales de peligro endogenas
Los adyuvantes de aluminio también pueden ejercer sus efectos
modulando la inmunidad por medio de efectos citot6xicos. Como ya se menciono,
la teoria de peligro postula que el SI responde a sefiales de peligro como stress,

dafio y muerte celular, eventos asociados con peligro endégeno (DAMPs).

Los compuestos de aluminio promueven necrosis local en el musculo
inoculado*’ y en el peritoneo de ratones!80, La naturaleza de la muerte celular
por estos compuestos no esta totalmente caracterizada. Se ha reportado el rol de
liberacién de sefales endogenas de peligro durante la muerte celular inducida
por estos adyuvantes en el desarrollo de una respuesta inmune. Particularmente
en la liberacién de ADN del huésped!80181, 4cido uricol’?, ATP182 proteina de
shock térmico 70183, [L-1a!84 e 1L-33185 Juego de la inoculacién, moléculas que

reclutan y activan células inflamatorias.

Se ha reportado que el acido trico es liberado en la cavidad peritoneal
murina dentro de las dos primeras horas post inoculacién y se sostiene que tiene
un rol importante en la induccién de las respuestas inmunes generadas por los
compuestos de aluminio. También, se comprobd que el pre-tratamiento con
uricasa en ratones decrece la cantidad de células T especificas y las respuestas

inmunes humorales17°.

También el ADN del huésped es liberado dentro de las tres primeras horas
post-inoculacidn, y se ha reportado que los depésitos de adyuvantes de aluminio
contienen ADN. El pre-tratamiento con ADNasa en ratones inmunizados con
estos compuestos decrece la cantidad de IgG1l e IgE antigeno especificas!so.
Asimismo, se demostré que la liberaciéon de DNA dependiente de la inmunizacién
con AH es critica para la interaccién entre las células DCy T, 1a cual es suprimida
con ADNasa, lo que conlleva a una disminucién en la expansion de las células
TCD4+ antigeno especificas y a una reduccién parcial en la produccion de IgG1

especificas!8l,
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Los estudios anteriores sugieren que la liberacion del ADN del huésped
tiene un rol importante en el mecanismo de acciéon de los adyuvantes de

aluminiolé7,

Un estudio reciente demostré que los neutrdfilos son en primera instancia
las principales células reclutadas al sitio de inoculacién con ovoalbimina
adsorbida a AH, dentro de las dos primeras horas post-inoculacién. Ademas, la
imagenologia intravital mostré un “enjambre” de neutroéfilos, muerte celular
rodeando las particulas del adyuvante de aluminio y la presencia de hebras de
ADN dentro del tejido. También comprobaron que estas hebras de ADN son
trampas extracelulares de neutroéfilos (del inglés, NETs, neutrophil extracellular
traps) sensibles al tratamiento con ADNasa. Asimismo demostraron que en
ratones deficientes en PAD4 (del inglés, peptidylarginine deiminase 4, necesaria
para la formaciéon de NETS via la citrulinizaciéon de histonas, lo que facilita la
descondensacion del ADN y expulsién del mismo), las NETs estaban ausentes y
que los mismos presentaron una marcada disminuciéon en las respuestas
inmunes posteriores a la inoculacién con compuestos de aluminio. Lo que
demuestra que el mecanismo de muerte de los neutréfilos juega un papel
importante en el mecanismo de accién de los AH y explicaria como las reacciones
celulares en el sitio de inoculacién conllevan a la liberacion del ADN del huésped
lo que impacta en la actividad adyuvante. Este estudio evidencia la fuente de ADN
(por el reclutamiento de neutréfilos al sitio de inoculacién con estos
adyuvantes), el cual es detectado por el SI, proveyendo la uniéon entre la
inoculacién y la activacién de sensores de ADN que amplian la actividad

adyuvante!8e,

Sin embargo, otro estudio demostré que la deplecién de neutréfilos no
afect6 la produccion de IgG1 o IgG2a inoculando con ovoalbimina adsorbida a
AH!87 y una aumentada respuesta en anticuerpos cuando la inoculacién fue

realizada con lisozima mezclada con AH188,

En suma, la interpretacién de los reportes mencionados es complicada
debido a la carencia en la uniformidad de los reactivos clasificados como

compuestos de aluminio, es posible que diferentes reactivos generen efectos
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diferentes!89. Sin embargo, algunos postulados son comunes: los compuestos de
aluminio influyen sobre la captacién antigénica, inducen sefales de dafo,

reclutan varios tipos de células inmunes y generan respuestas Th2¢.
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1.10 Antecedentes e introduccion al material a ser evaluado en la
presente tesis

Actualmente la mayoria de las vacunas son disefiadas con subunidades, ya
sean recombinantes o péptidos sintéticos, que poseen una inmunogenicidad
limitada, por lo que es necesario el uso de adyuvantes en su formulacién. A pesar
de los avances en inmunologia, el empleo de compuestos de aluminio como
adyuvante sigue siendo la opcién mas aceptada. Estos presentan desventajas
como ya se menciond, lo que ha impulsado el desarrollo de nuevos adyuvantes,
por lo que es en la actualidad un campo de gran actividad cientifica. En esta area

se enmarca el presente proyecto de tesis.

Las suspensiones a ser evaluadas como adyuvante-candidato fueron
suministradas por una empresa extranjera, la cual sintetiz6 dos suspensiones a
partir de calcita (carbonato de calcio): FCC-S06 y HAP-S08, procurando

condiciones de asepsia durante el proceso de sintesis y su posterior autoclavado.

Las FCC-S06 son microparticulas funcionalizadas con grupos fosfato (FCC -
Functionalised Calcium Carbonate) cuya sintesis se encuentra patentada y son
producidas por dicha empresa para otros variados fines, por ejemplo, como
excipiente o ingrediente farmacéutico®. La sintesis se produce por el “etching’
(recubrimiento superficial) de particulas de carbonato de calcio (de grado
farmacéutico) re-precipitando y modificando la superficie con CO;, proceso
facilitado con el agregado de acido fosférico. Obteniéndose microparticulas
donde se incorpora hidroxiapatita (HAP) en la superficie, resultando en un
incremento considerable en la superficie especifical??. Como se menciond en la
introduccién, esta demostrada la eficacia de HAP en la adsorciéon de una gran
variedad de proteinas, es biocompatible y se ha utilizado como adyuvante de

inmunizacion.

Por lo anterior, se eligieron las FCC-S06 como candidatas para esta
evaluaciéon ya que exponen HAP en su superficie, lo que deberia facilitar la
adsorcion de proteinas, y al ser biomiméticas, no deberian causar efectos locales

y/o sistémicos severos. Ademads, podrian ser facilmente eliminadas o
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reabsorbidas tras cumplir su funcidén, evitando asi posibles efectos adversos
tardios. Tienen una relacion area superficial/masa elevada lo que podria
maximizar la cantidad de antigeno adsorbible por unidad de masa, minimizando
la cantidad de microparticulas y de antigeno a emplear. Son de bajo costo y su
produccion puede ser estandarizada, asegurando un nivel de calidad uniforme

de un lote de produccion a otro segun lo informado por la empresa.

La HAP-SO8 fue producida por la empresa utilizando otro proceso de
sintesis con el objetivo de obtener una suspension de particulas con un didmetro
promedio inferior al minimo obtenido utilizando la sintesis estandar de FCCs.
Dicho proceso de sintesis no estd patentado y lo desconocemos. La empresa
inform6 que dicha sintesis también comenzé utilizando calcita, y la suspension

resultante teéricamente estd compuesta por particulas que son 100% HAP.
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Obijetivo general

El objetivo general del presente trabajo es evaluar si los materiales
inorganicos particulados suministrados por la empresa (FCC-S06 y HAP-S08)
tienen potencial como adyuvante de inmunizacién, usando como referencia el

adyuvante Alhydrogel® (Brenntag Biosector, Denmark).

A continuacion se enumeran los objetivos especificos realizados durante la

tesis para llevar a cabo dicho objetivo:

1.- Realizar una caracterizacion morfoldgica y de composiciéon quimica de la
suspension y busqueda de condiciones de resuspension para obtener una
formulacién (suspension particulas + buffer de resuspension + proteina

antigénica (Ag)) que permita evaluar el potencial adyuvante (Capitulo I1]).

2.- Determinar si la suspension de particulas genera efectos téxicos en ensayos

in vitro e in vivo (Capitulo IV).

3.- Evaluar la actividad inmunoestimulante de la formulacién en sistemas

biolégicos in vitro (Capitulo V). Para cumplir con este objetivo se procedio a:

-determinar si la formulaciéon induce la activacion de

monocitos/macréfagos murinos.

- determinar si la formulacién induce la activacion y maduracion de células

dendriticas.

- determinar si la formulacion estimula la captacion, procesamiento y

acumulacion de antigeno.
- determinar si la formulaciéon estimula la cross-presentacion antigénica.

4.- Evaluarla actividad inmunoestimulante de la formulaciéon con FCC-S06 in vivo
usando como referencia el adyuvante Alhydrogel ( Capitulo VI). Para cumplir con

este objetivo se procedio a:
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- caracterizar las poblaciones celulares reclutadas a nivel peritoneal

inducidas por la suspension.

-determinar si la formulacién FCC-S06+Ag induce una respuesta de

hipersensibilidad retardada.

- determinar si la formulacion estimula una respuesta inmune citotdxica de

memoria.

- determinar el potencial de la formulaciéon FCC-S06+Ag de inducir una

respuesta inmune humoral.
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Capitulo II:

Materiales y Métodos



2 Materiales y métodos

2.1 Suspensiones de particulas FCC-S06 y HAP-S08

Posterior a la sintesis, las suspensiones fueron autoclavadas en la empresa.
Ambas suspensiones fueron suministradas en formato “slurry”. En la tabla 2.1 se
detallan los porcentajes tedricos de composicién de ambas suspensiones segin

lo informado por la empresa.

Tabla 2.1. Porcentajes tedricos de componentes de las suspensiones
suministrados por la empresa.

Ve ol
Suspensi6n % teérico % teérico % de Ion 0 teeorlllce(; tI:AP
CaCOstotal | HAPtotal | citrato total xP .
en la superficie
FCC-506 66 34 2 100
HAP-508 0 100 0 100

2.2 Caracterizacion de las suspensiones FCC-S06 y HAP-S08

2.2.1 Determinacidon del porcentaje de sé6lido seco
La determinacion del porcentaje de sé6lido seco en las suspensiones madre
se realiz6 calculando la diferencia en el peso de 2ml de las suspensiones pre y
post secado hasta peso constante en estufa a 45°C. Esta determinacion se realizd

por triplicado.

2.2.2 Determinacion de la superficie especifica (del/ inglés, SSA)

Las suspensiones se filtraron en blichner y se lavaron con agua desionizada.
Luego, las particulas se secaron en estufa a 130°C durante toda la noche y
desgasearon a 1002C por 1h. Las SSAs se determinaron en un analizador de area
superficial (Micromeretics Gemini V) por el método B.E.T (Brunauer-Emmett-

Teller), siguiendo la norma ISO 9277 en los laboratorios de la empresa.

2.2.3 Determinacién de tamafio de poros
Esta determinacién se realiz6 luego de compactar las suspensiones de

particulas utilizando la técnica de porosimetria de mercurio en un Autopore V
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mercury porosimeter (Micromeritics Instrument Corporation, Norcross, GA) en
la empresa. Los datos obtenidos fueron procesados y corregidos segin Gane et

alor,

2.2.4 Patrones de difraccién de Rayos X
Los diagramas de difraccion de rayos X se realizaron con el material sélido.
Para ello, las suspensiones de particulas se secaron en estufa a 752C durante toda
la noche y fueron determinados utilizando un difractometro (Rigaku Ultima IV)
del Centro CADifRaX del DETEMA de la Facultad de Quimica, empleando
radiacién de CuKa en el rango de 102 a 802 en 26 con pasos de 0,022 y un tiempo

de conteo de 1s por paso.

2.2.5 Espectroscopia y microscopia RAMAN confocal

La espectroscopia y microscopia Raman Confocal se realizé en un WITec
Alpha 300-R spectrometro Raman confocal (DETEMA de la Facultad de
Quimica), con un laser de excitacién de 532nm y una potencia ~30mW, también
utilizando el material sélido tratado como se menciond anteriormente. Los
espectros de Raman confocal se obtuvieron promediando un set de 5 espectros
de 0,05seg de tiempo de integracién, mientras que las imagenes de microscopia
Raman confocal se obtuvieron para una zona de 15x15um? con una resolucion

de ~ 265nm pixeles.

2.2.6 Resuspensiony determinacion del diametro promedio - Estabilidad

Las determinaciones del dm se realizaron por dispersion dindmica de luz

(del inglés, DLS) utilizando un Malvern Z sizer NS, y los procedimientos
operativos estandares de medida de tamafio del equipo. Las muestras se
prepararon agregando la alicuota de las suspensiones madres a la solucion de
buffer de resuspension para obtener suspensiones al 0,2% w/v, homogenizando
por 30seg en vortex y realizando la medida a 252C. Las medidas de pH de la fase
liquida se realizaron en dichas alicuotas, posterior a ser centrifugadas a

14000rpm por 10min.
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2.3 Antigenos

Para la evaluacion del potencial como adyuvante de inmunizacion de las
suspensiones FCC-S06 y HAP-S08 se utilizé6 un antigeno modelo, la proteina
Ovoalbumina, de ~45KDa naturalmente glicosilada y fosforilada (OVA, Sigma,
A5503) y una proteina recombinante, estreptavidina (STP), producida segun el

siguiente apartado.

2.3.1 Produccidn y purificacion de estreptavidina recombinante

La produccién de estreptavidina recombinante se realiz6 segin Galliazi et
al1%2 con modificaciones. Para expresar la proteina recombinante se
transformaron por electroporacion células de E. coli cepa BL21 (DE3) con el
vector de expresion pET11b (T7-ST), proporcionado por la Dra. Macarena Pirez
(Catedra de Inmunologia, Instituto de Higiene, Facultad de Quimica). El pladsmido
utilizado para su produccion, codifica para la proteina completa, con un tag
amino terminal del péptido T7 de 12 residuos seguidos por Asp y Gln y los

aminodacidos desde el 15 al 159 de la secuencia proteica.

Para la seleccidon de las células transformantes se utilizé el antibiético
ampicilina (Sigma), resistencia que porta el vector pET11b (T7-ST), en placas de
agar con ampicilina. Las células transformadas se cultivaron en 500mL de medio
LB con ampicilina a 252C hasta alcanzar una OD de 0,6. Luego de la induccién con
0,5mM de ipv (IPTG, Sigma), las células se cultivaron durante 4 horas a 252C con

agitacidn leve.

Para la purificacion de la proteina recombinante, se centrifugaron las
células a 3500g, 15min a 4°C. El pellet se resuspendié en buffer Tris-HCl 20mM
pH 7,4, con 1mM de floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma), el cual fue
sonicado (Omni-ruptor 4000) por 15min (potencia de 80 e intervalos de 30%)
en bafio de hielo. Las fracciones soluble e insoluble se separaron por
centrifugacion a 18000g durante 15min a 4°C. La fraccién soluble se calentd
durante 10min a 759C, inmediatamente después se enfrié en hielo y luego se
centrifugé a 10000g durante 30min. La estreptavidina soluble se purificé usando

una columna de Iminobiotina agarosa (Pierce) segin las indicaciones del
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fabricante. El eluido fue dializado contra PBS toda la noche. La solucién proteica
obtenida fue cuantificada por espectrofotometria a 280nm en el equipo

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

2.3.2 Caracterizacion del antigeno
2.3.2.1 Electroforesis
La electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10% se

realizé bajo condiciones reductoras (3-Mercaptoetanol) y sin reducir, utilizando
el sistema MiniProtean 3 (BioRad). Se sembro un gel de 1,5cm de espesor con
40ug STP, previamente diluidas y calentadas por 3min en buffer de siembra 2X
(Tris-HCl 0,2M, urea 8M, SDS 0,2% (w/V), pH 8, conteniendo azul de
bromofenol). En paralelo se sembré un marcador de peso molecular pretefiido
(Thermofischer) de rango entre 27 y 180 kDa. Se utilizé Tris-HC] 1M pH 6,8 como
buffer del gel de concentracién y Tris-HCl 0,75M pH 8,8 como buffer del gel de
separacion. La electroforesis se realizé a 80V en el gel concentrador y a 120V en
el gel separador, utilizando el tamp6n Tris base 25mM, Glicina 10mM, 0,1% SDS
(w/V) pH 8,3.

2.3.2.2 Caracterizacidn estreptavidina recombinante por MALDI-Tof

Para esta caracterizacion se utiliz6 una matriz para MALDI para proteinas,
la misma se preparé como una solucién saturada de acido sinapinico (~20
mg/ml) en 50% V/V de acetonitrilo y 50% V/V de una solucién al 0,1% de acido
trifluoroacético en agua MilliQ. Partes iguales de matriz y la solucién de STP o el
mix de estandar de calibracion (Bruker Daltonics) se sembraron en una placa de
96 pocillos (MicroScout Target Bruker), incubandose a Tamb hasta su completo
secado. La determinacion se realizé en un MALDI-TOF Microflex LRF (Bruker
Daltonics, Billerica, MS, USA) equipado con un laser de N2 a 337nm operado en
modo positivo lineal. El espectro de la proteina se adquirié como la suma de 250
disparos en 4 zonas del pocillo con 40% de intensidad del laser. El procesamiento
de los espectros se realizé en el software FlexAnalysis version 3.4 (Bruker

Daltonics).
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2.3.3 Preparacion de formulaciones

Las formulaciones fueron preparadas bajo condiciones asépticas,
mezclando los volimenes necesarios de ambas suspensiones madres (FCC-S06
y HAP-S08) con el buffer glicina 10mM, pH 8,5, (de ahora en mas “glicina”),
homogeneizando por pipeteo. Posteriormente se agreg6 cuando fue necesario,
los volimenes de las soluciones madre de STP u OVA, nuevamente
homogeneizando por pipeteo y utilizando dichas formulaciones en los 15min
posteriores a la preparaciéon. Cada formulacién fue preparada fresca para cada

ensayo realizado.

El buffer glicina se preparé utilizando glicina (Sigma) y agua apirogena,
preparando una solucién madre de 100mM, pH8,5, filtrandola a través de una
membrana 0,22pm (Millipore). Seguidamente, se eliminaron trazas de
endotoxinas a través de una columna de polimixina (Pierce) seguin indicaciones
del fabricante, y fue conservada a 4°2C hasta su utilizacién. Se realiz6 el

procedimiento anterior para las soluciones madre de STP u OVA utilizadas.

2.3.4 Determinacion indirecta de endotoxinas
La determinacion indirecta de endotoxinas como el LPS en las suspensiones
FCC-S06 y HAP-S08, soluciones de antigenos y el buffer glicina, se realizd
utilizando la linea celular HEK blue mTLR4 siguiendo las indicaciones del

fabricante del HEK-Blue™ LPS Detection Kit (Invivogen), con modificaciones.

Esta linea celular reportera (Invivogen) es utilizada para evaluar la
estimulaciéon del TLR4 murino (mTLR4), receptor para LPS y el lipido A
bacterianos. Se obtuvieron co-transfectando la linea celular HEK293 (derivadas
de preparaciones de rifion embriénico humano) con los genes mTLR4, de los co-
receptores MD-2/CD14 y SEAP. La estimulacién con ligandos para mTLR4 activa
los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (idem apartado 2.6.1). Las linea
celular se cultivo en DMEM 4.5g/1 glucosa, suplementado con 10% de SFB, 2ZmM
L-glutamina, 100pg/ml Normocin™, 50U/ml-50pug/ml Penicilina-Streptomicina
y HEK-Blue Selection™ (Invivogen), en estufa himeda a 37°Cy 5% COz, siguiendo

las recomendaciones del fabricante.
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Brevemente, se sembraron en placas Greiner de 96 pocillos 180ul/pocillo
de una suspension de 1,4x105céls/ml en medio de testeo HEK-Blue™. Luego se
agregaron en un volumen de 20pl por triplicado, 1,0mg/ml de la FCC-S06 y HAP-
S08, 50pug/ml de STP en glicina. Como control positivo del experimento se utilizé
20pl de una solucién de 1,25ng/ml de LPS (Sigma), y como control basal y
negativo 20pul de medio de testeo y agua apirégena. Las placas se incubaron en
estufa humeda a 372C y 5% CO; por 16h. Posteriormente, 50ul de cada
sobrenadante de cultivo se sembraron por duplicado en una placa Nunc de 96
pocillos. A cada muestra se le anadié 150ul del reactivo QUANTI-BlueTM
(Invivogen), y se incubaron a 372C por 3h. Finalmente, se midi6 la DO a 638nm

en un lector de placas (TECAN, Sunrise).

2.4 Estudios de adsorcion con la proteina modelo OVA

Para los estudios de adsorcién se realizaron resuspensiones al 0,2%w/V de
FCC-S06 y HAP-S08 en una solucion 0,5mg/ml de OVA en glicina 10mM, pH 8,5,
se incubaron a temperatura ambiente (Tamb, aproximadamente 24°C) en
agitacion vaivén suave, y se tomaron alicuotas a los 30, 60 y 180min. Las
alicuotas fueron centrifugadas a 14000rpm por 10min y se cuantifico la proteina
en el sobrenadante por absorbancia a 280nm. El porcentaje de proteina

adsorbida se calcul6 por diferencia con la cantidad de proteina agregada.

2.5 Isotermas de adsorcion con OVA

Las isotermas a 259C se realizaron en un bafio de agua mezclando el
volumen apropiado de suspensiones madre de las suspensiones FCC-S06 y HAP-
S08 con diferentes diluciones de OVA en glicina 10mM, pH 8,5, obteniendo 10ml
de una suspensidn final al 0,6% w/V. Se analizaron concentraciones de OVA
desde 0,2 a 1mg/ml, cada concentracidén se realizé por triplicado. Los estudios
de adsorcién indicaron que a las 3hs de incubacién ya se habia alcanzado el
equilibrio. Las suspensiones se incubaron durante 3hs, bajo constante agitacion
y se extrajeron alicuotas de 500pl, las cuales fueron centrifugadas a 14000rpm
por 15min. La concentracién de OVA en el sobrenadante obtenido, asi como la

afiadida al inicio de la incubacién, se determinaron por duplicado utilizando el
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método del acido bicinconinico aumentando la sensibilidad realizando la

incubacion seguin indicacién del fabricante a 602C.

2.6 Lineas celulares

2.6.1 RAW- Blue™

Esta linea celular reportera (Invivogen) deriva de la linea de macréfagos
murinos RAW 264.7. La linea celular se cultivdo en DMEM 4,5g/1 glucosa
(Capricorn, Ebsdorfergrund, Alemania), suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) (Capricorn), 2mM L-glutamina (AppliChem), 100pg/ml
Normocin™ (Invivogen), 50U/ml-50pug/ml Penicilina-Streptomicina
(Capricorn), y 200ug/ml Zeocin™ (Invivogen), en estufa himeda a 37°C y 5%
CO;. Estas células expresan RIG-I, MDA-5, NOD1, NOD2, Dectin-1 y todos los
TLRs menos TLR5; aunque la expresion de TLR3 y NOD1 es muy baja. La
presencia de agonistas de los PRRs en el sobrenadante del cultivo, induce en
estas células la activacion de NF-kB y AP-1. Estos factores de transcripcion
activan la transcripcién y traduccion de la enzima fosfatasa alcalina embrionaria
secretada (del inglés, SEAP), liberada al medio de cultivo. Los niveles de
expresion de esa enzima pueden ser monitoreados utilizando el sustrato
denominado QUANTI-Blue™ (Invivogen), cuantificando la densidad éptica (DO)

obtenida en el sobrenadante celular.

2.6.2 ]J774A1
La linea celular de macroéfagos/monocitos murino J77A.1 (ATCC® TIB67™)
se cultivo en DMEM 4,5g/1 glucosa, suplementado con 10% de suero fetal bovino
descomplementado  (inactivado  por calor) (hiSFB) y  solucién
antibidtico/antimicotico  (50U/ml-50pug/ml  Penicilina-Streptomicina y

0,25pg/ml de anfotericina B, (Capricorn)), en estufa himeda a 37°Cy 5% COx.

2.6.3 Renca

La linea celular epitelial de rifién murina (ATCC® CRL2947™) se cultivé en
RPMI-1640 (Capricorn) suplementado con 10% de SFB, 2ZmM L-glutamina,
0,1imM aminoacidos no esenciales (Capricorn), 1mM piruvato de sodio

(AppliChem), en estufa himeda a 37°Cy 5% CO-.
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2.6.4 Células dendriticas derivadas de medula 6sea (del inglés, BMDC)

La obtencién de BMDCs se realiz6 segin Lutz et a/1%3 con modificaciones.
Ratones hembras de la cepa C57BL/6] wt o casplyl1-/- de entre 7 a 9 semanas
de edad fueron sacrificados por dislocacion cervical, se extrajeron las tibias y
fémures de forma aséptica y se removid el tejido muscular que rodea al hueso.
Luego los huesos intactos fueron primero, sumergidos en etanol al 70% por
10seg para su desinfeccion y posteriormente lavados en medio de cultivo (RPMI-
1640 suplementado con 10% de hiSFB y 50U/ml-50pg/ml Penicilina-
Streptomicina). Ambos extremos de los huesos fueron cortados con material
quirurgico y la médula ésea fue extraida por bombeo con medio de cultivo con
jeringa y aguja 25G. El material celular obtenido fue resuspendido en medio de
cultivo y disgregado por pipeteo con aguja 21G. Posteriormente las células
fueron centrifugadas (400g por 5min), y luego de descartar el sobrenadante, el
pellet fue disgregado con una solucién estéril al 0,88% de cloruro de amonio,
incubandose por 2min para lisar los eritrocitos. Finalmente las células fueron
lavadas con medio de cultivo y centrifugadas (400g por 5min), y su viabilidad y
cantidad se determind por microscopia con el colorante azul de tripan (Life

Technologies, CA) en una cAmara Neubauer.

Para diferenciar los precursores de médula ésea en BMDCs, se cultivaron
en una densidad de 1x10¢ células/ml en medio de cultivo suplementado con
20ng/ml de GMCSF (suministrado por Dr. Martin Rossotti, Catedra de
Inmunologia, Instituto de Higiene, Facultad de Quimica) por 10 dias, cambiando

dicho medio de cultivo cada 3 dias, en estufa himeda a 37°C y 5% CO..

El monitoreo del rendimiento de BMDCs obtenido se realiz6
fenotipificando las células por citometria de flujo (CF). Para ello, las células
fueron lavadas con PBS y centrifugadas (1200rpm por 5min), resuspendidas en
PBS-2%hiSFB-25mMEDTA y marcadas por 30min en oscuridad a 4°C con
anticuerpos anti-CD11c conjugado a APC y anti-CD11b conjugado a FITC
(Biolegend). Los datos se adquirieron en el citdbmetro de flujo FACS Canto II con
un minimo de 10.000 eventos. El procesamiento de los mismos se realizd

utilizando el software FACSDiva version 6.1.3. Para los posteriores ensayos se
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utilizaron suspensiones de BMDCs con mas un 90% de células CD11c+CD11b+.
En la figura 2.1 a continuacidén se muestra un ejemplo de caracterizacion de

BMDCs por CF.
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Figura 2.1: Caracterizacion fenotipica de células dendriticas derivadas de médula dsea
(BMDCs) por CF. Las BMDCs se obtuvieron a partir de precursores de médula dsea de
ratones C57BL/6] cultivados en presencia de GMCSF. Del total de células obtenidas el
90% fueron positivas para CD11c y CD11b (QZ2). Resultado representativo de varios
experimentos independientes.

2.7 Animales de experimentacion

Todos los protocolos experimentales utilizados en este trabajo fueron
previamente aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacién Animal
de la UdelaR (CHEA). Los procedimientos experimentales que involucraron
animales se realizaron siguiendo las normas éticas recomendadas para el uso y
cuidado de animales de laboratorio. Para el manejo de los animales se utilizd

vestimenta completa (guantes, tapabocas, tlnicas, gorros y zapatos).

2.7.1 Ratones CD1

Los ratones CD1 hembras fueron adquiridos al DILAVE (Divisiéon de
Laboratorios Veterinarios, Montevideo, Uruguay). Se alojaron en cajas de
plastico con viruta en el laboratorio de experimentacién animal del Instituto Polo
Tecnolodgico. Se mantuvieron en un ambiente controlado, con una temperatura
de 24+2°C, ciclos de luz/oscuridad de 12/12hs y recibieron agua y racién

estandar ad /libitum.
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2.7.2 Cobayos albinos
Los cobayos albinos hembras fueron adquiridos al Campo de
Experimentacion, Instituto de Higiene, UdelaR. Se alojaron en cajas de plastico
con viruta como cama en el laboratorio de experimentacion animal del Instituto
Polo Tecnoldgico. Se mantuvieron en un ambiente controlado, con una
temperatura de 20-22°C, ciclos de luz/oscuridad de 12/12hs y recibieron agua

(suplementada con 1g/1 de 4cido ascérbico) y racién estandar ad /ibitum.

2.7.3 Ratones C57BL/6] y C57BL/6] deficientes en caspasa 1y 11

Los ratones hembras C57BL/6] de 8-10 semanas de edad fueron adquiridos
al DILAVE y/o al Instituto Pasteur de Montevideo, y fueron alojados en la
hoteleria del laboratorio de experimentacion animal del Dpto. de Desarrollo
Biotecnolégico del Instituto de Higiene. Los ratones fueron mantenidos en un
ambiente controlado, con temperatura entre 20-22°C, ciclos de luz/oscuridad de
12/12hs, humedad entre 40-70%, en jaulas de plastico con tapa con filtro y
viruta autoclavada. Los animales recibieron agua y racién balanceada estéril ad

libitum.

2.8 Estudios de toxicidad

2.8.1 Ensayos de citoxicidad in vitro

La viabilidad celular se evalu6 segin Mosmann et a/1°* por el método del
MTT  (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide)
(Sigma) con algunas modificaciones, utilizando las lineas celulares RAW-Blue,
J774A.1 y RENCA y la linea primaria BMDC. Se sembraron 2,2x105 células/ml
por pocillo en placas Greiner de 96 pocillos en un volumen de 180ul de medio de
cultivo. Se incubaron en estufa hiumeda por 24hs a 372C y 5% CO.. Luego se
agregaron en un volumen de 20y, 1, 0,5, 0,25 y 0,10mg/ml de FCC-S06 o HAP-
S08 o Alhydrogel (2,0% EP, Brenntag Biosector, Denmark) en glicina y se

incubaron por 48hs.

El MTT es un tetrazolio, colorante amarillo soluble en agua, que es reducido
por las células viables a una sal de formazan, producto insoluble en solucién

acuosa. La cantidad de formazan producida por las células es directamente
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proporcional al nimero de células viables y es evidenciada por colorimetria

luego de solubilizar el formazan.

Luego de la incubacion, se agregaron 50ul de una solucion 5mg/ml de MTT
en PBS y 50ul de medio por duplicado por pocillo e incubaron por 3hs a 372C.
Luego, se agregaron 200ul de SDS 20% en H;0d para disolver los cristales de
formazan formados y a las 24hs se cuantificé el desarrollo de color por densidad
optica (DO) a 570nm utilizando un lector automadtico de placas (TECAN,
Sunrise). Los controles utilizados fueron, el DMSO (Sigma) (sembrado en una
dilucién 1:50 en glicina) y el medio de cultivo. El porcentaje de viabilidad celular
se calculé como: % viabilidad celular= promedio D.O. pocillos/promedio D.O.
pocillos en medio celular. Los experimentos se realizaron por duplicado con

cinco o seis replicas por muestra.

2.8.2 Ensayo de actividad hemolitica

Una alicuota de 10ml de sangre citratada de conejo New Zealand (obtenida
en el laboratorio de experimentacién animal del Instituto de Higiene) se
centrifugd a 2000rpm por 5min, el pellet obtenido fue lavado tres veces con
solucioén salina estéril (0,89%, w/V NaCl) y fue resuspendido para obtener una
suspension al 1% de glébulos rojos (GR). En placas de 96 pocillos de fondo en U,
se colocaron 180ul de la suspensién de GRy 20ul de 1, 0,5, 0,25 y 0,10mg/ml de
FCC-S06, HAP-S08 y Alhydrogel, en glicina. Como controles negativo y positivo
se incluyeron, soluciéon salina y saponina Quil A (Brenntag, Denmark) en solucién
salina (250pg/ml), respectivamente. Las placas se incubaron durante 30min a
37°C y posteriormente fueron centrifugadas (2500rpm, 5min). Se transfirieron
alicuotas de los sobrenadantes (150ul) a placas Greiner de 96 pocillos de fondo
plano y se cuantificé la hemoglobina libre midiendo la DO a una longitud de onda
de 540nm en un lector automdatico de placas. Se calculé el porcentaje de
hemolisis de cada muestra, tomando como 0% y 100% los valores de DO a
540nm de la solucion salina y saponina respectivamente. Cada determinacién fue

realizada por quintuplicado.
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2.8.3 Ensayo de toxicidad in vivo

La evaluacién de la toxicidad de las formulaciones in vivo se realiz6
siguiendo el test de toxicidad anormal para dosis unica (ATT) que se detalla en
la monografia 2.6.9 de la Farmacopea Europea. El protocolo exige el uso de dos
modelos animales (ratones entre 17-22g y cobayos entre 250-350g), los cuales
deben ser inyectados intraperitonealmente con una dosis equivalente a la dosis
humana. Debido a que la monografia no detalla el tipo de animal a usar, se
decidi6 usar ratones hembras CD1 y cobayos albinos hembras, ambas son cepas

exogamicas y libre de patégenos especificos.

Se permiti6 a los animales aclimatarse en el laboratorio de
experimentacion animal por un lapso de 10 dias previo a la inoculacién, y solo se

usaron aquellos animales que no evidenciaban ningtin signo de anormalidad.

La dosis usada se obtuvo calculando la dosis maxima permitida en humanos
para el aluminio (1,25 mg por dosis Unica humana para vacunas donde el
absorbente es el aluminio (Ph Eur 5.0, monografia 2.5.13.)) y el calcio (1,3mg
por dosis inica humana para vacunas donde el absorbente es el calcio (Ph Eur

5.0, monografia 2.5.14)).

Los ratones CD1 se separaron al azar en 3 grupos (FCC-S06, HAP-S08 y
Alhydrogel) de cinco animales. Se inocularon por la via intraperitoneal 0,5ml de
una suspension conteniendo 3,3mg de FCC-S06 y HAP-S08 en glicina o 3,6 mg de
Alhydrogel 2,0% en glicina. Los animales se monitorearon y pesaron diariamente
por el periodo de una semana. Al octavo dia los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se realiz6 una necropsia macroscopica de la zona

intraperitoneal.

Los cobayos albinos se separaron al azar en 3 grupos (FCC-S06, HAP-S08 y
Alhydrogel) de dos animales. Se inocularon por la via intraperitoneal 2,5ml de
una suspension conteniendo 3,3mg de FCC-S06 y HAP-S08 en glicina o 3,6 mg de
Alhydrogel en glicina. Los animales se monitorearon y pesaron diariamente por
el periodo de una semana. Al octavo dia los animales fueron anestesiados via

intraperitoneal (i.p.) con una solucién de 15mg/kg de xilacina (Portinco S.A.,
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Uruguay) y 120mg/kg de ketamina (PharmaService, Uruguay), para luego
sacrificarlos con una dosis letal i.p. de 150mg/kg de tiopental sddico (Crusur Vet.,

Uruguay) y realizar una necropsia macroscdpica de la zona intraperitoneal.

2.9 Evaluacion de la actividad inmunoestimulante en ensayos in vitro

2.9.1 Activacion de NF-kB y AP-1

Esta determinacion se realizé utilizando la linea reportera RAW-Blue
(apartado 2.6.1) segin las indicaciones del proveedor. Brevemente, se
sembraron en placas Greiner de 96 pocillos 180ul/pocillo de una suspension de
5,5x105céls/ml en medio de testeo (medio cultivo pero suplementado con 10%
de hiSFB). Luego se agregaron en un volumen de 20ul por triplicado, 1,0mg/ml
de FCC-S06, HAP-S08 y Alhydrogel, adsorbidas con 50pg/ml de STP u OVA en
glicina. Como control positivo del experimento las células se estimularon con
20pl de una suspensiéon conteniendo por ml 1x107 de L. monocitogenes
inactivada por calor (HKLM, de/ inglés, heat-killed L. monocytogenes)
(Invivogen), y como control basal con 20ul de medio de cultivo. Las placas se
incubaron en estufa humeda a 372Cy 5% CO: por 24hs. Posteriormente, 50ul de
cada sobrenadante de cultivo se sembraron por duplicado en una placa Nunc de
96 pocillos. A cada muestra se le anadié 150ul del reactivo QUANTI-Blue™
(Invivogen), y se incubaron a 372C por 3hs. Finalmente, se midié la DO a 638nm
en un lector de placas, y los resultados se refirieron relativos al incremento del
promedio de los pocillos control (medio de cultivo). Los experimentos se

realizaron por duplicado.

2.9.2 Produccion de 6xido nitrico por macroéfagos J774A.1
La produccién de 6xido nitrico (NO) por macroéfagos J774A.1 inducida por
las formulaciones se determind utilizando la reaccién de Griess1951%. . Esta
reaccion permite cuantificar de forma indirecta el NO en el sobrenadante de
cultivo. Es una técnica espectrofotométrica en la que el NO reacciona con el
oxigeno originando dos productos estables y no volatiles: nitrito (NO>.) y nitrato
(NO3.). Durante la reaccion, el nitrito en el medio acido reacciona con la

sulfanilamida y forma la sal de diazonio. A continuacion, esta sal se une a N-(1-
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naftil)-etilendiamina formando un compuesto de color ptirpura que presenta un

maximo de absorcion a 548nm, pudiéndose cuantificar por espectrofotometria.

Para esta determinacion, en placas Greiner de 96 pocillos, 200pul de
suspensiones de macréfagos J774A.1 de 5,5x105 células/ml de medio de cultivo
se incubaron toda la noche en estufa himeda a 372C y 5% CO>. A continuacion,
se extrajo el medio de la placay se agreg6 135ul/pocillo de medio suplementado
con 5% de hiSFBy 2,5mM L-arginina (Sigma). Luego se agregaron en un volumen
de 15ul por triplicado, 1,0mg/ml de FCC-S06, HAP-S08 y Alhydrogel, adsorbidas
con 50pg/ml de STP u OVA en glicina. Como control positivo del experimento las
células se estimularon con 50pul de una solucién conteniendo 1pg/ml de LPS
(Sigma) y 100U/ml de IFN-y (Sigma). Las placas se incubaron en estufa himeda
a 372C y 5% CO2 por 24hs. Luego se centrifugaron (1200rpm, 5min) y una
alicuota de 120ul/pocillo de sobrenadante de cultivo se guardé a -802C para su

posterior procesamiento.

Para la cuantificacion indirecta de NO en los sobrenadantes de cultivo, 50ul
de cada sobrenadante se sembraron por duplicado en una placa Nunc de 96
pocillos. A cada muestra se le afadié un volumen igual de reactivo de Griess
(50pl de 1% sulfanilamida (Sigma) en 5% de acido fosférico y 50ul de 0,1% N-
(1-naftil)-etilendiamidadihidrocloruro (ICN)) y se incubé durante 20min a
Tamb en oscuridad. La concentracién de nitrito se determin6 midiendo la DO a
540nm en un lector de placas, refiriendo los resultados de DO a una curva de
calibracidn realizada con nitrito s6dico (Sigma) en un rango de concentraciones

entre 1,6 y 100uM. Los experimentos se realizaron por duplicado.

2.9.3 Evaluacion de la activacién de BMDCs y ]774A.1 por citometria de

flujo
La activacién de BMDCs y ]J774A.1 por las formulaciones se evalu6
determinando la induccién de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86 y
MHC-II) por CF. Se sembraron 4x105 células/ml por pocillo en placas Greiner de
24 pocillos en un volumen de 450ul de medio de cultivo y se incubaron 1h en
estufa humeda a 372Cy 5% CO2. A continuacion, se agregaron en un volumen de

50ul por duplicado, las suspensiones FCC-S06, HAP-S08 y Alhydrogel, adsorbidas
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con STP u OVA en las mismas concentraciones que en el apartado anterior, y
utilizando nuevamente LPS e IFN-y como control positivo. Las placas se

incubaron en estufa himeda a 372C y 5% CO; por 24hs.

Posteriormente las células se lavaron con PBS, se centrifugaron (1200rpm
por 5min), y se resuspendieron en PBS-2%hiSFB-25mMEDTA y se incubaron con
Fc-Block (BD Pharmingen) segun las recomendaciones del fabricante. Luego las
células se lavaron nuevamente con PBS y se dividieron en dos paneles que fueron
marcados con anticuerpos monoclonales anti-CD80 conjugado con PE y anti-
CD86 conjugado con FITC y el segundo panel con anti-CD40 conjugado con FITC

y anti-MHC-II conjugado con PE (BD Biosciences), en oscuridad a 4°C por 30min.

Los datos se adquirieron en el citémetro de flujo FACS Canto II. Para el
procesamiento de datos se utilizé el software FACSDiva. Los valores de
intensidad media de fluorescencia (de/ inglés, MFI) para cada marcador se
calcularon como la razén de los promedios de intensidad de fluorescencia de
cada muestra sobre los promedios de las sin marcar. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

2.9.4 Produccién de IL-18 e IL-12p70 en BMDC y J774A.1

Para determinar los niveles de expresion de IL-1 e IL-12p70 producida
por J774A.1s y BMDCs inducidos por las formulaciones, se sembraron 4x105>
células/ml por pocillo en placas Greiner de 48 pocillos en un volumen de 225ul
de medio de cultivo. Luego en un volumen de 25pl por triplicado, se procedid
agregando las suspensiones FCC-S06 o HAP-S08 o Alhydrogel solas o adsorbidas
con STP en las mismas condiciones que en el apartado 2.9.2. Como control de
expresion basal se utilizé 25ul de 50ug/ml de STP en glicina, como control
negativo se agregaron 25ul de glicina y como control positivo las células se
estimularon con 25ul de la solucién de LPS e IFN-y, segin apartado 2.9.2. Se
incubaron en estufa humeda por 24hs a 372C y 5% CO,. Posteriormente, las
placas fueron centrifugadas (1200rpm, 5min) y los sobrenadantes se extrajeron

y guardaron a -802C.
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Ademads, para confirmar la necesidad de una primera seflal TLR
dependiente para la activacidn del inflamasoma, se realizé el mismo ensayo pre-
incubando las BMDCs y BMDC casp 1y 11-/- con una solucién de 10ng/ml de LPS

durante 2hs, previo a la estimulacién con las formulaciones.

La cuantificacion de IL-1f e IL-12p70 en los sobrenadantes de cultivo se
realizé utilizando los kits ELISA MAX™ Deluxe (Biolegend) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

2.9.5 Evaluaciéon de niveles de ARNm en BMDCs inducidos por las
formulaciones

Para determinar los niveles de expresion de ARNm de varias citoquinas y
quimioquinas en BMDCs inducidos por las formulaciones, se sembraron
4x105células/ml por pocillo en placas Greiner de 24 pocillos en un volumen de
450ul de medio de cultivo suplementado con GMCSF. Seguidamente se procedid
a la estimulaciéon con las formulaciones agregando volimenes de 50ul por
duplicado, de FCC-S06 o HAP-S08, ambas adsorbidas con 50pg/ml de STP en las
mismas condiciones previamente mencionadas, 50pug/ml de STP en glicina, como
grupo control de expresion basal se agregaron 50ul de glicina y como control
positivo las células se estimularon con 25ul de la solucién de LPS e IFN-y, segun

apartado 2.9.2. Se incubaron en estufa humeda por 24hs a 372Cy 5% CO..

La determinacion de los niveles de expresion de ARNm en BMDCs se realizé
por PCR cuantitativa (RT-qPCR). Para ello el sobrenadante de cultivo fue
descartado y se agregaron 500ul/pocillo de Trizol (Life Technologies), y las
placas se guardaron a -802C hasta su procesamiento. Para la extraccion de ARN
se procedid segln las instrucciones del fabricante, utilizando material libre de
nucleasas. Se monitored la cantidad y calidad del ARN mediante la relacién de
absorbancia 260/280 en el equipo NanoDrop 2000. Previo a la sintesis del ADN
copia (ADNc), 1pg de ARN se traté con DNasa I (Thermo Fisher Scientific) por 15
min. La retrotranscripcién se realiz6 con la enzima Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Thermo Fisher Scientific) y “random
primers” (Thermo Fisher Scientific), utilizando el siguiente ciclado: 10min a

25°C, 50min a 37°C y 15min a 70°C, y se realizaron en el termociclador
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programable Palm cycle Corbett. EIl ADNc se diluydé % en agua bidestilada
(Thermo Fisher Scientific) y se almacend a -20°C. Finalmente, se realizaron las
gPCR en el termociclador 7900HT RT-PCR System (Applied Bio-systems, Foster
City), utilizando el kit comercial QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN) y los

cebadores listados en la Tabla 2.2 a una concentracién final 0,9uM.

Tabla 2.2. Secuencia de cebadores utilizados en la RT-qPCR .

Gen Cebador sentido (5-3") Cebador anti-sentido (57-3") Tamafio
amplicén (pb)
B2m CCTGCAGAGTTAAGCATGCCAG TGCTTGATCACATGTCTCGATCC 72
16 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 78
110 CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA TGCTCCACTGCCTTGCTCTT 101
12p35  CAGGCAACTCTGGTTCTTGTGTAGT ATCACACGGGACCAAACCA 92
proll18 CAGGCCTGACATCTTCTGCAA TCTGACATGGCAGCCATTGT 105
nz3 GCCCCGTATCCAGTGTGAAG CGGATCCTTTGCAAGCAGAA 78
prolllb  cAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA 152
Tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CCTCCACTTGGTGGTTTGCT 63
Ccl3 AACATCATGAAGGTCTCCAC CCAAGACTCTCAGGCATTCA 294
Ccl4 GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG 196
Ccl5 GGTACCATGAAGATCTCTGCA AAACCCTCTATCCTAGCTCAT 294
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 69
Cxcl10 GCCGTCATTTTCTGCCTCAT GCTTCCCTATGGCCCTCATT 127
Cxcl12 GAAGTGGAGCCATAGTAATGCC TCCAAGTGGAAAAATACACCG 133
NIrp3 TCCACAATTCTGACCCACAA ACCTCACAGAGGGTCACCAC 294
proCasp1 CGCCCTGTTGGAAAGGAACT CCCTCAGGATCTTGTCAGCC 92

El ciclado utilizado fue: 15min a 95°C, 40 ciclos de 15seg a 95°C y 1min a
60°C, con una curva de desnaturalizacién al final del mismo. Los niveles de
expresion de los genes de interés fueron normalizados usando el gen (3-2

microglobulina (fZm).

Una vez finalizada la reaccion, se determin6 el valor de Ct para cada

muestra, y los niveles de ARNm se calcularon utilizando el método 2-AACt197 ,
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donde ACt=Ctgen de interés - Ctf2m, y se expresaron como incrementos
relativos al promedio de los niveles de ARNm de BMDCs de los pocillos control

con glicina.

2.9.6 Fagocitosis y procesamiento antigénico

La evaluacion de la fagocitosis y del procesamiento del antigeno
internalizado se realiz6 utilizando DQ-OVA (Life Technologies) en dos tipos de
células presentadoras de antigeno, macrofagos J77A.1 (apartado 2.6.2) y BMDCs
(apartado 2.6.4). El antigeno DQ-OVA, es un ligando del receptor de manosa,
consiste en OVA naturalmente glicosilada (con residuos de manosa) y se
encuentra altamente conjugado con un fluoréforo BODIPY “self-quenched’. Al
entrar en la via fagocitica, este fluoréforo emitird una sefial en el canal verde
(FITC) luego de que la proteina sea degradada en condiciones 4cidas por enzimas

lisosomales.

Ademas, cuando los fragmentos de la protedlisis se acumulan en grandes
cantidades en los compartimientos endosomales, este fluoréforo forma

excimeros que exhiben fluorescencia en el rojo (PE)198.19,

Para esta evaluacion, se sembraron 2x105células/ml por pocillo en placas
Greiner de 24 pocillos en un volumen de 450ul de medio de cultivo y se
incubaron 1h en estufa humeda a 372C y 5% CO2. Luego, se agregaron en un
volumen de 50ul por duplicado, 1,0mg/ml de la FCC-S06 con 50ug/ml de DQ-
OVA en glicina y como grupo control se agregaron 50pl de una solucién de

50ug/ml de DQ-OVA en glicina.

Posteriormente, las placas se incubaron en 3 condiciones, 15min a 37¢Cy
5% CO; para evaluar internalizacion y procesamiento temprano, 24hs en estufa
himeda a 372C y 5% CO; para evaluar internalizacién y procesamiento tardio y
como control de endocitosis basal o pasiva y de interaccion no especifica de la
proteina marcada con las células, se incubé una placa a 42C por 24hs. Luego de
la incubacidn los pocillos fueron lavados con PBS frio para eliminar la DQ-OVA

que no fue fagocitada. La fagocitosis y el procesamiento de DQ-OVA se
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evidenciaron por CF en los canales previamente mencionados. (Idem apartado

2.9.3)

2.9.7 Evaluacion de la presentacidon antigénica in vitro

Para evaluar la capacidad de la formulacién FCC-S06+STP de estimular la
presentacién antigénica, se sacrificaron por dislocacién cervical 6 ratones
C57BL6/] vacunados con dicha formulacidn segtn el protocolo de inmunizaciéon
detallado en el apartado 2.10.2, se extrajeron los bazos en forma estéril y se
disgregaron de forma mecanica. Se lisaron los GR de la suspension celular
obtenida con 1,5ml de buffer de lisis ACK (NH4Cl 1,5M (Sigma), KHCO3; 0,1M
(Sigma), 0,5M EDTA (Sigma), pH 7,4), incubando por 3min a Tamb.
Posteriormente, la suspension fue lavada con PBS-5%SFB frio y centrifugada
(1500rpm, 5min). El pellet celular se resuspendi6 en medio completo (RPMI
1640 suplementado con 10% SFB, 1mM glutamina, 1mM piruvato, 50uM -
Mercaptoetanol y Penicilina/Streptomicina) y la viabilidad y cantidad se
determiné por microscopia con el colorante azul de tripan en una camara

Neubauer.

Los esplenocitos obtenidos fueron marcados con 3uM de 5(6)-Carboxy-
fluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE, Sigma-Aldrich) incubando a
372C y 5% CO2 por 10min. Luego de lavar el exceso de CFSE, se dispensaron
500ul/pocillo de 2x106 céls/ml en placa de 24 pocillos con las siguientes
condiciones: en una relacién 10:1 (esplenocito:BMDC), 500ul de BMDCs pre-
estimuladas por 24hs con FCC-S06+STP, 500ul de BMDCs pre-estimuladas con
STP y 500ul de BMDCs sin estimular incubadas con medio todas ellas segiin
condiciones apartado 2.9.3, 500pul de una soluciéon de 5ug/ml de Concanavalina
A (ConA) (Sigma-Aldrich) como control de estimulacion y 500ul de medio de
cultivo como control sin estimular. La placa se incub6 por 96hs en estufa himeda

a37°Cy 5% COz.

Luego de la incubacién las células fueron lavadas con PBS y marcadas para
linfocitos TCD8+ con el anticuerpo anti-CD8 conjugado a PE (Biolengend) por
30min a 4°C y previamente a la adquisiciéon de los datos, con 7-AAD seglin

indicacion del fabricante (Biolengend) en oscuridad a Tamb por 10min. La
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adquisicién de datos se realiz6 en el citdbmetro FACS Canto Il y para el
procesamiento de los mismos se utilizaron los software FACSDiva, y ModFit
(Verity Software House, Inc.) segin describe Lui et a/2%. El analisis se realiz6

sobre la poblacidn de esplenocitos viables utilizando el dot p/ot SSC-A vs 7-AAD.

2.10 Evaluacion de la actividad inmunoestimulante en ensayos in vivo

2.10.1 Evaluacion del reclutamiento celular en el peritoneo por citometria
de flujo

Para evaluar el reclutamiento celular inducido por la administracion
intraperitoneal de las suspensiones, ratones hembras C57BL/6] se dividieron al
azar en dos grupos (n=5) y se inocularon 200ul conteniendo 500pug de FCC-S06
o Alhydrogel en glicina, y un grupo control (n=3), inoculado i.p. con 200ul de

glicina.

A las 24hs, luego de la dislocacidn cervical, se expuso el peritoneo de los
animales el cual se lavé con 500ul de PBS-EDTA frio. Las suspensiones celulares
obtenidas se incubaron con Fc-block (BD Pharmingen) segin indicacion del
fabricante y posteriormente se dividieron en tres tubos para su marcado con tres

paneles de anticuerpos que se detallan a continuacion.

El panel 1 fue marcado con anti: F4/80-APC, CD206-FITC, CD80-PE, y MHC-
[I-PE-Cy?7. El panel 2 con anti: CD3-PerCP-Cy5, CD19-APC, CD49b-FITC. El panel
3 con anti: CD11c-APC, CD11b-APC-Cy7, MHC-II-PE-Cy7. Las distintas
poblaciones celulares se evidenciaron posteriormente por CF como se menciond

anteriormente y el procesamiento de los datos se realizé en el software

FACSDiva.

2.10.2 Protocolo inmunizacién
Ratones hembras C57BL/6] de entre 7 a 9 semanas de edad, fueron
divididos al azar en 3 grupos de 6 animales y recibieron tres inmunizaciones por
via s.c., la primera en el dia 0 y los boosters en los dias 14 y 28. Los animales
fueron inmunizados con 100pul de la formulacién FCC-S06+STP, conteniendo
200pg de FCC-S06 y 50ug de STP en glicina o con 100ul de una solucién

conteniendo 50pug de STP en glicina. El grupo control no fue inmunizado.
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En el dia 40 se realiz6 la extraccién de sangre por puncioén intracardiaca
luego de que los animales fueran anestesiados con una soluciéon de 15mg/kg de
xilacina y 120mg/kg de ketamina. Las muestras de sangre fueron centrifugadas
a 5000rpm por 10min y el suero obtenido se guarddé a -20°C hasta su

procesamiento.

2.10.3 Evaluacion de respuesta de hipersensibilidad retardada - DTH
Ratones hembras C57BL/6] de entre 7 a 9 semanas de edad, fueron
divididos al azar en 3 grupos de 3 animales y recibieron dos inmunizaciones por
via s.c,, la primera en el dia 1 y un booster en el dia 14. Los animales fueron
inmunizados con 100pl de la formulaciéon FCC-S06+STP, conteniendo 200ug de
FCC-S06 y 50pug de STP o con 100pl de una solucién conteniendo 50pug de STP. El

grupo control fue inmunizado con 100pl de glicina.

En el dia 28, los ratones inmunizados con la formulacién o el antigeno,
fueron inoculados por via i.d. en la almohadilla plantar posterior derecha con
10ul de una solucién conteniendo 5pug de STP en glicina. Luego, utilizando un
calibre se midi6 la hinchazén del plantar a las 24hs y 48hs. El grupo control fue
inoculado i.d. con 10pl de glicina y la inflamacién obtenida fue considerada como
control del procedimiento de puncién (hinchazén basal). La respuesta de DTH
de cada animal contra STP se consideré como la hinchazén de la almohadilla

plantar posterior menos la media de la hinchaz6n basal obtenida.

2.10.4 Evaluacion respuesta especifica de memoria
Para evaluar la respuesta especifica de memoria se utilizaron animales
inmunizados segun el protocolo de inmunizacién detallado en el apartado 2.10.2.
Los 6 animales de los 3 grupos (inmunizados con la formulacion FCC-S06-STP, el
antigeno o el grupo naive), fueron sacrificados por dislocacion cervical en el dia

40 y se extrajeron los bazos en condiciones asépticas.

Posteriormente, se procedié de la misma manera que en el apartado 2.9.7
para la obtencion de cada suspensiéon de esplenocitos marcados con CFSE y
suspensiones de 2x10¢ céls/ml se dispensaron en un volumen de 500ul/pocillo

en placas de 24 pocillos. Se utilizaron las siguientes condiciones de estimulacién:
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en una relacién 10:1 (esplenocito:BMDC), 500ul de BMDCs pre-estimuladas por
24hs con FCC-S06+STP (segun condiciones apartado 2.9.3) y 500ul de BMDCs
sin estimular incubadas con medio y 500ul de una solucién de 5ug/ml de ConA
(Sigma-Aldrich) como control de estimulacién y 500pl de medio de cultivo como
control sin estimular. La placa se incubd por 96hs en estufa himeda a 37°Cy 5%

CO..

Luego de la incubacién las células fueron tratadas de la misma forma que
en el apartado 2.9.7 y la misma forma de adquisicién de datos por CF que dicho

apartado.

2.10.5 Deteccion de citoquinas en el sobrenadante de esplenocitos
estimulados mediante ELISA

Se evalu6 la producciéon de IL-4, IL-10, IL-12p70, IL-17A, e IFN-y en
sobrenadantes de esplenocitos estimulados segun en el apartado 2.10.4 por
ELISA. La cuantificaciéon de IL-12p70 se realizé utilizando el kit ELISA MAX™
Deluxe (Biolegend),ladeIL-10 con el kit OptiEIA (BD Bioscience) y lade IL-17A
utilizando el kit ELISA Ready set go (BD Bioscience) siguiendo las indicaciones

de los fabricantes.

La cuantificacion de IL-4 e IFN-y se realizé utilizando el par de anticuerpos
de captura y deteccion respectivos (BD Pharmigen) y estandares (BD
Bioscience) como se detalla a continuacién. Se sensibilizaron placas de 96
pocillos (Nunc) con 50pl/pocillo de una soluciéon de anticuerpo de captura
(8ug/ml) en buffer carbonato-bicarbonato 0,2M, pH 9,4 (Sigma) y se incubaron
toda la noche a 4°C en cdAmara humeda. Luego de lavadas con PBS-0,05%Tween
20 (Sigma) (PBST), las placas fueron bloqueadas con 100ul/pocillo de PBS-
7%hiSFB por 2hs a Tamb. A continuacion las placas se lavaron con PBST, se
sembraron 50pl de sobrenadante de cultivo por duplicado y diluciones en PBST-
7%hiSFB de los estandares por duplicado para la confeccién de una curva de
titulacion comenzando en la dilucién 40ng/ml y se incubaron toda la noche a 4°C
en camara huiimeda. Luego del lavado con PBST, se agregaron 50ul/pocillo de una
solucién de anticuerpo de deteccion biotinilado (8ug/ml) en PBS-5%hiSFB y las

placas se incubaron por 2hs a 37°C. Luego, se realiz6 otro lavado y se agregd
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50ul/pocillo de una dilucién 1:2000 de Extravidina-PO (Sigma) en PBS-5%hiSFB
y se incubaron las placas por 1h a 372C. A continuacidn, las placas se lavaron y se
agreg6 50ul/pocillo del sustrato TMB liquido (Sigma). Finalmente a los 15min
se frend la reaccion agregando 25ul/pocillo de H2S04 2,0 N. Se midié la DO a 450

nm y 570nm como referencia, utilizando un lector automatico de placas.

2.10.6 Estudio de la respuesta humoral por ELISA

Para la titulacion de IgG totales anti-STP en los sueros murinos extraidos
segin apartado 2.10.2, se realizé un ensayo de ELISA. Brevemente, se
sensibilizaron placas de 96 pocillos (Nunc) con 100 pl/pocillo de una solucién
de STP (3ug/ml) en buffer carbonato-bicarbonato 0,2M, pH 9,4 y se incubaron
toda la noche a 4°C en camara hiumeda. Las placas fueron luego bloqueadas con
200pl/pocillo de PBS-1%BSA (Sigma) por 2hs a 372C. Luego de lavadas con
PBST, se sembraron 100pl de diluciones 1:1000 en PBST-1%BSA de los sueros
de cada raton por duplicado y se incubaron toda la noche a 42C en camara
himeda. Luego del lavado con PBST, se agregaron en cada pocillo 100ul de una
dilucién 1:1000 en PBST del conjugado a peroxidasa anti-IgG de ratén hecho en
cabra (Sigma), las placas se incubaron por 1h a 379C. Finalmente, se realizé otro
lavado y se agregd 100ul/pocillo de solucién de sustrato TMB. A los 20min se
freno la reaccion agregando 50pul/pocillo de H2S04 2,0 N. Se midi6 la DO a 450

nm y 570nm como referencia utilizando un lector automatico de placas.

2.11 Andlisis estadistico

Se utiliz6 el andlisis de varianza, one-way ANOVA, para comparar la
mayoria de las variables evaluadas. Las diferencias con p<0,05 se consideraron
estadisticamente significativas con un 95% de intervalo de confianza. Para hacer
comparaciones multiples entre los grupos evaluados, posteriormente se utilizd

el test de Tukey.

Los resultados de RT-qPCR se compararon utilizando el “Test de Student”

(t test, no pareado).

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad 7.0. Los

resultados estadisticamente significativos se sefialan con el valor de p e indican
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la ocurrencia de un valor de probabilidad p inferior a 0,05 (p<0,05) o igual al
valor de p, lo cual sefiala que la probabilidad de que el resultado haya sido

producto del azar es inferior a 0,05 o inferior al valor de p, respectivamente.
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Capitulo III:

Caracterizacion fisicoquimica
y obtencion de una
formulacion con un antigeno

modelo
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3 Resultados y discusion de la caracterizacion fisicoquimica y
obtencidn de la formulacion con un antigeno modelo

3.1 Objetivo especifico

Realizar una caracterizacién morfolégica y de composicion quimica de las
suspensiones suministradas por la empresa. Al mismo tiempo, busqueda de
condiciones de resuspension para la obtencién de una formulacién, que se
definira para la presente tesis como una suspension de las particulas + el buffer
de resuspension + la proteina (antigeno), con el fin de evaluar su potencial como

adyuvante de inmunizacion.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica

Las suspensiones madre FCC-S06 y HAP-S08 fueron suministradas por la
empresa en forma de slurry concentrado, ambas de color blanco papel. En la
tabla 3.1 se resumen los resultados del diametro promedio (dm), de la superficie
especifica (del inglés, SSA) por el método B.E.T informados por la empresa y del

porcentaje de solido seco calculado de las suspensiones proporcionadas.

Tabla 3.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las suspensiones madre

dm* % Solido seco SSA**

(um) w/v) m? /g sélido seco
FCC-S06 2,4 17 79.3
HAP-S08 0,5 19 84.3

*dm: didmetro promedio; **SSA: superficie especifica
De estos resultados cabe resaltar que, por gramo de so6lido seco, la SSA de
FCC-S06 es similar a la de HAP-S08, a pesar de tener un dm casi 5 veces mayor

en las condiciones medidas por la empresa.

3.2.1 Microscopias de barrido
En la figura 3.1 se muestran las microscopias electrénicas de barrido de las
suspensiones madre, donde se muestra la existencia de diferencias morfologicas

entre ambas. Las particulas de FCC-S06 presentan una morfologia esferoide con
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estructuras en forma de placas laminares que sobresalen de la superficie,

formando poros intraparticulas.

Se observa también, que las particulas de HAP-S08 tienen una morfologia

amorfa con una gran compactacion luego del secado.

o

A [ . ’
2500« 30KV 10mm  moti_osexr o

Figura 3.1: Microscopias electrdnicas de barrido: (A) 2500X y (B) 7500X para la suspension
madre FCC-S06; (C) 2500X y (D) 7500X para para la suspension madre HAP-S08.

3.2.2 Porosimetria

Los resultados de porosimetria de mercurio se muestran en la figura 3.2,
ensayo llevado a cabo con las muestras madres secadas y compactadas en forma
de pastilla. Estos resultados contintian confirmando la existencia de diferencias
entre ambas suspensiones. Como se puede observar en el grafico, FCC-S06 tiene
una distribucién de tamafio de poro bimodal, con un primer pico de mayor
volumen cercano a 1 micra, correspondiente con poros interparticulas y otro
pico de menor volumen que evidencia la presencia de poros intraparticulas

cercanos a los 10nm, corroborando lo observado en las microscopias de barrido
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y el alto valor de SSA. En cambio, HAP-S08 tiene una distribuciéon de tamafio de
poro monomodal, con un pico a 60nm que se corresponde con poros
interparticulas, lo que demuestra la importante compactacién obtenida con esta

muestra.
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Figura 3.2: Distribucién de tamafio de poro por porosimetria de Hg de las suspensiones
madre FCC-S06 y HAP-S08 compactadas en forma de pastilla.

3.2.3 Difraccidén de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X obtenidos para las suspensiones
madre FCC-S06 y HAP-S08, se muestran en la figura 3.3. Se confirman las
diferencias que existen entre ambas suspensiones, FCC-S06 es notoriamente mas
cristalina que HAP-S08. Esto se infiere por los picos definidos y de mayor
intensidad en el patrén de rayos X obtenido para FCC-S06. Ademas se observd
que ésta presenta un patron bifasico, tiene una fase cristalina y otra,
posiblemente similar a la muestra HAP-S08, que coexiste en menor proporcion,

lo que se refleja por el solapamiento de algunos picos de ambas muestras.

Lo anterior es consistente con el disefio de sintesis, el cual buscé exponer

en la superficie de FCC-S06 una sal similar a HAP.
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Figura 3.3: Patrén de difraccion de rayos X de las suspensiones madre FCC-S06 y HAP-S08.

Asimismo, se realizé una comparacion de estos patrones con diagramas de
difraccion compilados en las bases de datos disponibles como se observa en la
figura 3.4 para FCC-S06 y la figura 3.5 para HAP-S08. Del analisis realizado para
el patrén de rayos X de FCC-S06, se observa en la figura 3.4 que la fase
mayoritaria es consistente con el patrén de la calcita o carbonato de calcio por la
posicion y las intensidades de los picos (marcados por las flechas verdes). En
cambio, la fase minoritaria de dicho patrén no pudo ser ajustada a ningin patrén

de la base de datos.

Del ajuste con estos patrones se puede evidenciar que algunos picos,
sefalados por las flechas verdes, en el patron de HAP-S08 de la figura 3.5, pueden
ser ajustados al patron correspondiente a la hidroxiapatita, pero no es suficiente

para confirmar que dicha suspension esté formada por esta sal.
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Figura 3.4: Comparacién de los patrones de difraccién de rayos X (A) obtenidos para la
suspension madre FCC-S06 (B) patron estandar de calcita (carbonato de calcio). Se identifican
en verde los picos de ajuste.
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Figura 3.5: Comparacién de los patrones de difraccién de rayos X (A) obtenidos para la
suspension madre HAP-S08 (B) patrén estandar de hidroxiapatita. Se identifican en verde los
picos de ajuste.
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3.2.4 Espectroscopia RAMAN confocal

Con el fin de obtener mas informacion acerca de la composiciéon quimica de
las suspensiones, se decidié realizar una espectroscopia RAMAN. En la figura 3.6
se muestra la imagen confocal de dicha espectroscopia de la superficie de las
particulas de ambas suspensiones madre y en la figura 3.7, el espectro RAMAN
de las diferentes zonas de la imagen confocal. En la imagen confocal de la
superficie de FCC-S06 se observan “parches” con una distribucién heterogénea
de dos fases claramente definidas. De los espectros realizados en cada zona, se
demuestra que la de color azul es donde se encuentra resaltada la presencia del
modo de estiramiento simétrico del carbonato de calcio y en amarillo-naranja se
encuentra resaltada la presencia del modo de estiramiento simétrico del fosfato
de calcio. También, se evidencia que HAP-S08 tiene una superficie homogénea,
con una unica fase, donde se encuentra resaltada la presencia del modo de

estiramiento simétrico del fosfato de calcio.

En suma, de la caracterizacion realizada se puede sugerir que ambas
suspensiones son morfolégica y quimicamente diferentes. La suspension FCC-
S06 estd compuesta por microparticulas esferoides porosas que presentan dos
fases: una donde se mantiene el core de carbonato de calcio y otra de la familia
de los fosfatos de calcio. En cambio la suspension HAP-S08 esta compuesta por
particulas amorfas de una sal integrante de la familia del fosfato de calcio, como
puede ser la hidroxiapatita. En este caso se puede concluir que durante el

proceso de sintesis se produjo una conversién total de la calcita.
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Figura 3.6: Imagen confocal por espectroscopia RAMAN de (A) FCC-S06 y (B) HAP-
S08. En azul se encuentra resaltada la presencia del modo de estiramiento simétrico
del carbonato de calcio (CaCO3) y en amarillo-naranja se encuentra resaltada la
presencia del modo de estiramiento simétrico del fosfato de calcio (CazPO4).
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Figura 3.7: Espectro RAMAN de las zonas azul y amarillo-naranja de la imagen

confocal de las suspensiones madre FCC-S06 y HAP-S08 (figura 3.6).
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3.3 Caracterizacion del antigeno recombinante

En el comienzo este trabajo se utiliz6 como antigeno modelo la proteina
ovoalbuimina (OVA) comercial de mayor pureza, proteina de 45KDa glicosilada,
con un contenido heterogéneo de fosfatos, ya que dicha fosforilacién varia de 0 a

2 mol PO4/mol OVA72,

Posteriormente por razones que se expondran en el capitulo V, también fue
usada como antigeno, estreptavidina recombinante (STP), producida y
purificada segiin materiales y métodos (apartado 2.3.1). STP es una proteina
tetramérica de [Ib0KDa, primeramente identificada en el medio de cultivo de
Streptomyces avidinii. Es una proteina de unién a biotina lo que facilita su

purificacion por afinidad192.

Con el objetivo de verificar la sintesis y purificacién de STP, se realizé un
SDS-PAGE y un espectro MALDI-TOF. En el gel de la figura 3.8, se observa una
banda de [65KDa, concordante con el peso molecular esperado para STP nativa
y no se observan otros subproductos proteicos de la purificacion. También, en
condiciones reducidas, se observa una banda de [116KDa, correspondiente al

peso molecular de los monémeros.

Figura 3.8: Andlisis electroforético (SDS-PAGE)
de STP recombinante, luego de la purificacion,
en condiciones nativas y reducidas. (BME: f-
mercaptoetanol).
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En la figura 3.9 se muestran los espectros de masa por MALDI-TOF (de/
inglés, matrix-assisted laser desorption/ionization, time-of-flight) de STP

recombinante, donde se confirma la pureza de la solucidn proteica obtenida.
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Figura 3.9: Espectro de masa por MALDI-TOF de STP recombinante (A) espectro en el rango
de bajo peso molecular (B) espectro en el rango de alto peso molecular.
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En el espectro (B) de la figura 3.9, se observa una sefial m/z
correspondiente a la molécula de la proteina intacta ([tetramero+H]+ (pico 1)),
con una masa molecular de [I65KDa y un pico de mayor intensidad, de la especie
[tetramero+2H]2+ (pico 2), implicando que casi toda la proteina se ioniz6 con
doble carga. Lo mismo se observo para el trimero (picos 3 y 4). También, para el

monomero (picos 5y 6) en el espectro (A) de la figura 3.9.

3.3.1 Estimacion de los niveles de LPS de las soluciones antigénicas
Con el fin de estimar los niveles de LPS en las soluciones antigénicas, se
utilizo el Kit de deteccién de LPS con la linea celular reportera HEK-Blue como
ya ha sido reportado por Temme et al%l. En el grafico de la figura 3.10 se
muestran las DO obtenidas luego de estimular la linea celular por 16hs con las
soluciones antigénicas en glicina. No se observan diferencias entre el agua
apirodgena y la solucion de OVA asi como tampoco se observan diferencias entre

la solucién de STP y el medio de cultivo.
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Figura 3.10: Deteccidon de niveles de LPS de las soluciones antigénicas. Se sembraron
5pg/ml de OVA o STP en glicina en cada pocillo conteniendo las células HEK-Blue mTLR4.
Como controles negativos se utilizéo medio de cultivo y H,0 apirégena, y como control
positivo 1,25ng/ml de LPS. Los datos corresponden a la media +DS (n=3) de dos
experimentos independientes. ANOVA, post test Tukey, p<0,05.
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3.4 Obtencion de una formulacidén con el antigeno “modelo” OVA

El objetivo planteado en esta etapa fue encontrar una condiciéon de
resuspension que permita disefiar una formulacién vacunal con un antigeno

modelo (OVA).

Los estudios de resuspension comenzaron con la busqueda de condiciones
de estabilidad (evitando agregacién y/o sedimentacidn u obteniendo una rapida
redispersion luego de la sedimentacién), bajo la premisa de reproducir los
ensayos de estabilidad y de adsorcién de proteinas encontrados en la bibliografia

utilizando el adyuvante de referencia Alhydrogel.

Se evaluaron 25 condiciones al 0,2% w/V, variando la especie quimica del
buffer, su concentracion, pH y fuerza iénica, evaluando agregacion macroscopica
y/o sedimentacién y determinando el dm de la suspensién resultante a
diferentes tiempos posterior a la resuspension. Las condiciones evaluadas se

enumeran a continuacion:

- H20 ultrapura

- PBS

- Fosfato de Na 10mM y 100mM, pH 6 (Sorensen)

- Fosfato de Na 10mM y 100mM, pH 7.4 (Sorensen)

- Carbonato de Na 10mM y 100mM, pH 9

- Succinato de Na 10mM, pH 5,5

-Acetato de Na 10mM, 20mM, 30mM y 100mM, pH 4

- Citrato de Na 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 30mM y 100mM, pH 5,5
-NaCl 62.5 mM, 125mM, 250mM y 500mM

- CaCl; ZmM y 10mM

3.4.1 Resuspension de la suspension FCC-S06
Enlas 25 condiciones ensayadas se observo sedimentacion inmediata o casi
inmediata (dentro de los 5min posteriores a la resuspensiéon) y también

agregacion macroscopica, ya que la homogenizacion posterior a la
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sedimentacion no re-dispersaba la suspension en su totalidad. Los dm de las
resuspensiones en ningun caso fueron inferiores a 5um a excepciéon de la
resuspension en citrato y acetato de sodio. Con estos ultimos se confirmé que el
aumento en la concentraciéon de dichos buffers disuelve las particulas de FCC-
S06 obteniéndose un dm cercano a 0,5um en citrato pH 5,5, 100mM y un dm de
1,7um en acetato pH 5,5, 100mM. Los resultados demostraron que la
resuspension en agua ultrapura, buffers a base de fosfato (PBS, Sorensens 10-
100mM, pH 6 y pH 7,4), carbonato (10-100mM, pH 9) y succinato (10mM, pH
5,5) no estabilizan la FCC-S06, debido a que se observa sedimentacion y
agregacion macroscopica. Ademads, el aumento de la fuerza idnica con el
agregado de NaCl o CaCl; tuvo un efecto similar. Asimismo, el pH de la fase liquida
es diferente al del buffer de resuspension, y al medido luego de 24hs de la
resuspension por lo que se puede inferir que podria continuar cambiando con el

tiempo.

De lo anterior se puede deducir que en ninguna condicién de resuspension
el dm es similar al informado por la empresa y que en las condiciones ensayadas
la resuspension de FCC-S06 no es estable. Cabe aclarar que, el dm informado por
la empresa se determiné por difraccion laser en un Malvern Mastersizer 2000S,
el cual posee una unidad de dispersién previo a la medicién y es especifico para
microparticulas. En cambio el equipo utilizado en esta evaluacién (Malvern
Nanosizer ZS) no posee dicha unidad y realiza la medida de dm por dispersiéon

dindmica de luz.

Varios factores contribuyen a la estabilidad de la fase dispersa en una
suspension, que pueden ser termodindmicos o cinéticos en origen. Los primeros
incluyen la estabilizaciéon electrostatica y estérica, inducida a través de la
repulsion entre particulas, mientras que la estabilidad cinética puede ser
promovida aumentando la viscosidad de la fase liquida, retrasando y limitando

la agregacion y sedimentacién de las particulas202,

Las particulas esferoides de 1pm de didmetro o superior tienden a
sedimentar por efectos de la gravedad, salvo que la densidad de la particula sea

similar a la de la fase liquida o esta fase sea muy viscosa, mientras que las
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particulas con diametros inferiores se mantienen dispersas gracias al
movimiento browniano?203, Para evitar la sedimentacion, la siguiente relaciéon
entre las fuerzas gravitacionales (numerador) y las fuerzas brownianas

(denominador) debe ser es inferior a la unidad?202203;

rt.Ap. g
kg.T
Siendo: r - radio de la particula (m)
Ap - diferencia de densidad entre las particulas y la fase liquida (Kg/m3)
g - aceleracion de la gravedad (m?/s)

kg - constante de Boltzmann (1,3807x10-23 Kg.m2.s2/K)
T - temperatura (K)

Para la suspension FCC-S06, esta relacion da un valor estimado cercano a
10, utilizando el valor de dm informado por la empresa (r=1,2pm), la densidad
del agua (1000kg/m3), la densidad del carbonato de calcio (2930kg/m3) (CAS
1317-65-3 0 471-34-1) y a temperatura ambiente (298K).

Por lo que resulta evidente que en la suspension FCC-S06, las fuerzas
gravitacionales dominan considerablemente y se concluye que el enfoque
utilizado buscando condiciones de estabilidad mediante estabilizacion
electrostatica, como se mencioné anteriormente, no es el adecuado. Teniendo
esto presente, hubiese sido recomendable aumentar la viscosidad de la fase
liquida o gelificarla utilizando aditivos adecuados?°2 o disminuir el didametro

durante la sintesis de la FCC-S06.

Dado los hallazgos encontrados durante la resuspension que evidencian un
sistema inestable en las condiciones evaluadas, se decidi6 probar condiciones de
resuspension que sean “protein friendly’, biocompatibles y que se utilizan para
estabilizar proteinas o evitar su agregacién, como buffers de glicinaz04205 o

HEPES, determinando ademas si hay adsorcion de la proteina modelo, OVA.

Como se muestra en la tabla 3.2, de la resuspension al 0,2%w/V de FCC-S06
en una solucion 0,5mg/ml de OVA en HEPES 10mM, pH 7,0, se obtiene un dm de
3,9umy 0,06mg de OVA adsorbida por mg de FCC-S06. En esta condicién también
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se observa sedimentacion. Mientras que de la resuspension al 0,2%w/V de FCC-
S06 en una solucién 0,5mg/ml de OVA en glicina 10mM, pH 8,5, se obtiene un dm
de 3,1um y 0,1mg de OVA adsorbida por mg de FCC-S06. En esta condicién
también se observa sedimentacién, pero luego de 15min de resuspension

aproximadamente.

Tabla 3.2: Resultados de adsorcién de OVA, dm, sedimentacién y pH de
la fase liquida, posteriores a la resuspension.

Glicina HEPES
10mM 10mM
pH 8,5 pH 7,0
mg OVA adsorbida/mg part 0,1 0,06
+ + +
FCC-S06 dm (um) + DS 3,1+1,1 3,9+1,7
pH slurry 6,5 | sedimentacion media alta
pH inicial/pH 24hs 6.5/6 7.5/7.5

Comparando con los resultados obtenidos con el buffer HEPES, en las
mismas condiciones, se decide utilizar el buffer glicina 10mM, pH 8,5 para
preparar las formulaciones con FCC-S06, y se resuelve utilizar la formulacién

recién preparada en todas las evaluaciones posteriores.

3.4.2 Resuspension de la suspension HAP-S08

Se evaluaron las mismas condiciones de resuspension que para FCC-S06. Al
igual que con esta ultima, el agua ultrapura y los buffers en base a fosfato inducen
sedimentacion y agregacién (dm superiores a 4um). Con la resuspension en
citrato 10mM, pH5,5, se determiné un dm de 0,5um y el aumento en la
concentracion de este buffer a 100mm, no disuelve las particulas HAP-S08. Este
efecto estd reportado en la bibliografia, los iones citrato se adsorben a la
superficie de las particulas de HAP formando complejos que estimulan la
estabilidad206.207.208, amentablemente, en ensayos posteriores, se confirm6 que

esta condicion no permite la adsorcién de OVA.

Por lo anterior, para los estudios de adsorcion, se decidié proceder de la

misma forma que con FCC-S06. Como se muestra en la tabla 3.3, de la
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resuspension al 0,2%w/V de HAP-S08 en una solucién 0,5mg/ml de OVA en
HEPES 10mM, pH 7,0, se obtiene un dm de 5,8um y 0,1mg de OVA adsorbida por
mg de HAP-S08. En esta condicion también se observa sedimentacion. Mientras
que luego de la resuspension al 0,2%w/V de HAP-S08 en una solucién 0,5mg/ml
de OVA en glicina, se observa baja sedimentacién, 0,1mg de OVA adsorbida por
mg de particulas y un dm dos veces mayor al informado por la empresa. En este
caso, a pesar de utilizar el mismo equipo de medida, las diferencias encontradas
en el dm seguramente se deban a que la determinacién en la empresa se realizé
sobre la HAP-S08 previamente sonicada por 15min y resuspendida en

hexametafosfato de sodio (desfloculante y dispersante).

Tabla 3.3: Resultados de adsorcién de OVA, dm, sedimentacién y pH de
la fase liquida, posteriores a la resuspension.

Glicina HEPES

10mM 10mM

pH 8,5 pH 7,0
mg OVA adsorbida/mg part 01 0,1

dm (um)+ DS 1,140,5 5,8+1,5

HAP-S08 - — -

pH slurry 5,5 sedimentacion baja alta
pH inicial/pH 24hs 6/5.5 6/6

Al igual que con FCC-S06, se decide utilizar el buffer glicina para preparar
las formulaciones con HAP-S08, y se resuelve utilizar la formulacién recién

preparada en todos las evaluaciones posteriores.

3.5 Isotermas de adsorcion con el antigeno modelo OVA

A pesar de lo mencionado anteriormente concerniente a la estabilidad
obtenida, se decidié usar la condicién hallada (glicina 10mM, pH 8,5), con el fin
de tener una aproximacion matematica de la capacidad adsorptiva de las
particulas y de su coeficiente de adsorcién al antigeno modelo OVA. Para dicha
finalidad, se realizaron isotermas de adsorcion a 25°C con concentraciones

crecientes del antigeno a una concentracidn fija de particulas, durante 3hs. Se
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realizaron al 0,6% w/v de las suspensiones en el buffer glicina, en bafio de agua

y en constante agitacion para evitar la sedimentacion.

La Isoterma de Adsorcion es la relacién matematica entre la masa de soluto
adsorbido (en este caso mg de OVA adsorbida por mg de FCC-S06 u HAP-S08) y
la concentracion del soluto en la solucién una vez que se ha alcanzado el
equilibrio a una temperatura constante. Esta representacién grafica da
informacién acerca del tipo de adsorcion. Existen diferentes modelos
matematicos para describir las isotermas que se obtienen experimentalmente,
uno de los mas usados es la Isoterma de Langmuir29, que describe la adsorcién
de un soluto en forma de monocapa, sobre esferas. Se decidié aplicar la
linearizacién del modelo de Langmuir como método matemadtico (ya que
ninguna de las dos suspensiones cumple con todas las premisas de dicho modelo,
con el Unico fin de tener una forma de comparar resultados) y se calcul6 la
capacidad adsorptiva (que representa la masa de soluto adsorbida como
monocapa por masa de adsorbente) y el coeficiente de adsorcién (constante de
afinidad, que representa la fuerza con la cual ocurre la adsorcidon) de cada

sistema.

Ecuacién de Langmuir linearizada por el reciproco 82

_ 1 c

c
— +
y b.y ym

Siendo: c-concentracion de soluto en solucidon en el equilibrio

y -masa de soluto adsorbida por masa de adsorbente

b —coeficiente de adsorptividad

ym -capacidad adsorptiva

Los resultados confirman que la funcionalizaciéon con grupos fosfato

aumenta considerablemente la SSA de las particulas FCC-S06 (poseen un dm
entre 4 y 5 veces mayor al de HAP-S08), lo que le confiere una capacidad
adsorptiva similar a HAP-S08 por metro cuadrado en las condiciones ensayadas
de 0,06mg de OVA por mg de particulas (figura 3.12 y tabla 3.4). Ambas

suspensiones se comportan de manera similar en cuanto a la saturacion del

antigeno a bajas concentraciones del mismo.
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A Isotermas al 0,6% w/v con OVA en glicina 10mM pH 8,5
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Figura 3.12: (A) Isotermas de adsorcién con el antigeno modelo OVA. Se incubaron por 3hs
suspensiones al 0,6% de FCC-S06 o HAP-S08 en glicina con concentraciones crecientes de OVA,
en bafio de agua a 252C y agitacion. Linearizacion por el reciproco de la isoterma de Langmuir
de (B) FCC-S06+0VA y (C) HAP-S08+0VA, como modelo matematico para el calculo de la
capacidad adsorptiva. Los datos corresponden a la media =+ el error especifico (n=3).

Tabla 3.4: Resultados de la capacidad adsorptiva y del coeficiente de
adsorcioén calculados por el reciproco de la linearizacion de Langmuir

Capacidad

adsorptiva Coeficiente de Capacidad

mg prot/mg adsorciéon SSA agregada | adsorptiva

particulas ml/mg m?/gsélido | mg prot/m? r2
FCC S06 0,06 110 4,8 0,8 0,97
HAP S08 0,06 158 51 0,7 0,99

Cabe destacar que en estas condiciones de glicina, 10mM, pH 8,5, ambas

suspensiones tienen una baja capacidad adsorptiva. Por lo que de antemano
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sabemos que se utilizara un exceso de antigeno el cual no sera adsorbido en su

totalidad en los ensayos a continuacion.

Segun literatura la capacidad de adsorcidon de 1mg Alhydrogel en soluciéon
salina es de 1,8mg de OVA segun Jully et a10. Esto es debido a que OVA (con un
punto isoeléctrico de 4,6) tiene el potencial de adsorberse a AH el cual tiene un
punto de cero carga de 11,4 a pH fisioldgico, tanto por fuerzas electroestaticas

como por intercambio de ligando con los grupos fosfato de la proteina¢s.

3.5.1 Estimacidn de los niveles de LPS de las suspensiones
Para evaluar los niveles de LPS de las resuspensiones de FCC-S06 y HAP-
S08 en glicina, se procedié igual que en el apartado 3.3.1. En el grafico de la figura
3.11, se confirma que no hay trazas detectables de LPS en las resuspensiones de

FCC-S06 y HAP-S08 en glicina.
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Figura 3.11: Deteccién de niveles de LPS de las suspensiones resuspendidas en glicina

utilizando el kit de HEK-Blue. Se sembraron 100pg/ml de FCC-S06 o HAP-S08 en cada

pocillo conteniendo las células HEK-Blue mTLR4. C6mo controles negativos se utilizo
glicinay H,0 apir6gena, y como control positivo 1,25ng/ml de LPS. Los datos corresponden

a la media DS (n=3) de dos experimentos independientes. ANOVA, post test Tukey,

p<0,05.
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3.6 Conclusiones

Como primera etapa para la evaluacidn de las suspensiones como posibles
candidatos a adyuvantes de inmunizacién, se realizé una caracterizacion
fisicoquimica de las mismas. De los resultados se puede concluir que existen
diferencias morfologicas y de composicién quimica entre ambas suspensiones, a

pesar que se utilizé calcita como material base para sus sintesis.

FCC-S06 es una suspensidon microparticulada que presenta una morfologia
esferoide y cristalina, con estructuras en forma de placas laminares
estableciendo poros intraparticulas, aumentando considerablemente su SSA.
Tiene una composicién quimica bifasica, compuesta principalmente por un core
de carbonato de calcio y una fase minoritaria conformada por una sal del tipo de
fosfato de calcio, no caracterizada completamente. Asimismo, no encontrada en
bibliografia ninguna referencia de uso/evaluacion como adyuvante de

inmunizacion.

A pesar de no obtener condiciones de estabilidad, lo que va en detrimento
para la obtencién de una formulacién homogénea en cuanto a la adsorcion del
antigeno y a la capacidad de administrar dosis equivalentes, se decidié continuar
con los siguientes objetivos, teniendo la precaucion de preparar fresca la
formulacién, homogenizarla y usarla dentro de los primeros 15 minutos de
formulada con glicina 10mM pH 8,5. Ademas, se realizaron isotermas de
adsorcion en la condicidn anterior con el objetivo de tener una aproximacion de
la capacidad adsorptiva de la suspensién utilizando el antigeno OVA. Se estimé
que 1mg de suspensién adsorbe 60ug de proteina. De lo anterior se puede
concluir que la capacidad adsorptiva de la suspension es limitada, dado que como
ya se mencion6, segln la literatura revisada 1mg de Alhydrogel en solucion
salina adsorbe 1,8mg de OVAZ219, lo que resulta en una capacidad adsorptiva 30
veces mayor. En los ensayos que se plantean a continuacion para evaluar la
capacidad immunoestimulante de la suspension cabe destacar que en algunas
condiciones habrd un exceso de antigeno que no estard adsorbido a las
suspensiones. Lo anterior no va en detrimento de la posibilidad de inducir una

respuesta inmune ya que como se menciond en la introduccidn varios estudios
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sostienen que la completa adsorcion del antigeno no es necesaria para la

obtencion de la misma7477.79.80,

A pesar de lo informado por la empresa y con los datos obtenidos, no se
puede concluir que HAP-S08 esté compuesta por hidroxiapatita. Se necesitan
llevar a cabo mas estudios para determinar cudl es la sal de la familia de los
fosfatos de calcio que la conforma. HAP-S08 tiene una morfologia amorfa, con
baja cristalinidad, no presenta poros intraparticulas y posee una alta tasa de
compactacién. En este caso se puede concluir que durante el proceso de sintesis

se produjo una conversion total de la calcita.

Asimismo, en la condicién de resuspensiéon encontrada, HAP-S08 se
presenta microparticulada y también se observd sedimentacion. Ademas, se
constaté que esta suspension tiene una capacidad adsorptiva similar a la
suspension FCC-S06 pero con una SSA inferior, por lo que se puede concluir que
la capacidad adsorptiva de esta suspension en la condicion analizada es superior,

pero de igual manera es muy inferior a la del adyuvante de referencia.

La suspension HAP-SO08 no pudo ser completamente caracterizada
quimicamente, asumiendo que es un material de la familia de los fosfatos de
calcio. Como se menciondé en la introduccion, para la hidroxiapatita no
estequiométrica microparticulada ya existen pruebas de su eficacia como
adyuvante. Por lo anterior y en vista de los antecedentes que demuestran la
eficacia de ésta como adyuvante, se resolvio: (1) realizar sélo las evaluaciones
de toxicidad y la mayoria de los estudios in vitro; y (2) no llevar a cabo los
ensayos /1 vivoa fin de reducir el nimero de animales utilizados en la presente
tesis adhiriendo al principio de las 3 Rs (reemplazo, reduccién y refinamiento)

en el uso de animales de experimentacion.

Finalmente, se confirmé que tanto las suspensiones como las soluciones
antigénicas presentan niveles de LPS indetectables, lo que permite continuar con

los siguientes objetivos planteados.
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Capitulo IV:
Evaluacion de la

toxicidad



4 Resultados y discusidn de la evaluacion de la toxicidad

4.1 Objetivo especifico

Determinar silas suspensiones generan efectos toxicos en ensayos in vitro,
evaluando la viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de las sales de
tetrazolio (MTT) y la actividad hemolitica, e /n vivo mediante un ensayo de

toxicidad aguda.

4.2 Evaluacidn de la citotoxicidad in vitro de la suspensiéon FCC-S06

Con el fin de determinar la actividad citotoxica de la suspension FCC-S06,
se evalud su efecto en la viabilidad en las lineas celulares murinas RAW-Blue
(macrofago) y J774A.1 (monocito-macréfago) y en células dendriticas derivadas
de medula 6sea (BMDC) de ratones C57BL/], 1as cuales se usaran posteriormente
para determinar la existencia de posibles efectos inmunoestimulatorios
generados por las formulaciones. También se utiliz6 la linea celular murina
RENCA (epitelial), con el objetivo de determinar los posibles efectos téxicos en
una linea que no posee capacidad fagocitica, para excluir que la actividad
fagocitica de las lineas celulares anteriores enmascare una posible citotoxicidad.
En todos los ensayos se utilizo6 el adyuvante de referencia Alhydrogel,
comparando la citotoxicidad obtenida por dicho adyuvante en las mismas

condiciones.

En la figura 4.1, se muestra el efecto de la suspensiéon FCC-S06 sobre la
viabilidad celular en las células mencionadas evaluado mediante el ensayo
colorimétrico de las sales de tetrazolio (MTT) en (A) RAW-Blue, (B) ]774A.1, (C)
BMDC y (D) RENCA. No se observo efecto citotoxico de FCC-S06, el cual es
independiente de la concentracién de la suspension utilizada, en las lineas
murinas RAW-Blue, ]774A.1 y RENCA, luego de 48hs de exposicion, en las
condiciones ensayadas. Se observo un descenso en la viabilidad de las BMDCs del
30% (figura 4.1C) a concentraciones de 50 y 100pg/ml, tanto con la suspensién
FCC-S06 como con Alhydrogel. Por lo que se puede sugerir que a la concentracion

maxima evaluada para las BMDCs, la FCC-S06 no genera citotoxicidad. También
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% Viabilidad

% Viabilidad

este efecto fue observado para las mismas concentraciones con el adyuvante de

referencia en las células J774A.1 pero no con la suspension FCC-S06 (p<0,0001).
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Figura 4.1: Efecto en la viabilidad celular de la suspensién FCC-S06 en glicina. Se sembraron
en placas de 96 pocillos con 4x10% células/pocillo de (A) RAW Blue, (B) ]J774A.1, (C) BMDC
y (D) RENCA en presencia de distintas concentraciones de la suspension. Se cuantificé la
viabilidad celular luego de 48hs de incubacién por el método colorimétrico MTT,
comparandolo con el causado incubando con Alhydrogel en las mismas condiciones. El
control de 100% de citotoxicidad utilizado fue 10% de DMSO. Los resultados se
expresaron como % de células viables. Cada punto representa la media + DS de dos
experimentos independientes, n=5 o 6. ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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4.3 Evaluacidn de la citotoxicidad in vitro de la suspensién HAP-S08

De la misma forma, se evaluo el efecto en la viabilidad celular de la suspension
HAP-S08. Como se muestra en la figura 4.2, no se observo citotoxicidad de HAP-
S08, en las lineas murinas RAW-Blue, ni RENCA, luego de 48hs de exposicion, en
las condiciones ensayadas. Se observé un descenso en la viabilidad de las J774A.1

y BMDCs del 30% (figura 4.2ByC) a concentraciones de 50 y 100pg/ml, tanto con
la suspension HAP-S08 como con Alhydrogel.
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Figura 4.2: Efecto en la viabilidad celular de 1a suspensién HAP-S08 en glicina. Se sembraron
en placas de 96 pocillos con 4x104 células/pocillo de (A) RAW Blue, (B) ]774A.1, (C) BMDC
y (D) RENCA en presencia de distintas concentraciones de la suspensién. Se cuantificé la
viabilidad celular luego de 48hs de incubacién por el método colorimétrico MTT,
comparandolo con el causado incubando con Alhydrogel en las mismas condiciones. El
control de 100% de citotoxicidad utilizado fue 10% de DMSO. Los resultados se expresaron

como % de células viables. Cada punto representa la media + DS de dos experimentos
independientes, n=5 o0 6. ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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4.4 Evaluacidn de la actividad hemolitica de la suspensiéon FCC-S06

En la figura 4.3 se muestran los resultados del porcentaje de hemolisis
observado luego de incubar una suspension al 1% de glébulos rojos con distintas
concentraciones de la suspension FCC-S06. Dicha suspensiéon no mostrd
actividad hemolitica detectable en el rango de concentraciones analizado, y en
dicho rango mantiene una diferencia con respecto a Alhydrogel (p<0,0001). Este
ultimo presentd porcentajes de hemdlisis que alcanzaron valores de hasta el
100% a concentraciones de 100pg/ml, iguales al control positivo utilizando la

saponina Quil A a 250pug/ml.
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Figura 4.3: Actividad hemolitica de la suspension FCC-S06 y Alhydrogel comparandolo
sobre una suspension al 1% de GR. Los resultados se expresan como el % de hemolisis
referido a la saponina Quil A, control positivo de 100% de hemdlisis. Cada punto
representa la media + DS de dos experimentos independientes, n=5 o 6. ANOVA one
way, post test tukey, p<0,05.
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4.5 Evaluacidn de la actividad hemolitica de la suspensiéon HAP-S08

Los porcentajes de hemolisis observados para la suspension HAP-S08, se
muestran en la figura 4.4. Dichos resultados evidencian que no presenta
actividad hemolitica. En el rango de concentraciones analizado se mantiene una

diferencia con respecto a Alhydrogel (p<0,0001).
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Figura 4.4: Actividad hemolitica de la suspensién HAP-S08 y Alhydrogel comparandolo
sobre una suspension al 1% de GR. Los resultados se expresan como el % de hemolisis
referido a la saponina Quil A, control positivo de 100% de hemolisis. Cada punto
representa la media + DS de dos experimentos independientes, n=5 o 6. ANOVA one
way, post test tukey, p<0,05.

4.6 Evaluacién de la toxicidad in vivo

La evaluacion de la toxicidad de las suspensiones in vivo se realizo
siguiendo el test de toxicidad anormal para dosis unica (ATT) que se detalla en
la monografia 2.6.9 de la Farmacopea Europea. El ATT indica que luego de la
inoculacién de las suspensiones, los animales (ratones y cobayos) se monitoreen
por una semana, y si no se observan signos de enfermedad o muerte en ninguno
de los animales, se concluye que el lote de vacunas evaluado pasa el test. Este test
evalua la toxicidad de lotes vacunales previa a su liberacion, por lo que se
recomienda la administracion intraperitoneal de una dosis humana en dichos
animales. En cuanto a la dosis usada, se obtuvo calculando la dosis maxima

permitida en humanos para el aluminio (1,25 mg por dosis inica humana para
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vacunas donde el adsorbente es el aluminio (Ph Eur 5.0, monografia 2.5.13.)) y
el calcio (1,3mg por dosis tinica humana para vacunas donde el adsorbente es el
calcio (Ph Eur 5.0, monografia 2.5.14)). La dosis administrada de Alhydrogel se
calculé segiin la informacién del contenido de aluminio informada por el
fabricante. Para el calculo de las dosis de las suspensiones, se estimé el % en
masa del Ca suponiendo que la FCC-S06 es en su mayoria carbonato de calcio, y

que HAP-S08 es hidroxiapatita.

4.6.1 Testde toxicidad anormal para la suspension FCC-S06
En ambos experimentos del ATT (ratones y cobayos) la FCC- S06 paso el
test, asi como el grupo control inoculado con Alhydrogel. Cabe aclarar que para
este test se decidié omitir el grupo control con glicina siguiendo las guias de

reduccion en el uso de animales de experimentacion.

No se observaron signos de enfermedad, ni muri6 ningiin animal al cabo de
una semana. En el grupo de ratones en los que se administré FCC-S06 se constatd
un incremento del peso a lo largo del experimento, indicador de no toxicidad
segun el test de ganancia de peso?1142 (del inglés, MWGT mouse weight gain test)

(Figura 4.5).

(B) Cobayos
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Figura 4.5: Efecto en el peso corporal por la administraciéon intraperitoneal del
equivalente a una dosis humana de la suspensién FCC-S06 en glicina en (A) ratones CD1
(n=5), (B) cobayos (n=2), durante una semana, comparandolo con el causado utilizando
Alhydrogel en las mismas condiciones. Los resultados se expresaron como la diferencia
en gramos de peso corporal expresado con respecto al dia 1. Cada punto representa la
media + DS. ANOVA, post test tukey, p<0,05. 109



En cambio se constaté una disminucién en el peso de los cobayos tanto para
la suspension como para el control de referencia al segundo dia del experimento.
En los dltimos dias el aumento en el de peso fue mayor para la suspensiéon FCC-
S06 compardandolo con el grupo de cobayos inoculados con Alhydrogel,
(p=0,0400 para el dia 5, p=0,0055 para el dia seis y p=0,0243 para el dia siete)
(Figura 4.5).

Se realizdé necropsia a dichos animales y en la cavidad peritoneal de los
ratones CD1 se observaron agregados de las particulas FCC-S06 y no se
observaron signos de inflamacion en los érganos. En los ratones inoculados con

Alhydrogel, se observé ascitis hemorragica y agregados de particulas.

En las cavidades peritoneales de los cobayos tampoco se observaron signos
de inflamacidn en los 6rganos y se encontré que las particulas estaban dispersas
en comparacion con lo observado en los ratones, con muy pocos agregados y
pequefios, tanto para la suspension FCC-S06 como para el adyuvante de
referencia. Esto puede deberse a que se inoculé la misma cantidad de particulas

en un volumen 5 veces superior y en una cavidad de mayor tamafio.

En el grupo control de cobayos inoculado con el adyuvante de referencia,
también se evidencidé la presencia de una ascitis hemorragica, como fue

informado por otros?12,

En la figura 4.6 se muestran las fotografias de la cavidad peritoneal de un

animal representativo de cada grupo experimental.

Los resultados de los estudios de toxicidad permiten afirmar que las FCC-
S06 no tienen un efecto toxico en las condiciones ensayadas, observandose un
comportamiento similar o incluso mejor al obtenido en las mismas condiciones

con el adyuvante de referencia.

Como se menciona en la introduccidn, las guias para la evaluacion de la
toxicidad de nuevos adyuvantes sostienen que se evalte la formulacién vacunal
y no el adyuvante solo. En el presente trabajo, como auin no se tiene informaciéon
acerca del potencial inmunoestimulador de las suspensiones en estudio y se

usaran diferentes antigenos, se decidi6 realizar los estudios de toxicidad con las
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suspensiones solas para encontrar una concentracion de trabajo no téxica para

llevar a cabo los posteriores estudios, ya sea in vitro como in vivo.

Figura 4.6: Test de toxicidad anormal (ATT). Foto de la cavidad peritoneal de un individuo
representativo de cada grupo (A) y (B) ratones CD1, (C) y (D) cobayos. FCC-S06 en glicina
(Ay C) y (By D) Alhydrogel en glicina. Las flechas amarillas indican los agregados de las
particulas encontrados.

4.6.2 Testde toxicidad anormal para la suspensiéon HAP-S08

La inoculacién intraperitoneal de HAP-S08 no generd signos de
enfermedad, ningin animal murié al cabo de una semana. Se constaté un
incremento del peso a lo largo del experimento en los ratones CD1, en cambio se
observo una disminucién similar en el peso de los cobayos tanto para la

suspension como para el obtenido con Alhydrogel.
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Figura 4.7: Efecto en el peso corporal por la administracién intraperitoneal del equivalente
a una dosis humana de la suspensién HAP-S08 en glicina en (A) ratones CD1 (n=5), (B)
cobayos (n=2), durante una semana, comparandolo con el causado utilizando Alhydrogel
en las mismas condiciones. Los resultados se expresaron como la diferencia en gramos de
peso corporal expresado con respecto al dia 1. Cada punto representa la media + DS.
ANOVA, post test tukey, p<0,05.

La observacion de la cavidad peritoneal de los animales inoculados con
HAP-S08 evidencid6 un comportamiento similar al mencionado para la
suspension FCC-S06. Los resultados de los estudios de toxicidad demuestran que
la HAP-S08 no tiene un efecto toxico en las condiciones ensayadas y que es

similar al Alhydrogel.
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4.7 Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo permiten afirmar que las
suspensiones FCC-S06 y HAP-S08 no son toxicas, debido a que la incubacion de
varias lineas celulares con las suspensiones no induce muerte celular, no poseen
actividad hemolitica ni generaron efectos toxicos en el test de toxicidad aguda,
sugiriendo que son biocompatibles. Ademas, ocasionaron menos efectos toxicos

que el adyuvante de referencia en las mismas condiciones ensayadas.

Asimismo se determin6 una dosis de trabajo para los ensayos in vitro de
100ug/ml para la evaluacién del potencial inmunoestimulador, que no afecta la
viabilidad celular. Por otro lado, las dosis que se usardn para los ensayos in vivo

seran menores a las usadas en el ATT.
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Capitulo V:

Evaluacion de la actividad
inmunoestimulante en
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5 Resultados y discusion de la evaluaciéon de la actividad
inmunoestimulante en ensayos in vitro

5.1 Obijetivo especifico

Evaluar la actividad inmunoestimulante de la formulacién (suspensién
particulas + buffer de resuspensiéon + proteinas antigénicas) en sistemas
biolégicos in vitro usando como referencia el adyuvante Alhydrogel. Para

cumplir con este objetivo se procedid a evaluar los siguientes items:

-determinar si la  formulacion induce la  activacién de
monocitos/macro6fagos murinos evaluando: (a) la translocacion de NF-kB y AP-
1, (b) la induccién de la produccién de 6xido nitrico, (c) la secrecion de IL-1f3 e
IL-12p70 y (d) la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86
y MHC-II) por citometria de flujo (CF).

- determinar si la formulacién induce la activaciéon y maduracion de lalinea
celular primaria de células dendriticas derivadas de médula dsea (BMDCs)
evaluando: (a) la expresion de moléculas co-estimuladoras, (b) el perfil
transcripcional de citoquinas y quimioquinas expresadas por las BMDCs por RT-
gPCR y (c) la secreciéon de IL-12p70, e IL-1B y si esta secrecién es dependiente
de caspasaly11.

- determinar si la formulacion estimula la captacion, procesamiento y
acumulacion del antigeno modelo DQ-OVA por células presentadoras (BMDCs y

macrofagos murinos (J774A.1)).

- evaluar la capacidad de BMDCs pre-estimuladas con la formulacién de
cross-presentar el antigeno a esplenocitos de ratones inmunizados con la

misma.
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5.2 Efecto de las formulaciones con FCC-S06 sobre la activacion de
monocitos/macréfagos murinos

Como se menciono en la introduccidn el reconocimiento de determinados
PAMPs o DAMPs por los PRRs desencadena una cascada de sefializaciéon que
finaliza con la translocacion al nucleo celular de factores de transcripcién como
son NF-xB y AP-1. Lo anterior activa la transcripcién de genes de quimioquinas

y citoquinas pro-inflamatorias.

Con el objetivo de comenzar la evaluacion de las propiedades
inmunoestimulatorias de la formulacién FCC-S06+antigeno (OVA y STP) se
estudié la capacidad de estimular el sistema inmune innato evaluando si
favorecen su activacion a través de la determinacién de la translocacién de los
factores de transcripcion mencionados anteriormente en la linea reportera

RAW-Blue murina de macroéfagos, como ya fue reportado por otros213.214,

Todos los ensayos que se presentan a continuacion fueron llevados a cabo
utilizando formulaciones con 100pg/ml de FCC-S06+STP o FCC-S06+0VA en
glicina (relacién 1:20 con el antigeno), de ahora en mas formulacion FCC-
S06+antigeno, salvo se aclare especificamente, comparando con formulaciones

con Alhydrogel en las mismas condiciones.

Como se observa en la figura 5.1 no hubo estimulacién de la translocacion
con las suspensiones FCC-S06 y Alhydrogel a la misma concentracion que con las

formulaciones.

En cambio, se observa que ambas formulaciones, FCC-S06+0VA o FCC-
S06+STP, inducen la translocacion de los factores de transcripcién con respecto
a los antigenos solos, OVA (p<0,0001) y STP (p=0,0010) asi como con respecto
a las formulaciones con Alhydrogel (p<0,0001 para la formulacién con OVA y
p=0,0012 para la formulacién con STP respectivamente), luego de 24hs de

estimulacion.

También se observa que la formulacién Alhydrogel+OVA induce la

translocacion de los factores de transcripcion mencionados con respecto a OVA
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(p<0,0001), mientras que no se observa diferencia entre la formulaciéon con STP

y el antigeno solo.
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Figura 5.1: Activacién de la translocacion de NF-kB y AP-1. La linea reportera RAW-Blue fue
estimulada con la suspensién FCC-S06 en glicina, preadsorbida con (A) OVA o (B) STP o
con Alhydrogel en las mismas condiciones por 24hs. Los resultados se expresaron como la
media + DS del incremento relativo comparandolo contra el control sin estimular de dos
experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p<0,05.

Asimismo se observa una mayor translocacién de los factores de
transcripciéon usando OVA en la formulacién con FCC-S06 con respecto a la
misma formulada con STP (p<0,0001). Constatidndose el mismo resultado

cuando en las formulaciones se usé el adyuvante de referencia (p<0,0001).

De este resultado también se deduce la capacidad de OVA de inducir dicha
translocacion, la cual es mayor a la inducida por la formulacién FCC-S06+STP
(p<0,0001) y Alhydrogel+STP (p<0,0001). Revisando bibliografia se constatd
que debido a las glicosilaciones, OVA tiene la capacidad de unirse al receptor de
manosa (CD206), encontrado en monocitos, macréfagos y DCs, y que la unién de
este ligando desencadena su endocitosis y cross-presentacion en el contexto de

MHC-]215,

117



Por la razon anterior es que se decidi6 utilizar ademas STP recombinante
en los ensayos. Debido a que, por su forma de expresiéon nos aseguramos que
carezca de glicosilaciones. Asimismo, la produccion de STP de forma soluble en

elevadas concentraciones y su purificacion ya esta descrital92.

Seguidamente se evalu6 la capacidad de FCC-S06+STP y FCC-S06+0VA de
inducir la producciéon de 6xido nitrico (de/ inglés, NO) en la linea de
monocitos/macro6fagos murinos j774A.1, utilizando el reactivo de Griess como

ya ha sido reportad0196.216,217,218,

El NO es sintetizado mediante la oxidacion secuencial del nitrogeno del
guanidino terminal de la L-arginina, reaccion catalizada por la NO sintetasa (de/
inglés, NOS). La NOS inducible es sintetizada en respuesta a mediadores pro-
inflamatorios en una gran variedad de células inmunes, incluyendo macréfagos.
La produccion de NO por estas células inhibe el crecimiento de varios patogenos,
y es una molécula que se encuentra involucrada ademas en la destruccion de
varios microorganismos y células tumorales por macroéfagos activados durante

la respuesta inmune no especifica21®.

Como se observa en la figura 5.2, 1a suspension de particulas FCC-S06 o

Alhydrogel o los antigenos solos no inducen la produccién de éxido nitrico.

En cambio las formulaciones de FCC-S06+STP y FCC-S06+0VA inducen la
producciéon de NO compardndolas con el antigeno, STP (p<0,0001) y OVA
(p<0,0001) luego de 24hs de estimulacién.

FCC-S06+STP induce una produccién mayor respecto a Alhydrogel+STP
(p=0,0075); mientras que no se observa esta diferencia entre FCC-S06+0VA y
Alhydrogel+OVA.

También se observa que ambas formulaciones con Ahlydrogel inducen la
produccion de NO comparandolas con el antigeno, STP (p=0,0045) y OVA
(p=0,0050).
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(B)STP

(A)OVA
15+ p<0,0001 p=0,0183
p<0,0001

NO, Equivalentes

Figura 5.2: Produccion de 6xido nitrico. La linea murina de macréfagos J774A.1 fue
estimulada con la suspensién FCC-S06 en glicina, preadsorbida con (A) OVA o (B) STP o
con Alhydrogel en las mismas condiciones por 24hs. Los resultados se expresaron como
equivalentes de NO,- determinado por el reactivo de Griess como la media + DS de dos
experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p<0,05.

Asimismo se constaté que no hubo diferencia en la produccion de NO
usando OVA en la formulacién con FCC-S06 con respecto a la misma formulada
con STP. Observandose el mismo resultado cuando en las formulaciones se usé

el adyuvante de referencia.

A continuacién se evalto la capacidad de la formulacién FCC-S06+STP, en
las mismas condiciones anteriores, de inducir la produccién de las CKs pro-
inflamatorias IL-12p70 e IL-1B por los macroéfagos J774A.1. Luego 24hs de

estimulacion, estas CKs fueron cuantificadas en el sobrenadante por ELISA.

No se detecté IL-12p70 en el sobrenadante de las células ]J774A.1
estimuladas con FCC-S06+STP ni con la formulacién usando el adyuvante de
referencia con un limite de deteccién (LD) de 8pg/ml. Tampoco con las

suspensiones o antigenos solos.
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Asimismo, como se observa en la figura 5.3A, se constato que la suspension
o el antigeno solo no estimulan la produccién de la CK pro-inflamatoria IL-13 en

macrofagos ]774A.1 luego de una incubacion por 24hs.

En cambio, la formulacién FCC-S06+STP estimula dicha secrecién con
respecto al antigeno (p=0,0002) y de forma similar que la formulacién
Alhydrogel+STP. Esta ultima aumenta la produccion de IL-1f3 con respecto a STP
(p=0,0011).

(A) (B) preincubacion-LPS
40+ p=0,0423

IL-1B (pg/ml)

Figura 5.3: Produccidn de IL-1f por macréfagos J774A.1 cuantificada en el sobrenadante
por ELISA luego de 24hs de estimulacién con (A) la suspensién FCC-S06 preadsorbida
con STP en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. En paralelo se realiz6 el
mismo experimento (B) Pre-incubando con 10pl/ml de LPS durante 2hs. Cada barra
representala media + DS de tres o dos experimentos independientes, n=3. ANOVA, post
test tukey, p<0,05.
Con el objetivo de evaluar si es requerida una primera sefial via la
activacion de TLRs para la produccién de IL-1(3, se realiz6 en paralelo el mismo
ensayo pre-incubando los macroéfagos ]774A.1 con 10ug/ml de LPS (agonista de

TLR4).

No se encontré una diferencia en la producciéon de esta CK luego de la pre-

incubacién estimulando con la suspension, el antigeno solo ni con las
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formulaciones FCC-S06+STP o Alhydrogel+STP (figura 5.3B), comparandolas

con los resultados encontrados sin dicha pre-incubacidn.

En esta condicién, se constaté un aumento en la producciéon de IL-1
cuando los macrofagos J774A.1 fueron estimulados con la formulacion FCC-
S06+STP con respecto a STP sola (p=0,0015). También se observ6 un aumento
en la produccién al ser estimulados con Alhydrogel+STP con respecto a la

obtenida con FCC-S06+STP (p=0,0423).

Ademas, se estudio por CF la induccion de moléculas co-estimuladoras
(CD40, CD80, CD86 y MHC-II) en la linea celular de monocitos/macréfagos
murinos ]774A.1. Lamentablemente una expresion basal muy alta de dichas
moléculas en estas células impidié observar diferencias en la media de
intensidad de fluorescencia y en el porcentaje de células positivas para cada
molécula. Se compararon el control positivo con LPS+IFN-y, el negativo con

glicina y las formulaciones con FCC-S06+STP y Alhydrogel (no mostrado).
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5.3 Efecto de las formulaciones con HAP-S08 sobre la activacion de
monocitos/macréfagos murinos

Se repitieron los mismos ensayos que en el apartado anterior para evaluar
la activacion de monocitos/macrofagos con formulaciones de 100pg/ml de HAP-

S08+antigeno en glicina (relacién 1:20).

Como se observa en la figura 5.4, la suspension HAP-S08 no induce la
translocacion de NF-kB y AP-1. En cambio se observ6 que la formulacion HAP-
S08+STP induce dicha translocacién con respecto al antigeno solo y a la
formulacién con el adyuvante de referencia (p<0,0001). Con la formulacién
HAP-S08+0VA no se constaté una diferencia con respecto al antigeno solo, pero
si se observé una menor induccién con respecto a Alhydrogel+0VA (p<0,0001),

en las mismas condiciones.
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Figura 5.4: Activacién de la translocacién de NF-kB y AP-1. . La linea reportera RAW-
Blue fue estimulada con la suspensién HAP-S08 en glicina, preadsorbida con (A) OVA
o (B) STP o con Alhydrogel en las mismas condiciones por 24hs. Los resultados se
expresaron como la media + DS del incremento relativo comparandolo contra el
control sin estimular de dos experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test
tukey, p<0,05
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Asimismo se observa una mayor translocacion de los factores de
transcripciéon usando OVA en la formulacién con HAP-S08 con respecto a la
misma formulada con STP (p<0,0001), constatandose el mismo resultado

cuando en las formulaciones se usé el adyuvante de referencia (p<0,0001).

En la figura 5.5 se muestra la induccién de la produccién de NO por las
formulaciones con HAP-S08 luego de la incubacién de las células J774A.1 por
24hs. Se constatd que la suspensiéon de particulas HAP-S08 no induce la

produccion de NO en las condiciones ensayadas.

En cambio, ambas formulaciones con HAP-S08 estimulan dicha produccién
con respecto a los antigenos solos (OVA (p<0,0001) y STP (p<0,0001)).
También se observé una mayor produccién de NO inducida por HAP-S08+0VA
y HAP-S08+STP con respecto a la misma formulacién con el adyuvante de

referencia (p=0,0179 y p=0,0051, respectivamente).

25- (A)OVA
20 p<0,0001p=0,0179 (B)STP

p<0,0001 p=0,0051

NO, Equivalentes

Figura 5.5 Produccién de éxido nitrico. La linea murina de macréfagos J774A.1 fue
estimulada con la suspensién HAP-S08 en glicina, preadsorbida con (A) OVA o (B) STP o
con Alhydrogel en las mismas condiciones por 24hs. Los resultados se expresaron como
equivalentes de NO, determinado por el reactivo de Griess como la media + DS de dos
experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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Asimismo se constaté que no hubo diferencia en la produccion de NO
usando OVA en la formulacién con HAP-S08 con respecto a la misma formulada

con STP.

También se evaltio la capacidad de la formulacion HAP-SO08+STP de inducir
la produccién de las CKs pro-inflamatorias IL-12p70 e IL-1f, luego de 24hs de
estimulacién, cuantificadas en el sobrenadante de monocitos/macréfagos

J774A.1.

No se detectd IL-12p70 en el sobrenadante de las células J774A.1
estimuladas con HAP-S08 ni HAP-S08+STP con un LD de 8pg/ml.

En la figura 5.6A se muestra la produccion de la CK pro-inflamatoria IL-1f3
por monocitos/macroéfagos J774A.1. Se observa que la suspensién sola no

estimula la produccién de dicha CK.

(A) (B) preincubacién-LPS
40 p=0,0023
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Figura 5.6 Produccién de IL-18 por macréfagos J774A.1 cuantificada en el sobrenadante
por ELISA luego de 24hs de estimulacién con (A) la suspensién HAP-S08 preadsorbida
con STP en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. En paralelo se realiz6 el
mismo experimento (B) Pre-incubando con 10pl/ml de LPS durante 2hs. Cada barra
representala media + DS de tres o dos experimentos independientes, n=3. ANOVA, post
test tukey, p<0,05.
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En cambio, la secrecion de esta CK es mayor cuando las células son
estimuladas con la formulacion HAP-S08+STP con respecto al antigeno solo

(p=0,0144) y es similar a la obtenida con el adyuvante de referencia.

Asimismo se observé que la produccion de IL-1B inducida por la
formulaciéon HAP-S08+STP no aumenta ante un pre-estimulo inicial con LPS. Si
se observa un incremento en dicha producciéon con la formulacién

Alyhdrogel+STP luego del pre-estimulo (p=0,0144) (figura 5.6B).

Ademas, se estudid la induccién de moléculas co-estimuladoras (CD40,
CD80, CD86 y MHC-II) en la linea celular de monocitos/macréfagos murinos
J774A.1 por CF. Debido a la alta expresion basal de estas moléculas en dichas
células, no se observaron diferencias en la media de intensidad de fluorescencia
ni en el porcentaje de células positivas para cada molécula entre el control
positivo con LPS+IFN-y, el negativo con glicina y la formulacion HAP-S08+STP

(no mostrado).
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5.4 Efecto de las formulaciones con FCC-S06 en la activacion y
maduracion de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Posteriormente se evalué la capacidad de las formulaciones con FCC-S06
de estimular el sistema inmune innato evaluando el efecto de las mismas en la
activacion y maduracién de células dendriticas derivadas de médula Osea

(BMDC).

Inicialmente se evalud si las formulaciones inducen la expresién de
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86 y MHC-II), marcadores de
activacion y maduracion de BMDCs, producidas a partir de precursores de

medula 6sea de ratones C57BL/6] wild type, por CF.

En la figura 5.7 y 5.8 se muestra la media de intensidad de fluorescencia
(del inglés, MFI) y el porcentaje de células positivas en BMDCs de la expresion
de moléculas co-estimuladoras luego de la incubaciéon por 24hs con las
formulaciones FCC-S06+0VA y FCC-S06+STP respectivamente, comparandola

con la inducida por el adyuvante de referencia en las mismas condiciones.

Como se muestra en la figura 5.7A para la molécula CD40 no se observa
diferencia en el MFI inducido por la formulacién FCC-S06+0VA con respecto a
OVA, mientras que se observa un aumento con respecto a Alhydrogel+OVA
(p=0,0026). Se observa un resultado similar para el marcador MHC-II (figura
5.7D) con un p=0,0273.

En cuanto al porcentaje de células positivas para el marcador CD40 se
observa en la figura 5.7E un aumento con respecto a la formulacién con el
adyuvante de referencia (p=0,0083) y una disminucion con respecto al antigeno
(p=0,0335) cuando las células fueron incubadas con la formulacién FCC-
S06+0VA. Mientras que no se observa diferencia en dicho porcentaje para la

molécula MHC-II (figura 5.7H).

En cambio, se observa un aumento en la expresion de CD80 (figura 5.7B) y
CD86 (figura 5.7C) luego de la estimulaciéon de las BMDCs con FCC-S06+0VA con
respecto al antigeno solo con un p=0,0016 y p=0,0257, respectivamente.

Ademas, se observa un aumento en el porcentaje de células positivas para los
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marcadores anteriores inducido por la formulacién con respecto al antigeno

(p=0,0041 para CD80 (figura 5.7F) y p=0,0083 para CD86 (figura 5.7G)).
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Figura 5.7: Induccién de la expresion de moléculas co-estimuladoras en BMDCs. Estas células
fueron incubadas durante 24hs en presencia de la suspensiéon FCC-S06 preadsorbida con
OVA en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las células se marcaron empleando anticuerpos conjugados especificos para
CD40, CD80, CD86 y MHC-II. Cada barra representa la media de intensidad de fluorescencia
(MFI) £ DS (A-D) y la media del porcentaje de células positivas + DS (E-H) de n=2, de un
experimento representativo (n=3). ANOVA, post test tukey, p<0,05.

También, se constaté que la expresion de CD80 fue superior con la
formulaciéon FCC-S06+0VA observando tanto el MFI (p=0,0041) como el
porcentaje de células positivas (p=0,0110) a la generada por el adyuvante de

referencia en las mismas condiciones. Mientras que el MFI de la expresion de
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CD86 fue similar entre ambas formulaciones, observiandose un aumento de
células positivas para este marcador con FCC-S06+O0VA con respecto a

Alhydrogel+0VA (p=0,0233)

Como se muestra en la figura 5.8A-D no se observa diferencia en el MFI de
la expresion de las cuatro moléculas co-estimuladoras cuando las BMDCs fueron

estimuladas con la formulacién FCC-S06+STP con respecto al antigeno solo.
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Figura 5.8: Induccién de la expresién de moléculas co-estimuladoras en BMDCs. Estas células
fueron incubadas durante 24hs en presencia de la suspensién FCC-S06 preadsorbida con
STP en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de
incubacién, las células se marcaron empleando anticuerpos conjugados especificos para
CD40, CD80, CD86 y MHC-II. Cada barra representa la media de intensidad de fluorescencia
(MFI) + DS (A-D) y la media del porcentaje de células positivas + DS (E-H) de n=2, de un
experimento representativo (n=3). ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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En cambio se encontré un aumento en el porcentaje de células positivas
inducido por FCC-S06+STP con respecto al antigeno solo para el marcador CD80,

p=0,0207 (figura 5.8F).

También se observa un aumento en el MFI inducido por la formulacién con
respecto a Alhydrogel+STP para los marcadores CD40 (p=0,0436) y MHC-II

(p=0,0242), no observandose diferencia en el porcentaje de células positivas.

Ademas, a menores concentraciones de ambas formulaciones con FCC-S06
(diluciones 1:10 y 1:100), no se observa un aumento en la expresion de las

moléculas co-estimuladoras evaluadas (no mostrado).

Seguidamente se determindé la cantidad de ARN mensajero en BMDCs de
genes involucrados en la respuesta inmune cuantificados por RT-qPCR luego de
la incubacién con FCC-S06+STP por 24hs. La media del incremento relativo al
grupo control (glicina) de los ARNm normalizados con respecto al mensajero de

B-microglobulina se muestran en la figura 5.9.

Como se observa en la figura 5.9 se constaté que la formulacién FCC-
S06+STP induce la transcripcion de los genes para IL-6 (p=0,0013)
(involucrada en la diferenciaciéon de linfocitos T al perfil Th17, sintesis de
proteinas de fase aguda e induccion de la proliferacion de células B productoras
de anticuerpos), TNF-a (p=0,0004) (involucrado en la activaciéon de células
endoteliales generando inflamacién, apoptosis celular y activacién de
neutrdfilos), IL-23 (p=0,005) (involucrada en el mantenimiento de células T
productoras de IL-17), pro-IL-1B (p=0,007) (involucrada en la activacion de
células endoteliales generando inflamacidn y diferenciacion de células T al perfil
Th17 y sintesis de proteinas de fase aguda) y pro-caspasa 1 (p=0,0092)
(involucrada en el clivado de pro-IL-18 y pro-IL-13)22° con respecto al antigeno

solo.

En cambio no se observo induccion de la expresion de genes que codifican
para IL-12p35 (involucrada en la diferenciacién de linfocitos T al perfil Th1 y el
aumento de la actividad citotoxica induciendo a células T y NK a sintetizar IFN-

y), IL-10 (induce la inhibicién de la producciéon de IL-12, moléculas co-
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Media incremento relativo

estimuladoras y MHC-II en DCs y macroéfagos), pro-IL-18 (induce la sintesis de
IFN-y en células T y NK, en monocitos la expresion de GMCSF, TNF-q, IL-1B y la
activacion y secrecion de CK en neutroéfilos)220 y NLRP3, comparandola con la

inducida por el antigeno solo.
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Figura 5.9: Perfil transcripcional de genes de citoquinas pro-inflamatorios y del inflamasoma
en BMDCs inducidos luego de la incubacién con la formulacién FCC-S06+STP en glicina o el
antigeno solo en las mismas condiciones. A las 24hs se realizé la extraccion de los
mensajeros totales y sintesis de ADNc. El nivel relativo de ARNm para cada gen fue
normalizado empleando como gen de referencia la -microglobulina. Las barras (n=3)
representa la media + DS del incremento relativo de los ARNm normalizados, respecto al
grupo control (glicina) de dos o tres experimentos independientes. t de student no pareado
p<0,05.
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Media incremento relativo

Media incremento relativo

Cabe mencionar que en este ensayo y el que sigue a continuacién no se

muestran los resultados observados para la formulacién con el adyuvante de

referencia debido a que se observaron artefactos (1éase, no se observaron curvas

Ct exponenciales de amplificaciéon de los genes, tanto de interés como el de

referencia) y suponemos pueden deberse a la concentracién de aluminio en las

muestras.

En la figura 5.10 se observa el perfil transcripcional de genes de

quimioquinas en BMDCs inducidos luego de la incubacién con la formulacién

FCC-S06+STP.
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Figura 5.10: Perfil transcripcional
de genes C-c y C-X-c de
quimioquinas en BMDCs
inducidos luego de la incubacién
con la formulaciéon FCC-S06+STP
en glicina o el antigeno solo en las
mismas condiciones. A las 24hs se
realizé6 la extraccion de los
mensajeros totales y sintesis de
ADNc. El nivel relativo de ARNm
para cada gen fue normalizado
empleando como gen de
referencia la [(-microglobulina.
Las barras (n=3) representa la
media + DS del incremento
relativo de los ARNm
normalizados, respecto al grupo
control (glicina) de dos o tres
experimentos independientes. t
de student no pareado p<0,05.

Se determiné un aumento inducido por la formulacién con FCC-S06+STP

con respecto al antigeno solo para los genes que codifican para CCL20
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(involucrada en el reclutamiento de células Th17 y posicionamiento de DCs en
los tejidos) (p=0,001), CXCL10 (involucrada en el reclutamiento de células T
efectoras) (p=0,0018) y CCL4 (involucrada en el reclutamiento de células T, DC,
monocitos y células NK) (p=0,0039)220,

En cambio, no se observé induccion de la expresion de genes que codifican
para CCL3, CCL5 y CXCL12 (involucradas en el reclutamiento leucocitario)?220,

comparandola con la inducida por el antigeno solo.

Posteriormente, se evaltio la capacidad de la formulacién FCC-S06+STP en
las mismas condiciones anteriores de inducir la secrecién de las CKs pro-
inflamatorias IL-12p70 e IL-18, luego de 24hs de estimulacién. Dichas CKs fueron

cuantificadas por ELISA en el sobrenadante de BMCDs.

Como se observa en el figura 5.11 no se detect6 secrecion de IL-12p70 en
las condiciones ensayadas con Alhydrogel+STP, ni con el antigeno solo, con un

limite de deteccién de 8pg/ml.

20
Figura 5.11: Produccién de IL-12p70 por BMDCs

p=0,0003 p=0,0003 cuantificada en sobrenadantes por ELISA luego de
24hs de estimulaciéon con la formulacién FCC-S06
preadsorbida con STP en glicina o la formulacién con
el adyuvante de referencia o el antigeno solo en las
mismas condiciones. Cada barra representa la media
+ DS de dos experimentos independientes, n=3.
ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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En cambio, la formulaciéon FCC-S06+4STP induce la secreciéon por BMDCs de

IL-12p70 con respecto al antigeno solo (p=0,003) y a la formulacién con el

adyuvante de referencia (p=0,003) (figura 5.11).
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Cabe destacar que este resultado no es necesariamente contradictorio con
el encontrado en lainduccion de la expresion de genes mencionado previamente,
ya que se cuantific6 el ARN mensajero del gen que codifica parala subunidad p35

del heterodimero de la proteina IL-12p70.

En la figura 5.12, panel A, se muestra la secrecidn de IL-13 por BMDCs wild
type. No se observo una induccién en la secrecion de dicha CK por el antigeno
solo, la cual fue comparable a la inducida por la suspension FCC-S06. Mientras
que se observa una produccién 10 veces superior con la formulacion FCC-

S06+STP con respecto a la suspensidon sola (p<0,0001).

Asimismo se repitié el ensayo pre-incubando las BMDCs con 10ug/ml de
LPS durante 2hs, con el objetivo de evaluar si la secrecion de IL-13 requiere de
una sefial inicial TLR dependiente que activa la transcripcién del gen de la pro-

IL-1B (como se menciona en la introduccién).

(A) (B) pre-incubacion-LPS
4000+ p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001
3000-
< 2000-
£
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Y 4004
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0l— , [ e

FCC-S06 STP  FCC-S06+STP  STP  FCC-S06+STP

1 BMDCwt mm BMDC casp1y11-/-

Figura 5.12: Produccién de IL-1B por BMDCs wt y BMDCs casply11-/- cuantificada por
ELISA luego de 24hs de estimulacién con (A) la formulacién FCC-S06 preadsorbida con
STP en glicina o con la suspension sola o el antigeno solo en las mismas condiciones. En
paralelo se repiti6 el mismo experimento (B) Pre-incubando con 10pg/ml de LPS durante
2hs, incubando con la formulacién FCC-SO6+STP o STP sola. Cada barra representa la
media + DS de dos experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p<0,05.

Como se muestra en el panel B de la figura 5.12 se observo un incremento
casi 8 veces superior en la cuantificacion de esta CK luego de la estimulacion con

la formulacién en estas condiciones con respecto a la observada sin una
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incubacién previa con LPS (p<0,0001). Comportamiento no observado con el
antigeno solo, ya que no se encuentra una diferencia en dicha secrecion en las

dos condiciones ensayadas.

Cabe aclarar que luego de la pre-incubacioén con LPS, las células no fueron
lavadas, por lo que no se puede descartar una co-incubacién con el agonista de
TLR4. Observandose un efecto sinergistico entre el agonista y la formulacién en
la induccién aumentada de la produccion de IL-1B, como fue reportado por

otros221,

Conjuntamente se evaluo sila secrecion de IL-1( es dependiente de caspasa
1 y 11, repitiendo en paralelo el mismo ensayo con BMDCs derivadas de

precursores de ratones C57BL/6] deficientes en caspasa 1y 11.

En la figura 5.12 se muestra la induccion por la formulacién FCC-S06+STP
en la secrecion por BMDCs casply11-/- de esta CK luego de 24hs de incubacion.
Se observa una marcada disminucion luego de la incubacion con la formulacién
FCC-S06+STP en la secreciéon de IL-13 por BMDCs deficientes en caspasa 1y 11
que por la producida por BMDCs wild type, tanto con (p<0,0001) o sin
(p=0,0003) previa pre-incubacion con LPS.

A pesar de lo anterior, se observa una secrecién (reducida) de IL-1f3 en las
BMDCs casply11-/- inducida por la formulacién con respecto al antigeno solo,
tanto con (p<0,0001) o sin (p<0,0001) previa pre-incubacién con LPS. El
clivado de esta CK puede deberse a la presencencia de otras proteasas como por

ejemplo, la catepsina G.

En este ensayo no se incluy¢ el adyuvante de referencia debido a que, como
ya fue descrito en la introduccién, la induccién en la secrecién de IL-18 por

compuestos de aluminio esta reportado por varios autores.

Los resultados del presente ensayo sugieren que la formulacién con FCC-
S06+STP tendria la capacidad de activar el inflamasoma NLRP3 en BMDCs, lo

que induciria la activaciéon y maduracion de estas células.
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5.5 Efecto de las formulaciones con HAP-S08 en la activacién y
maduracion de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Se repitieron los mismos ensayos que en el apartado anterior para evaluar
la activacion y maduracion de BMDCs inducida por formulaciones con HAP-S08.
Inicialmente se también evaluo la capacidad por estas formulaciones de inducir

la expresion de moléculas co-estimuladoras en BMDCs.
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Figura 5.13: Induccién de la expresién de moléculas co-estimuladoras en BMDCs. Estas células
fueron incubadas durante 24hs en presencia de la suspensién HAP-S08 preadsorbida con
OVA en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de
incubacién, las células se marcaron empleando anticuerpos conjugados especificos para
CD40, CD80, CD86 y MHC-II. Cada barra representa la media de intensidad de fluorescencia
(MFI) £ DS (A-D) y la media del porcentaje de células positivas + DS (E-H) de n=2, de un
experimento representativo (n=3). ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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En la figura 5.13A-D se muestra la MFI de la expresion de moléculas co-
estimuladoras en BMDCs luego de la incubacién por 24hs con formulaciones de
HAP-S08+0VA, comparandola con la inducida por el antigeno y la formulacion

con el adyuvante de referencia en las mismas condiciones.

Como se observa en la figura 5.13B, HAP-S08+0VA aumenta la expresion

de CD80 con respecto al antigeno solo y a Alhydrogel+0OVA (p<0,0001).

También la formulacién con HAP-S08+0VA aumenta la expresion de MHC-

Il con respecto a Alhydrogel+0OVA (p=0,0258).

Ademds, no se encontraron diferencias entre la formulacion HAP-
S084+0VA, OVA y Alhydrogel+0OVA en el porcentaje de células positivas para

cada marcador.

Mientras que como se observa en la figura 5.14C HAP-S08+STP aumenta la
expresion de CD86 con respecto al antigeno solo (p=0,0175) y a la formulacién

con Alhydrogel+STP (p=0,0263).

Para el resto de las moléculas evaluadas la expresion es similar con HAP-

S08+STP, la formulacién con el adyuvante de referenciay STP.

Ademas, no se encontraron diferencias en el porcentaje de células positivas
para cada marcador, a excepcion de CD80, donde HAP-SO08+STP induce un
porcentaje mayor de células positivas que la misma formulacién con Alhydrogel

(p=0,0070).

Tampoco, se observo un aumento en la expresion de las moléculas co-
estimuladoras evaluadas a menores concentraciones de las formulaciones

(diluciones 1:10 y 1:100) (no mostrado).
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Figura 5.14: Induccién de la expresion de moléculas co-estimuladoras en BMDCs. Estas células
fueron incubadas durante 24hs en presencia de la suspensién HAP-S08 preadsorbida con STP
en glicina o con Alhydrogel en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de incubacion,
las células se marcaron empleando anticuerpos conjugados especificos para CD40, CD80,
CD86 y MHC-II. Cada barra representa la media de intensidad de fluorescencia (MFI) + DS
(A-D) y la media del porcentaje de células positivas + DS (E-H) de n=2, de un experimento
representativo (n=3). ANOVA, post test tukey, p<0,05.

A continuacion se evalué el perfil transcripcional de genes involucrados en

la respuesta inmune en BMDCs por RT-qPCR. Como se observa en la figura 5.15

se constatd que la formulacion HAP-S08+STP induce la transcripcion de los

genes para IL-6, TNF-q, IL-23, IL-12p35, IL-10, pro-IL-13, NLRP3 y pro-caspasa
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Media incremento relativo

1, con respecto al antigeno solo (p=0,0345, p=0,0001, p=0,005, p=0,009,
p=0,005, p=0,041, p=0,088 y p=0,0025 respectivamente).
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Figura 5.15: Perfil transcripcional de genes de citoquinas pro-inflamatorios y del
inflamasoma en BMDC inducidos luego de la incubacién con la formulacién HAP-
S08+STP en glicina o el antigeno solo en las mismas condiciones. A las 24hs se realiz6 la
extraccion de los mensajeros totales y sintesis de ADNc. El nivel relativo de ARNm para
cada gen fue normalizado empleando como gen de referencia la -microglobulina. Las
barras (n=3) representa la media+ DS del incremento relativo de los ARNm
normalizados, respecto al grupo control (glicina) de dos o tres experimentos
independientes. t de student no pareado p<0,05.

En cambio no se observé induccién de la expresion del gen que codifica

para pro-IL-18, comparandola con la generada por el antigeno solo.
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Media incremento relativo

Media incremento relativo

Ademas se evaluo el perfil transcripcional de genes de quimioquinas en
BMDCs inducidos por formulacién HAP-S08+STP luego de una incubacién por
24hs.

Como se observa en la figura 5.16 se determin6 un aumento inducido por la
formulacién con HAP-S08+STP con respecto al antigeno solo para los genes que
codifican para CCL20 (p=0,004), CCL4 (p=0,0362), CCL3 (p=0,0001) y CCL5
(p=0,0027).
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En cambio no se observo induccion en la expresion de genes que codifican

para CXCL10 y CXCL12, comparandola con la generada por el antigeno solo.
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Posteriormente, se evaluo la capacidad de la formulacién HAP-S08+STP en
las mismas condiciones anteriores de inducir la secreciéon de las CKs pro-
inflamatorias IL-12p70 e IL-13, luego de 24hs de estimulacidn, cuantificadas en

el sobrenadante de BMCDs, tituladas por ELISA.

Como se observa en la figura 5.17 la formulacion HAP-S08+STP induce la
secrecion de IL-12p70 con respecto al antigeno solo (p<0,0001) y a la
formulacién con Alhydrogel (p<0,0001). Mientras que la secrecién por el

antigeno fue inferior al LD de 8pg/ml.

25+
p<0,0001 p<0,0001 Figura 5.17: Produccion de IL-12p70 por BMDCs
20 cuantificada en sobrenadantes por ELISA luego de 24hs
? de estimulacién con la formulacion HAP-S08
) preadsorbida con STP en glicina o la formulacién con el
£ 157 adyuvante de referencia o el antigeno solo en las mismas
K condiciones. Cada barra representa la media + DS de dos
& 107 experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test
) tukey, p<0,05.
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En la figura 5.18, panel A, se muestra la secrecion de IL-1f por BMDCs
producidas a partir de precursores de medula 6sea de ratones C57BL/6] wild
type. Se observa que la secrecion de dicha CK inducida por la suspension sola o
el antigeno solo es inferior al LD del ensayo. Mientras que se constat6 un
aumento inducido por la formulacién HAP-S08+STP en las mismas condiciones
anteriores con respecto al antigeno (p<0,0001) y a la suspensién sola (p<

0,0001).

En paralelo, se repitié el ensayo pre-incubando las BMDCs con 10pug/ml de
LPS durante Zhs. Como se observa en el panel B de la figura 5.18 se obtuvo un

incremento considerable en la cuantificacién de esta CK luego de la estimulacion
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con la formulacion en estas condiciones con respecto a la observada sin una

incubacién previa con LPS (p<0,0001).

Asimismo se evalué si la secrecién de IL-1B por la formulacién HAP-
S08+STP es dependiente de caspasa 1y 11, realizando el mismo ensayo anterior
con BMDCs derivadas de precursores de ratones C57BL/6] deficientes en
caspasa 1. En la figura 5.18 se muestra la secrecion de esta CK por la formulacién
HAP-S08+STP en las mismas condiciones anteriores por BMDCs casply11-/-.Se
observa que la secrecién de IL-13 inducida por la formulacién HAP-SO08+STP es
inferior en las BMDCs deficientes en caspasa 1 y 11, que por la producida por
BMDCs wild type, tanto en el ensayo sin una pre-incubaciéon con LPS previa

(p<0,0001) como con dicha pre-incubacion (p<0,0001).

Lo anterior sugiere que la formulacién con HAP-S08 tendria la capacidad
de activar el inflamasoma NLRP3 en BMDCs, lo que induce la activacion y

maduracion de este tipo celular.
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Figura 5.18: Produccién de IL-1p por BMDCs wt y BMDCs casply11-/- cuantificada por
ELISA luego de 24hs de estimulacién con (A) la formulacién HAP-S08 preadsorbida con
STP en glicina o con la suspensidn sola o el antigeno solo en las mismas condiciones. En
paralelo se repitié el mismo experimento (B) pre-incubando con 10pg/ml de LPS durante
2hs, incubando con la formulacién HAP-SO8+STP o STP sola. Cada barra representa la
media + DS de dos experimentos independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p<0,05.
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5.6 Efecto de la suspension FCC-S06 en la captacion, procesamiento y
acumulacion del antigeno DQ-OVA por células presentadoras

Con el objetivo de determinar si la formulacion con FCC-S06 induce la
captacién, procesamiento por la via endosomal, (requerimiento para la
presentacion en el contexto de MHC-II) y acumulacién antigénica en células

presentadoras (BMDC y J774A.1) se utilizo6 el antigeno DQ-OVA.

El antigeno DQ-OVA, se encuentra altamente conjugado con un fluoréforo
BODIPY “self-quenched”. Al entrar en la via fagocitica, este fluoréforo emite una
sefial en el canal verde (FITC) que puede ser visualizado por CF y evidencia el
procesamiento antigénico, cuando la proteina es degradada en condiciones
acidas por enzimas lisosomales. Ademas, cuando los fragmentos de la prote6lisis
se acumulan en grandes cantidades en los compartimientos endosomales, este
fluor6foro forma excimeros que exhiben fluorescencia en el canal rojo (PE)
179192198199 10 que evidencia la acumulacion de dichos fragmentos en las células

presentadoras de antigenos.

Para este ensayo ambos tipos celulares fueron incubados en 3 condiciones:
(1) 15min a 379C para evaluar internalizacién y procesamiento temprano, (2)
24hs a 37°C, para evaluar internalizacién y procesamiento tardio, y (3) 42C por
24hs, como control de endocitosis basal o pasiva y de interaccién no especifica

de la proteina marcada con las células.

En la figura 5.19 panel superior, se muestra el MFI cuando las células
(J774A.1 y BMDC) fueron estimuladas por las formulaciones (FCC-S06+DQ-OVA

y Ahlydrogel+DQ-0VA) o el antigeno solo en las tres condiciones mencionadas.

Como se observa en la figura 5.19, en la incubacion a 42C no se constato
diferencia en el procesamiento ni en la acumulacién de DQ-OVA, cuando las
células fueron estimuladas por las formulaciones o el antigeno solo,
comportamiento observado tanto en BMDCs como en macréfagos murinos
J774A.1. Lo anterior demuestra que no se evidencia una interaccién inespecifica

ni endocitosis basal del antigeno importante en las condiciones ensayadas.
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Figura 5.19 Panel superior: Efecto en la captacion, procesamiento y acuamulacién del antigeno
DQ-OVA en (A-B) macréfagos J774A.1y (C-D) BMDCs luego de la estimulacién con 100ug/ml
la formulacién FCC-S064+DQ-OVA (relaciéon 1:20) en glicina, comparandolo con el causado
incubando con Alhydrogel o DQ-OVA sola en las mismas condiciones. Este experimento se
llevé a cabo en dos tiempos: 15min y 24hs incubando a 379C. El control de captacién basal se
realizé incubando a 42C. La cantidad de OVA internalizada y procesada se midié como
fluorescencia en el canal verde, mientras que la acumulada se midid en el canal rojo. Cada
barra representa la intensidad media de fluorescencia + DS de tres o dos experimentos
independientes, n=3. ANOVA, post test tukey, p< 0,05.

Panel inferior: Microscopia de fluorescencia 50X de macroéfagos J774A.1 luego de 24hs de
incubacién con (E) DQ-OVA (F) FCC-S06+DQ-OVA (G) Alhydrogel+DQ-OVA y posterior al
lavado de las células para eliminar el exceso de DQ-OVA.
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Con respecto a la captacion antigénica a tiempos tempranos (incubacién a
372C por 15 minutos), en la figura 5.19A se observa la MFI en los J774A.1 donde
se evidencia que el procesamiento en los compartimientos endosomales para el
antigeno DQ-OVA es mayor con respecto a la formulacién con FCC-S06
(p=0,0152) y ala formulacién con Alhydrogel (p=0,0011). Asimismo se observa
que la formulacion con FCC-S06 induce el procesamiento antigénico de manera
mas efectiva que la formulacion con Alhydrogel (p=0,0046). En cambio, este
resultado se revierte y se observa que la formulacién con FCC-S06 induce una
acumulacion de los fragmentos antigénicos mayor con respecto DQ-OVA y a la
formulacién con Alhydrogel (p=0,0067 y 0,0082, respectivamente) (Figura
5.19B).

En cuanto al procesamiento antigénico a tiempos tardios (incubaciéon a
372C por 24 horas), en la figura 5.19A se observa en los ]J774A.1 que también se
revierte la situacién con respecto al procesamiento temprano y se observa un
aumento en el procesamiento de DQ-OVA inducido por las dos formulaciones con

respecto al antigeno solo (p<0,0001).

En el panel inferior de la figura 5.19 se muestran las imagenes de
microscopia de fluorescencia para el resultado anterior donde se evidencia la
diferencia en la intensidad de fluorescencia en las células estimuladas con DQ-

OVA'y las formulaciones.

Ademas, en la figura 5.19B para la incubacién por 24hs a 372C, se observa
un comportamiento similar al encontrado en la incubacién por 15min a 37°C,
donde la formulacién con FCC-S06 induce una acumulacion de los fragmentos
antigénicos mayor con respecto DQ-OVA y a la formulacién con Alhydrogel

(p=0,0014y 0,0030, respectivamente).

Observando la figura 5.19C, centrandonos en la MFI observada para las
BMDCs en el procesamiento antigénico a tiempos tempranos, se evidencia que
no hay diferencia entre DQ-OVA y las formulaciones con FCC-S06 y Alhydrogel.
En cambio como se observa en la figura 5.19D, se constat6 una MFI superior para

la acumulacién de los fragmentos antigénicos inducido por la formulacién FCC-
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S06 con respecto a DQ-OVA (p=0,0017). También, se observé un
comportamiento similar inducido por la formulacién con Alhydrogel

(p=0,0015).

En cuanto a los resultados obtenidos para el procesamiento antigénico
tardio y la acumulacién antigénica durante la incubacién de BMDCs por 24hs con
las formulaciones y el antigeno solo. Se observé un comportamiento similar al

encontrado con los macréfagos murinos J774A.1 (Figura 5.19 Cy D).

De los resultados anteriores se puede resaltar que la incubacién con la
formulaciéon FCC-S06+DQ-OVA induce la captaciéon, procesamiento y

acumulacion del antigeno en ambas APC.

De manera interesante no se observa acumulacion de DQ-OVA en ambos
tipos celulares ni en ninguna de las tres condiciones ensayadas. Ha sido
demostrado en APCs que la endocitosis de OVA es mediada predominantemente
via el receptor de manosa, de forma rapida y efectiva. Luego es transportada a
endosomas tempranos, lo que conduce a su cross-presentacion en el contexto de
moléculas MHC de clase I y subsecuentemente a la activacién de linfocitos
TCD8+. Por el contrario, la captaciéon de OVA via macropinocitosis, conduce a la
presentacion clasica de los péptidos de OVA cargados en el contexto de MHC-11 y
la posterior activacion de linfocitos TCD4+215222, Los fragmentos de proteinas
degradadas en los compartimientos endosomales endocitadas via el receptor de
manosa también pueden ser liberados al medio por exocitosis?23. Lo anterior
sugiere que el antigeno DQ-OVA es degradado en fragmentos que carecen del
fluor6foro y estan siendo presentados o que luego de la degradacion dichos

fragmentos son liberados al medio.

En cambio cuando DQ-OVA es administrada en presencia de la suspensién
FCC-S06, se observa en ambos tipos de APCs un elevado procesamiento y
acumulacion con respecto al inducido por el antigeno solo. Podemos suponer que
en este caso debido al tamafio de las particulas FCC-S06 el proceso de endocitosis
es del tipo de macropinocitosis. Ademas, teniendo en cuenta el resultado del

apartado anterior, donde sugerimos que la formulacién con FCC-S06, induce la

145



activacion del inflamasoma y el modelo de “fagocitosis frustrada” para explicar
la activacién del inflamasoma NLRP3 inducido por adyuvantes particulados.
Teoria que sostiene que los macréfagos y las DCs fagocitan de manera mas o
menos efectiva las particulas del adyuvante dependiendo de la naturaleza de las
mismas, tamafio y propiedades fisicoquimicas, y lo anterior puede llevar a la
ruptura del fagolisosoma, formado por la fusiéon entre el fagosoma y los
lisosomas. De esta forma las proteasas lisosomales, como la catepsina B, entran
en el citosol, y directa o indirectamente activan el inflamasoma NLRP32z4,
Podemos sugerir que la acumulacion del antigeno DQ-OVA inducida por la
formulaciéon con FCC-S06 puede deberse a una disrupcion del fagolisosoma luego
de la endocitosis. Lo anterior no permite hipotetizar acerca de si esta
acumulacion favorece la presentacion de DQ-OVA en el contexto de MHC tanto

de clase I como de clase II.

Ademas, como se menciond en la introducciéon, Alhydrogel es un potente
inductor de respuestas inmunes tipo Th2, representada por altos titulos de IgG1,
por lo que claramente induce la presentacion antigénica. Como se observa en la
figura 5.19 no hay una diferencia en la acumulacion de los fragmentos de DQ-
OVA cuando las J774A.1 fueron estimuladas con la formulacién con Alhydrogel y
DQ-0OVA sola (en los dos tiempos de incubacion), ni cuando las BMDCs fueron
estimuladas por 24hs. Solo se observa un incremento en la acumulaciéon en
BMDCs con respecto al antigeno solo, a tiempos tempranos (p= 0,0015) con la
formulacién con Alhydrogel. Lo anterior podria sugerir, que la baja acumulacién
evidenciada cuando ambas APCs son estimuladas con la formulaciéon
Alhydrogel+DQ-OVA es debida a que el antigeno, luego de su degradacion, esta

siendo presentado.

Cabe destacar que no se encontraron diferencias entre los tres grupos en el
porcentaje de células positivas para el marcador DQ-OVA en la condicién (1)
15min a 372C y la (2) 24hs a 379C, tanto para el procesamiento como para la

acumulacidon del antigeno; como se observa en el panel inferior de la figura 5.19

(E-G).
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indice de proliferacion

5.7 Evaluacion de la capacidad de BMDCs pre-estimuladas con la
formulacion de cross-presentar el antigeno a esplenocitos de

ratones inmunizados con la misma

El objetivo del presente apartado fue determinar si la formulacién FCC-

S06+STP induce la proliferacion de células TCD8+. Para ello se estimularon

esplenocitos de ratones inmunizados previamente con la formulacién (segtn el

apartado 2.10.2), con BMDCs pre-estimuladas con la misma formulacion.

Como se muestra en la figura 5.20 no se observo proliferacion de linfocitos

TCD8+ cuando los esplenocitos fueron estimulados con BMDCs solas o pre-

pulsadas con el antigeno.
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Figura 5.20: Porcentaje del indice de
proliferacion de esplenocitos de
animales vacunados con FCC-S06-STP.
Ratones hembras C57BL/6] fueron
inmunizados con la formulacién FCC-
S06+STP segin el protocolo del
apartado 2.10.2 y sacrificados en el dia
40. Luego de la extraccion del bazo y
posterior purificacion de los
esplenocitos, los mismos fueron
estimulados por 96hs con BMDCs pre-
estimuladas con la formulaciéon FCC-
S06+STP, con BMDCs pre-estimuladas
con el antigeno solo y con BMDCs sin
estimular. La visualizacion de las células
TCD8+ se realiz6 marcando con el
anticuerpo anti-CD8 por CF. Cada punto
representa la media + DS del indice de
proliferacién, n=6. ANOVA, post test
tukey, p<0,05.

En cambio, en la misma figura se observa una proliferacion de células

TCD8+ cuando los esplenocitos fueron estimulados con BMDC pre-pulsadas por

24hs con FCC-S06+STP (p<0,0001); comparandola con la proliferacion

observada en todas las otras condiciones ensayadas.
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Este resultado sugiere que la formulacion FCC-S06+STP induce a las
BMDCs a cross-presentar el antigeno, lo que implica presentar el antigeno en el
contexto de MHC-I y de esta forma activar a los linfocitos TCD8+ antigeno
especificos y asi favorecer su proliferacion. Co6mo se mencion6 en la
introduccién, lo anterior representa una respuesta inmune celular que es

buscada en la evaluacion de nuevos adyuvantes.
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5.8 Conclusiones

Los ensayos in vitro del presente apartado permiten concluir que las
formulaciones con FCC-S06 estimulan células presentadoras de antigeno del
sistema innato. Particularmente, la activacién de macroéfagos y/o monocitos
murinos, induciendo la translocacion de los factores de transcripciéon NF-«kB y
AP-1, la produccién de 6xido nitrico y la secrecién de la CK pro-inflamatoria IL-
1pB. Esta produccién no depende de una primera sefial TLR-dependiente lo cual
puede deberse a que las células ]J774A.1 tienen una activacion basal elevada. Esta
misma condicion limité la posibilidad de determinar si las formulaciones
inducen la up-regulacion de moléculas co-estimuladoras como son CD40, CD80,
CD86 y MHC-II en estas células. Este comportamiento es similar al inducido por
el adyuvante de referencia. Ademas, no se observé activacion de

monocitos/macrofagos con la suspension sola.

También, las formulaciones con FCC-S06 estimularon la activacion de
células dendriticas derivadas de medula dsea. Se constaté una inducciéon en la
expresion de CD80 y CD86 luego de la estimulacion de las BMDCs con FCC-
S06+0VA, pero no con la formulacién FCC-S06+STP. En todos los casos se
empled como control positivo una soluciéon conteniendo LPS e IFN-y,
verificaAndose la capacidad de respuesta de las células. Por tanto, se puede
concluir que las formulaciones no generan una induccién de todas las moléculas
co-estimuladoras estudiadas, y que la induccién observada depende del
antigeno, pudiendo ser debida a OVA y no a la suspension FCC-S06. Ademas, se
observl una up-regulacion a nivel transcripcional, de genes involucrados en la
respuesta inmune como son los genes pro-inflamatorios que codifican para IL-6,
TNF-a, IL-23, pro-IL-13, pro-caspasa 1, y genes involucrados en el reclutamiento
celular de varios componentes del SI, como son los genes que codifican para las
quimioquinas CCL20, CXCL10 y CCL4. También, se detecto en el sobrenadante de
estas células la produccidon de IL-12p70 e IL-1 luego de la estimulacién con FCC-

S06+STP.

Se constaté que la secrecion de IL-13 depende mayoritariamente de una

primera sefial TLR-dependiente, ya que aumenta frente a una pre-incubacién con
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un agonista de TLR, y es caspasa 1y 11 dependiente. Lo anterior sugiere que la
formulacién con FCC-S06 tendria la capacidad de activar el inflamasoma en
BMDCs, lo que induce su activacion y maduracién. Se puede suponer de los
resultados anteriores y los antecedentes mencionados en la introduccion, que la
formulaciéon con FCC-S06 tiene la capacidad de activar el inflamasoma NLRP3, al
igual que otros adyuvantes particulados, incluidos los compuestos de aluminio,
a pesar de no haber encontrado el ARNm de AN/rp3 aumentado, ya que este
complejo puede encontrarse preformado en las células. Esta hipotesis debe ser
confirmada por ejemplo, utilizando BMDCs derivadas de ratones deficientes en

NLRP3.

Las DCs son cruciales para la induccién de una respuesta inmune
adaptativa productiva lo cual es buscado luego de la vacunacion. Para ello es
crucial que sean capaces de presentar antigenos. Se evalu6 el potencial de la
formulacién FCC-S06+DQ-OVA de inducir la captaciéon, procesamiento y
acumulaciéon de este antigeno. Se evidencié que la formulacién estimula la
captacién, procesamiento y acumulacion de DQ-OVA en las condiciones
ensayadas. Lamentablemente no se posee suficiente informacién con este ensayo
como para afirmar que se induzca la presentacion de DQ-OVA en el contexto de

MHC tanto de clase I como de clase II.

Se puede sugerir teniendo en cuenta la teoria de la fagocitosis frustrada?24,
que la acumulaciéon del antigeno puede ser debida a una disrupciéon del
fagolisosoma, lo que liberaria proteasas lisosomales al citosol, como la catepsina
B y que lo anterior sea el responsable de la activacién del inflamasoma NLRP3,
sustentando la hipotesis anterior. Una forma de demostrar si este es el
mecanismo de activacion del NLRP3 es pre-incubando con un potente inhibidor

de la catepsina B, el CA-074 metil ester.

Aun asi, se pudo determinar que la formulacién FCC-S06+STP estimula la
presentacién antigénica especifica in vitro, observandose proliferacion antigeno-
especifica de células TCD8+. Estos resultados sugieren que la formulacion
induce la activacién y maduracién de las BMDCs y estas pueden estar cross-

presentando el antigeno, lo que implica presentar el antigeno en el contexto de
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MHC-I, activar a los linfocitos TCD8+ antigeno especificos y favorecer su
proliferaciéon. Asimismo, el ambiente pro-inflamatorio inducido por las
formulaciones favoreceria dicha proliferacion, debido a la induccién de una
respuesta adaptativa mixta polarizada tanto hacia un perfil Thl y Th17
determinado por el perfil de CKs observado (particularmente IL-1f3, [L-12p70,
ll6e 1123).

Los resultados en su conjunto permiten sugerir que in vitro las
formulaciones con la suspension FCC-S06 tienen la capacidad de activar y
estimular la maduracién y la presentacion antigénica de APCs del sistema innato,
resultando en la activacién y proliferaciéon de linfocitos TCD8+ antigeno

especificos.

También los resultados de este apartado permiten sugerir que la

suspension de particulas FCC-S06 por si sola no activa las BMDCs in vitro.

En cuanto a las formulaciones con HAP-S08 los estudios in vitro permiten
concluir que estimulan al sistema innato, evidenciado por la induccién en la
translocacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, la produccién de
oxido nitrico y la secrecion de la CK pro-inflamatoria IL-1f3 y que esta secrecion
no depende de una primera sefial TLR-dependiente en macroéfagos y/o
monocitos murinos. Cabe destacar que este comportamiento es similar al
observado con Alhydrogel y que también el mismo no fue observado con la

suspension sola.

Ademas, se observéd que las formulaciones con HAP-SO8 inducen un
discreto aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras en BMDCs. La
formulacién HAP-S08+STP induce la transcripcion de los genes que codifican
para IL-6, TNF-q, IL-23, IL-12p35, IL-10, pro IL-1$, NLRP3 y pro-caspasa 1 y
genes involucrados en el reclutamiento celular que codifican para las
quimioquinas CCL20, CCL4, CCL3 y CCL5 y la secrecién de IL-12p70 e IL-1f por
BMDCs. La produccién de IL-1p depende mayoritariamente de una sefial previa

TLR-dependiente y es dependiente de caspasa 1y 11. Lo anterior sugiere que la
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formulacién con HAP-S08 induce la activacion de BMDCs y tendria la capacidad

de activar el inflamasoma NLRP3.

Al igual que con la suspension FCC-S06, la suspension HAP-S08 no estimula

la activacion de macrofagos o BMDCs in vitro.

Conjuntamente los resultados permiten sugerir que in vitro las
formulaciones con HAP-S08 inducen la activaciéon y maduraciéon de APCs, y en
concordancia con el perfil de CKs observado en estas células, estimulan la

activacion de una respuesta inmune adaptativa polarizada hacia un perfil Th17.
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Capitulo VI:

Evaluacion de la actividad
inmunoestimulante en

ensayos in vivo
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6 Resultados y discusion de la evaluaciéon de la actividad
inmunoestimulante de FCC-S06 en ensayos in vivo

6.1 Objetivo especifico

Evaluar la actividad inmunoestimulante de la formulacion /n vivo usando
como referencia el adyuvante Alhydrogel. Para cumplir con este objetivo se

procedid a evaluar los siguientes items:

- caracterizar por inmunofenotipificacién utilizando CF las poblaciones
celulares reclutadas a nivel peritoneal inducidas por la inoculacién i.p con la

suspension.

-determinar si la formulacién induce una respuesta de hipersensibilidad

retardada.

- determinar si la formulacién estimula una respuesta inmune citotdxica de
memoria en esplenocitos de ratones inmunizados con la misma. Para ello se
evaluara (a) la proliferacion de células TCD8+ y (b) el perfil de citoquinas
producido cuando los esplenocitos de dichos ratones son estimulados con

BMDCs pre-pulsadas con la formulacion.

- determinar el potencial de la formulacion FCC-S06+STP de inducir una

respuesta inmune humoral cuantificando la producciéon de IgGs especificas.
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6.2 Efecto de la administracién intraperitoneal de la suspensiéon FCC-
S06 sobre el reclutamiento celular

El objetivo del presente ensayo fue determinar si la suspension FCC-S06
induce una respuesta inmune evaluando el reclutamiento celular a nivel
peritoneal a las 24hs post-inoculacidn, caracterizando las poblaciones celulares

reclutadas por CF.

Detectamos grandes cambios en el perfil FSC vs SSC de las poblaciones
celulares reclutadas en los ratones inoculados con FCC-S06 y Alhydrogel,
comparado con el grupo control de glicina para el estudio del reclutamiento sin
antigeno en este modelo (figura 6.1). Asimismo, en dicha figura se observa un

perfil similar entre FCC-S06 y Alhydrogel.
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Figura 6.1: Graficos FSCvs SSC del reclutamiento celular obtenido luego de 24hs de la inoculacién
i.p. con FCC-S06, Alhydrogel y el grupo control con glicina. Se muestra un grafico de un individuo
representativo de cada grupo
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En la figura 6.2 se observa el porcentaje de células obtenido del lavado
peritoneal a las 24hs de la inoculacién i.p. de 500pg de FCC-S06 o 500ug de
Alhydrogel en ratones C57BL/6].

La inoculacion con FCC-S06 induce un mayor reclutamiento de macréfagos
(p=0,0046) y otras células de bajo FSC y SSC, por ejemplo monocitos, con

respecto al grupo control inoculado con glicina (p<0,0001).
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Figura 6.2: Reclutamiento celular en el peritoneo de ratones C57BL/6]. Los ratones
fueron inoculados i.p. con la suspensién FCC-S06 o Alhydrogel en glicina y un grupo
control inoculado con glicina. A las 24hs, se lavaron los peritoneos. Las suspensiones
celulares obtenidas se marcaron con 3 paneles: El panel 1 fue marcado con anti: F4/80-
APC, CD206-FITC, CD80-PE, y MHC-1I-PE-Cy7. El panel 2 con anti: CD3-PerCP-Cy5, CD19-
APC, CD49b-FITC. El panel 3 con anti: CD11c-APC, CD11b-APC-Cy7, MHC-II-PE-Cy?7. Las
distintas poblaciones celulares se evidenciaron por CF. Los resultados se expresaron
como % de células positivas para cada marcador. Cada punto representa la media + DS.
ANOVA (n=5 o 3), post test tukey p<0,05.

Este reclutamiento de macréfagos y monocitos al sitio de inoculacién

también fue observado luego de la administracién con el adyuvante de

156



referencia, en las mismas condiciones, resultado que ya fue reportado por

otros22s,

Ademas se observd en el grupo inoculado con FCC-S06, una disminucién en
el porcentaje de células T (p=0,0193), células B (p<0,0001) y DCs (p=0,0307),
mientras que no se observo diferencia en el reclutamiento de granulocitos ni

células NK, con respecto al grupo control.

Entre ambas suspensiones, se observo que FCC-S06 indujo un mayor
aumento de granulocitos (p=0,0373), un menor reclutamiento de macréfagos
(p=0,0464), mientras que no se observo diferencia en el reclutamiento de

linfocitos.

Seguidamente se evalué el fenotipo con los marcadores CD206, MHC-II y
CD80, de los macréfagos F4/80+ reclutados luego de la inoculacién i.p. en los

tres grupos evaluados.

Como se muestra en la figura 6.3, se observa un aumento en el porcentaje
de células para los marcadores CD80 (p<0,0001) y MHC-II (p=0,0009), y una
disminucién en el porcentaje de células para el receptor de manosa CD206
(p<0,0001) en los ratones inoculados con FCC-S06, en comparacién con el

control con glicina.
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Figura 6.3: Fenotipificacién de los macréfagos reclutados luego de la inoculacién i.p con
FCC-S06 o Alhydrogel en glicina y un grupo control inoculado con glicina. Los resultados
se expresaron como % de células positivas para cada marcador CD80, MHC-Il y CD206
sobre el total de macrdfagos F4/80+. Cada punto representa la media + DS, (n=5 o 3).
ANOVA, post test tukey. p<0,05. 157



Asimismo se observa un porcentaje similar de dichos marcadores (CD80,
MHC-II y CD206) entre los grupos inoculados con la suspensiéon FCC-S06 y con
Alhydrogel.

De este resultado se desprende que en los macrdéfagos peritoneales
reclutados, observado tanto por la inoculacién de la suspensiéon FCC-S06 como
por Alhydrogel, se induce la rapida maduracién de los mismos, evidenciado por
la up-regulacion de moléculas co-estimuladoras con respecto al grupo control
con glicina. Lo anterior se encuentra en concordancia con la hip6tesis de Von
Moltke et al?26 que estipula que los macréfagos peritoneales se encuentran en
un estado pre-activado permitiendo una reaccion casi instantanea luego de la

entrada de un patégeno en la cavidad peritoneal.

Asimismo los monocitos inflamatorios reclutados pueden diferenciarse a

DCs en su migracion hacia los nédulos linfaticos22s.

Cabe aclarar que este resultado es una fotografia a las 24hs post-
inoculacién y que dependiendo del tiempo posterior a la misma en que se
observa el reclutamiento celular generado, los grupos celulares encontrados
cambian. También, que en este modelo no fue observada la rapida desapariciéon
de macrofagos peritoneales, como fue reportado por otros, a tiempos mas

tempranos??7,

6.3 Evaluacion de respuesta de hipersensibilidad retardada

Con el objetivo de continuar evaluando si la formulacién FCC-S06+STP
induce una respuesta inmune a nivel celular, se evalué in vivo la induccion de
una respuesta de hipersensibilidad retardada (de/ inglés, DTH, delayed-type
hypersensitivity). Para esto ratones hembras C57BL/6] fueron inmunizados
segun el protocolo descrito en el apartado 2.10.3, en el dia 28, posterior al
priming, los ratones inmunizados con la FCC-S06+STP o el antigeno, fueron
inoculados por la via i.d. en la almohadilla plantar posterior derecha con 10ul de
una solucién conteniendo 5pg de STP en glicina. A continuacién, se midio la

hinchazoén del plantar a las 24h y 48h. No se observ6 una diferencia entre el
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grupo control inoculado con 10ul de glicina (hinchazoén basal) y los inoculados

con el antigeno.

Este resultado sugiere que el protocolo de inmunizacién utilizado no fue
suficiente para inducir en un segundo encuentro con el antigeno, una reaccién de
hipersensibilidad retardada, inflamacién, caracterizada principalmente por
reclutamiento temprano de neutréfilos y posteriormente de células T y su

activacion.

6.4 Efecto de la formulacion FCC-S06+STP en la inducciéon de una
respuesta inmune citotéxica de memoria

El objetivo del presente apartado fue determinar si la vacunaciéon con la
formulacién FCC-S06+STP estimula una respuesta inmune citotéxica de
memoria. Para ello, se evalto la capacidad de proliferacion de células TCD8+ de
esplenocitos de ratones inmunizados con la formulaciéon (segun el apartado
2.10.2) mediante la estimulacién con BMDCs pre-pulsadas con la formulacion
FCC-S06+STP, comparandolo con el inducido luego de la inmunizacién con el

antigeno solo o en ratones naive.

En la figura 6.4 se observa el indice de proliferaciéon de linfocitos TCD8+
para los grupos naive, inmunizados con el antigeno solo y con la formulacién

FCC-S06+STP.

La inmunizacién con FCC-S06+STP induce una respuesta TCD8+ de
memoria ya que los esplenocitos de dichos ratones estimulados con BMDCs pre-
pulsadas con la formulacién inducen un aumento en la proliferaciéon con respecto

alos grupos naivey a el grupo inmunizado con STP (p<0,0001).

Ademas, dicha proliferacion es antigeno especifica debido a que sdélo se
observa proliferaciéon luego de la estimulacién con BMDCs pre-pulsadas con la
formulacién y no proliferaron en ausencia de antigeno (BMDCs sin pulsar). Cabe
mencionar que las muestras proliferaron frente a la estimulacién mitogénica con

concavalina A (no mostrado).
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Figura 6.4: Respuesta inmune citotdxica de memoria. Ratones C57BL/6] fueron inmunizados
con la formulacién FCC-S06+STP o STP segun el protocolo del apartado 2.10.2 y sacrificados
en el dia 40. Como grupo control se utilizaron ratones naive. Luego de la extraccién del bazo
y posterior purificacion de los esplenocitos, los mismos fueron estimulados por 96hs con
BMDCs pre-pulsadas con la formulacién FCC-S06+STP y con BMDCs sin estimular. La
visualizacién de las células TCD8+ se realiz6 por CF marcando con el anticuerpo anti-CD8.

Los resultados se expresan como el indice de proliferacion de linfocitos TCD8+. Cada punto
representa la mediat DS del indice de proliferaciéon n=6. ANOVA, post test tukey, p<0,05.

Seguidamente, se estudidé por ELISA el perfil de citoquinas secretado en el
sobrenadante de los esplenocitos de los tres grupos estimulados con las BMDCs

pre-pulsadas con la formulacién FCC-S06+STP o BMDCs sin estimular.

No fueron detectadas en el sobrenadante de los tres grupos: I1L-4, IL-10, IL-
12p70 ni IFN-y. Una limitante importante de este ensayo, fue los limites de
deteccion elevados encontrados: IL-4 (LD igual a 625pg/ml), IL-10 (LD igual a
285pg/ml) y IFN-y (LD igual a 625pg/ml). Por tanto no se puede descartar la

presencia de dichas CKs en bajas concentraciones.

Es importante resaltar que el resultado obtenido respecto ala CKIL-12p70
(LD igual a 8pg/ml), no es contradictorio con el observado en el apartado 5.4
donde la estimulacion de BMDCs con la formulacién induce la produccién de
dicha CK. Esto es debido a que se descarta el sobrenadante de las BMDCs previo
a co-cultivarlas con los esplenocitos. Sumado a ello, la determinacién de CKs se

llevé a cabo a tiempo final de proliferacién (96hs), pudiendo las mismas haber
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sido consumidas por los linfocitos proliferantes o haberse degradado en el

transcurso del experimento.

A pesar de lo antes mencionado en la figura 6.5 se muestra la cuantificacién
de IL-17A (LD igual a 125pg/ml) en el sobrenadante de los esplenocitos para los
tres grupos estimulados con BMDCs pre-pulsadas con la formulaciéon FCC-

S06+STP o BMDCs sin estimular.

800-
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Figura 6.5: Cuantificacién de IL-17A en el sobrenadante de esplenocitos de animales
inmunizados con FCC-S06-STP, STP o naive estimulados con BMDC pre-pulsadas con la
formulacion o BMDCS sin estimular. Ratones C57BL/6] fueron inmunizados con la
formulacién FCC-S06+STP o STP segtin el protocolo del apartado 2.10.2 y sacrificados en
el dia 40. Como grupo control se utilizaron ratones naive. Luego de la extraccién del bazo
y posterior purificacién de los esplenocitos, los mismos fueron estimulados por 96hs con
BMDC pre-pulsadas con la formulacién FCC-S06+STP o BMDCs sin estimular. Cada punto
representa la media + DS (n=6). ANOVA post test tukey, p<0,05.

Como se puede observar no se detecté dicha CK en el sobrenadante de
esplenocitos de los tres grupos (naive, inmunizados con el antigeno y con la
formulacién FCC-STP) cuando los mismos fueron estimulados con BMDCs sin
estimular. En cambio se detecté la produccion de IL-17A en niveles equivalentes
en el sobrenadante de los tres grupos luego de que los esplenocitos fueran
estimulados con BMDCs previamente pulsadas con FCC-S06+STP (p<0,0001

con respecto a estimulados con BMDCs solas).

Este resultado sugiere que las BMDCs pre-pulsadas con la formulacién FCC-
S06+STP promueven la secreciéon de IL-17A independientemente de si los

esplenocitos fueron previamente expuestos al antigeno. Esta CK es un
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importante conector entre la inmunidad adaptativa mediada por células T y la
inflamacién aguda, induciendo una inflamacién rica en neutroéfilos y estimulando
la secrecion en varios tipos celulares de sustancias anti-microbianas como son la

defensinas?20,

6.5 Efecto de la formulacion FCC-S06+STP en la induccién de una
respuesta inmune humoral

Con el objetivo de determinar el potencial de la formulacién FCC-S06+STP
de inducir una respuesta inmune humoral se cuantificé por ELISA la produccién
de IgGs especificas en el suero de ratones inmunizados segun el protocolo del

apartado 2.10.2.

En la figura 6.6 se observa la cuantificacion de IgGs anti-STP en una dilucién
del suero 1:1000, la inmunizaciéon con la formulaciéon FCC-S06+STP indujo
niveles de IgGs anti-STP mayores que la inmunizacién con el antigeno

(p=0,0006) y en el grupo naive (p<0,0001).

IgGs anti STP Figura 6.6: Respuesta inmune humoral.

p=0,0006 Ratones C57BL/6]  recibieron  tres
250 p<0,0001———

inmunizaciones por via s.c,, la primera en el
dia 0 y los boosters en los dias 14 y 28. Los
200 animales fueron inmunizados la formulacién
FCC-S06+STP o con STP en glicina. El grupo
150 control no fue inmunizado. En el dia 40 se
< realiz6 la extraccion de sangre y en el suero
> 1004 obtenido se cuantificé por ELISA las IgGs
anti-STP. Los resultados se expresaron en
50 unidades de absorbancia. Cada punto
representa la media + DS, n=6. ANOVA, post

0 test tukey p<0,05.
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Este resultado permite sugerir que con el protocolo de inmunizacién
utilizado la formulaciéon con FCC-S06 induce una leve respuesta humoral, esto es
debido a que a diluciones mayores del suero evaluado no se detectaron IgGs

especificas.

Cabe aclarar que como se describi6 en la introduccién los compuestos de
aluminio inducen potentes respuestas humorales muy superiores a los
resultados hallados, por lo que se puede sugerir que la formulacién con FCC-

S06+STP no es un potente modulador ni activador de células B.
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6.6 Conclusiones

En el presente capitulo se evalud la actividad inmunoestimulante de la

formulacién con FCC-S06 in vivo.

En una primera instancia se estudié como prueba de concepto, el potencial
de la suspension FCC-S06 en el reclutamiento celular a nivel peritoneal donde se
observd un aumento en el porcentaje de macr6fagos y monocitos. Asimismo se
observé una up-regulacion de las moléculas co-estimulaoras MHC-I1 y CD80 en
los macrofagos reclutados. Comportamiento similar al obtenido luego de la
inoculacién con Alhydrogel. Teniendo en cuenta estos resultados, seria
interesante realizar el mismo ensayo inoculando con la formulacién, lo que

podria tener el potencial de reclutar mas componentes del SI.

Se constatd que la formulacion FCC-S06+STP no generd la induccién de una
respuesta de hipersensibilidad retardada. Es posible que esta formulacion
vacunal necesite ser administrada en un esquema que contemple un segundo
booster para la generacion de una potente respuesta inmune celular que pueda

ser detectada por este tipo de ensayo.

En este sentido, cabe destacar que utilizando un esquema de vacunacion de
3 dosis (priming mas dos boosters), la inmunizacion con FCC-S06+STP indujo
una respuesta inmune celular, determinada por una respuesta TCD8+ de
memoria. Se observéd proliferacion de células T citotéxicas en los animales
inmunizados con dicho esquema cuando los esplenocitos fueron estimulados con
BMDCs pre-pulsadas con la formulacién. En el sobrenadante de estos
esplenocitos no se detectaron IL-4, IL-10, IL-12p70 ni IFN-y en las condiciones
ensayadas. En cambio se detecté IL-17A asi como en los esplenocitos del grupo
naive o de ratones inmunizados con el antigeno solo. Este resultado sugiere que
pueden ser las BMDCs pre-estimuladas con la formulacién FCC-S06+STP las que
promueven la secrecién de IL-17A por los esplenocitos, en las condiciones
ensayadas. Lo que se encuentra en concordancia con los resultados encontrados

en el capitulo anterior en ensayos in vitro, sugiriendo que la formulacién FCC-
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S06+STP induce una respuesta inmune adaptativa polarizada hacia un perfil

Th17.

Finalmente, se determind que la formulacién FCC-S06+STP induce unaleve
respuesta inmune humoral, cuantificAndose IgGs anti-STP en una dilucion del
suero 1:1000. Este resultado tiene relevancia debido a que ya existe un potente
inductor de respuestas Th2 como son los compuestos de aluminio, por lo que no
es un resultado buscado y se encuentra en concordancia con los resultados
obtenidos en el capitulo anterior donde las formulaciones con FCC-S06 inducen

una polarizacién hacia respuestas inmunes Th17 y Th1.
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7 Conclusiones finales y perspectivas

En el presente trabajo se confirmé la hipdtesis de que la suspension FCC-
S06 es biocompatible ya que no se observé toxicidad en los estudios in vitroni in
vivo, siendo menos téxica que el adyuvante de referencia. Si bien los estudios
realizados en el marco de esta tesis consistieron en pruebas de concepto, y se
evalué el efecto téxico unicamente de la suspension, los resultados obtenidos
hacen suponer que el adyuvante candidato no presentara efectos téxicos una vez
formulado en una vacuna. En este caso, se deberan llevar a cabo los ensayos de
toxicidad correspondientes con la nueva formulaciéon vacunal, tal como lo

recomiendan los entes reguladores mencionados en la introduccion.

La FCC-S06 esta formada por un corede carbonato de calcio con una sal de
la familia de los fosfatos de calcio precipitada en su superficie, cristalina, de
morfologia esferoide con estructuras en forma de placas laminares que
sobresalen de la superficie formando poros intraparticulas, lo que aumenta

considerablemente su SSA.

Con el objetivo de visualizar la tendencia de algunos de los resultados
hallados luego de la estimulacién con la formulacién tanto en macréfagos como
en BMDCs, se confeccionaron graficos. Los mismos consisten en una
normalizaciéon del promedio del pardmetro obtenido estimulando con la
formulacién FCC-S06+STP respecto al promedio del pardmetro observado
estimulando con STP (figura 7.1). En la imagen superior, se observa en
macrofagos estimulados con la formulacion FCC-S06 una clara tendencia al
aumento de todos los parametros analizados en los que se constaté una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la estimulaciéon con el
antigeno solo. En laimagen inferior, también se observa en BMDCs una tendencia
al aumento de los parametros analizados si bien en algunos no existe una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la estimulacion con el

antigeno solo.
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Incremento relativo al antigeno

Figura 7.1: Normalizacion de los parametros
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Las formulaciones con FCC-S06 tienen la capacidad de activar al sistema
innato, estimulando la activacién y maduraciéon de APCs (macr6fagos y BMDCs)
y la presentacion antigénica, el reclutamiento de componentes del SI al sitio de
inoculacién y la secrecion de CKs pro-inflamatorias. Por lo anterior, se podrian

considerar como posibles candidatos en la busqueda de nuevos adyuvantes.

Lo antes mencionado modula la respuesta adaptativa hacia un perfil Th17
y Th1. Ambas respuestas son buscadas en la definiciéon de nuevos adyuvantes ya
que se cuenta con un excelente adyuvante que potencia la respuesta tipo Th2,
con un fuerte componente humoral y aun no se han definido potentes
adyuvantes de las respuestas Th1 y Th17. La respuesta Th17 es importante en la
inmunidad de mucosas, ademas de contra la eliminacién de hongos y bacterias.
La respuesta Th1l es esencial en la eliminaciéon de patdgenos intracelulares,
particularmente virus, y es responsable de la respuesta inmune mediada por
células. Aun asi, la formulaciéon con FCC-S06 también estimula una respuesta
humoral aunque la misma es poco potente. Su posible mecanismo de accién se

esquematiza en la figura 7.2.

Sin embargo, poseen una gran limitante, son muy inestables sedimentando
en periodos cortos de tiempo siendo dificil su re-dispersion. Ademas se constatd
que el pH cambia luego de la re-suspension pudiendo afectar toda la formulacién
incluido el antigeno y no asegura un in6culo homogéneo. También, en la
condicion de re-suspension hallada posee una limitada adsorcion antigénica. Por
tanto, su aplicacién en el disefio de vacunas no es el mas recomendable. Para
seguir avanzando en el proceso de desarrollo de un nuevo adyuvante, que ha
demostrado tener potencial, seria necesario realizar un nuevo proceso de
sintesis que no se base en la precipitacidn. Por ejemplo, como ya fue mencionado
en la introduccidn, los compuestos basados en forma de gel son mds estables y
aseguran una mejor reproducibilidad y homogeneidad en la adsorcién antigénica

que las suspensiones (formulaciones precipitadas).
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Figura 7.2: Esquema simplificado de los resultados obtenidos. La formulacién con FCC-S06 induce la
translocacién de los factores de transcripciéon NF-kB y AP-1 y la produccién de 6xido nitrico e IL-13
en macro6fagos/monocitos murinos. En BMDCs induce la up-regulacion a nivel transcripcional de
genes que codifican para IL-6, TNF-qa, pro-IL-1, pro-caspasa 1 y genes de quimioquinas involucrados
en el reclutamiento celular de componentes del SI y la secrecién de IL-12p70 e IL-B. La secrecién de
esta dltima requiere de una sefial previa TLR dependiente y es caspasa 1 dependiente. También
estimula la captacion, procesamiento y presentaciéon antigénica, que sumado al aumento en la
expresion de moléculas co-estimuladoras, las convierte en excelentes presentadoras de antigenos.
Ademas, la formulacién induce la cross-presentacion antigénica en el contexto de MHC de clase I, que
en presencia de IL-12p70, producida por las propias BMDCs, promueve la proliferacién de células
TCD8+ antigeno especificas. Asimismo, la inmunizacién con la formulacién induce una respuesta
TCD8+ de memoria. Ademas, las BMDCS pre-estimuladas con la formulacién inducen la secrecién de
IL-17A por esplenocitos.

En cuanto a la suspensiéon HAP-S08 no se pudo identificar la sal de la familia
de los fosfatos de calcio que la componen. Se determind que esta formada por
particulas amorfas sin poros intraparticulas. Los resultados permiten asegurar
que no es tdéxica tanto /in vitrocomo in vivoy sugieren que las formulaciones con
HAP-S08 inducen in vitrola activacién y maduraciéon de APCs del sistema innato,
y en concordancia con el perfil de CKs observado en estas células, estimulan la
activacion de una respuesta inmune adaptativa polarizada hacia un perfil Th17.
Al igual que FCC-S06, presenta problemas durante la resuspensiéon por lo que

también se recomienda su sintesis en formato gel.
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