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INTRODUCCION

Las vacunas para enfermedades virales normalmente estdn compuestas por virus
atenuados o quimicamente inactivados. Una incompleta inactivacion del virus o bien
una reversion de la atenuacion a una forma més virulenta puede generar enfermedad
en individuos vacunados, por lo cual el desarrollo de vacunas novedosas, aplicando
biotecnologia moderna, es de gran interés en el &mbito de la salud humana y animal
(Noad y Roy, 2003). Las particulas pseudovirales o virus-like particles (VLPS)
representan uno de los avances mas importantes en el desarrollo vacunas de nueva
generacién. Las VLPs estan formadas por proteinas virales estructurales que tienen la
propiedad de autoensamblarse e imitar la morfologia del patégeno. Ademas debido a
que carecen del material genético viral, la posibilidad de infeccion es nula,
incrementando asi su bioseguridad (Liu y col., 2011). Previamente nuestro grupo de
trabajo ha desarrollado un método de produccion de VLPs del virus de la rabia
(RV-VLPs), expresando la glicoproteina G de dicho virus en cultivos de células de
mamifero, adaptadas al crecimiento en suspensiéon (Fontana y col., 2015).

OBJETIVOS

Como objetivo principal de este trabajo se planted la optimizacion del proceso de
produccion y formulacion de esta vacuna de tercera generacion biosegura y efectiva
para el virus de la rabia. Los objetivos especificos son:

e Optimizar del proceso de produccion de RV-VLPs, utilizando medios de
cultivo libres de suero fetal bovino (SFM, Serum Free Media), y su posterior
escalado en biorreactores.

e FEvaluar las caracteristicas inmunogénicas de las RV-VLPs producidas,
utilizando diversas formulaciones.

METODOLOGIA

Optimizaciéon de las condiciones de cultivo: Evaluacion de distintos SFM. En esta
etapa todos los cultivos se llevaron a cabo en frascos schott o erlenmeyer con 30 ml de
volumen total, a 37°C en atmdsfera con 5% de CO, y agitacion orbital a 140 rpm. Se
evaluaron los medios de cultivo SFM4 HEK 293 (Hyclone®) y P2G (disefiado en nuestro
laboratorio) para el crecimiento de células en suspension. Partiendo del clon celular
productor de RV-VLPs adaptado al medio EX-CELL 293 (SAFC Biosciences), se realizé
un procedimiento de adaptacion secuencial a SFM4 HEK 293 y a una nueva formulaciéon
con 50% EX-CELL 293 y 50% P2G (denominada RVPM, Rabies Vaccine Production
Medium). Una vez lograda la adaptacion a SFM4 HEK 293 y a RVPM se determinaron
para cada condicion los pardmetros cinéticos asociados al crecimiento celular, al
consumo de glucosa y a la produccion de lactato y amonio. Asimismo se determiné la
productividad especifica de RV-VLPs por ELISA sandwich.

Escalado de la produccién: Cultivo en Biorreactor de 1L. Con el objetivo de
evaluar la produccion de RV-VLPs en una mayor escala y poder comparar la
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productividad obtenida con cada una de las formulaciones de medios de cultivos, se
llevaron a cabo dos fermentaciones paralelas en modo continuo, en volumen final de
1L. Se emplearon biorreactores multivasos BIOSTAT Q-plus (Sartorius), equipados
con toda la periferia necesaria para su funcionamiento (electrodo de oxigeno,
electrodo de pH, sensor de temperatura, agitador de impeller, sistema de aireacion con
membrana, botellas de alimentacién y cosecha). Las células fueron inoculadas a una
densidad de 1x10° cél/ml, utilizando inicialmente el medio EX-CELL 293 en ambos
biorreactores. Al cabo de 5 dias de fermentacion comenzé a perfundirse medio fresco,
operando en un rango entre 0,2 y 0,5 volimenes de reactor por dia. Durante los 14
dias de fermentacién se tomaron muestras para realizar recuentos de células viables,
determinacion de glucosa y lactato (kit de tiras reactivas Reflectoquant® System,
Millipore), asi como también determinacion del contenido de RV-VLPs (por ELISA
sandwich).

Evaluacién de las caracteristicas inmunogénicas de las RV-VLPs

Test de potencia del NIH. Para confirmar la capacidad de las RV-VLPs de generar
una respuesta inmune protectora en animales vacunados, se llevd a cabo el test de
potencia del NIH (National Institute of Health) para vacuna antirrdbica (Wilbur y col.,
1996). Este ensayo de referencia fue llevado a cabo por el Departamento de Rabia del
SENASA, dado que nuestro laboratorio no cuenta con las instalaciones requeridas
para la manipulacién del virus rabico activo. La cosecha obtenida en biorreactor fue
clarificada por centrifugacion, filtrada en esterilidad y acondicionada con solucion
estabilizante para vacuna, para luego ser enviada al SENASA.

Caracterizacion de la respuesta inmune inducida por las RV-VLPs. Con el objetivo
de caracterizar la respuesta inmune inducida por nuestro candidato vacunal se llevé a
cabo un plan de inmunizacion de animales de experimentacion, en donde las RV-VLPs
fueron evaluadas utilizando dos tipos de adyuvantes. Por un lado las VLPs fueron
formuladas con gel de hidroxido de aluminio (Alhydragel®), un adyuvante ampliamente
utilizado tanto en vacunas de uso humano como veterinario. Por otro lado se utilizé un
preparado liposomal conteniendo saponina (IREmax), proporcionado por la empresa
Lipomize S.R.L. Asimismo el plan incluy6 la inmunizacién de un grupo de animales con
las RV-VLPs sin adyuvante, como asi también a un grupo control inmunizado con la
vacuna comercial para rabia. En la practica se inmunizaron grupos de ratones hembra
Balb/c con cada una de las preparaciones descritas, las cuales se administraron en
dos dosis (separadas por 7 dias) por via intraperitoneal. Posteriormente se fueron
extrayendo muestras de suero en los tiempos estipulados (Figura 1) a partir de los
cuales se evaluoé la respuesta inmune inducida. Se realizaron determinaciones de los
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neutralizantes (RVNA, Rabies  Figura 1. Plan de inmunizacién. Los individuos pertenecientes a los
Virus Neutralizing Antibodies) distintos grupos fueron inmunizados en una primera dosis con RV-VLPs

. . . ! (con y sin adyuvantes) y con la vacuna comercial. La segunda dosis tuvo
mediante el ensayo in-vitro de lugar al cabo de un periodo de 7 dias. Se realizaron sucesivas

lentivirus pseudotipados_ extracciones de sangre al cumplirse 17, 47 y 147 dias de la primera
dosis.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Optimizacién de las condiciones de cultivo. Se llevo a cabo un procedimiento de
adaptacion secuencial del clon productor de RV-VLPs a distintos medios de cultivo.
Una vez lograda la adaptacion se realizaron curvas de crecimiento en EX-CELL 293,
SFM4 HEK 293 y en RVPM, a partir de cuyas muestras se determinaron las
concentraciones de glucosa, lactato y amonio. Se calcularon los parametros cinéticos
de consumo de glucosa, de produccion de lactato y amonio, asi como la tasa de
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crecimiento celular. ElI contenido de RV-VLPs fue determinado para la fase de
crecimiento exponencial, mediante ELISA sandwich. A partir de estos resultados se
calculé la productividad especifica para cada condicion, quedando expresada en
UI/10°%cél.dia (Tabla 1). Puede observarse que la productividad disminuye cuando se
emplea el medio de cultivo SFM4 HEK 293, razén por la cual no se continué
trabajando con el mismo. Por otro lado, se tuvo gran interés en evaluar el crecimiento
y la produccion de VLPs en RVPM, dado que su formulacion permitié reducir el
volumen empleado del medio EX-CELL 293 (a expensas de un medio basal minimo),
disminuyendo asi los costos del proceso. Si bien la densidad celular maxima
alcanzada en RVPM a los 5 dias de cultivo fue de 4,5x105cél/ml (contra un valor de
8x10°%cél/ml en EX-CELL 293), no hubo un

cambio en la productividad especifica de RV-  Tabla 1. Valores de productividad especifica

VLPs. Ademas fue posible comprobar un buen CULTIVO Productividad (UI/10E6 cél.d)
crecimiento celular cuando se realizaron EX-CELL 293 0,88
subcultivos en forma directa desde la condicion SFM4 HEK 293 0,16
100% EX-CELL 293 a RVPM, hecho que RVPM 0,90

resulté de importante aplicaciébn cuando se
avanzo6 hacia la escala de trabajo en biorreactor, con régimen de perfusion.

Escalado de la produccion. Para evaluar y comparar los rendimientos de los medios
de cultivos EX-CELL 293 y RVPM en la produccion a mayor escala, se llevaron a cabo
dos fermentaciones paralelas en volumen final de 1L. En funcién de los valores de
densidad celular maxima observados en la pequefia escala, se optd por inocular
ambos biorreactores utilizando EX-CELL 293 y mantener los cultivos en modo batch
hasta alcanzar densidades celulares elevadas (1x10’cél/ml). A partir del dia 5 se
comenzo a perfundir medio EX-CELL 293 fresco, siendo éste luego reemplazado por
RVPM en la alimentacion de uno de los reactores (dia 7). En la Figura 2 se observa la
evolucién en el tiempo de los parametros estudiados para cada biorreactor. En ambos
casos se registré una produccién continua y sostenida de RV-VLPs durante los 14 dias
de fermentacion, acompafiada de un buen crecimiento celular. A su vez, la
determinacion de la concentracién de RV-VLPs en las cosechas obtenidas dio lugar a
resultados similares para ambas condiciones de cultivo (16,1 Ul/ml en RVPM y 14,1
Ul/ml en EX-CELL 293). A partir de estos resultados se pudo concluir que el empleo
del medio RPVM en el cultivo de las células en escala de fermentacion constituye una
estrategia beneficiosa para el proceso de produccion, ya que no sélo mantiene un nivel
de produccion comparable al registrado en EX-CELL 293 (el medio de partida) sino
que ademas permite abaratar los costos de dicho proceso.
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Figura 2. Evolucién de los parametros de cultivo en biorreactores de 1L. Se llevaron a cabo dos fermentaciones
paralelas con el fin de evaluar el crecimiento y la produccién de RV-VLPs utilizando distintos medios de cultivo, una
vez iniciado el régimen de perfusion. a) RVPM b) EX-CELL 293. |: Sangrado del biorreactor.

Caracteristicas inmunogénicas de las RV-VLPs: Test de NIH. El laboratorio del
SENASA informé un valor de potencia de 1,5 Ul/ml para la vacuna basada en
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RV-VLPs, obtenido por comparaciéon con una vacuna para rabia de referencia (siendo
el valor de 1UI/ml el minimo requerido para la autorizacion del lote).

Caracterizacion de la respuesta inmune inducida. A partir de los sueros obtenidos
en las extracciones de sangre se determinaron los titulos de anticuerpos especmcos
totales (Figura 3) y las concentraciones de RVNA (Figura 4). .
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Figura 3. Titulos de anticuerpos especificos totales. a) Titulos obtenidos Aluminio comerdial
para la primera extraccion. 1. Hidroxido de aluminio. 2. IREmax. 3. Sin Figura 4. Titulos de RVNA para la
adyuvante. 4. Vacuna comercial. b) Titulos de anticuerpos especificos en el primera extraccion.
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En primer lugar, en la Figura 3a puede observarse que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de animales inmunizados con las
RV-VLPs y la vacuna comercial, lo que demuestra la capacidad del candidato vacunal
de producir una respuesta inmune especifica comparable a la de un producto
actualmente utilizado. Ademas, se puede observar que la utilizacion de adyuvantes
produjo un incremento en los titulos de los anticuerpos inducidos, encontrando
diferencias significativas para ambos grupos en comparaciéon con el grupo de animales
gue fue inmunizado s6lo con las VLPs. Por otro lado, se evalud la evolucion del titulo
de anticuerpos a lo largo del tiempo (Figura 3b). Puede observarse que en todos los
grupos se indujo una respuesta de anticuerpos de larga duracion, aunque para el
grupo de las RV-VLPs inyectadas sin adyuvante se observen los menores titulos en el
tercer sangrado. Estos resultados demuestran entonces que la inclusiébn de los
adyuvantes en la formulacién final de la vacuna seria beneficiosa, induciendo no solo
titulos superiores de anticuerpos sino lograndose mantener dichos titulos en valores
elevados por mayor tiempo. En la Figura 4 puede observarse que las RV-VLPs son
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes con un titulo significativamente superior
a 0,5Ul/ml, valor minimo que representa una adecuada vacunacién (primera
extraccion). Ademas, no se observaron diferencias significativas entre este grupo y el
inmunizado con la vacuna comercial, resultado que demuestra que las RV-VLPs por si
solas son un excelente candidato vacunal. Por otro lado, la adicion de adyuvantes a la
formulacién de las VLPs resulté en la induccién de titulos de RVNA significativamente
superiores en comparacion con los grupos inmunizados con las RV-VLPs y la vacuna
comercial. Puede concluirse que las RV-VLPs producidas por nuestra tecnologia son
capaces generar una respuesta inmune protectiva, caracterizada por la produccion de
anticuerpos especificos y neutralizantes. Ademas dicha produccién se ve
incrementada cuando se incluye adyuvante en la preparacion de la vacuna, con lo cual
esta eleccion en la formulacion podria aumentar la eficiencia del producto veterinario
final y del proceso de produccién global.
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