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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

<: menor a.

>: mayor a.

=: igual a.

®: registrado.

°C: grados centigrados.

Jg: microgramos.

pl: microlitros.

A°: Armstrong.

Ac: anticuerpo.

ACF: adyuvante complete de Freund.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AEP: Asociacién Espafiola de Pediatria.

Ag: antigeno.

AGL: 4cidos grasos libres.

AIF: adyuvante incompleto de Freund.
Al(OH): hidréxido de aluminio.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ASO1: nombre comercial del Sistema adyuvante 01.
ASO03: nombre comercial del Sistema adyuvante 03.
AS04: nombre comercial del Sistema adyuvante 04.
AUC: de la sigla area bajo la curva.

BCG: bacilo Calmette-Guerin.

C;Hgg: isopropanol.

CD: célula dendritica.

CD40: molécula coestimulatoria CD40.
CD80: molécula coestimulatoria CD8O0.
CD86: molécula coestimulatoria CD86.
c-di-AMPc: adenosin mono fosfato di ciclico.
CH;CN: acetonitrilo.

Col: colesterol.

CPA: célula presentadora de antigenos.
CpG-ODN: oligodesoxinucleétidos CpG.
DAG: di-acilgliceroles.
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DAMP: patrones moleculares asociados a peligro.
DGDG: di-galactosil-glicérido.

DHB: acido 2,5-di-hidroxibenzoico.

DLS: dispersién dindmica de la luz.

DO: densidad 6ptica.

DPG: difosfatidilglicerol.

DPI: después de la primera inmunizacion.

DPPC: di-Palmitoil-fosfatidilcolina.

DTH: respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado.
EC: ésteres de colesterol.

ELISA: de su sigla ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
En vol.: en volumen.

EtOH: etanol.

FAME: metilésteres de 4cidos grasos.

g: gramo.

GC: cromatografia gaseosa.

GPL: glicerofosfolipidos totales.

GyE: glucésidos y esteroles

h: hora.

H,0: agua.

H,SO,: acido sulfurico.

HPLC: cromatografia liquida de alta precision o alta resolucidn.
HPV: virus del papiloma humano.

HSPC: fosfatidilcolina de soja completamente hidrogenada
IA: inyeccién alcohdlica.

IFN-y: interferon gamma.

IgA: inmunoglobulina de tipo A.

IgE: inmunoglobulina de tipo E.

IgG: inmunoglobulina de tipo G.

IgG1: inmunoglobulina de tipo G subclase 1.

IgG2a: inmunoglobulina de tipo G subclase 2a.
IgG2b: inmunoglobulina de tipo G subclase 2b.
IgG2c: inmunoglobulina de tipo G subclase 2c.

IgG3: inmunoglobulina de tipo G subclase 3.

IL-1: interleucina 1.

IL-10: interleucina 10.
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IL-12: interleucina 12.

IL-13: interleucina 13.

IL-4: interleucina 4.

IL-5: interleucina 5.

ISCOM: complejos inmunoestimulantes.

ISPA: de su sigla adyuvante de particulas inmunoestimulantes.
LN: lipidos neutros.

LPC: liso-fosfatidilcolina.

LPE: liso-fosfatidiletanolamina.

LPS: lipopolisacéridos.

LTec: linfocito T citotéxico.

M: molar.

MALDI-TOF: técnica de espectrometria de masas basada en desorcién-ionizacién por l4ser
asistida por matriz acoplada a un analizador TOF o de tiempo de vuelo.
MeOH: metanol.

MF59: nombre comercial del adyuvante MFS9.

mg: miligramos

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad.

MHCI: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 1.
MHCII: complejo mayor de histocompatibilidad del tipo 2.
Min: minutos

ml: mililitros.

mm: milimetros.

mM: milimolar.

MPL®: nombre comercial del monofosforil-lipido-A

MPLA: monofosforil-lipido-A

N: normal.

N,. nitrégeno.

Na (OH): hidréxido de sodio.

NaCl: cloruro de sodio.

NK: células asesinas naturales.

NLR: receptores tipo NOD.

NLRP3 / NALP3: sigla representativa de complejo de proteinas formadoras de inflamasomas.
nm: nanémetro.

NO: de su sigla 6xido nitrico.

NOD: receptores similares al dominio de oligomerizacién y unién a nucleétidos.

Giuliana Antonella Lupi 10



O/W: emulsién oil / water o de aceite en agua.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

OVA: Ovoalbimina.

PA: Acido fosfatidico

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos.

PRRs: patrones de reconocimiento de patégenos.

PBS: de su sigla tamp6n fosfato salino.

PC: fosfatidilcolina.

PE: fosfatidiletanolamina.

PEG: poli-etilenglicol.

PI: fosfatidilinositol.

PL: fosfolipidos.

PL: precursor liposomal.

PRR: receptores de reconocimiento de patrones.

PS: fosfatidilserina.

PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados.

Q. brasiliensis: Quillaja brasiliensis.

Q. saponaria: Quillaja saponaria.

QH-A: fraccién de Q. saponaria de elucién temprana de RP-HPLC.
QH-B: fraccion de Q. saponaria de elucién intermedia de RP-HPLC.
QH-C: fraccién de Q. saponaria de elucion posterior de RP-HPLC.
QS-17: fraccién QS-17 de Q. saponaria.

QS-18: fraccién QS-18 de Q. saponaria.

QS-21: fraccién QS-21 de Q. saponaria.

QS-7: fracciéon QS-7 de Q. saponaria.

rf: relacién de frentes.

Rpm: revoluciones por minuto.

S. aureus: Staphylococcus aureus

SAXS: de la sigla correspondiente al nombre de una técnica analitica que mide las intensidades
de rayos X dispersados en una muestra como funcién del 4ngulo de dispersion.
Sn.: solucidn.

SP.: saponina

T CD4+: linfocitos T CDA4.

T CD8+: linfocitos T CDS8.

TAG: triacilgliceroles

TEM: microscopia electrénica de trasferencia.
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TFA: 4cido trifluoroacético.

THO: linfocito T virgen.

THI1: linfocito T helper 1.

TH2: linfocito T helper 2.

Thf: linfocito T helper folicular .

TLC: cromatografia en capa fina.

TLR: receptores tipo Toll.

TLR2: receptores tipo Toll 2.

TLR4: receptores tipo Toll 4.

TLR7: receptores tipo Toll 7.

TLRO: receptores tipo Toll 9.

TMB: 3, 3, 5, 5'-tetrametil-benzidina.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

Treg: linfocito T regulatorio.

T™: marca registrada.

UV: ultravioleta.

v/v/v/v: volumen/ volumen/ volumen/ volumen.
v/v/v: volumen/ volumen/ volumen.

v/v: volumen/ volumen.

v/w: volumen en peso.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
VLP: virus-like-particle o particulas similares a virus.
W/O: emulsién tipo water / oil.

x g: indicativo de fuerza centrifuga (medida como xg, gravedad).

Amm: delta o diferencia expresada en milimetros.
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RESUMEN

Las vacunas de subunidades son consideradas la plataforma mds segura cuando se deben
realizar ensayos clinicos. Es por ello que estas vacunas son las mds elegidas por los laboratorios
productores que buscan lograr la aprobacion de las agencias regulatorias. Sin embargo, debido a
que ha sido ampliamente descrito que las moléculas de subunidades aisladas son poco
inmunogénicas, estas deben formularse con adyuvantes. Esto ha dado lugar a un creciente
interés por parte de los desarrolladores de vacunas de disponer de nuevos adyuvantes que
mejoren los actualmente disponibles.

En un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica de la
FBCB-UNL, en el cual se ha desarrollado esta tesis, se describié una formulacién adyuvante
denominada ISPA (Particula Inmunoestimulante) compuesta por nanoparticulas tipo jaula. Si
bien el adyuvante ISPA puede prepararse por un método simple y mds econdmico que los
descritos anteriormente para las particulas tipo jaula, su preparacién requiere fosfolipidos
comerciales, saponinas y colesterol que son costosos, haciendo inviable su uso en vacunas
veterinarias. Por lo tanto, en esta tesis el objetivo fue obtener y evaluar particulas tipo jaula
estables que pudieran prepararse mediante un método econémico estandarizado y escalable.
Para ello se trabaj6 en: i) la obtencién de saponinas y lipidos de bajo costo y ii) la determinacién
de las proporciones y del método a utilizar para obtener particulas en forma de jaula con estos
nuevos reactivos (teniendo en cuenta que la proporcién de componentes necesaria para formar
las particulas depende simultineamente de la naturaleza quimica de los reactivos y del método
utilizado para obtenerlos). Como objetivo adicional, se plante6 obtener formulaciones de
particulas en forma de jaula que presentaran una actividad mejorada en relacién con el ISPA
original. Las particulas obtenidas con los diferentes componentes y métodos fueron evaluadas
funcionalmente mediante su formulacién con Ovoalbimina (OVA), inmunizando ratones y
luego midiendo los niveles de anticuerpos especificos anti-OVA tipo IgG1 e IgG2a en el suero
de los animales, asi como midiendo la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH). Las
particulas formuladas alternativamente con las diferentes saponinas y los lipidos obtenidos en
este trabajo se compararon en su desempeilo inmunoldgico con el adyuvante ISPA original.
También se compard la formulacién mds prometedora con Alhydrogel® (una formulacién
comercial a base de hidréxido de aluminio). Las nuevas formulaciones potenciadas con
compuestos inmunoestimulantes también se compararon con el ISPA original y, en este caso, se
estudiaron las poblaciones de linfocitos activados a largo plazo para valorar si la potenciacién
favorece la persistencia de la respuesta inmune en el tiempo. Los resultados obtenidos en la tesis
se describen en cuatro apartados:

La introduccién general analiza la utilidad del uso de adyuvantes en las vacunas y los
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mecanismos por los cuales actdan en base a la literatura previa.

En el Capitulo 1 se presentan los resultados correspondientes a la extraccidon de saponinas
a partir del extracto crudo comercial Kerry® de Quillaja saponaria. Se describe la obtencion de
un extracto de saponinas con bajos niveles de impurezas. El extracto se obtuvo mediante didlisis
y se caracterizé por TLC (cromatografia en capa fina), HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucién) y MALDI-TOF (técnica de espectrometria de masas basada en desorcidn-ionizacién
laser asistida por matriz acoplada a un TOF o tiempo de analizador de vuelo). También se
describe que el desempefio inmunolégico de las particulas preparadas con el nuevo extracto fue
similar al del ISPA original preparado con Quil-A®.

El Capitulo 2 describe la obtencién de lipidos alternativos a los utilizados originalmente.
Se obtuvieron y ensayaron fosfolipidos alternativos a la di-palmitoil-fosfatidilcolina (DPPC)
utilizados en la férmula original, asi como el colesterol de huevo (Chol). Estos nuevos lipidos
correspondieron a fosfolipidos comerciales derivados de la soja (HSPC), lipidos extraidos de
residuos de la industria del aceite de soja y una mezcla de lipidos que contenian fosfolipidos y
colesterol obtenidos de la yema de huevo de gallina por extraccion etandlica. Los extractos
lipidicos obtenidos se caracterizaron por TLC (cromatografia en capa fina) y GC (cromatografia
de gases). Posteriormente, los diferentes lipidos extraidos se combinaron alternativamente con
la saponina comercial Quil-A® o con la saponina semirrefinada Kerry® mediante el método de
inyeccion etandlica (IA) o el método del precursor liposomal (PL) para obtener diferentes
preparados de particulas tipo jaula. En base al objetivo planteado en este capitulo de lograr un
adyuvante de bajo costo, la formulacion que presenté los resultados mas prometedores
correspondié a las particulas formadas por el método del precursor liposomal con saponinas
Kerry® y los lipidos derivados del extracto de yema de huevo (ISPA YOLK-PL). Esta
preparacion permitié obtener niveles de anticuerpos IgGl e IgG2a superiores a los de la
formulacién original desarrollada con componentes comerciales (p<0,05). La respuesta de
anticuerpos y DTH de los adyuvantes ISPA original e ISPA YOLK-PL también se compar6 con
Alhydrogel®. Se encontr6 que tanto ISPA original como ISPA YOLK-PL superaron al
adyuvante comercial (p<0,001). A su vez, ISPA YOLK-PL presenté mayores niveles de
anticuerpos que ISPA original luego de la primera y segunda dosis (p<0,05). La respuesta DTH
de ISPA YOLK fue altamente significativa en relaciéon al grupo control y Alhydrogel™
(p<0,001).

En el Capitulo 3 se evaluaron diferentes estrategias para mejorar los adyuvantes ISPA. En
primer lugar se ensayé complementar las particulas tipo jaula con otros inmunopotenciadores
que actden por diferentes modos de accién que las mismas. Con ese criterio se seleccionaron los
candidatos rapamicina, c-di-AMPC y un antagonista de CCR4 que han sido descritos por su

importante capacidad para aumentar la respuesta inmune pero que lo hacen por vias diferentes a
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ISPA. Dichas moléculas se combinaron con el adyuvante ISPA y OVA como antigeno modelo
en la formulacién utilizada para la inmunizacién. En este estudio se evaluaron cuatro
formulaciones alternativas inmunizando ratones: i) ISPA con dosis bajas de rapamicina ii) ISPA
con dosis altas de rapamicina iii) ISPA con c-di-AMPc vy iiii) ISPA con antagonista CCR4.
Ademads, se traté a un grupo de ratones con PBS con ova y sin ISPA como grupo CONTROL.
Se realizaron 2 experimentos independientes y se analizé la respuesta humoral y DTH de los
animales a los 45, 75 y 175 dias post inmunizacién en el primer ensayo y a los 45 y 75 en el
segundo ensayo. Las respuestas humorales obtenidas con las diferentes formulaciones fueron
similares a lo largo del tiempo, aunque al analizar la sumatoria de todas las respuestas en el
curso de la inmunizacién calculado el drea de respuesta bajo la curva (AUC), en los dos ensayos
la formulacién suplementada con rapamicina en baja concentracién presenta un mayor valor
(aunque no significativo) que la obtenida con ISPA no combinado y en el segundo ensayo esto
se observé para el agregado de c-di-AMPc siendo la diferencia muy significativa a los 45 DPL
En todos los grupos se encontrd una alta respuesta de DTH, que no disminuy6 con el tiempo. A
los 45 dias DPI (después de la primera inmunizacién), la DTH fue mayor para ISPA con dosis
altas de rapamicina en comparacion con ISPA-OVA sin suplementos (p<0,05). Estos resultados
sugieren que tanto rapamicina como c-di-AMPc podrian ser candidatos potenciales para
complementar al adyuvante ISPA. Finalmente, se determiné la capacidad de generar linfocitos
activados a los 75 y 165 DPI para las formulaciones usando solo ISPA, ISPA suplementado con
dosis bajas y altas de rapamicina, ISPA suplementado con c-di-AMPc, asi como ISPA con
antagonista CCR4. Para ello se realizé un cultivo celular de células de bazo estimuladas con
OVA y se midieron células activadas dentro de los Linfocitos T CD4 luego de 72 hs. Si bien los
grupos inmunizados con OVA y suplementados con los adyuvantes ISPA-rapamicina en alta y
baja concentracién, asi como ISPA-c-di-AMPc presentaron una tendencia a incrementar el
porcentaje de linfocitos T CD4+ activados (CD4-CD44high) en el bazo estos ensayos deben ser
repetidos ya que, en uno de los experimentos, el grupo control no inmunizado presentd la misma
tendencia.

Como segundo enfoque para potenciar la respuesta inmunitaria, se utiliz6 una estrategia
de derivatizacidn quimica de las jaulas lipidicas para lograr una entrega conjunta del antigeno y
el adyuvante al sistema inmune. Para ello, se derivatizaron nanoparticulas ISPA original e ISPA
YOLK para unir OVA a las mismas mediante un enlace quimico. Se evalué la respuesta
humoral (IgG1 especifica — IgG2a — IgG2b — IgG3) desarrollada por ratones inmunizados con
las diferentes preparaciones, observiandose que esta estrategia no incrementd la respuesta

humoral en los ratones (p>0.05).
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ABSTRACT

Subunit vaccines are considered the safest platform when clinical trials have to be done.
That is why these vaccines are the most chosen by laboratories producers that aims to achieve
the approval of the regulatory agencies. However, as it has been widely described that isolated
subunits molecules are poorly immunogenic, they have to be formulated with adjuvants. This
has given rise to a growing interest from vaccine developers in having new adjuvant candidates
that improve the currently available.

In a previous work performed in the Immunological Technology Laboratory of the
FBCB-UNL, in which this thesis has been developed, an adjuvant formulation called ISPA
(Immunostimulant Particle) based on cage-like nanoparticles was described. Although the
adjuvant ISPA could be prepared by a simple and cheaper method than those previously
described for the cage-like particles, its preparation requires commercial phospholipids,
saponins and cholesterol that are expensive making unfeasible its use in veterinary vaccines.
Therefore, in this thesis the objective was to obtain and evaluate stable cage-like particles,
which could be prepared by a standardized and scalable economical method. For this aim we
worked on: i) obtaining low-cost saponins and lipids and ii) determining their proportions and
the method to be used to obtain cage-like particles with these new reagents (taking into account
that the proportion of components necessary to form the particles depends simultaneously on the
chemical nature of the reagents and the method used to obtain them). In addition, we aimed to
obtain formulations of cage-like particles that present an enhanced activity in relation to original
ISPA. The particles obtained with the different components and methods were functionally
evaluated by formulating them with Ovalbumin (OVA), immunizing them in mice and then
measuring the levels of specific anti-OVA type IgG1 and IgG2a antibodies in the sera of the
animals as well as measuring delayed hypersensitivity response (DTH). The particles
formulated alternatively with the different saponins and the lipids obtained in this work were
compared in their immunological performance with the original ISPA adjuvant. The most
promising formulation was also compared with Alhydrogel® (a commercial formulation based
on aluminium hydroxide). The new formulations potentiated with immunostimulatory
compounds were also compared with the original ISPA and, in this case, the populations of
activated lymphocytes 45 days DPI (days post immunization) were analysed to assess if the
potentiation favours the persistence of the immune response over time. The results obtained in
the thesis are described in four sections:

The general introduction analyses the value of using adjuvants in vaccines and the
mechanisms by which they act based on the previous literature.

Chapter 1 presents the results corresponding to extraction of saponins from Kerry®
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commercial unrefined extract of Quillaja saponaria. The obtention of an extract with low levels
of impurities is described. The extract was obtained using dialysis and was characterized by
TLC (thin layer chromatography), HPLC (high performance liquid chromatography) and
MALDI-TOF (mass spectrometry technique based on desorption- matrix-assisted laser
ionization coupled to a TOF or time-of-flight analyser). It is also reported that the
immunological performance of the particles prepared with the new extract was similar to that of
the original ISPA prepared with Quil-A®.

Chapter 2 describes the obtention of alternative lipids to those originally used. Alternative
phospholipids to di-palmitoil-phosphatidylcholine (DPPC) used in the original formula as well
as egg cholesterol (Cho) were obtained and tested. These new lipids corresponded to
commercial phospholipids derived from soybeans (HSPC), lipids extracted from the soybean oil
industry waste and a mixture of lipids obtained from chicken egg yolk by ethanolic extraction
containing phospholipids and cholesterol. The obtained lipid extracts were characterized by
TLC (thin layer chromatography) and GC (gas chromatography). Subsequently, the different
lipids obtained were combined alternatively with commercial saponins such as Quil-A® or with
the semi-refined saponins Kerry® using the ethanolic injection method (IA) or the liposomal
precursor method (PL) to obtain different preparations of cage-like particles. According to the
objective aimed in this chapter of achieving a low-cost adjuvant, the formulation that presented
the most promising results corresponded to the particles formed with Kerry® saponins together
with the lipids derived from egg yolk extract using the liposomal precursor method (ISPA
YOLK - PL). This preparation allowed obtaining higher levels of IgG1 and IgG2a antibodies
than the original formulation developed with commercial components (p<0.05). The antibody
and DTH response of original ISPA and ISPA YOLK-PL adjuvants was also compared with
Alhydrogel®. Both, original ISPA and ISPA YOLK-PL were found to outperform the
commercial adjuvant Alhydrogel™ (p<0.001). In turn, ISPA YOLK - PL presented higher
levels of antibodies than original ISPA after the first and second doses (p<0.05). The DTH
response of ISPA YOLK was highly significant in relation to the control group and
Alhydrogel™ (p<0.001).

In Chapter 3, different strategies to enhance ISPA adjuvants were assessed. Firstly, cage
like particles was complemented with other immunopotentiators that showed to have different
modes of action than ISPA. With this criterion we selected three candidates that have been
described for their important ability to increase the immune response as rapamycin, c-di-AMP
and CCR4 antagonist, which stimulates the immune system in a different way than ISPA. The
different molecules were combined with the ISPA adjuvant and OV A as a model antigen in the
formulation used for immunization. Four alternative formulations were evaluated in this study:

i) ISPA with low-dose rapamycin ii) ISPA with high-dose rapamycin iii) ISPA with c-di-AMP
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and iiii) ISPA with CCR4 antagonist. Also, a group of mice were treated as previously
described using OVA without ISPA. Two independent experiments were carried out and the
humoral response and DTH of the animals were analyzed at 45, 75 and 175 days post
immunization in the first assay and at 45 and 75 in the second assay. The humoral responses
obtained with the different formulations were similar over time, although when analyzing the
sum of all responses in the course of immunization (by calculating the area of response under
the curve (AUC)), the formulation supplemented with low concentration of rapamycin presents
a higher value (although non-significant) than that obtained with non-combined ISPA. The same
result was obtained in second assays using the formulation with c-di-cAMP. Also, for this group
at 45 DPI the levels of antibodies were higher than the obtained for the other formulation. A
high DTH response, which did not decrease over time, was found in all groups. At 45 days DPI,
DTH was higher for ISPA with high doses of rapamycin compared to ISPA-OVA without
supplements (p<0.05). These results suggest that both rapamycin and c-di-AMPc would be
potential candidates to complement the ISPA adjuvant. Finally, 75 and 165 DPI the ability to
trigger activated lymphocytes was determined for the formulations using only ISPA, ISPA
supplemented with low and high doses of rapamycin, ISPA supplemented with c-di-cAMP as
well as ISPA with CCR4 antagonist. For this aim, activated CD4 T lymphocytes from different
groups were measured in cultured spleen cells stimulated with OVA for 72 h. Although the
groups immunized with OVA and supplemented with ISPA-Rapamycin adjuvants in high and
low concentration, as well as ISPA-c-di-AMPc, showed a tendency to increase the percentage of
activated CD4+ T lymphocytes (CD4-CD44high), this study should be repeated as non-
immunized control group presented the same tendency.

As a second approach to enhance the immune response, a strategy of chemical
derivatization of the lipid cages was used to achieve a joint delivery of the antigen and the
adjuvant to the immune system. For this, original ISPA and ISPA YOLK nanoparticles were
derivatized to bind OV A to them by means of a chemical bond. The humoral response (specific
IgG1 — IgG2a — I1gG2b — IgG3) developed by mice immunized with the different preparations
was evaluated, finding that this strategy did not increase the humoral response in the mice

(p>0.05).
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1. INTRODUCCION
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1.1. EL ROL DE LOS ADYUVANTES EN LAS VACUNAS

Uno de los capitulos mds destacados de la historia de la ciencia es el impacto de las
vacunas en la longevidad y la salud humanas (S. Plotkin, 2014). Con la excepcién del agua
potable, ninguna otra modalidad, ni siquiera los antibiéticos, ha tenido un efecto tan importante
en la reduccién de la mortalidad y el crecimiento de la poblacién (S. L. Plotkin & Plotkin,
2013). Las vacunas han reducido significativamente la incidencia de varias enfermedades que
afectan al hombre como la viruela, la difteria, la poliomielitis o el sarampidén, en muchos paises
del mundo. La reduccién de muchos de estos casos de enfermedades se ha logrado mediante la
implementacion de regimenes pedidtricos de vacunacion contra dichos patdégenos. Son ttiles
dentro de la poblacién en general para reducir la carga asociada con enfermedades causadas por
patégenos como el virus de la influenza, el herpes zdster o el virus del papiloma humano, y
actualmente estn disponibles para brindar proteccion a las personas durante los viajes como por
ejemplo las vacunas contra enfermedades como la fiebre amarilla (Hill et al., 2021). En el
campo de la vacunologia veterinaria han dado lugar a cambios significativos que han afectado el
bienestar humano y animal, y la capacidad de convivencia. La virtual eliminacién de la rabia
canina en América del Norte y Europa occidental ha llevado indirectamente a un vinculo muy
cercano entre humanos y animales que no era factible cuando la rabia canina era relativamente
comtn. Sin embargo, quedan muchas enfermedades para las que no existe una vacuna eficaz o
efectiva. Muchas enfermedades parasitarias, asi como enfermedades de naturaleza intracelular
crénica, no estdn cubiertas por ninguna vacuna disponible. En algunos casos, los perfiles de
seguridad o las caracteristicas de eficacia de las vacunas existentes no son aceptables.
Afortunadamente, permanentemente se estan desarrollando tecnologias prometedoras aplicables
a todos los componentes que conforman las vacunas que pueden cerrar las brechas técnicas para
la prevencioén de estas enfermedades desafiantes (McVey & Shi, 2010).

En lineas generales, los componentes de una vacuna son cuatro (Comité Asesor de
Vacunas de la AEP, 2022): 1) El o los antigeno / s contra los cuales se montara una respuesta
defensiva especifica, 2) un conjunto de sustancias utilizadas como vehiculo de vacuna o liquido
de suspensién, cominmente agua estéril para inyeccién o solucién salina, 3) compuestos
preservantes, estabilizantes y / o antibidticos, sustancias utilizadas para estabilizar los distintos
componentes de la vacuna o para impedir la contaminacién por otros microorganismos o la
degradacién de la misma y 4) los Adyuvantes, una serie de compuestos incorporados a las
vacunas para aumentar la inmunogenicidad de los antigenos o prolongar su efecto estimulador,
haciendo posible la disminucién de la cantidad del mismo o del nimero de inyecciones de la
serie vacunal. Mediante la interaccién de estos componentes, las vacunas protegen presentando

antigenos no propios en el contexto inmunolégico correcto, para expandir la cantidad de células
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T y B virgenes especificas contra dichos antigenos y generar luego una subpoblacién de células
de memoria. Las poblaciones de memoria expandidas permiten asi un despliegue mas rapido de
efectores adaptativos en futuros contactos con el patégeno (Ward etal., 2022). El tipo y
composicién de los componentes mencionados presentes en las vacunas depende del tipo de
vacuna que se desea formular. En particular la utilizacién o no de adyuvantes estd ligada al tipo
de plataforma de vacuna que se utiliza.

Las primeras vacunas desarrolladas por Jenner y Pasteur fueron las vacunas vivas
atenuadas y muertas. Luego, el desarrollo de nuevos métodos microbiolégicos, genéticos,
quimicos, bioinformaticos asi como de todas las dreas de las ciencias bioldgicas, ha llevado a
disponer de nuevas plataformas vacunales y a complejizar la clasificacion de posibles vacunas
(Canoui & Launay, 2019). Existen segin la bibliografia distintas clasificaciones de las mismas,
sin embargo, en revisiones recientes (Canoui & Launay, 2019; V. Schijns et al., 2021) se las
puede diferenciar entre: Vacunas vivas atenuadas, vacunas muertas o inactivadas (de células
enteras y de subunidades), vacunas de ARN, de ADN, de vectores virales recombinantes o de
vectores bacterianos recombinantes. Las vacunas vivas atenuadas, se caracterizan porque
contienen al agente infeccioso que conservan la capacidad de proliferar, pero el mismo presenta
una baja virulencia. Inducen asi una forma atenuada, incluso asintomdtica, de la enfermedad,
estimulando todo el repertorio de la respuesta inmune. La propiedad principal es una
inmunogenicidad muy alta (proteccién inmunoldgica cercana a la que sigue a la infeccién
natural), obtenida ripidamente (dentro de 10 a 14 dias) pero exponiendo al riesgo de
enfermedad vacunal. Existen varios métodos de preparacion y por lo tanto de composicion de
este tipo de vacuna, sin embargo, al tratarse de una vacuna viva, la respuesta inmunitaria
inducida es completa (inmunidad innata y adaptativa). Por lo tanto, este tipo de vacuna no
requiere adyuvante (es auto adyuvante) y requiere un nimero reducido de dosis. Las vacunas
muertas o inactivadas, en cambio, estdn desprovistas de poder infeccioso. Incluyen las vacunas
de patégenos enteros, patdgenos lisados y de subunidades que corresponden a fracciones de
patégenos o a moléculas purificadas de los mismos. Estas fracciones estin conformadas
habitualmente por moléculas determinantes de virulencia del patdgeno, las cuales permiten
inducir la inmunidad vacunal. Estas vacunas presentan menor reactogenicidad pero también
menor inmunogenicidad por lo que en general requieren de la adicién de un adyuvante y de la
aplicacion de varias dosis, e incluso, refuerzos de por vida. Las vacunas de ARN, basadas en
ARNm transcrito in vitro tienen el potencial de expresar transitoriamente la proteina codificada
in situ. Para traducirse y provocar una respuesta inmunitaria especifica de antigeno, una vacuna
de ARNm tiene que llegar al citosol de sus células diana. Existen dos enfoques bdsicos para la
administraciéon de vacunas de ARNm: 1) carga de ARNm en células dendriticas ex vivo,

seguida de reinfusion de las DC transfectadas, o 2) inyeccién directa de ARNm con o sin
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portador en las células objetivo. Los transportadores mas comunes utilizados para complejar el
ARNm son la protamina (un péptido catidnico), los lipidos o las nanoparticulas basadas en
polimeros. En cambio, una vacuna de ADN, comprende el ADN que codifica los antigenos de la
vacuna. Después de la administracién del ADN al huésped, se producen antigenos in vivo,
desencadenando de esta forma la respuesta inmunitaria. A diferencia de una vacuna de ARN, la
expresion de proteinas mediante una vacuna de ADN requiere que el 4cido nucleico atraviese
dos membranas celulares, el plasma y la membrana nuclear. Por lo tanto, la transfeccién exitosa
es crucial para la eficacia de la vacuna de ADN. Con esta finalidad, se han desarrollado varios
métodos de administracién, incluida la pistola de genes, la inyeccién a chorro, electroporacién
in vivo, pero también diferentes formulaciones de ADN, por ejemplo, encapsulacién en
nanoparticulas lipidicas, adsorcién a polimeros y adsorcién o encapsulacién en nanoparticulas
biodegradables. Los virus, por su parte, han demostrado ser vehiculos muy eficaces para
introducir dcidos nucleicos extrafios en las células diana. Ademds, los virus son detectados por
varios receptores tipo PRRs (del inglés Pattern-recognition receptors) intracelulares y
extracelulares e inducen intrinsecamente respuestas inmunitarias del huésped tras la infeccién
celular. Una vez en la célula, los vectores virales imitan la infeccion viral natural, induciendo as{
potentes respuestas inmunitarias. Por lo tanto, las vacunas basadas en vectores virales pueden
administrarse sin adyuvantes adicionales ya que promueven fuertes respuestas inmunes
humorales y celulares especificas de antigeno contra el antigeno objetivo. De forma alternativa,
pueden mencionarse en el marco de una plataforma vacunal de tipo viral, a las VLP (particulas
similares a virus). Estas particulas son complejos de proteinas multiméricas que imitan la
organizaciéon de los virus nativos pero carecen del genoma viral. Por lo tanto, las VLP
constituyen un enfoque seguro y eficaz para la induccién de anticuerpos neutralizantes contra
proteinas de superficie (Reina, 2012). En lo que respecta a las bacterias vivas atenuadas
modificadas genéticamente, actualmente no se utilizan de forma amplia como vacunas para
humanos, aunque este enfoque se ha investigado especialmente en el caso de la vacuna BCG
contra la tuberculosis (Zheng et al., 2015).

Las proteinas recombinantes son antigenos altamente purificados que requieren solo una
parte del patégeno para generar una respuesta inmunitaria protectora. Estos antigenos han
mejorado el desarrollo de las vacunas, ya que demostraron ser seguros por no presentar riesgo
de reversiéon a una forma virulenta y por poderse fabricar y caracterizar en forma muy
estandarizada. Sin embargo, estos antigenos muestran una potencia inmunogénica baja debido a
que presentan una menor cantidad de PAMPs (del inglés pathogen-associated molecular
pattern) en comparacién con las vacunas inactivadas completas o atenuadas convencionales
(Coffman et al., 2010). Por otra parte, muchas de las vacunas mencionadas dentro de la

clasificacién, incluso las de ADN y VLP (particulas similares a virus) requieren el uso de
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adyuvante para mejorar su desempefio (Fontana et al., 2020; Ghaffarifar, 2018; Karlsson et al.,
2017). Este inconveniente, ha hecho necesario el uso de adyuvantes en este tipo de vacunas.

El término adyuvante proviene del latin “adjuvare”, que significa ayudar. L.os adyuvantes
pueden ser definidos como sustancias que aumentan o modulan la inmunogenicidad de una
vacuna cuando son agregados a una formulacién (Apostélico etal., 2016). Pueden ser
incorporados para aumentar la inmunogenicidad de los antigenos, usar menores dosis de
vacuna, aumentar la estabilidad de las vacunas al hacerlas menos susceptibles a la degradacién
durante el almacenamiento o la inyeccién. También influyen en el inicio, la fuerza y la duracién
de las respuestas inmunes. Puede decirse que actdan de varias formas, entre sus mecanismos de
accion se encuentran la formacién de depdsito, el reclutamiento de células inmunitarias, la
activacion del inflamasoma, la mejora de la presentacion de antigenos por las moléculas del
MHC y la inmunomodulacién (Bastola et al., 2017). De esta manera, actian mediante la
activacion del sistema inmune innato y proporcionan sefiales clave que modulan la respuesta
inmune adaptativa. La primera observacién registrada de potenciacién inmunoldgica por
"adyuvantes" es probablemente la de Coley, quien en 1893 observé que la administracion de
bacterias muertas (toxinas de Coley) podria en algunos casos curar ciertas formas de cincer. Fue
solo en la década de 1990 que se determind que este efecto se debia a la estimulacién
inmunoldgica mediada por el ADN bacteriano. A partir de ahi, se descubrieron las secuencias de
oligonucledtidos especificas que podrian estimular la respuesta inmune y potenciarla ante un
antigeno coadministrado (Garcon et al., 2013). A pesar de la descripcion de Coley, debieron
transcurrir otras dos décadas para reconocer la utilidad de los adyuvantes para mejorar la
inmunidad humoral. Fue hacia 1925, cuando el veterinario francés, Gaston Ramén, observé que
caballos inmunizados con toxina diftérica que presentaban inflamacién en el sitio de la
infeccion respondian con mayores niveles de anticuerpos que los no la presentaban. Por tanto,
ensayo producir la inflamacién por la adicién de diferentes sustancias, como cloruro de calcio,
saponinas, almidon, aceite vegetal y bacterias a la vacuna “anatoxina diftérica”. Observando los
resultados, concluyé que con la adicién de estos compuestos lograba promover una reaccién
inflamatoria en el sitio de inoculacién que era la responsable de la produccién mejorada de
anticuerpos contra la toxina. Desde entonces, los adyuvantes juegan un papel muy importante en
la tecnologia de vacunas tanto para animales como para humanos (Burakova et al., 2018). A lo
largo de los afos se han identificado y / o sintetizado innumerables nuevas moléculas que
exhiben potentes propiedades inmunoestimuladoras con efectos adversos minimos (Bonam
etal., 2017). Estos desarrollos se han intensificado en las udltimas décadas debido a que la
comunidad cientifica ha adquirido una mejor comprensién de cémo funcionan y a que se han
descripto los beneficios de usar miltiples adyuvantes, como asi también sus combinaciones, que

derivan en efectos aditivos o sinérgicos de sus diferentes mecanismos de accién (Burakova
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et al., 2018). Para entender el rol de estos componentes, es necesario conocer c6mo se monta
una respuesta inmune que protege contra los agentes patdgenos ya que la vacuna emula los
eventos que tienen lugar en un proceso infeccioso y genera memoria inmunolégica que permite
la proteccidon a largo plazo. Se describen a continuacién las etapas que son criticas para el

armado de la respuesta inmune que genera una vacuna.

1.1.1. El reconocimiento del patégeno y la activacion de la respuesta inmune

Tras la inmunizacidn, tiene lugar la activacién del sistema inmune. El mismo se activa en
un primer momento en forma innata para desencadenar luego una respuesta adaptativa (ver
figura 1).

El sistema inmune innato de, respuesta ripida (horas), actda como la primera linea de
defensa dirigido a un nimero limitado de moléculas de patégenos o células andémalas
denominados PAMP. Estas son moléculas compartidas por grupos de microbios relacionados
que son esenciales para la supervivencia de esos organismos y no estdn presentes en células de
mamiferos (Stern, 2020). El sistema del complemento y las células fagociticas estidn
involucradas en este tipo de inmunidad (Pashine et al., 2005). El sistema del complemento tiene
tres actividades fisiolégicas generales, la defensa contra la infeccion bacteriana piégena, actuar
como puente entre la inmunidad innata y adaptativa, y eliminar inmunocomplejos y los
productos de lesién inflamatoria (Walport, 2001). Ademds, dentro del conjunto de células que
participan en la respuesta inmunitaria innata, se encuentran también las células asesinas
naturales (NK del inglés natural-killer), miembros de la familia de células linfoides innatas que
actiian como potentes efectoras que forman la primera linea de defensa contra enfermedades,
incluidas las neoplasias malignas. El ataque citotéxico de las células NK es inmediato, no
requiere preparacion antigénica previa (Becker et al., 2016). Las respuestas inducidas a partir de
la estimulacidon del sistema inmune innato disminuyen rdpidamente. Esto se produce como
resultado de muiltiples mecanismos de regulacién por retroalimentacién que tienen como
objetivo limitar el dafo tisular que puede resultar de estos potentes mecanismos efectores. A
diferencia de las respuestas de las células T y B, las respuestas innatas normalmente no
conducen a la memoria especifica del patégeno, lo que significa que un encuentro posterior con
un antigeno no produce una respuesta mds rdpida o mds intensa que la inicial (Coffman et al.,
2010).

El sistema inmune adaptativo, en cambio, actia lentamente (dias) y proporciona
respuestas inmunes duraderas y memoria inmunoldgica contra patdgenos especificos. Las
respuestas inmunes adaptativas se inician a través de la estimulacién mediada por antigeno de
Linfocitos T que median una respuesta celular y/o Linfocitos B, productores de anticuerpos

(Bastola etal., 2017). Las principales poblaciones de Linfocitos T que intervienen en la
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respuesta adaptativa son los Linfocitos Th (T colaboradores o helper del inglés, también
llamadas T CD4+ porque poseen dicho correceptor en su membrana) y los LTc (T citotoxicos,
también llamados T CD8+ porque poseen dicho correceptor en su membrana). Los primeros
tienen como rol principal dirigir la respuesta inmune activando a los macréfagos, LTc y otras
células inmunes, mientras que los LTc son principalmente efectores y tienen como funcién

eliminar a las células infectadas.

Citocinas

Inmunidad
celular
Presentacmn
Antlgemca
/ Inmunidad
Co-receptores humoral

Resolucion

Figura 1: Representacion esquematica de los niveles de regulacién que afectan a las respuestas
inmunitarias adquiridas. Como un telescopio, una lente compuesta de las respuestas innatas y los factores
genéticos centran las respuestas inmunitarias adquiridas apropiadas en objetivos especificos de agentes
infecciosos. Figura modificada de: Dempsey et al., 2003 (Dempsey et al., 2003).

Generar la respuesta inmune especifica y adecuada para combatir al agente patégeno
requiere de la participacién de los sistemas inmunes innato y adaptativo de forma conjunta (ver
figura 2). En este proceso, resultan de fundamental importancia las células dendriticas (CD).
Estas son células presentadoras de antigenos profesionales (CPA) que decodifican e integran
sefales obtenidas del sistema inmune innato, y transfieren esta informacién a las células
inmunes adaptativas, es decir, las células T y B (Banchereau et al., 2009). (A las CD se les
llama CPA profesionales ya que si bien otras células como macréfagos y linfocitos B son
capaces de presentar el antigeno, las mismas no montan una respuesta inmune completa como
las CPA sino que lo hacen en el contexto de la respuesta efectora). Las CD son una poblacién
heterogénea de leucocitos que se originan a partir de células madre hematopoyéticas. Actian
como enlace entre la inmunidad innata y la adaptativa y desempefian un papel critico en la
iniciacién y regulacién de la respuesta inmunitaria especifica de antigeno (Balan et al., 2019).
Las CDs inmaduras residen en la periferia donde sirven de centinelas. Capturan antigenos
constantemente por diferentes vias como pinocitosis y / o fagocitosis mediante el
reconocimiento de motivos conservados a través de receptores especificos. La activacién de
estos receptores resulta fundamental para la activacién de la CD vy el inicio de la respuesta

inmune. Este proceso de activacién se produce cuando los PAMP son identificados mediante
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PRRs (del inglés pathogen-recognition receptor), especialmente los TLR (del inglés Toll like-
receptors), ubicados en la membrana celular o en los endosomas o los NLR (del inglés NOD-
like receptors), ubicados en el citosol de las CPAs (Batista Duharte et al., 2016; Batista-Duharte
etal.,, 2014). Ademas, la activacion puede desencadenarse por un conjunto de moléculas
enddgenas conocidas como DAMP (del inglés danger-associated molecular pattern) que son
capaces de interactuar con los TLR o con los NLR al igual que los PAMP (Batista Duharte
et al., 2016; Batista-Duharte et al., 2014). Los DAMP son moléculas tinicas que se muestran en
células estresadas, lesionadas, infectadas o transformadas, que también pueden reconocerse
como parte de la inmunidad innata. Algunos ejemplos de DAMPS conocidos incluyen, entre
otros, proteinas de choque térmico y fosfolipidos de membrana (Stern, 2020). Posteriormente a
la estimulacién de los PRRs se pone en marcha, como parte de la respuesta inmune innata, una
cadena de sefializacion intracelular en la CD que termina en la liberacién de mediadores
solubles, como citoquinas y quimiocinas inflamatorias. En forma concomitante, los antigenos
endocitados, son procesados y presentados en las moléculas de histocompatibilidad de tipo I
(MHC-I) y/o tipo I (MHC-II) por la CPA (Coria, 2014). Los péptidos antigénicos de origen
exogeno, son “cargados” en moléculas de MHC de clase II y asi, son capaces de activar las
células Th y provocar la estimulacién de la inmunidad humoral y/o celular con respuestas
efectoras que dependen de células B para la produccién de anticuerpos y de LTc asi como de
otras células del sistema inmune para la respuesta celular. En cambio, los péptidos antigénicos
de origen enddgeno, se asocian con moléculas de MHC de clase I y pueden estimular
directamente los LTc que conducen a respuestas de tipo celular (Bastola et al., 2017; Karch &
Burkhard, 2016; Stern, 2020). La presentacion mediante moléculas MHC-I es activa en todos
los tipos celulares de organismos, constituyendo un mecanismo para monitorear la expresion de
proteinas intracelulares. Asi los LTc vigilan el proteoma celular y poseen la habilidad de
destruir aquellas células que expresen proteinas virales o tumorales. La via de presentacion
mediante moléculas MHC-II, en cambio, es solo constitutivamente activa en las CPAs y en las
células epiteliales timicas (Coria, 2014). Alternativamente, un proceso denominado presentacién
cruzada, permite a las CDs (y especificamente a las que poseen en su superficie moléculas
CD8+) la presentaciéon de antigenos exdgenos por la via del MHC-I promoviendo una
respuesta de LTc. Se han descrito al menos dos vias principales para la presentacion cruzada: la
via citosdlica, en la que se produce el procesamiento del antigeno en el citosol, y la via vacuolar,
en la que el procesamiento del antigeno se produce dentro de los compartimentos endociticos
(Gros & Amigorena, 2019; Joffre etal., 2012; Lindenbergh & Stoorvogel, 2018). Este
encuentro de la CD residente con el PAMP de un patégeno, o con un adyuvante empleado en
vacunas, da inicio a un proceso de maduracién de la CD que induce su migracién hacia los

ganglios linfaticos; donde presentard los antigenos captados a células T y B (Coria, 2014). El
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reconocimiento del péptido presentado en el MHC-I y II por parte de los LT ha sido
denominado por muchos autores como la sefial 1 de activacién de los linfocitos. Durante la
activacién y migracién de la CD esta aumenta la expresién en membrana de moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86 y CD40) y de moléculas MHC-II que le permiten interaccionar
con las células T CD4+ y T CD8+ virgenes induciendo su activacién. La interaccidn entre las
moléculas coestimulatorias y sus ligandos constituye la llamada Sefial 2 de activacién de los

linfocitos T (Batista Duharte et al., 2016; Batista-Duharte et al., 2014) .
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Figura 2: La interfaz entre la inmunidad innata y adaptativa y las consecuencias del éxito o fracaso. Para
la eliminacion exitosa de los agentes patdgenos es esencial el reconocimiento temprano de los microbios
por parte de los componentes del sistema inmunitario innato. Estos involucran el sistema del
complemento, receptores especializados expresados en células NK y la familia de TLR y otros receptores
de patrones que se expresan en células mieloides y linfoides y que reconocen estructuras moleculares
especificas derivadas de microbios. El compromiso exitoso de algunas de estas vias conduce a una
respuesta inflamatoria con destruccién del patégeno junto con el alistamiento de CD y las interacciones
de células T y/o células B. Una respuesta inmune innata y adaptativa bien orquestada conducira a la
erradicacion de patégenos y la inmunidad del huésped. El hecho de no discriminar de manera eficiente lo
propio de lo ajeno en la inmunidad innata y adaptativa puede conducir a la proliferacién de patégenos y,
en ultima instancia, a la sepsis y también puede ser la causa del desarrollo y mantenimiento de
enfermedades autoinmunes y alergias. CD40L, ligando de CD40; IFN, interferén; MHC, complejo mayor
de histocompatibilidad; PMN, células polimorfonucleares; TCR, receptor de células T; NCR, receptor de
citotoxicidad natural; NCR-L, ligando-receptor de citotoxicidad natural. Figura modificada de: Hoebe
et.al., 2004. (Hoebe et al., 2004).
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La estimulacién de la célula presentadora es fundamental para una apropiada induccién
de respuestas celulares que involucran a las células T y B. La ausencia de la sefial 2 de
estimulacién en la CPA puede llevar a la tolerancia inmunoldgica o la anergia. Las CDs son las
unicas CPAs capaces de activar a las células T virgenes e iniciar su activaciéon (Coria, 2014),
polarizando la respuesta inmune hacia un patrén de respuesta especifico que se caracteriza por
el perfil de citocinas que cada uno de ellos libera (ver figura 3). Esta polarizacién estd
condicionada por numerosos factores como el tipo de antigeno, la via de inoculacién y

especialmente el adyuvante empleado (Batista-Duharte et al., 2014).

1.1.2. Los perfiles de la respuesta inmune adaptativa

Inicialmente se describieron dos patrones T helper, Thl y Th2, que definia dos perfiles de
células Th basada en la secrecion de IFN-y (Th1) e IL-4 (Th2) (Mosmann et al., 1986).

Las respuestas inmunes de tipo Thl estdn principalmente mediadas por células T que
secretan IFN-y, siendo una de las acciones mas importantes de dicha citoquina la activacién de
los macréfagos para eliminar patégenos fagocitados (Pulendran & Ahmed, 2011) (ver figura 3).
Ademds, las células Thl, mediante la secreciéon de IL2 e IFN-y junto con las moléculas
coestimuladoras favorecen respuestas inmunes celulares del tipo LTCs y la generaciéon de
anticuerpos de tipo IgG2a, IgG2b, IgG2c e IgG3 en ratones (Coria, 2014).

La respuesta de tipo Th2 se caracteriza por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13 y la
induccién de anticuerpos IgG de isotipo IgG1, IgE e IgA en ratones. Este tipo de células T
promueven la produccién, reclutamiento y activacién de eosinéfilos, la produccién de
anticuerpos y la activacién de mastocitos (ver figura 3). Las células Th2 son importantes para la
eliminacién de parésitos extracelulares, esencialmente helmintos pero también son responsables
de reacciones alérgicas y una modulacién regulatoria de la respuesta inmune (Coria, 2014;
Raphael et al., 2015; Wang et al., 2020).

Mi4s recientemente, datos experimentales mostraron que este modelo, basado en 2 tipos
de células Th era insuficiente para explicar los miltiples aspectos de la iniciacién, regulacién y
coordinacién de las respuestas inmunes (ver figura 3). Por lo tanto, se han caracterizado nuevos
perfiles de células Th que han sido designados como: Th17, Th9 y Th22 de acuerdo a su
secrecion de citoquinas reguladas por factores maestros de transcripcién (Coria, 2014; Raphael
etal., 2015; Wang et al., 2020). Las células Th17 inducen el reclutamiento y activacién de
neutréfilos y son importantes para la proteccidn contra varios patdégenos extracelulares (Wang
et al., 2020). Las células Th22 se encuentran en la piel y parecen participar en la inmunidad
antibacteriana y antifingica mientras que las células Th9 podrian participar de la inmunidad
frente a los parasitos helmintos y también en el desarrollo del asma (Coria, 2014; Raphael et al.,

2015). Adicionalmente, se describieron las células Thf (Th foliculares que anteriormente eran
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confundidas con células Th2) especializadas en proporcionar ayuda a las células B y mediar el
desarrollo de la inmunidad humoral de larga duracién (Song & Craft, 2019; Wang et al., 2020).
Finalmente, se han caracterizado diversas poblaciones de células T con capacidad de suprimir
respuestas inmunes. Hasta la fecha, las células T regulatorias Foxp3+ (Treg) son las mejor
caracterizadas, tanto en humano como en ratén. Las mismas desempefian un papel regulatorio,
estableciendo un balance entre la respuesta inflamatoria necesaria para la activacién de las
células inmunes y la prevencion del dafio tisular asociado con reacciones exacerbadas (Akkaya

et al., 2019; Bayry, 2014a; Shevach, 2018; Wang et al., 2020).

Tipo de respuesta Tipo de enfermedades Células inmunitarias

defensiva que producen que median involucradas
T-bet —» IFN-y Hipersensibilidad de Autoinmunidad Macrofagos
prEEAT tipo retardado (DTH) y

mediada por linfocitos Rechazo de trasplantes | Linfocitos T citotoxicos
T citotoxicos
(patogenos

intracelulares, ej.: virus)

IL-4 Produccion de Alergia Eosinofilos

IL-5 anticuerpos (patégenos

IL-13 extracelulares, gj.: Mastocitos
parasitos)

IL-17A  Inflamacién (patdégenos Autoinmunidad Neutrofilos

IL-17F extracelulares, ej.:

IL-22 hongos)

TGF- Regulacion de la Inmunidad Tumoral Supresion de células

IL-10 respuesta inmunitaria dendriticas y celulares T

efectoras

Figura 3: Subconjuntos de Th CD4 +. Las células Th se clasifican en funcién de sus perfiles de citoquinas
como: Thl, Th2, Th17, Treg entre otras. Las células Th virgenes (THO) se diferencian en varios subconjuntos
en funcion de las condiciones estimulantes que influyen en la expresion del factor de transcripcion. Una vez
diferenciado, el patrén de citoquinas que caracterizé al subconjunto individual dicta sus funciones efectoras.
Figura modificada de: Reyes & Saban, 2014 (Reyes & Saban, 2014).

De acuerdo a lo mencionado, mediante la vacunacion se logra la estimulacién de distintos
efectores del sistema inmunitario tanto innato como adaptativo. A través de las inmunizaciones
se busca lograr una memoria inmunitaria protectora de larga duracién que sea capaz de
responder rdpidamente a futuras infecciones induciendo una respuesta protectora del organismo
que enfrente a un patégeno en una forma rdpida, controlada y poco agresiva. La proteccién a
largo plazo estd asegurada por el mantenimiento de células efectoras especificas de antigeno y/o
por la induccién de células de memoria inmunitarias que pueden reactivarse rdpidamente en

efectores inmunitarios siempre que el organismo se enfrente de nuevo al mismo patégeno en el
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futuro. Los efectores inmunitarios inducidos por vacunas son esencialmente anticuerpos
especificos de antigeno producidos por células plasméticas que son capaces de unirse
especificamente a una toxina o un patégeno. Otros efectores son las células T CD8+ citotdxicas
que pueden limitar la propagacién de microorganismos infecciosos al matar las células
infectadas o secretar citoquinas antivirales especificas. La generacién y el mantenimiento de las
respuestas de los linfocitos B y T CD8+ estdn respaldados por factores de crecimiento y sefiales
proporcionadas por los linfocitos Th CD4+ (Zepp, 2016). A su vez, la magnitud, la calidad y la
duracion de las respuestas adaptativas estdn muy influenciadas por el brazo innato del sistema
inmunolégico, que como se menciond anteriormente, se caracteriza por una especificidad
limitada y la ausencia de memoria inmunoldgica. Lo importante de la respuesta innata en el
montado de las respuestas inmunoldgicas que despiertan las vacunas es que la activacién de los
receptores innatos modula el “ambiente inmunogénico” en el que las células presentadoras de
antigenos y las células T CD4"imprimen la respuesta adaptativa (Castellino et al., 2009). A
partir de lo expuesto, resulta de vital importancia, comprender el funcionamiento de diversas
sustancias existentes o por desarrollarse, que sean capaces de modular de una manera 6ptima el
proceso de estimulacién del sistema inmune innato, para dar lugar a una alta poblacién de

células de memoria capaces de responder de forma eficiente a largo plazo.

Giuliana Antonella Lupi 30



1.2.  EL USO DE ADYUVANTES EN EL DISENO DE VACUNAS

En base a los mecanismos antes mencionados que permiten el armado adecuado de una
respuesta inmune protectiva se desprende que los factores mas importantes a tener en cuenta en
el disefio de vacunas son: los antigenos capaces de participar en una respuesta protectora
especifica frente a un agente patégeno en particular, los sistemas y las vias de administracién
optimos para inducir la respuesta deseada y los potenciadores inmunes (adyuvantes) adecuados
para generar una respuesta eficaz (ver fig. 4) (Coria, 2014). Se describen a continuacién las

principales caracteristicas que deben presentar dichos componentes.

SISTEMAS DE ENTREGA

ADYUVANTES Y VIAS DE ADMINISTRACION

O POTENCIADORES
INMUNES

ANTIGENOS VACUNALES
(PATOGENOS LISADOS -
EXTRACTOS DE PATOGENOS -
PROTEINAS RECOMBINANTES
-ETC)

Figura 4: Esquema representativo de los componentes mds importantes en el diseflo de vacunas y su
interaccidn.

1.2.1. Diseio y Seleccion de antigenos

La seleccidén del antigeno y su optimizacién son fundamentales en el disefio de vacunas.
Durante mucho tiempo se seleccionaron antigenos en base a sus niveles de expresion, su
capacidad de actuar como factores de virulencia y/o si se encuentran conservados en el
microorganismo (Coria, 2014). En los dltimos afios, los avances desarrollados se han
caracterizado por un impresionante progreso en los campos de la inmunologia y la biologia de
los microorganismos patégenos. Sobre la base del conocimiento mejorado de los principios de
las interacciones huésped-patdgeno, la respuesta inmunitaria del huésped actual puede
analizarse para identificar las estructuras antigénicas individuales que son mas relevantes para

iniciar la inmunidad protectora. Luego los antigenos apropiados pueden aislarse como
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subcomponentes de patégenos y posteriormente producirse en grandes cantidades ya sea por
purificacién o por construccién in vitro utilizando tecnologias genéticas moleculares (Zepp,
2016). Por lo tanto, existen actualmente las condiciones para seleccionar y obtener antigenos en
forma racional, para poder elegir de forma idénea aquellas fracciones capaces de inducir una
respuesta Optima del sistema inmune. Es decir, si los datos inmunolégicos indican que una
enfermedad puede prevenirse mediante una respuesta de anticuerpos, es importante seleccionar
un antigeno inductor de anticuerpos adecuado.La inducciéon de respuestas robustas de
anticuerpos mediante vacunas requiere la inclusién de epitopos antigénicos relevantes para las
células B, asi como epitopos peptidicos de las células T para provocar la activacién adecuada de
las células Th y su colaboracion a las células B. Por el contrario, si la respuesta humoral no es
suficiente o adecuada para combatir la infeccion, se necesitard de una respuesta celular. Sin
embargo, un desafio considerable en vacunologia es el disefio de vacunas contra patégenos para
los cuales las respuestas inmunitarias de anticuerpos no son protectoras. Para desarrollar
vacunas de células T, es importante tener un antigeno que provoque respuestas inmunitarias
celulares potentes, asi como una metodologia sencilla para probar la validacién del disefio de la
vacuna in vivo e in vitro. En este sentido, los enfoques proteémicos con factores de virulencia
de patdgenos que inducen potentes respuestas de células T CD4+ y CD8+ son métodos valiosos

para disefiar vacunas utilizando enfoques de vacunologia inversa (Schijns et al., 2021).

1.2.2. Estrategias de entrega y vias de administracién

La via de administracion, las dosis y la estrategia de entrega (delivery) se engloban dentro
del sistema de administracion. Las estrategias de entrega pueden favorecer que los antigenos
sean eficientemente transportados a los sitios inductivos y presentados luego de su
administracién. Un inconveniente que permiten superar estas estrategias es, por ejemplo, evitar
una rapida degradacion del antigeno que puede resultar en una respuesta débil o ausente contra
el mismo. Para superar esta deficiencia se han estudiado distintas plataformas que mejoran la
llegada del antigeno a la CPA, como ser, el uso de vectores virales recombinantes que pueden
infectar directamente a las CPAs, o bien el transporte de antigenos acoplados con anticuerpos
especificos contra moléculas de la membrana, lo cual induce la captura y activacién de células B
y T (Coria, 2014). Los adyuvantes, como se detalla en el apartado siguiente, se pueden clasificar
de una forma amplia, una de estas clasificaciones incluye a los sistemas de administracién. La
funcién de los sistemas de delivery es entregar de manera efectiva los componentes de la vacuna
a la CPA diana y por lo tanto aumentan la cantidad de antigeno que llega a las células o tejidos
responsables de la induccién de respuestas inmunitarias. Los sistemas de entrega a menudo son
particulados e imitan la naturaleza de los microorganismos en términos de tamafio y forma, lo

que da como resultado un sistema de entrega con dimensiones similares a las de los patdgenos,
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lo que facilita la captacién por la CPA. La combinacién de sistemas de administracion e
inmunopotenciadores tiene un gran potencial debido a la mejora concomitante de la
administracién de antigenos y la potente estimulaciéon de la inmunidad innata (Kallerup &
Foged, 2015). En relacién a la ruta de administraciéon de vacunas, esta es un area muy poco
desarrollada en el dmbito cientifico. De hecho, los ensayos de vacunas carecen de una
comparacioén estandarizada del sitio de inyeccién, la longitud de la aguja o las técnicas de
inyecciéon (Mohsen et al., 2020). Por otra parte, se han descripto rutas de administracion
aceptable o recomendada para adyuvantes de forma especifica como asi también los volimenes
de inyeccion mdaximos totales y en un solo sitio recomendado para diferentes vias de
administracién de adyuvantes. Estas recomendaciones generalmente se aplican a los adyuvantes

de emulsion de agua en aceite, aunque tampoco se establece de forma sistematica (Stils, 2005).

1.2.3. Adyuvantes Inmunolégicos

En los dltimos afios, se han hecho muchos esfuerzos para investigar como y por qué
funcionan los adyuvantes. Se ha demostrado que pueden modular el proceso de activacién de la
respuesta que se monta post-vacunacion reorientando el perfil de células que serdn activadas
seglin sea necesario. Las sales minerales, las emulsiones, las microparticulas, las saponinas, las
citoquinas, los componentes/productos microbianos y los liposomas se han evaluado con esta
finalidad (Apostdlico et al., 2016). El hecho de que solo unos pocos adyuvantes hayan sido
aprobados para su uso en vacunas humanas hasta hace unos afios puede atribuirse, al menos en
parte, a la falta de conocimiento sobre el mecanismo de accién de los adyuvantes. Sin embargo,
actualmente seis adyuvantes (Aluminio, AS04, MF59, AS03, ASO1 y CpG ODN) estan
aprobados para uso en vacunas humanas (Sarkar etal., 2019). Esto fue posible porque la
caracterizacion estructural de varios adyuvantes y la identificacién de varios PRR y receptores
de ligandos coestimuladores han permitido comprender mejor el modo de accién de los
adyuvantes a nivel molecular. Comprender el modo de accién de los adyuvantes es fundamental
para disefiar vacunas que provoquen un efector especifico del patdgeno y respuestas de memoria
a largo plazo y para evaluar la seguridad del adyuvante en las etapas de desarrollo y regulacién
(Sarkar et al., 2019). Sin embargo, en el campo de la vacunologia veterinaria, muchos de estos
componentes implican un costo adicional al desarrollo de la vacuna que condiciona su uso
independientemente de presentar buenos resultados a nivel inmunogénico. En los humanos, la
salud y el bienestar del individuo son priorizados més alld de los costos, mientras que en las
medidas de control de enfermedades para los animales de granja se busca la rentabilidad
(Burakova et al., 2018). Sumado a esto, hay que destacar que hay menos recursos financieros
disponibles para la investigacién y el desarrollo de vacunas animales en comparacién con las

vacunas humanas (Brun, 2016). Ademds, en ambos casos, la transicion de vacunas
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experimentales exitosas a la produccién y fabricacién industrial puede convertirse en un cuello
de botella en vacunologia, ya que las vacunas deben cumplir varios requisitos importantes, entre
ellos cuestiones ambientales y de seguridad, costos de fabricaciéon y perspectivas de
comercializacién (Brun, 2016; Mao &; Chao, 2019). No obstante, la investigacion de vacunas
en animales es un campo de estudios muy atractivo con numerosas ventajas sobre el campo de
la vacunologia humana (Brun, 2016) dado que la tecnologia de vacunas para ganado tiene
menos restricciones regulatorias en comparacién con el desarrollo de vacunas humanas. Por
ejemplo, algunos compuestos estdn prohibidos para su uso en vacunas humanas (Quil-A®,
emulsiones a base de aceite mineral), pero se emplean con éxito en vacunas animales (Burakova

et al., 2018).

1.2.3.1. Clasificacion de los adyuvantes

Existen diversos criterios de clasificacién dada la amplia variedad de sustancias capaces
de comportarse como adyuvantes. Algunos autores por ejemplo los subdividen en tres
categorias segun su funcionalidad (V. E. J. C. Schijns, 2017) en: estimuladores de la sefial 1 o
Sistemas de entrega o delivery, estimuladores de la seflal 2 o Co-estimuladores e
Inmunopolarizantes (Th1/Th2), segtin el punto especifico del proceso de activacién de la
respuesta inmune sobre el cual actian. Sin embargo, los mecanismos de accién de algunos de
ellos muchas veces convergen, por lo que este tipo de clasificaciones resultan confusas.

Entre estos posibles modos de accidén encontramos por ejemplo a los adyuvantes que
actiian mediante sistemas de administracién en las vacunas de subunidades como los liposomas,
los complejos inmunoestimulantes (ISCOM) y las nanoparticulas, que evitan la degradacién
rdpida de proteinas y péptidos in vivo, mejorando asi la eficacia de la dosis del antigeno de la
vacuna (Sarkar etal.,, 2019). Otro ejemplo, son los sistemas adyuvantes como AS04 de
GlaxoSmithKline (GSK), compuesto por monofosforil lipido A (MPLA) adsorbido a una sal de
aluminio. MPL® (nombre comercial de MPLA), es un componente purificado del
lipopolisacdrido R595 de Salmonella minnesota, un fuerte estimulador de los anticuerpos y la
inmunidad celular que a menudo se conoce unicamente como un agonista de TLR4, pero
también puede activar respuestas celulares independientes de TLR4 mediante autofagia,
endocitosis, fagocitosis, reacciones oxidativas y generacién de inflamasomas dependientes de
caspasas. Por lo tanto, la adicién de MPL® a la sal de aluminio en teoria podria introducir
muchos mecanismos adicionales que mejoran los de las particulas de aluminio y los otros
componentes para proporcionar efectos adyuvantes mds potentes (Alving etal.,, 2014;
Christensen, 2016). De esta forma, podemos ver, como el uso de diferentes moléculas con
capacidad adyuvante puede inducir mecanismos de accién diferentes aunque sinérgicos, con la

finalidad de la estimulacién de la respuesta inmune (ver fig. 5). En este apartado, detallaremos
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aquellos adyuvantes mejor caracterizados describiendo brevemente sus modos de

conocidos a la fecha:

Vacunas

- Adyuvante + Antigeno

Depédsito y reclutamiento
de células inmunitarias

TLR CLR ] =
\ =i
i 4 ) / I
i 'x( \\;_ Activacién del inflamasoma
y ( NLR ) R
/ Fagosoma ~

L Q€ == O mRes \I

\

N\ Nucleo P ‘- / &

Procesamiento y presentacion 9\0“4 j ‘
de antigenos en MHC Re® Célula T Virgen
’/ N N\ /"
-
Célula Th1 Célula Th2
oy ;\IIK Macréfago v | Respuesta humoral |
Respuesta celular 3
Célula B Célula B

Anticuerpos opsonizantes  Anticuerpos neutralizantes

accion

Figura 5: Modos de accion de los adyuvantes Los adyuvantes forman un depdsito de antigenos y reclutan
células inmunitarias en el lugar de la inyeccion. Pueden activar los PRR de las CPA reclutadas antes o
durante la endocitosis de antigenos, después de lo cual los antigenos se procesan y se presentan a las
células T, lo que da como resultado respuestas celulares y/o humorales (redibujado y modificado de

InvivoGen 2011). (Bastola et al., 2017) (Bastola et al., 2017).

1.2.3.1.1. SALES MINERALES

Las sales de aluminio, también denominadas "alumbre", son las mds utilizadas y abarcan

el sulfato de aluminio y potasio, el hidr6xido de aluminio, el fosfato de aluminio y el sulfato de

hidroxifosfato de aluminio amorfo (Carter & Reed, 2010). Se han utilizado diferentes sales de
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aluminio insolubles como adyuvantes de vacunas desde 1926 (Glenny et al., 1926). El sulfato de
aluminio y potasio fue el primero que se utiliz6. Sin embargo, debido a su escasa
reproducibilidad, ha sido reemplazado casi por completo por el hidroxido de aluminio y el
fosfato de aluminio, ya que pueden prepararse de una manera mds estandarizada y capturar
antigenos por adsorcion directa (Djurisic et al., 2018). Las sales de aluminio estdn presentes en
al menos 146 vacunas autorizadas para prevenir enfermedades tnicas o multiples en diferentes
paises del mundo (Alving et al., 2014). Se utilizaron por primera vez como adyuvantes en
vacunas humanas contra la difteria, la tos ferina y el tétanos. Ahora también se encuentran en las
vacunas contra la hepatitis A y B, Haemophilus influenzae tipo B, neumococo y virus del
papiloma humano (HPV) (Christensen, 2016). El aluminio se une a los antigenos con gran
afinidad mediante adsorcién por lo que originalmente se pensé que ejercia su funcién formando
un depdsito, lo que permitiria establecer una alta concentracién de antigenos en el sitio de
inyeccién y una continua desorcién y dispersiéon de antigenos a partir de las particulas de
aluminio. Informes recientes sugieren que el aluminio ejerce sus efectos adyuvantes al estimular
las respuestas de tipo Th2 y la produccién de anticuerpos a través de la activacion de las células
B. También activa el sistema del complemento lo que permite reclutar células inmunitarias en el
lugar de la inyeccién (Djurisic et al., 2018). Ademds, se ha demostrado que las sales de
aluminio son capaces de inducir la activacion del inflamasoma NLRP3 y estimular la
produccién de IL-1b e IL-18, lo que puede explicar su capacidad para inducir la inflamacién
local, el reclutamiento de células presentadoras de antigenos y la maduracién de células
dendriticas, aumento de la captacién de antigenos y estimulacién y diferenciacién de células T.
Por otra parte, pueden mediar la activacién de TLR4, cuando se usan de forma conjunta con
otros adyuvantes como MPLA (MPL®), estrategia que ha sido utilizada por GSK para la
formulacién del adyuvante AS04 (ver figura 6) (Shi et al., 2019).
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Figura.6: Mecanismos de actuacion de adyuvantes a base de sales de aluminio. Numerosos estudios
demuestran que los adyuvantes basados en sales de aluminio estimulan las respuestas inmunitarias Th2 a
través de (1) efecto de dep6sito; (2) aumento de la captacion de antigenos por parte de las células
presentadoras de antigenos ; (3) la activacién del inflamasoma NLRP3; (4) estimulacién y diferenciacién
de células T CD4+; (5) disrupcién de la membrana celular de las CD; (6) activacién del complemento; (7)
activacién de TLR4 en uso combinado con LPS como MPL® en el adyuvante ASO4. Figura modificada
de: Shi et al., 2019 (Shi et al., 2019).

1.2.3.1.2. EMULSIONES

En este grupo se incluyen por ejemplo el adyuvante Completo de Freund (ACF), una
emulsién de agua en aceite que contiene micobacterias muertas por calor y es un representante
clasico de este grupo. En general, el ACF se utiliza para evaluar la inmunogenicidad de los
antigenos en ratones y en la induccién de enfermedades autoinmunes como la uveitis y la
encefalomielitis autoinmune experimental. La evidencia sugiere que los componentes de las
micobacterias dirigen a los linfocitos T a adquirir un patrén Thl. Uno de sus principales
inconvenientes es la induccién de una fuerte inflamacién local de larga duracién que puede ser
dolorosa y que a menudo conduce a una tlcera en el lugar de la inyeccién. La misma emulsion
de agua en aceite (W/O), pero sin micobacterias, a la que se denomina adyuvante incompleto de
Freund (AIF) también es ampliamente usada para potenciar las respuestas inmunoldgicas. Su
actividad adyuvante es el resultado de una liberacion continua del antigeno del depésito oleoso,
una mayor vida util del antigeno y la estimulacién de la inmunidad innata local, ya que mejora
la fagocitosis, la infiltracion de leucocitos y la produccién de citoquinas (Apostdlico et al.,
2016).

Otros ejemplos son las emulsiones MF59 (Novartis), ASO3 (GSK) y AF03 (Sanofi-
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Pasteur) que estan presentes como adyuvantes en las vacunas contra la influenza estacional en
Europa (MF59), la influenza pandémica en Espaiia (AF03) y los Estados Unidos (AS03). Cada
emulsion contiene escualeno junto con un emulsionante que consiste en Tween y a-tocoferol
(AS03), o un Span y polioxietileno y cetostearoil éter (AF03), o ambos un Tween y un Span
(MF59) (ver figura 7). El principal efecto adyuvante de los mismos es la estimulacidon de

respuestas mediadas por anticuerpos (Alving et al., 2014).
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Figura 7: Modelos para el mecanismo de activacion de MF59 y AS03: Tanto MF59 como AS03 crean un
entorno inmunocompetente transitorio después de la inyeccion sin la generacion de un efecto deposito. De
esta forma activan localmente monocitos y granulocitos e inducen la produccién de citoquinas que
aumentan el reclutamiento de células inmunitarias desde la sangre hacia tejidos periféricos. Son
responsables de una mayor captacion del antigeno por parte de los monocitos en el lugar de inyeccion y
mayor diferenciacién de monocitos hacia células dendriticas. Las CPA cargadas de antigeno
activadas migran a los ganglios linfaticos de drenaje donde las podrian cebar las células T CD4 +
virgenes . El reclutamiento de células inmunes impulsado por quimiocinas es la caracteristica clave del
mecanismo tanto para MF59 como para ASO3. Figura modificada de: Shi et al., 2019 (Shi et al., 2019).

1.2.3.1.3. AGONISTAS DE TLR

Los TLR, son un conjunto de proteinas de transmembrana que actian como sensores de
reconocimiento evolutivamente conservados. Estos receptores se unen a varios ligandos de
patégenos (por ejemplo, componentes de la membrana celular y la pared celular bacteriana,
entre otros) para desencadenar diferentes tipos de respuestas inmunitarias y, si se combinan con
un antigeno, pueden iniciar y potenciar brazos especificos de las respuestas inmunitarias frente a
ese antigeno. Se han descripto a la fecha distintos TLR, cada uno de los cuales responde a

diferentes agonistas. Asi los patrones moleculares que activan los diferentes TLR son:
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lipopéptidos presentes en membranas bacterianas para TLRI1; lipopéptidos, glicolipidos y beta-
glucanos de pared bacteriana para TLR2; ARN de doble cadena para TLR3; componentes como
lipopolisacdridos de membranas bacterianas para TLR4; flagelina para TLRS; lipopéptidos para
TLR6; ARN monocatenario para TLR7 y TLR8 o ADN bacteriano asi como secuencias de
ADN CpG no metiladas para TLR9 (Gargon et al., 2013). Aunque los TLR y su papel en el
desencadenamiento de la respuesta inmunitaria innata se entendieron mucho después de que sus
ligandos se identificaron como adyuvantes, es util clasificar estos adyuvantes a través de su
receptor especifico (Gargon et al., 2013). Entre los agonistas de TLR podemos encontrar, por
ejemplo LPS (ver figura 8). Se sabe desde hace tiempo que el LPS, un componente principal de
la membrana externa de las bacterias gramnegativas, es un potente estimulador del sistema
inmunitario actuando como agonista de TLR4, aunque su uso en adyuvantes se ha visto
restringido por sus efectos tdxicos. Sin embargo, GSK desarrollé una combinacién de
adyuvantes, AS04, en la que se formula MPL® con una sal de aluminio. El sistema adyuvante
AS04 se utiliza actualmente en dos vacunas aprobadas (Cervarix® y Fendrix®). Por otro lado,
el ADN bacteriano es reconocido por mamiferos como un PAMP y sirve como un potente
activador en el sistema inmunitario innato a través de la interaccién con TLR9. También se ha
demostrado que los fragmentos de ADN bacteriano y los
oligodesoxinucle6tidos monocatenarios sintéticos que contienen motivos CpG no metilados

(ODN CpG) -que se encuentran en el ADN bacteriano- son poderosos adyuvantes.
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Figura 8: Activacién del sistema inmunitario innato a través de la interaccién de componentes
bacterianos o virales con receptores tipo Toll (TLR) especificos, mensajes a través de la via MyD88 o
TRIF y la posterior secrecién de interleucina (IL)-10, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-6, o
interferén tipo 1. dsDNA, ADN de doble cadena; IRAK, quinasa asociada al receptor de interleucina;
IRF, factor regulador del interferén; LPS, lipopolisacdrido; MAPK, proteina quinasa activada por
mitégeno; NF-«kB y factor nuclear kB; ssSRNA, ARN monocatenario; Th, célula T Colaboradora; TRAF,
factor asociado al receptor de TNF; Treg, célula T reguladora. Figura modificada de: Garcon et al., 2013
(Gargon et al., 2013).

1.2.3.1.4. SAPONINAS DERIVADAS DE Quillaja saponaria

Uno de los adyuvantes que estdn es desarrollo clinico avanzado pero que no pueden
clasificarse entre los antes mencionados son las saponinas, cuyo mecanismo de accién no se
conoce por completo. Las saponinas son moléculas triterpenoides con una cadena principal de
aztcar compleja extraida de una gran variedad de plantas. El mds utilizado de estos extractos es
el extracto de saponina del drbol sudamericano Quillaja saponaria, conocido como Quil-A®. Se
ha utilizado como adyuvante en vacunas veterinarias desde la década de 1970. Sin embargo, se
encontré que esta mezcla de saponinas, con actividad adyuvante y toxicidad variable, era

demasiado reactogénica para uso en seres humanos (Gargon et al., 2013). Kensil y sus colegas
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trabajaron sobre distintas técnicas para reducir la toxicidad de las saponinas Quil-A® (Kensil
et al., 1996), aislando un componente puro, denominado QS-21, de la mezcla de saponinas que
demostré ser menos téxico pero que conservaba la actividad adyuvante. QS-21, sin embargo,
tenia dos inconvenientes, es quimicamente inestable incluso en condiciones levemente alcalinas
y, aunque es menos toxico que la mezcla original, sigue siendo reactogénica. Posteriormente, se
determiné que al combinar QS-21 con liposomas que contenian colesterol, la estabilidad de la
molécula mejoraba significativamente y se anulaba la reactogenicidad (Gargon et al., 2007). Las
saponinas Quil-A® tienen una afinidad muy elevada por el colesterol, y al entrar en contacto
con membranas que contienen colesterol, forman un complejo creando poros en la membrana,
lo que da como resultado una reactogenicidad considerable en el sitio de la inyeccién. Sin
embargo, esta afinidad por el colesterol también ha permitido el desarrollo de dos adyuvantes de
uso humano basados en las saponinas Quil-A®: ISCOMs y ASO1, ya que las saponinas

capturadas por el colesterol presentan baja reactogenicidad (Gargon et al., 2013).

1.2.3.1.5. SISTEMAS DE NANOPARTICULAS
1.2.3.1.5.1. LIPOSOMAS

Los liposomas son esferas formadas por bicapas de fosfolipidos que encierran un espacio
acuoso central. Fueron descriptos por Bangham y sus colaboradores en 1965 (Bangham et al.,
1965) y se forman por autoensamblaje en agua a través de interacciones hidrofébicas. Estos se
pueden producir facilmente, son biodegradables e intrinsecamente seguras. Desde un punto de
vista inmunoldgico, estos son capaces de activar respuestas inmunitarias tanto innatas como
adaptativas y ademds pueden reducir la toxicidad y las posibles respuestas alérgicas que
presentan algunos antigenos. Se sabe que las modificaciones de los liposomas influyen en las
interacciones con las células efectoras inmunitarias. El tamafio de los liposomas, la lamelaridad
y la fluidez de la bicapa, la carga superficial y la carga de antigenos son factores que pueden
influir en la forma en que los antigenos de las vacunas interactian con las CPA (Christodoulides
et al., 2021). En el contexto del desarrollo de vacunas, el uso de liposomas como vehiculo de
administracién de antigenos con propiedades adyuvantes intrinsecas se debe en gran medida a
los estudios pioneros de Gregoriadis y colegas a mediados de la década de 1970 (Allison &
Gregoriadis, 1974). Las combinaciones de liposomas con compuestos como PEG, MPLA,
anticuerpos, entre otros, asi como la funcionalizacién de los mismos (ver figura 9) han
demostrado una gran potencia y seguridad en humanos, por ejemplo, las vacunas en evaluacién
contra la malaria o el VIH (Alving etal., 2014). Los distintos tipos de liposomas se han
utilizado en el desarrollo de muchas vacunas experimentales prometedoras para prevenir
infecciones virales, bacterianas, flingicas y parasitarias de animales y humanos. Sin embargo,

solo 4 vacunas liposomales humanas estdn autorizadas actualmente, a saber, la vacuna contra la
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hepatitis A Epaxal®, la vacuna contra la influenza Inflexal®, la vacuna contra la malaria

Mosquirix® y la vacuna contra el herpes zdster Shingrix® (Christodoulides et al., 2021).

Figura 9: Representaciones esquematicas de sistemas basados en liposomas: (a) Liposomas
convencionales. (b) Liposoma recubierto con un conjugado polimérico tal como PEG. (c) Liposoma
acoplado con un ligando funcionalizado. (d) Liposoma con un solo ligando y anticuerpo. (e) Ligando

duplicado con secuencia peptidica repetida. (f) Liposoma cargado con gas perfluorocarbonado. Figura
modificada de: Mufamadi et al., 2011 (Mufamadi et al., 2011).

1.2.3.1.5.2. VIROSOMAS

Los virosomas son liposomas reconstituidos que contienen proteinas virales (tipicamente
virus de la influenza) en la membrana liposomal y, opcionalmente, antigenos adicionales
incorporados en la membrana liposomal o unidos a la membrana (ver figura 10). Los virosomas
se han utilizado para las vacunas contra la influenza (con licencia en Europa como Inflexal® y
como adyuvantes para la vacuna contra la hepatitis A con licencia en Europa como Epaxal®

(Gargon et al., 2013).
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Figura 10: Representacion esquemadtica de la estructura de un virosoma Figura modificada de;
Mufamadi et al., 2011 (Mufamadi et al., 2011).
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1.2.3.1.5.3. NANOPARTICULAS SIMILARES A VIRUS (VLP)

Las particulas similares a virus (VLP) son nanoestructuras que exponen subunidades
repetitivas en su superficie, lo que induce fuertes respuestas inmunitarias, pero carecen de
material genético, lo que proporciona seguridad. Estas nanoparticulas se pueden obtener de
subunidades naturales a partir de células infectadas con virus o alternativamente mediante
tecnologfas recombinantes. Las mismas conservan caracteristicas antigénicas similares a las
céapsides virales (esqueleto del vector viral) con el potencial de ser polivalentes (tienen
estructuras repetitivas que pueden proporcionar matrices de antigenos inmunogénicos) (ver
figura 11). Estos virus / particulas virales de disefio formados espontdneamente por
interacciones entre proteinas estructurales virales, pueden imitar la infeccién al ingresar a las
células huésped e inducir una presentacion antigénica y respuesta inmune similar a la provocada
por los virus. Por eso, las VLP son mds inmunogénicas / antigénicas que las proteinas no
asociadas cuando se usan en formulaciones vacunales. Estas pueden ser procesadas tanto en
MHC de clase de clase I como II y brindan varios beneficios, incluida la actividad
inmunoestimuladora. La formulacién de VLP con otros adyuvantes, inmunomoduladores y
excipientes / conservantes pueden incluso optimizar sus propiedades, estimulando respuestas
inmunes innatas y adaptativas. Todo esto hace que las VLP sean inmundgenos potenciales para
vacunas veterinarias. Las VLP se pueden producir en mamiferos, plantas, insectos, bacterias,
cultivos celulares y sistemas libres de células, aunque implican algunos limites e
inconvenientes, como transportar proteinas y ADN de la plataforma de la cual derivan (Celis-

Giraldo et al., 2021).

Figura 11: Representacion esquematica de la estructura de (A) particulas virales del virus de la
influenza, con sus antigenos de superficie, lipidos de membrana, proteinas internas y material
genético vs (B) particula VLP. Figura modificada de: Landry et al., 2010 (Landry et al., 2010).
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1.2.3.1.6. ISCOMATRIX

Los complejos inmunoestimuladores o ISCOM son también sistemas de nanoparticulas
pero, por sus caracteristicas representan un grupo diferente de adyuvantes (ver figura 12). Los
mismos estdn compuestos por nanoparticulas similares a jaulas formadas a partir de saponinas
purificadas de la corteza del arbol Quillaja saponaria, formuladas con colesterol, fosfolipidos y
antigeno/s. Los antigenos vacunales no requieren necesariamente incorporarse a las particulas
de este tipo, y la mayoria de las aplicaciones usan una mezcla de antigenos solubles y particulas
libres de antigenos, como ISCOMATRIX™ (Coffman et al., 2010).

En 1984, Morein y sus colaboradores desarrollaron por primera vez el adyuvante ISCOM
basado en una particula en forma de jaula lipidica compuesta por saponinas, fosfolipidos,
colesterol y antigenos hidrofébicos asociados en una sola nanoestructura (Morein et al., 1984).
A través de los afios se ha demostrado que estas particulas se encuentran entre los adyuvantes de
nueva generacién mas prometedores (Sun et al., 2009). Efectivamente, en los estudios sucesivos
se pudo demostrar que estas particulas desencadenan una equilibrada respuesta Thl y Th2 y
estimulan una respuesta celular citotéxica que dificilmente se obtiene con otros coadyuvantes
(Morein et al., 1984; Sun et al., 2009). Por otra parte, recientemente su seguridad y tolerabilidad
en humanos se ha confirmado en un metaandlisis (Bigaeva et al., 2016).

Los ISCOM no actdan a través de ningin PRR identificado; sin embargo, mejoran la
captacion de antigeno y prolongan la retencién por parte de las células dendriticas, inducen la
activacion de las mismas y conducen a fuertes respuestas de anticuerpos y células T (Coffman
et al., 2010). Aunque los ISCOM son potenciadores potentes de las células Th, no imponen un
sesgo a la respuesta de las células Th1 o Th2, dando lugar a respuestas humorales y celulares
balanceadas. A diferencia de la mayoria de los adyuvantes, los ISCOM permiten una
presentacion sustancial de MHC de clase I e inducen respuestas de células T CD8+y CD4+ a
una variedad de antigenos proteicos solubles en el hombre y animales experimentales (Morein
et al., 1984; Sun et al., 2009). Aunque no se conoce con exactitud, un posible mecanismo de
accién de los ISCOM seria desestabilizar la membrana endosémica y permitir un mayor acceso
citoplasmatico para los antigenos administrados en comparaciéon con otras formas de
administracién de antigenos.

Una fraccidon heterogénea de saponinas, Quil-A®, se usa ampliamente para vacunas
veterinarias constituidas por ISCOMS, y una especie altamente purificada, QS-21 se estd
evaluando en estudios en humanos con varias vacunas candidatas, estando ya aprobada para al

menos tres vacunas de uso en humanos (Bigaeva et al., 2016; Coffman et al., 2010).
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Figura 12: Estructura de matriz ISCOM a partir del andlisis de datos SAXS. (A) Estructura
icosaédrica. (B) Estructura de pelota de tenis. (C) Estructura de futbol. El modelo de estructura de
pelota de tenis tiene 12 pentdgonos y ocho hexdgonos dispuestos como se muestra en el panel D.
Figura modificada de: Pedersen et al., 2012 (Pedersen et al., 2012).
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1.3. EL ADYUVANTE ISPA DE DESARROLLO LOCAL Y SUS ANTECEDENTES

Luego de la descripcidn inicial de las particulas en forma de jaula, se reporté que también
son funcionales cuando se mezclan simplemente con el antigeno antes de la inoculacién
(Bengtsson et al.,, 2011; Sun et al., 2009). Esta observacion contribuyé a la expansion del
nimero y el tipo de formulaciones de antigeno con estas particulas. Sin embargo, un
inconveniente tedrico de este enfoque es que los grupos de 4cido glucurénico de los glucésidos
Quil-A® confieren alta densidad de carga negativa sobre las particulas, limitando el nimero de
antigenos que pueden asociarse con las mismas (G. F. A. Kersten et al., 1991). Muchos estudios
indican que la asociacién entre el adyuvante y el antigeno que se produce en las particulas tipo
jaula, permiten una accién sinérgica entre el efecto inmunoestimulante de la saponinas y una
m4s eficiente captacion de patégenos por las CPA (Maraskovsky et al., 2009; Reed et al., 2009;
Wilson et al., 2014). De hecho, se ha demostrado ampliamente la importancia de la asociacién
entre antigeno y adyuvante para potenciar la accién de diferentes tipos de antigenos y
adyuvantes (Brito et al., 2013). En consecuencia, algunos autores han propuesto el aumento de
la carga superficial de las particulas en forma de jaula con el fin de mejorar la adsorcion de
antigenos (Lendemans et al., 2007). Para modificar la carga de estas particulas, se han utilizado
fosfolipidos positivos o derivados catiénicos del colesterol. Se han obtenido particulas de baja
densidad de cargas o positivas usando estos enfoques. S6lo en uno de dichos trabajos se han
realizado estudios inmunolégicos y se ha demostrado que igualaba, pero no mejoraba la eficacia
de las particulas tipo jaula cldsicas (McBurney et al., 2008). Ademas, dichos autores no tuvieron
en cuenta el costo de los reactivos utilizados para la preparacion de las particulas, la factibilidad
de escalar los procesos de preparacion o la estabilidad de las mismas.

En el Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica, en colaboracion con el INTA Rafaela y la
empresa LIPOMIZE, se desarrollé6 un adyuvante basado en jaulas lipidicas que presenta la
particularidad de poseer baja carga en su superficie lograda mediante el agregado de
esterilamina. Este componente no habia sido usado previamente para dicho fin y cuenta con la
ventaja de ser de menor costo que las alternativas antes descriptas. Por otro lado, el proceso de
preparacién desarrollada por el grupo introdujo modificaciones en relacién a las técnicas,
componentes y proporciones previamente descriptas. Ya a principios del siglo XXI se habian
reportado varios enfoques para obtener estructuras tipo jaula anidénicas como las descriptas
originalmente por Morein, en forma simple, y sin utilizar detergentes, que son caros y dificiles
de eliminar (Friede & Garcon, 2003; Lendemans et al., 2005a). Aunque estos trabajos hicieron
importantes aportes, en ellos no se consideraron muchos aspectos relevantes para la produccién
de vacunas, tales como el costo de los reactivos y procesos, la estabilidad fisica y la

inmunogenicidad con respecto al tiempo de almacenamiento. Por lo tanto, en el grupo del LTI
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se propuso obtener jaulas lipidicas de baja densidad de carga en superficie que ademads pudieran
prepararse usando un método estandarizado, econdmico y escalable. Como resultado, se
desarrollé un nuevo método para obtener dichas particulas que poseen una estructura similar a
las clasicas pero que presentan baja carga sobre la superficie (Bertona et al., 2017).

Mediante esta propiedad se buscé aumentar el nimero de antigenos que pueden
interactuar con las particulas cuando estan cargados negativamente, que es el caso de la mayoria
de las proteinas en situaciones fisioldgicas. El método desarrollado también tuvo en cuenta la
escalabilidad de las etapas de preparacién, evitando el uso del film lipidico o la didlisis, y el
costo de los reactivos evitando los costosos detergentes. Ademds, en dicha formulacion se
introdujo o-tocoferol, que no habia sido previamente utilizado para la preparacion de estas
particulas. Este lipido habia sido agregado con la doble finalidad de prevenir la oxidacién y a la
vez de favorecer la respuesta inmune ya que esta propiedad fue previamente descripta para
dicha vitamina (Tengerdy & Lacetera, 1991).

Las particulas obtenidas se analizaron por sus caracteristicas fisicoquimicas luego de su
preparacién y a distintos tiempos de su conservacién. Se encontré que el tamafio y forma es
coincidente con los obtenidos por otros autores y se conservan en el tiempo. Hay que destacar
que en la dispersion obtenida mediante el método optimizado no se observan particulas mixtas
tipo gusanos, en forma de anillo o cristales de colesterol, que se obtienen con frecuencia
mediante otros métodos (Myschik et al., 2006). Si bien los criterios seleccionados para el
desarrollo tuvieron en cuenta el potencial escalado del método, los ensayos realizados hasta
entonces fueron en base a la preparacién de pequefias partidas del adyuvante. Por eso una
continuacién clave de este trabajo era el escalado de la produccién y la evaluacién de la
reproducibilidad de la produccioén.

Las propiedades inmunoestimulantes fueron evaluadas desde distintos angulos. En primer
lugar, se compard la eficacia del adyuvante para la generacion de anticuerpos con las de una
particula en forma de jaula vacia comercial (ISCOMATRIX™, Isconova) y tres adyuvantes
convencionales, utilizando albimina bovina como antigeno modelo. Se evalué el nivel, la
cinética, la homogeneidad de respuesta y el perfil de las respuestas inmunes humorales
obteniéndose en todos los casos un resultado superador en relacién a los otros adyuvantes.
Ademéds, se evalué la estabilidad con el tiempo y se determind que su eficacia persiste luego del

afo de su preparacion.
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14. NUEVAS METAS A ALCANZAR EN EL DESARROLLO DEL ADYUVANTE
ISPA

Un aspecto critico para el uso de adyuvantes en vacunas es su costo ya que el mismo
constituye solo una fraccién del precio de la formulacién. Por eso, lograr adyuvante de bajo
valor econémico es critico, principalmente para formulaciones veterinarias. Cabe destacar que si
bien el adyuvante ISPA no incluia procesos ni detergentes de alto costo, el mismo fue
formulado con reactivos comerciales que implican precios elevados para su preparacién. Por
eso, un siguiente paso en el desarrollo de este adyuvante es la obtencién de componentes que
sustituyan a los comerciales. En ese sentido es necesario obtener saponinas de bajo valor
econémico pero que sean efectivas para el armado de las particulas y la estimulacién
inmunoldgica. Asi mismo se requiere de la obtencién de lipidos de bajo costo que permitan el
mismo fin.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el desarrollo del adyuvante ISPA demostraron
que el mismo presenta el desempefio deseado, ya que se comprobd que aumenta la respuesta
inmune contra antigenos especificos, que permite la reduccién del nimero de dosis, que
homogeneizan la respuesta entre individuos y que alcanzan una respuesta Th1 / Th2 equilibrada.
Ninguno de los otros adyuvantes con los que se comparé al adyuvante ISPA tiene todos estos
beneficios juntos. También, se evalué la eficacia del adyuvante en una formulacién usada para
proteger contra la infeccidn por Trypanosoma cruzi, una infeccion intracelular que requiere una
fuerte respuesta celular. En dicho estudio se observé una respuesta del adyuvante similar a la
obtenida con ISCOMATRIX™, siendo el perfil de respuesta celular obtenido con Ia
formulacién de la vacuna contra Trypanosoma cruzi, compatible con una respuesta Th1l con un
importante componente de LTc especificos. Todos estos pardmetros fueron estudiados luego de
15 dias posteriores de la aplicacién del inmundgeno. Sin embargo, no se realizaron ensayos que
permitan determinar la activaciéon inmunolégica a largo plazo que promueve el adyuvante.
Dicha informacién es muy importante para conocer el comportamiento que puede presentar el
mismo en futuras formulaciones. También es importante conocer si tal como ocurre con todos
los pardmetros de eficacia evaluados, dicha activaciéon es también superior a la de otros
adyuvantes. Esta informacién agregaria una ventaja comparativa a ISPA. En ese sentido,
también resulta de gran interés analizar si el agregado de nuevos componentes
inmunoestimulantes permite complementar la formulacién aumentando su capacidad

inmunoestimulante.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GENERAL
1. Lograr escalar, estandarizar y reducir el costo de la produccién del adyuvante
ISPA desarrollado por el grupo UNL-INTA-LIPOMIZE, asi como complementar
la formulacién para lograr variantes que incrementen las propiedades

inmunoestimulantes del mismo.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Desarrollar un proceso que permita la obtencion de Quil-A® con alta actividad
adyuvante y baja toxicidad a partir de extractos crudos de Quillaja saponaria que

estén disponibles en el mercado y que sean de bajo costo.

2. Evaluar lipidos de diferentes fuentes tales como fosfolipidos comerciales,
naturales o de residuos industriales que permitan la obtencién de jaulas lipidicas

y reduzcan el costo de su preparacion.

3. Obtener variantes potenciadas del adyuvante que permitan mayores respuestas
inmunoldgicas en el caso de ser necesario para el desarrollo de vacunas con

inmundégenos que no respondan a ISPA o en poblaciones no respondedoras.
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3. CAPITULO 1

Desarrollo de un proceso de obtencion
de saponinas con alta actividad
adyuvante y baja toxicidad a partir de

extractos crudos de Quillaja saponaria
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3.1. INTRODUCCION

Las saponinas derivan del metabolismo de las plantas caracterizindose por ser
compuestos anfipéticos. En ese sentido, su nombre proviene de la palabra latina sapo, que se
traduce como jabdn, y se refiere a la actividad interfacial observada para esta clase de moléculas
(Reichert et al., 2019). Esta caracteristica de debe a su naturaleza quimica, derivada de su
aglicona central hidrofébica asociada con varios residuos de azicar hidrofilicos (Magedans
et al.,, 2019). Se encuentran constitutivamente en muchas especies de plantas, tanto de forma
silvestre como en forma de cultivos. En los cultivos, predominan generalmente las saponinas
triterpenoides, mientras que las saponinas esteroides son comunes en las plantas utilizadas como
hierbas medicinales (ver figura 13) (Francis et al., 2002). Un grupo extensamente estudiado de
saponinas triterpenoides se produce a partir del drbol de Quillaja saponaria. El género Quillaja
consta de dos especies de drboles de hoja perenne templados. Quillaja saponaria, que se
encuentra principalmente en Chile central y Quillaja brasiliensis, un tipico representante de los
bosques de Araucaria que se encuentra en el sur de Brasil, norte de Uruguay, noreste de
Argentina y Paraguay oriental, siendo la madera de Q. saponaria y las hojas de Q. brasiliensis

las principales fuentes de saponinas (Magedans et al., 2019).

(a) (b)
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Figura 13: Estructura bésica de saponinas: a) saponinas triterpenoides y b) saponinas esteroides. Extraido

de:(Francis et al., 2002) (Francis et al., 2002).

Toda la madera de Q. saponaria contiene alrededor del 8% de compuestos solubles en
agua de las cuales alrededor del 20% son saponinas (San Martin & Briones, 2000).
Originalmente, los pueblos indigenas la utilizaban como agente de lavado y como agente
curativo general extrayéndola con agua a partir de la corteza de los arboles de Quillaja (Francis
et al.,, 2002). Los procesos de extraccion industrial siguieron basdndose en la extraccién con
agua, lo que no elimina taninos ni polifenoles (San Martin & Briones, 2000). Sin embargo, a
principios de la década de 1970, estas preparaciones fueron refinadas para excluir estos dltimos.
Se utilizaron entonces procesos como didlisis, intercambio anidénico y cromatografia de

exclusién por tamafio para producir una fraccién que contiene predominantemente saponinas, la
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cual se ha denominado Quil-A® (Dalsgaard, 1974). Las técnicas de separacion acuosa utilizadas
fueron Tttiles para purificar la fraccién de saponina total, pero fallaron en separar las saponinas
individuales debido a la formacién de micelas mixtas. Para demostrar que este producto todavia
constaba de una matriz heterogénea de saponinas relacionadas entre si, pero estructuralmente
Unicas se utilizé cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Kensil et al., 1991; G. F.
Kersten et al., 1988; van Setten et al., 1995). Esta técnica demostré que la fraccién de saponina
purificada como Quil-A®, a partir de Q. saponaria, constaba de mas de 20 saponinas diferentes
del tipo glucésido triterpénico. Otro estudio ha estimado la presencia de hasta 50 saponinas
diferentes en Q. saponaria (van Setten etal., 1995). Se observé que Quil-A® contiene
componentes téxicos (Kensil et al., 1991; G. F. Kersten et al., 1988), por lo tanto, se hizo un
esfuerzo adicional para separar los componentes individuales y determinar si los componentes
activos con caracteristicas adyuvantes podrian separarse de los componentes téxicos. Las
saponinas individuales se separaron con HPLC, lo que permiti6 una mayor caracterizaciéon de
las moléculas purificadas (Kensil etal., 1991) identificindose de esta forma mds de 20
fracciones. Las fracciones predominantes se designaron con los nombres: QS-7, QS-17, QS-18
y QS-21 y se caracterizaron con mds detalle. La evaluacién de la toxicidad y la funcién
adyuvante en ratones demostré que la toxicidad y la funcién adyuvante podrian separarse, lo
que permiti6 calificar a cada fraccién de forma individual. QS-7, que eluye temprano en HPLC
de fase reversa (RP), y QS-21, uno de los picos que eluyen mds tarde, resultaron ser adyuvantes
activos y considerablemente menos téxicos que el Quil-A® inicial mientras que QS-18, un pico
de elucién intermedia, fue mas téxico que Quil-A®, aunque tenia una actividad adyuvante
considerable. QS-18 es la saponina predominante en los extractos de Q. saponaria, lo que
sugiere que puede ser la principal fuente de toxicidad en Quil-A®. Ronnberg et al., hicieron una
observacion similar cuando separaron la saponina de Q. saponaria en tres fracciones, una
fraccion de elucién temprana de RP-HPLC (QH-A), una fraccidn intermedia (QH-B) y una
fraccion de elucién posterior (QH-C) (Ronnberg et al., 1995). La fraccién QH-B fue téxica para
los ratones (es la fraccidon que contiene QS-18), mientras que las fracciones QH-A y QH-C (que
contienen QS-7 y QS-21 respectivamente) no fueron toxicas (en dosis de hasta 400 pg).

Una de las saponinas encontradas en Quil-A®, QS-21, ha sido la saponina mds estudiada
y ademds ha mostrado ser segura y efectiva para uso humano. La misma ha sido utilizada en
muchos ensayos clinicos recientes en los que se evaluaron vacunas para proteger contra
distintos cédnceres (Gin & Slovin, 2011), asi como enfermedades infecciosas y
neurodegenerativas. A titulo de ejemplo de ensayos clinicos que utilizan formulaciones con
saponinas, pueden mencionarse los realizados para vacunas contra el virus de inmunodeficiencia
adquirida (Ahmed et al., 2012), hepatitis B (Vandepapeliere et al., 2008) o para el control de la

enfermedad de Alzheimer (Cribbs etal., 2003). Muy recientemente Novavax, Inc. ha
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desarrollado NanoFIu™, una vacuna tetravalente de nanoparticulas contra la influenza, que ha
cumplido con todos los objetivos principales en su ensayo clinico de Fase 3 en adultos mayores.
Entre las formulaciones ya aprobadas por agencias regulatorias que utilizan esta saponina,
pueden mencionarse una vacuna destinadas a Malaria (RTS,S/ASO1 Mosquirix ™ de GSK)
(Arora et al., 2021) y las vacunas para la proteccion frente a COVID-19 Nuvaxovid® (NVX-
CoV2373) y Covovax® (NVX-CoV2373) (Organizacién Mundial de la Salud, 2022). Las
demads fracciones de saponina de Quillaja -diferentes a QS-21-, son consideradas téxicas para su
uso en humanos. Estas producen reacciones locales y pueden provocar lisis de los eritrocitos y
otras células. Sin embargo, el extracto Quil-A® que contiene mds de 22 fracciones de HPLC, se
ha utilizado con éxito en medicina veterinaria (Cokcaligkan et al., 2016), habiéndose centrado
los ensayos preclinicos en vacunas contra el virus de la fiebre aftosa, del herpes bovino-5 y el
virus de la diarrea viral bovina (Cibulski et al., 2017, 2018; Dalsgaard, 1978; Fleck et al., 2019;
Silveira et al., 2011). Estas saponinas, solas o incorporadas en complejos inmunoestimulantes
(ISCOM), pueden modular la inmunidad al aumentar la captacién de antigeno, estimulando la
produccién de linfocitos T citotoxicos y diferentes citocinas. Muestran efectos inmunitarios
estimulantes tanto especificos como no especificos, como la inflamacién. El mecanismo exacto
de este efecto inmunoestimulante no se comprende claramente (Adams et al., 2010), pero se
sabe que la saponina induce la produccién de citocinas, incluidas las interleucinas y los
interferones, que inducen a otros elementos del sistema inmunolégico (Kensil et al., 1991). En
cuanto a la respuesta humoral, las saponinas pueden suprimir la secreciéon de IL-4,
disminuyendo asi los niveles de IgE y redireccionar una respuesta Th2 a una respuesta Thl,
induciendo la secrecidon de IgG2a en lugar de IgG1l. Este fenémeno se correlaciona con la
capacidad de estas moléculas de generar una respuesta Thl mds pronunciada que la respuesta
Th2 a través de cambios en la secrecidn de citocinas. Se ha sugerido que este cambio de perfil
de respuesta inmune puede ocurrir de dos maneras diferentes: primero, a través del aldehido
desacetilado que se une a los receptores de la superficie de las células T (principalmente CD2),
lo que lleva a la célula a la inmunidad Th1; y segundo, a través de la endocitosis de la saponina
con un antigeno, alterando la membrana endosémica del antigeno procesado y facilitando el
proceso de presentacion cruzada (Fleck et al., 2019).

En el Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica de la FBCB-UNL, hemos reportado
numerosos trabajos usando las particulas preparadas con saponinas Quil-A®, denominadas
ISPA, previamente descriptas en el capitulo 1. Dichos trabajos describen el uso de dicho
adyuvante con diferentes antigenos (Bertona et al., 2017; Bidart et al., 2020, 2021; Bontempi
et al., 2015; Gamba et al., 2021; Moran et al., 2022; Pacini et al., 2022; Prochetto et al., 2017).
Los resultados obtenidos a nivel experimental han demostrado notable capacidad adyuvante

comparable con vacunas comerciales (Bidart et al., 2020, 2021). Sin embargo, uno de los
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principales inconvenientes en su formulacién es el costo de obtencién de Quil-A®, por tanto, se
propuso como primer objetivo de esta tesis obtener de forma econdmica, saponinas purificadas a
partir de extractos de Quillaja saponaria disponibles en el mercado local, que sean de bajo
costo, pero que al mismo tiempo presenten caracteristicas fisicas, quimicas e inmunoldgicas

semejantes a Quil-A®.
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3.2.  OBJETIVO ESPECIFICO

¢ Desarrollar un proceso que permita la obtencion de saponina similar a Quil-A® con alta
actividad adyuvante y baja toxicidad a partir de extractos crudos de Quillaja saponaria

que estén disponibles en el mercado y que sean de bajo costo.
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Obtencién y caracterizacion fisicoquimica de saponinas derivadas de Quillaja
saponaria
3.3.1.1. Refinado de saponinas a partir de extracto de Quillaja saponaria Kerry®
Se utilizé un extracto de polvo secado por aspersion no refinado de Quillaja saponaria
comercializado por Kerry® como complemento alimenticio. El polvo se solubilizé en agua
destilada 1:10 en vol. y fue dializado frente a agua destilada en una proporcién de 1: 10000
durante 48 horas. El extracto dializado se recuperd y liofilizé. Este extracto semirrefinado se

utilizé para el andlisis.

3.3.1.2. Analisis cualitativo de los extractos obtenidos
3.3.1.2.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

Se usaron placas de silica gel con base de aluminio, (TLC Silica gel 60 F254 20 x 20 cm)
marca Merck® como fase estacionaria donde se sembraron diferentes lotes de purificacién. Se
depositaron tres puntos de siembra por pocillo de 1 pl cada uno en una concentracién de
saponina de 25 mg / ml. Se dejd secar a temperatura ambiente y posteriormente se desarrolld la
placa con N-butanol: etanol: amoniaco: agua (30: 60: 21: 29 en vol.) como fase mévil (Kensil &
Marciani, 1991). Después de la corrida cromatogréafica, para visualizar las manchas, las placas
de TLC se expusieron a vapores de yodo.
3.3.1.2.2. MALDI-TOF

Se utilizé Quil-A® como saponina estdndar. Las muestras se analizaron con un equipo
Maldi TOF-TOF de marca Shimadzu AXIMA ID Plus. Se utilizé DHB (4cido 2,5-
dihidrohibenzoico) como matriz y se aplicé modo reflectron con las siguientes caracteristicas de
adquisicién: Power 90; Perfiles 500 por muestra; Disparos 10 acumulados por perfil; Extraccion
pulsada optimizada a (Da) 2300; Ion Gate (Da) 400. Las muestras se prepararon a una
concentracién de 10 mg / ml en agua de calidad miliQ. Luego se sembraron 0,5 pl de cada
muestra en una placa MALDI, se incubaron a temperatura ambiente hasta que cristalizé y luego
fueron analizadas.
3.3.1.3. Analisis Cuantitativo de los extractos obtenidos
3.3.1.3.1. Cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

En este trabajo las muestras se analizaron mediante HPLC adaptando los protocolos
desarrollados por Brunner et al., 2017 y Pham et al., 2009 (Brunner et al., 2017; Pham et al.,
2009). Se utilizé una columna C18 de 21,2 x 250 mm con un tamaio de particula de 10 um y un
tamafio de poro de 100 A°. Se utilizé6 como eluyente acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 % en
acetonitrilo (CH3CN) de calidad HPLC-S. Brevemente, se pesaron 0,5 mg de producto
liofilizado en un tubo de polipropileno, se disolvieron con 0,5 ml de CH;CN: H,O (30: 70 en
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volumen) y se agité durante unos segundos para obtener una solucion transparente y espumosa.
Luego se inyectaron 20 ul de la solucién y se eluyeron con TFA al 0,1% en acetonitrilo en un
gradiente de 30-55% durante 15 minutos. El caudal fue de 1 ml / minuto y la deteccién de UV a

210 0 220 nm con una temperatura de columna de 20-22 °C.

3.3.2. Formulacién de particulas adyuvantes tipo ISPA
3.3.2.1. Obtencion de nanoparticulas

Quil-A® como polvo liofilizado se adquirié de Brenntag Biosector (Frederikssund -
Dinamarca), fosfatidilcolina / di-palmitoil-fosfatidilcolina (DPPC) derivada de huevo se
adquiri6 de Lipoid GmbH, colesterol se adquirié de Fluka, esterilamina se adquirié de Sigma-
Aldrich® y el a-tocoferol se adquirié6 de Sigma-Aldrich® (Missouri, EE. UU.). El tampdn
utilizado fue acetato de sodio 50 mM (Merck®, Darmstadt, Alemania) pH 5,5. El etanol se
adquirié en Merck®, Darmstadt, Alemania. Los extractos de saponinas optimizados en este
trabajo fueron liofilizados y utilizados en la formulacién de nanoparticulas. Las particulas de
ISPA se formularon tal como se describe en Bertona et al.,, 2017 (Bertona et al., 2017).
Brevemente, para preparar 20 ml, el método fue el siguiente: (i) 61 mg de DPPC y 29 mg de
colesterol se disolvieron en 2,3 ml de etanol; (ii) se disolvieron 30 mg de Esterilamina en 1 ml
de etanol y se afiadieron 144 pl de esta solucion madre a la solucién madre de DPPC y
colesterol; (iii) luego, se agregaron 80 ul de solucidon madre etandlica al 1% de o-tocoferol
como antioxidante; y (iv) la solucién resultante se inyect6 en tampoén acetato pH 5,5 a 65
°C. Las proporciones finales de componentes en los liposomas formados fueron las siguientes
DPPC: 0320 % (4,35 mM), Colesterol: 0,143 % (3,70 mM), Estearilamina: 0,0216 % (0,8 mM)
y a-tocoferol: 0,00074 % (0,017 mM). La suspension se extruyé con un poro de membrana de
100 nm y luego de 50 nm. Luego, se anadié solucién de saponina Quil-A® en tamp6n de
acetato a los liposomas (6,5 mg / 300 ul por 1 ml de liposomas). La suspension se extruy6 cinco
veces con un poro de membrana de 100 nm. La solucién final se esterilizé con un filtro de 200

nm (Bertona et al., 2017).

3.3.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas
3.3.2.2.1. Caracterizacion estructural

Los tamafios de las particulas obtenidas se determinaron mediante la técnica de
dispersiéon dindmica de luz (DLS) en un solo dngulo (90°), a 30 °C, utilizando un fotémetro
Brookhaven BI-2000. La viscosidad del medio disperso a 30 °C se fijé en 0.798 cp.
(Correspondiente al agua) (Bertona et al., 2017).

3.3.2.2.2. Caracterizacion funcional

Se analiz6 la actividad hemolitica de extractos de saponinas de diferentes lotes y de
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particulas en forma de jaula utilizando glébulos rojos humanos. El indice hemolitico se obtuvo
adaptando el protocolo utilizado por Mac Donald et al., 2017 (Mac Donald et al., 2017). Para
esta determinacién se utilizé una solucién al 0,4 % de hematies en solucién fisiologica (NaCl al
0,9 % p / v). Las titulaciones de las muestras se realizaron partiendo de una concentracién de
saponina de 250 pug / ml. Para ello, se dispusieron 15 tubos con 980 ul de solucién fisiolégica en
una gradilla y se agregaron 20 pl de muestra de prueba al tubo N° 1. Luego se realizaron
diluciones en serie al 1/2. Posteriormente, se afiadi6 a cada tubo 1 ml de la solucién de glébulos
rojos al 0,4 %. Se prepararon tres tubos de control, cada uno con 1 ml de solucién de glébulos
rojos al 0,4 % y 1 ml de solucién salina al 0,9 % cada uno. El tubo de control negativo no
recibi6 adicién de sustancias hemoliticas. En el tubo de control positivo A; Se afiadieron 20 ul
de solucién de Saponina Quil-A® a una concentracién de 25 mg / ml. En el tubo B; Se afiadi6 1
ml de solucién de Tritén al 1 %. En el tubo C; Se anadieron 20 ul de la solucidn de extracto de
Kerry® refinado a una concentracién de 25 mg / ml. Para las particulas tipo jaula se calcul6 la
concentracion afiadida al tubo 1 para comenzar en este tubo con una concentracion de extracto
de saponina cargado en las particulas de 25 mg / ml. Teniendo en cuenta que se afiadié 1 ml de
solucién de células sanguineas a todos los tubos, la concentracién final de saponina en cada
tubo del 1 al 15, fue de 250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,62 - 7,81 - 3,90 - 1,95 - 0,97 - 0,48 - 0,24 -
0,12 -0,061 - 0,030 - 0,015 pg / ml . Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37 ° C.

3.3.3. Evaluacion del desempeiio inmunologico
3.3.3.1. Animales de experimentacion y protocolos de inmunizacion

Se utilizaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, adquiridos en el Centro de
Medicina Comparada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (CMC - IciVet, UNL -
CONICET). Los animales se inmunizaron cada 14 dias con 3 dosis subcutaneas de cada
formulacién en estudio y utilizando ovoalbimina (OVA) de Sigma-Aldrich® como antigeno

modelo. Se utilizaron cinco ratones por grupo de acuerdo con el siguiente esquema:

e GRUPO 1: ISPA CON SAPONINAS Kerry® - (10 pg de OVA + 6 pl de ISPA
formulado con saponina extraida del producto Kerry® en 100 ul de PBS)

e GRUPO 2: ISPA ORIGINAL - (10 ug de OVA + 3 ul de ISPA en 100 ul de PBS)

e GRUPO 3: CONTROL - (100 p1 PBS)

3.3.3.2. Determinacion de la Respuesta Inmunolégica
ELISA: A los 15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacién (DPI), se obtuvieron
muestras de plasma para determinar la respuesta inmune humoral. Los anticuerpos desarrollados

en los diferentes momentos se evaluaron mediante ELISA indirecto determinando niveles
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especificos de IgG1 e IgG2a anti-OVA. Brevemente, se recubrieron placas de microtitulacion
(Greiner Bio One) con OVA (0,05 ug / pocillo) en tampdn carbonato-bicarbonato (0,05 M; pH
9,6), luego se bloquearon con PBS / leche (5 %). Las muestras de plasma de ratones
inmunizados, diluidas 1: 1000 en PBS / leche (1 %), se incubaron por duplicado durante una
hora a 37 °C. Después del lavado, se incubaron respectivamente con anti-IgG1 y anti-IgG2a de
raton hecho en cabra, ambos conjugados con peroxidasa (dilucién para ambos 1: 20000).
Después del lavado, se agregaron 50 ul de trimetilbencidina lista para usar (TMB, Invitrogen,
EE. UU.) Y después de 10 minutos de incubacidn, se detuvo la reaccién colorimétrica con dcido
sulfirico 2N. Las placas se leyeron a 450 nm en un lector ELISA (Bio-Tek Instruments)
(Bertona et al., 2017).

DTH: La prueba de hipersensibilidad retardada (DTH) se realizé 30 dias después de
completar el plan de inmunizacién mediante la inoculacion intradérmica de 5 pg de OVA
disuelta en 20 pul de PBS en la almohadilla plantar del miembro posterior izquierdo. Las
medidas se tomaron con calibre. Los resultados se expresaron como diferencia en el grosor de

las almohadillas antes y después de la inoculacion (Amm) (Bertona et al., 2017).

3.3.4. Analisis de datos
Los andlisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism Software 8.0.1 (GraphPad,
California, EE. UU.). Las diferencias entre grupos se analizaron aplicando los estadisticos no

paramétricos prueba U de Mann Whitney y prueba de Kruskal — Wallis.
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34. RESULTADOS

Como se describe con anterioridad, en la literatura han sido descriptos numerosos
sistemas de extraccién de saponinas como materia prima destinada a usos multiples (Iglesias &
Michaud, 2017; Kensil et al., 1991). También ha sido descriptos procesos para la separacién de
fracciones de saponinas mediante métodos sofisticados que permitieron la caracterizacién de las
mismas con fines inmunolégicos (Brunner et al., 2017; Kensil et al., 1996). Sin embargo, los
avances no han conducido a procesos de obtencion rdpidos y econémicos que son necesarios
para la industria de la vacunologia veterinaria. Para dicho fin, en este trabajo hemos evaluado de
forma preliminar el uso de metanol como solvente extractivo, como asi también procesos de
secado mediante evaporacion rotatoria (datos no mostrados). Estos procesos no han aportado
una mejora en los patrones cromatogrificos de los extractos obtenidos. Sin embargo, en forma
paralela, evaluamos la utilizacién de un proceso de didlisis, que nos permitié obtener fracciones
de saponinas semirrefinadas en forma rdpida. El extracto se obtuvo de forma reproducible, y
pudo ser preparado en gran escala de forma econdémica. A su vez el método utiliza un recurso

aprobado en el mercado para la separacién de fracciones de interés inmunoldgico.

3.4.1. Obtencién y caracterizacion fisicoquimica de saponinas derivadas de Quillaja
saponaria

El producto comercial Kerry® se utiliz6 para obtener un extracto semirrefinado de
saponinas de Quillaja saponaria mediante dialisis. El rendimiento para la obtencién de saponina
tras la dilisis correspondié a mas del 20% del peso seco del extracto comercial no refinado. Se
realiz6 TLC para determinar la identidad y pureza del extracto de saponina obtenido
compardndolo con el extracto comercial Quil-A®. Se obtuvo un patrén cromatogrifico de
bandas muy similar en Quil-A® y el extracto semirrefinado de Kerry® (figura 14). La
diferencia en el patrén de TLC antes y después de la didlisis muestra que este proceso permite la
eliminacién de muchas bandas del extracto no refinado (figura 14 - A). Ademads, la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF confirmé patrones similares de picos presentes en el
extracto de Kerry® no refinado, el semirrefinado y Quil-A® (figura 14 - B). Estos patrones
fueron concordantes con los reportados previamente para el andlisis de Quil-A® por Cibulski y
col. para las regiones espectrales de 750 - 2200 m / z (Cibulski et al., 2017). Cabe aclarar que en
el caso de MALDI-TOF es importante la masa de los picos y no la altura ya que esta no tiene
correlacion con la concentracién. La concentracién puede estimarse por HPLC tal como se

indica a continuacion.
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Figura 14: Anilisis de TLC y MALDI-TOF del extracto de Kerry® no refinado, el extracto de
saponina obtenido de Kerry® y el extracto comercial Quil-A®. A: Se muestran los carriles de siembra de
TLC con N-butanol, etanol, amoniaco y agua como fase mévil, la placa estd coloreada con yodo
sublimado. El carril 1 corresponde al extracto no refinado, el carril 2 al extracto semirrefinado del
producto de la marca Kerry® y el 3 corresponde a la saponina comercial Quil-A®. B, 1. 2, 3: analisis
MALDI-TOF de B-1: el extracto de Kerry® no refinado; B-2: el extracto de saponina obtenido de
Kerry® y B-3: el extracto comercial Quil-A®.

Mediante la técnica de HPLC obtuvimos un patrén similar al descripto por otros autores
para saponinas derivadas de Quillaja reportadas (ver figura 15) (San Martin & Briones, 2000).
Los picos correspondientes a las fracciones QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21 reportados como los
principales glucdsidos con actividad adyuvante se identificaron de acuerdo con informes
anteriores (Brunner et al., 2017; Pham et al., 2009; San Martin y Briones, 2000). El andlisis de
HPLC revel6 que la concentracién relativa de fracciones de saponina en el extracto
semirrefinado de Kerry® era mayor que en el extracto no refinado (figura 15). Cuando se
analizé el drea bajo la curva (AUC) del espectro de absorbancia del frente de corrida
correspondiente a polifenoles y taninos (San Martin & Briones, 2000), se determiné que el
extracto no refinado presenta una gran absorcién mientras que el extracto semirrefinado

presenta un AUC menor, similar a los valores de AUC de Quil-A®.

Giuliana Antonella Lupi 62



A DAD1 A Sig=220.4 Ref=off (Saponinas-2 2019-10-23 09-09-15\Crudo2 D)

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (Saponinas-2 2019-10-23 09-09-15\Kerry2 D)

B mau §T

80

60 —

1813

40 -

20

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (Saponinas-2 2019-10-23 09-09-15\QuIA1T D)

80

Figura 15: HPLC analitica realizada para las diferentes saponinas: cromatogramas del extracto no
refinado de Kerry® (A), el semirrefinado de Kerry® (B) y el producto comercial Quil-A®(C).

Ademds, para evaluar las concentraciones relativas de saponinas presentes en el extracto
comercial no refinado, el extracto dializado y Quil-A®, se calcularon las dreas bajo la curva de
los picos correspondiente al tiempo de retencion comprendido entre los minutos 5 y 15 para
cada uno de ellos (tabla 1). Se puede observar que la cantidad de saponinas se incrementd
mucho en el extracto dializado en relacién al extracto no refinado, y que esta cantidad fue
similar a la obtenida con el extracto Quil-A®. Cuando se analiz6 el AUC correspondiente a QS-
7, QS-17, QS-18 y QS-21 en el espectro UV, se determiné que los porcentajes de estas
fracciones del extracto semirrefinado son similares en mayor medida a los presentados por el

producto comercial Quil-A® que a los del extracto no refinado (tabla 2).
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Tabla 1: Porcentaje de AUC del espectro de absorbancia de HPLC correspondiente al frente de
corrida y a los picos de interés de saponinas en relacién con el AUC total en cada extracto.

Saponinas AUC (%) total con el AUC (%) total de
contenido de polifenoles | fracciones de interés
Kerry® no refinado 96,99% 2,39%
Kerry® semirrefinado 75,72% 16,23%
Quil-A® 74,60% 22,45%

Tabla 2: Porcentaje de AUC del espectro de absorbancia de HPLC correspondiente a las
fracciones QS-7, QS-17, QS-18 y QS21 en relacién al AUC total determinado por HPLC en cada

extracto.
. Fraccion de Tiempo de AUC Concentracion es.t,1 mada
Saponinas Interés retencion (min) (%) (%) en relacién
a Quil-A®
Kerry® no
s QS-7 5.01 0.9457 14,70%
Kerry®
semirrefinada QS-7 5.00 6.53 101,55%
Quil-A® QS-7 5.00 6.43 100,00%
Kerry® no
refinada QS-17 12.28 0.74 9,67%
Kerry®
St QS-17 11.18 1.84 38,81%
Quil-A® QS-17 11.27 4.74 100,00%
Kerry® no
T QS-18 12.28 0.74 9,67%
Kerry®
semirrefinada QS-18 12.29 5.39 70,45%
Quil-A® QS-18 12.29 7.65 100,00%
Kerry® no
refinada QS-21 13.49 0.46 12,74%
Kerry®
S R QS-21 13.49 2.45 38,82%
Quil-A® QS-21 13.48 3.61 100,00%

3.4.2. Formulacién de particulas adyuvantes tipo ISPA con saponinas refinadas a partir
del extracto Kerry®

Con el extracto de saponina obtenido se prepararon jaulas lipidicas siguiendo el método

descripto en Bertona y col. 2017 tal como se describié previamente (Bertona et al., 2017).

Mediante la caracterizacion obtenida por la técnica DLS, se observé una distribucién de

tamafios con una poblacién principal por debajo de 100 nm. El porcentaje estimado de

nanoparticulas con tamafios mayores a 100 nm resulté menor al 1.6%. La distribucién exhibid
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un tamafio medio en nimero: D; o= 57.2 nm.

Tal como se menciona en la introduccién, una de las caracteristicas de las saponinas es su
toxicidad. Para determinar las actividades hemoliticas de las saponinas libres y la toxicidad in
vitro de las particulas obtenidas cargadas con saponina, se realiz6 una titulacién de la actividad
hemolitica obtenida con el extracto de Kerry® dializado, el producto comercial Quil-A® y las
particulas ISPA formuladas con estas saponinas. La concentracién minima con la que Quil-A®
presentd hemolisis fue de 3,9 pug / ml (ver figura 16), mientras que el extracto de Kerry®
presentd hemolisis con concentraciones de hasta 7,8 pg / ml, siendo por lo tanto menos
hemolitica. Las saponinas cargadas en nanoparticulas disminuyeron sus niveles de hemdlisis,
requiriendo una concentracién de 125 ug / ml de extracto de Kerry® semirrefinado cargado en
particulas ISPA y 62,44 pg / ml de Quil-A® cargado en particulas ISPA original,
respectivamente, para lograr la hemdlisis. Esto estd de acuerdo con estudios previos que indican
que la incorporacién de saponinas en particulas similares a jaulas reduce su toxicidad (Sun
etal., 2009). Es interesante que el agregado de la misma cantidad en masa de extracto
semirrefinado que de Quil-A® genera una menor hemdlisis siendo esta al menos de un titulo
menos. Este resultado permite ensayar mayores concentraciones de particulas para ser usadas

como adyuvantes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 16: Titulacién de hemolisis de Quil-A®: en la figura se observa una curva de titulacién de lisis de
glébulos rojos humanos al 0,4 % en solucioén fisiolégica que fueron confrontados con distintas diluciones
de saponinas. Las concentraciones se encontraban en el rango de 250 — 0,015ug/ml desde el tubo 1 al
tubo 15.

3.4.3. Evaluaciéon del desempeiio inmunologico

Para la determinacién de respuesta inmunoldgica humoral, se inmunizaron ratones con
los ISPA preparados con extracto semirrefinado Kerry® y Quil-A® formulados con OVA o
PBS tal como se describe previamente. Se obtuvieron muestras de plasma dos semanas luego de
cada inmunizacién y se analizaron mediante ELISA indirecto. Se analizé el desempeiio de las
distintas formulaciones y se observd, para ambos adyuvantes, niveles de IgGl e IgG2a
especificas que no presentaron diferencia estadisticamente significativa entre ellos pero si con el

grupo control (la relacién a-b indica p<0,05) (figura 17), posteriormente se realizé el andlisis del
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area bajo la curva (AUC) para ambos anticuerpos (ver tabla 3 y 4).

La prueba de DTH, permiti6 determinar la respuesta inmunoldgica celular. No se observé
diferencia significativa entre las dos formulaciones adyuvantes (la relacién a-a indica p>0,05),
siendo la respuesta DTH de ambas formulaciones significativa en relacién al grupo control (la

relacién a-b indica p<0,05) (figura 17).

A
N IgG1 - DO 450 nm - ISPA ORIGINAL
4 = |SPACON SP. KERRY®

a -+ CONTROL

DTH

b
e — ——2———‘
15 DIAS 30 DIAS 45 DIiAS

IgG2a - DO 450 nm

b
15 DIAS 30 DIAS 45 DIiAS

Figura 17: Evaluacién funcional del nuevo adyuvante obtenido: utilizando ovoalbiimina como antigeno
modelo, se comparé el desempefio de ISPA original con ISPA preparado con extracto semirrefinado
Kerry®. Sobre cada muestra se determinaron los niveles de A) IgG1 y B) IgG2a especificas anti-OVA en
sueros mediante ELISA indirecto. Para ambos adyuvantes se observaron niveles de IgG1 e IgG2a
especificas que no presentaron diferencia significativa entre ellos y si con el grupo PBS (la relacién a-b
indica p<0,05); C: La respuesta inmunolégica de tipo celular que generan ambos tipos de particulas se
confirmé en los grupos de estudio, evidencidndose una respuesta inflamatoria significativa respecto del
grupo CONTROL tratado con PBS (la relacién a-b indica p<0,05).
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Tabla 3: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG1.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA CON SP.
AUC para 1Ggl ORIGINAL KERRY® CONTROL
Area Total 3,091 2,886 0,1938
Error Estindar 0,2586 0,3847 0,05395
Intervalo de confianza 0,08807 a
(95%) 2,584 a 3,597 2,132 a 3,640 02995

Tabla 4: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG2a.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA CON SP.
AUC para 1Gg2a ORIGINAL KERRY® CONTROL
Area Total 2,190 1,719 0,1966
Error Estindar 0,2128 0,2816 0,05305
Intervalo de confianza 0,09262 a
(95%) 1,773 a 2,607 1,167 a2,271 0.3006
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3.5. DISCUSION

Como parte de este trabajo, se propuso utilizar una fuente de bajo costo de saponinas de
Quillaja saponaria que permitan reducir el precio final de la formulacién adyuvante ISPA sin
afectar su desempefio.

Las saponinas de Quillaja saponaria se han estudiado durante mas de cuatro décadas para
ser utilizadas en aplicaciones industriales. Sus caracteristicas notables se basan en sus
actividades bioldgicas, especialmente sus propiedades adyuvantes e inmunoestimulantes, que
han llevado a importantes investigaciones en el campo del desarrollo de vacunas (Fleck et al.,
2019). Estas saponinas extraidas de fuentes naturales presentan diferentes componentes, siendo
los principales QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21 (Kensil, 2001; Kensil et al., 1991, 1996; Kensil &
Marciani, 1991). Quil-A® es un extracto comercial muy utilizado para la fabricaciéon de
vacunas por su buen desempefio como inmunoestimulante (Magedans etal., 2019). Este
extracto se obtiene mediante procesos de purificacién, como el intercambio idnico, que aseguran
un excelente estdndar de calidad pero encarecen su obtencion (Dalsgaard, 1974, 1978).

En este trabajo, se utiliz6 como material de partida el extracto no refinado de Kerry® de
Quillaja saponaria que se comercializa cominmente para uso en la industria alimentaria y es de
bajo costo. Para la purificacién se buscé utilizar métodos de bajo costo y complejidad que no
encarezcan el proceso de obtencidén. Originalmente se ensayaron métodos de purificacion
alcohdlica, pero su rendimiento no fue 6ptimo (resultado no mostrado). Llamativamente, el
método que resulté adecuado fue mediante una didlisis y liofilizacién de este extracto, con el
cual hemos obtenido una fraccién que contiene patrones cromatograficos y de MALDI-TOF
muy similares a los que presenta el extracto comercial Quil-A® ampliamente usado en vacunas
veterinarias y que presenta las saponinas de interés inmunolégico. Los principales picos
presentes en el extracto de Quil-A® corresponden a QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21, los cuales
fueron confirmados por HPLC y también cuantificados en forma relativa a la absorbancia total.

De esta forma, se logré semi-refinar y concentrar exitosamente estas saponinas del
extracto de Kerry® usando un método de didlisis simple, recuperando niveles similares a los
presentes en Quil-A®. El rendimiento obtenido fue superior al 20% de la masa seca inicial del
extracto de Kerry®. La obtencién de saponinas a partir del extracto de Kerry® no refinado
reduce considerablemente los costos teniendo en cuenta que Quil-A® es 16 veces mds caro que
Kerry®.

Al analizar la respuesta humoral y DTH en ratones inmunizados con ovoalbtimina y el
adyuvante, se determiné que las saponinas semirrefinadas extraidas de Kerry® eran capaces de
generar una respuesta inmune similar a la obtenida con el componente comercial Quil-A®. Se
pudo observar una respuesta de IgG2a ligeramente mayor para el adyuvante ISPA con saponina

Kerry® que para ISPA original aunque no significativa. Teniendo en cuenta que la presencia de
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este isotipo es indicativa de una respuesta de tipo Thl, que es importante para la resolucién de
muchos tipos de infecciones y en particular de microorganismos intracelulares (Lazarevic &
Glimcher, 2011), este resultado es de interés. Ademds, la respuesta de hipersensibilidad
retardada fue notable con ambas formulaciones, observandose una inflamacién mensurable 48
horas después de la inoculacién con ovoalbimina. Este resultado indica una fuerte respuesta
celular contra el antigeno inoculado promovida por el adyuvante. También es compatible con el
perfil de respuesta Th1 indicado anteriormente en base a la respuesta del isotipo de anticuerpos
IgGG2a. Analizando los resultados en conjunto, podemos afirmar que el adyuvante ISPA original,
previamente descrito en nuestro laboratorio y el mismo adyuvante ISPA, formulado con la
saponina derivada de la didlisis presentan un desempefio similar, no observandose diferencias

significativas entre grupos (p>0,05).
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3.6. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 1

* Los resultados descriptos en este capitulo demuestran que podrian obtenerse vacunas
que reproduzcan el perfil y magnitud de la respuesta inmune de las particulas tipo jaula
si se remplaza la saponina Quil-A® por una de bajo costo en la preparacion de las
mismas.

s El extracto de saponina obtenido constituye un insumo muy prometedor para la

preparacion de adyuvante ISPA y el consiguiente desarrollo de vacunas veterinarias

contra una amplia variedad de patégenos a un valor competitivo en el mercado.
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4. CAPITULO 2

Desarrollo de un proceso de obtencion
de lipidos y de la obtencion de jaulas
lipidicas para reducir los costos del

adyuvante ISPA.
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4.1. INTRODUCCION

Las jaulas lipidicas usadas como adyuvantes se basan en una particula formulada a partir
de saponinas, fosfolipidos, colesterol y antigenos hidrofébicos asociados en una sola
nanoestructura. Son particulas coloidales simétricas con una estructura similar a una jaula
abierta en el rango de tamafio de 40 a 100 nm (G. F. A. Kersten et al., 1991; Ozel et al., 1989)
que normalmente tienen una carga neta negativa a pH fisiolégico debido al componente de
4cido glucurénico en Quil-A® (Pedersen et al., 2012). Las mismas se denominaron ISCOM
cuando se describié su uso para adyuvante de vacunas por primera vez en 1984 (Morein et al.,
1984).

Para su obtencién se desarrollaron una amplia variedad de métodos, como la
ultracentrifugacion (Morein et al., 1984), la didlisis (Hoglund et al., 1989), la hidratacién de la
pelicula lipidica (Copland et al., 2000) y la inyeccién de etanol (Lendemans et al., 2005b). El
método descrito originalmente para la preparacién de ISCOM basado en la ultracentrifugacién
(Morein etal., 1984) se basdé en la presencia de lipidos y antigenos que se extraian
conjuntamente de organismos completos. Requiere esencialmente de cuatro pasos. En primer
lugar, las proteinas solubilizadas y los lipidos extraidos se centrifugan a través de un gradiente
de sacarosa que contiene saponinas derivadas de Quillaja y un detergente no idnico (por
ejemplo, Tritén-X). En segundo lugar, las fracciones que contienen ISCOM se eliminan del
gradiente de sacarosa y se agrupan. En tercer lugar, las saponinas libres se eliminan de la
formulacién mediante ultracentrifugacién a través de un gradiente de sacarosa para sedimentar
los ISCOM. Finalmente, la sacarosa se elimina mediante un paso de didlisis (Myschik et al.,
2006). Posteriormente se desarrolld el método de dialisis, mediante el cual los componentes
lipidicos se solubilizan con la ayuda de un tensioactivo no iénico adicional como octilglucésido
o MEGA-10 que son dializables. Tras la adicién de proteinas solubilizadas y saponinas
de Quillaja, el tensioactivo se elimina mediante una didlisis extensa (Hoglund et al., 1989). Otro
método descripto fue el del film lipidico que se basa en una adaptacién de la técnica de
preparaciéon de liposomas de Bangham (Bangham etal., 1965). La preparacién se logra
mediante evaporacion por cloroformo de peliculas o films secos de colesterol y fosfatidilcolina
que posteriormente se hidratan mediante la adicién de una solucién acuosa de Quil-A®
(Copland et al., 2000). Similar a esta técnica ha sido un método para la preparacioén de las jaulas
lipidicas a partir de lipidos en polvo obtenidos mediante mezcla fisica de una dispersién acuosa
de los lipidos que luego se hidratan en presencia de saponina (Demana et al., 2005). Una técnica
diferente de preparacion ha sido disolver el colesterol y la fosfatidilcolina en etanol y luego
inyectar la solucién resultante rdpidamente en una solucién acuosa agitada de la mezcla de la
saponina Quil-A®, siendo esta una adaptacion de la técnica de inyeccién de etanol descrita para

la preparacion de liposomas unilamelares (Batzri & Korn, 1973; Pons et al., 1993). En forma
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inversa a este método, también se ha descripto el agregado de la solucidn acuosa de Quil-A® a
una solucién de colesterol y fosfatidilcolina disuelta en etanol (Lendemans et al., 2005b). La
técnica de dispersion de solventes, especificamente la inyeccién de éter, que se ha utilizado con
éxito en la preparacién de liposomas, se ha descripto como un método potencialmente escalable
para la preparacién de ISCOMs (Pham et al., 2006). Este método se basa de nuevo en un
método andlogo para la preparaciéon de liposomas (Hope et al., 1986) y es una variacién del
método de inyeccién de etanol. Finalmente, podemos mencionar la técnica optimizada por este
equipo de trabajo, a partir de precursores liposomales detallada por Bertona et.al., 2017
(Bertona et al., 2017), a partir de la cual se forman liposomas que luego se cargan con una
solucién acuosa de Quillaja saponaria.

Actualmente se sabe que los diferentes métodos dan como resultado una dispersion
coloidal, pero con diferencias en la homogeneidad, la aparicién de otras estructuras particuladas
y el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio en el proceso. Ademads, las estructuras
coloidales resultantes dependen no solo del método de preparacién sino también de las
proporciones de los diversos componentes que se debe ajustar para cada método en particular
(Pedersen et al., 2012). A titulo de ejemplo, podemos mencionar distintos trabajos en donde se
utilizan distintas técnicas de preparacién con los mismos componentes pero en proporciones
diferentes para obtener las particulas (Copland et al., 2000; Hoglund et al., 1989; Lendemans
et al., 2005b). En la tabla 5 se muestra una comparacién bibliografica que hemos realizado para

esta tesis analizando la metodologia descripta en los trabajos mencionados (tabla 5).

Tabla 5: Comparacién de relacion entre los componentes de las nanoparticulas segtin el método
de formulacién expresados en mg/ml de particulas (Copland et al., 2000; Hoglund et al., 1989;
Lendemans et al., 2005b)

ISPA Inyeccion etanol Dialisis Film lipidico

mg/ml | Relacién | mg/ml | relacién | mg/ml | relacidon | mg/ml | Relacién

Quil-A® | 648 | 583 | 133 | 515 1 1 1,67 | 0,83
Fosfolipidos | 2,22 2 0,507 2 1 1 47 2,35
Colesterol | 1,11 1 0,258 1 1 1 2 1

Para algunas de estas técnicas, se han ensayado en forma exhaustiva la relaciéon de
cantidades necesarias para formar las jaulas lipidicas. En este sentido el trabajo de Demana
et.al., 2005 (Demana et al., 2005), detalla claramente como la variabilidad de las proporciones,
condiciona el tipo de nanoparticulas formadas. En parte, por esta razén, la composicion relativa
de los componentes de las particulas ha sido modificada en distintos trabajos en funcién del tipo

de lipidos y el método de preparacién utilizado. Entre otros, se han utilizado fosfolipidos tales
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como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Demana et al., 2004) di-oleoil-fosfatidilcolina y
di-lauril-fosfatidilcolina (Friede & Garcon, 2003), el lipido catiénico dioleoil-trimetil-amonio-
propano (Lendemans et al., 2007) y di-palmitoil-fosfatidilcolina (Bertona et al., 2017; Groot
et al., 2019) como fosfolipidos alternativos. En este sentido, estudios recientes indican que los
lipidos de origen natural (animales vs vegetales) difieren significativamente en su
composicién. Por ejemplo, la lecitina de yema de huevo contiene 73-74 % del fosfolipido
fosfatidilcolina, mientras que la soja solo 21-22%. La lecitina de yema de huevo contiene
significativamente menos fosfatidilinositol (0,4—1 %) en tanto que las de soja contiene mas (12—
20 %). Ademas, la lecitina de yema de huevo no contiene dcido fosfatidico, mientras que la soja
contiene 5-6% (Bryla et al., 2015). Para el caso de los sistemas de administracion basados en
liposomas, que tienen caracteristicas similares a las jaulas lipidicas, se ha descripto que la
composicién del tipo de lecitina influye en la formacién, la estabilidad, las propiedades y el
rendimiento funcional. Por ejemplo, el tipo de grupo de cabeza hidrofébica determina las
caracteristicas eléctricas de los liposomas (es decir, carga frente a pH), mientras que el tipo de
grupo de cola hidrofilica (longitud de cadena e insaturacién) determina la reologia, la
permeabilidad y la solubilizacién de la membrana. El tipo y el nivel de esteroles (como el
colesterol) presentes también influyen en la fluidez y permeabilidad de la membrana, lo que
afecta su capacidad para encapsular, retener y liberar bioactivos hidrofilicos (McClements,
2015). Estas caracteristicas son fundamentales a la hora de interpretar los resultados, dado que
cantidades especificas de determinados fosfolipidos en las lecitinas, como asi también su
composicion de Aacidos grasos, dardn lugar a caracteristicas diferentes en las estructuras
liposomales, y en nuestro caso a las nanoparticulas que se formen a partir de ellos.

Los resultados obtenidos a partir de los antecedentes mencionados, dieron lugar a un
amplio conocimiento de la versatilidad de estas nanoparticulas y las diferentes alternativas de su
obtencién. Sin embargo, no se ha resuelto uno de los mayores inconvenientes de la formulacién,
y quizds el mas importante para su llegada al mercado en términos de vacunologia veterinaria,
que son los costos de insumos y del proceso de produccién. Por este motivo, hemos trabajado
sobre obtencién de reactivos de bajo costo y la optimizacién de los métodos que permiten
obtener particulas tipo caja con los mismos. Para este fin, se ensayaron distintas fuentes de
provisién de fosfolipidos, y se combinaron con las saponinas obtenidas y caracterizadas en el
capitulo 1. Entre los fosfolipidos utilizados como alternativas a DPPC utilizado en Bertona y
col. 2017 (Bertona etal., 2017), podemos mencionar HSPC (fosfatidilcolina de soja
completamente hidrogenada) (Naziris et al., 2017). Este fosfolipido ha sido utilizado como
alternativa en la formulacién de liposomas de uso transdermal en estudios recientes (Liu et al.,
2021; Naziris et al., 2017) y también se ha descrito su uso en patentes que lo utilizan como

componente de vacunas (Geall & Settembre, 2018). Sin embargo, no se ha descripto su uso en
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nanoparticulas tipo ISCOM, por lo que resulté de gran interés para evaluar su desempefio dado
que es un fosfolipido de menor costo que DPPC. Como alternativa al uso de lipidos
comerciales, para reducir los costos del adyuvante en mayor medida, se considerd el uso de
fosfatidilcolina de soja obtenida por procesos de extraccién simples (Kondratowicz et al., 2018)
a partir de residuos de la industria que pudieran aprovecharse, ya que ademds existen estudios
de formulacién de liposomas a partir de estas y su posterior caracterizacién (Bryta et al., 2015,
2017). Finamente, los lipidos derivados de yema de huevo han supuesto una de las mejores
alternativas, dado que otros autores han reportado estudios sobre métodos versdtiles de
purificacién de lipidos y formulaciones liposomales a partir de ellos (Kondratowicz, Dopierata,
etal., 2019; Kondratowicz et al., 2018; Kondratowicz, Weiss, et al., 2019). Sin embargo,
tampoco estos han reportado su uso en nanoparticulas inmunoestimulantes por lo que nos
planteamos la hipétesis de que el uso de fosfolipidos y colesterol extraidos a partir de la yema
de huevo podria ser una fuente econémica y efectiva para la preparacién del adyuvante. Por otra
parte, hemos ensayado distintos métodos de produccién de las mismas. Inicialmente, se
utilizaron técnicas basadas en microfluidica, a fin de usar dispositivos de mezcla continua que
nos permitiesen combinar proporciones conocidas de una fraccién acuosa y otra lipidica en
solucién. Sin embargo, la puesta en marcha del sistema, como asi también el control de las
temperaturas, han supuesto dos variables de dificil control, lo que finalmente indicé una baja
factibilidad del uso de dicha metodologia. Por eso, como método alternativo al precursor
liposomal descripto en (Bertona et al., 2017) para la obtencién de jaulas lipidicas, hemos
evaluado el método de inyeccién alcohdlica (Lendemans et al., 2005b).

Como resultado de estos estudios, hemos obtenido una nueva formulacién de particulas
tipo jaula que hemos llamado ISPA YOLK, formuladas con un extracto de lipidos a base de
yema huevo y saponina semirrefinada del extracto Kerry® que permite un desempeifio similar al

ISPA original y puede prepararse a un muy bajo costo.
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4.2. OBJETIVO ESPECIFICO

¢ Evaluar lipidos de diferentes fuentes tales como fosfolipidos comerciales, naturales o de
residuos industriales que permitan la obtencién de jaulas lipidicas y reduzcan el costo

de su preparacion.
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4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Obtencion de nuevas fuentes de lipidos
4.3.1.1. Obtencion y caracterizacion de lipidos derivados de soja

Para obtener fracciones de fosfolipidos ricas en fosfatidilcolina (PC) para la fabricacion
del adyuvante se han ensayado extracciones sucesivas del residuo del desgomado de aceite de
soja empleando como solventes extractores alcoholes y acetona. El residuo del cual se parti6 es
el proveniente de la primera etapa de desgomado del aceite, el cual comiinmente se denomina
“goma”, cuya composicion promedio es de 40% agua, 38% de fosfolipidos, 20% de aceite y 2%
de otras impurezas. Como primer paso, este residuo se secd para obtener una “lecitina” con una
composicién promedio de 68% fosfatidilcolina (PL), 31% de aceite y 1% de otras impurezas. La
obtencién de la fosfatidilcolina se basé en una extraccidén por solventes alcohdlicos haciendo
uso de la solubilidad selectiva de los fosfolipidos en distintos solventes. Como pardmetros de
estudio se vari6 el orden en que fueron empleados los solventes, la proporcién de los mismos y
ademds se comparé el poder extractor de los diferentes alcoholes entre si (metanol (MeOH)
etanol (EtOH) e isopropanol (C;Hgp)). Se optimizaron finalmente dos protocolos en base a la
extraccion con etanol, que fue el alcohol que mejores resultados mostrd. Brevemente, para
iguales muestras de lecitina de soja se utiliz6 como alternativa 1; una relacién etanol 96%:
lecitina de 3:1 v/w. poniendo en agitacién a 65°C por 60 minutos un volumen de EtOH de 80 ml
y 26,9436 g de Lecitina. La fraccién soluble en etanol se llevé luego a evaporacion y
posteriormente se la sometié a una segunda etapa de extraccién con acetona (extracto 1) de
forma de extraer cualquier presencia de lipidos neutros que pudieron ser extraidos con la
primera etapa. Por otro lado, se utilizé el mismo protocolo antes descripto pero empleando

etanol anhidro (extracto 2).

4.3.1.2. Analisis cualitativo y cuantitativo de lipidos derivados de soja
4.3.1.2.1. Lipidos neutros

Los extractos de lipidos se analizaron mediante métodos de TLC en gel de silice
publicados anteriormente (Furland et al., 2003). Se usaron placas de silica gel con base de
aluminio, (TLC Silica gel 60 F254 20 x 20 cm) marca Merck® sobre las cuales se sembraron las
muestras diluidas en hexano en una proporcién 1:100. La fase mévil utilizada estuvo compuesta
por Hexano: Eter Etilico: Acido Acético (80:20:1 v/v/v). Las placas se revelaron con vapores de
yodo. Con esta técnica solo se determiné en forma cualitativa los lipidos neutros presentes en
las fracciones analizadas. El porcentaje en que estos estaban presentes se determind por

diferencia entre el 100% y el porcentaje de fosfolipidos totales.
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4.3.1.2.2. Determinacion de fosforo lipidico

Se determind el contenido de fésforo segiin Norma AOCS Ca 12-55, en donde el fosforo
contenido en la muestra es transformado en un ion complejo (fosfo-molibdato) y cuantificado
mediante medicion de absorbancia (fotocolorimetria). El contenido de fésforo obtenido se afecta
por un factor de 31,7; obteniéndose asi el contenido de fosfolipidos, segin G. R. List y colegas.
(G .R. Listet al., 1977).
4.3.1.2.3. Fosfolipidos

Las muestras fueron analizadas segin Norma AOCS Ja 7-86 (Phospholipids in Lecithin
Concentrates by Thin-Layer Chromatography). Para ello se usaron placas de silica gel con base
de aluminio, (TLC Silica gel 60 F254 20 x 20 cm) marca Merck®, sobre las cuales se
sembraron las muestras diluidas en hexano en una proporcién 1:100. Las corridas
cromatogréficas se realizaron en dos dimensiones utilizando las siguientes fases moviles, A:
Cloroformo: Metanol: Hidréxido de amonio 7N (130:60:8 v/v/v); B: Cloroformo: Metanol: Ac.
Acético: Agua (170:25:25:6 v/v/v/v). El revelado de las placas fue realizado con vapores de
yodo.

Para la cuantificacién de los fosfolipidos individuales se corrieron las muestras en una
dimensién usando la Fase Mdévil B: Cloroformo: Metanol: Ac. Acético: Agua (170:25:25:6
v/v/v/v). La cuantificacién de los fosfolipidos individuales se realizé mediante la densitometria
cromatogréfica planar empleando un sistema de andlisis de imdgenes. El Software utilizado fue
Imajel. Este software transforma en datos numéricos las intensidades obtenidas en la placa de
TLC, los cuales luego pueden graficarse y realizar la identificacién y cuantificacion relativa de
los picos presentes.

Especificamente, desde el software Imagel, a partir de la placa de TLC, se obtiene una
tabla de datos, en la cual se relacionan las intensidades detectadas, y la longitud de la placa.
Luego dichos datos son trasladados a un Excel, para poder graficarlos y obtener asi los valores
de 4reas de los picos. Se obtienen los valores de areas de todos los picos, para poder luego hacer
la relacién de los picos correspondientes a compuestos de interés con respecto al total, segin la

Ecuacion 1.

Areacompuesto de interés 1)

% compuesto de interés = .
ZAreacompuestos

4.3.1.2.4. Perfil de Acidos Grasos de los fosfolipidos totales del extracto obtenido

Para la realizacion de este estudio se le realizé una metandlisis alcalina para obtener los
metilésteres de los 4cidos grasos, de acuerdo a la norma IRAM 5652 (Preparacion de ésteres
metilicos de 4cidos grasos de aceites y grasas vegetales y animales). La reaccién consiste en

poner los fosfolipidos en contacto con metanol y un catalizador béasico a 60°C por 1 hora. Estos
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se analizaron por cromatografia gaseosa segun la norma IRAM 5651 (Determinacién del perfil

de 4cidos grasos por cromatografia gaseosa de sus ésteres metilicos).

4.3.1.3. Obtencion y caracterizacion de lipidos derivados de yema de huevo

Se utilizaron yemas de huevo de gallina para obtener lipidos como se describe en Su et al.
(Su et al., 2015) con algunas modificaciones. Brevemente, se aiadid etanol de 96° a la yema de
huevo (10 ml / 1 g de yema en base himeda) y se agité manualmente cada 10 minutos a 60-65
°C durante 90 minutos. La fraccién insoluble se separé mediante centrifugacién a 2800 x g
durante 5 minutos en una centrifuga refrigerada a 4°C. Para precipitar triacilglicéridos (TAG), el
extracto soluble en etanol se colocé en un congelador a -18 °C durante 12 horas y luego se
centrifugd a 4 °C. La fraccidén soluble se sometié a evaporacién rotatoria para eliminar los
residuos de etanol, luego se liofilizé. Con fines comparativos, se extrajeron los lipidos totales de

huevos de gallina utilizando un método cldsico de Bligh y Dyer, 1959 (Bligh & Dyer, 1959).

4.3.1.4. Analisis cualitativo y cuantitativo de lipidos

Las muestras liofilizadas se disolvieron en cloroformo: metanol (2: 1, en vol.) y se
tomaron alicuotas para andlisis de lipidos y determinacién de proteinas.
4.3.1.4.1. Lipidos neutros

Los extractos de lipidos se analizaron mediante métodos de TLC en gel de silice como se
describe con anterioridad (Furland et al., 2003). Se colocaron alicuotas de cada extracto de
lipidos en placas de TLC de gel de silice G y se corrieron con una mezcla de solventes; hexano:
éter: 4cido acético (80: 20: 1, en vol.) hasta la parte superior para resolver dialcilglicéridos
(DAG), colesterol (Cho), dcidos grasos libres (AGL), triacilglicéridos (TAG) y ésteres de
colesterol (EC). Después de la TLC, las zonas que contienen los lipidos de interés se localizaron
con vapores de yodo o bajo luz ultravioleta después de pulverizar con 2°, 7”-diclorofluoresceina
en metanol y se rasparon en tubos para elucién. Las bandas que contenian DAG, AGL, TAG,
EC y las que contenian lipidos polares, principalmente glicerofosfolipidos en el origen de las
placas, se recuperaron para andlisis adicionales de composicion de acidos grasos. Esto se realizé
mediante 3 extracciones sucesivas del soporte de silice con cloroformo: metanol: agua (5: 5: 1,
en vol.) centrifugando, recogiendo los disolventes y repartiendo con cuatro volimenes de agua
para recuperar los lipidos. El contenido de DAG, AGL, TAG se determiné mediante
cromatografia de gases (GC) después de la conversién de los lipidos eluidos y secados en
metilésteres de 4cidos grasos (FAME). Estos se prepararon mediante trans-esterificaciéon con
H,S0, 0,5 N en metanol anhidro bajo N, (durante la noche a 45°C) en tubos con tapa de rosca
revestidos con Teflon®. Alternativamente, el contenido de TAG se midié con un ensayo

enzimdtico (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina, 2020).
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4.3.1.4.2. Fosfolipidos

La composicién de la clase de fosfolipidos se determiné después de la separacion en gel
de silice preparativo bidimensional H (Merck®, Alemania) con placas de TLC de acetato de
magnesio al 3% (2D-TLC). Brevemente, se colocaron alicuotas de extractos de lipidos en placas
de TLC bajo nitrégeno, luego las placas se desarrollaron en la primera dimensién con
cloroformo: metanol: amoniaco acuoso (65: 25: 5, en vol.), luego se desarrollaron con
cloroformo: acetona: metanol: dcido acético: agua (30: 40: 10: 10: 4, en vol.) en la segunda
dimensién. Las placas de TLC se secaron en una cdmara bajo nitrégeno y luego se revelaron.
Después de localizar los fosfolipidos con vapores de yodo, la porcién de gel de silice que
contenia cada clase de fosfolipido se transfirié a tubos y los lipidos se cuantificaron mediante
andlisis de fosforo (Rouser et al., 1970).
4.3.14.3. Colesterol

El colesterol se midié mediante un ensayo enzimdtico (Laboratorios Wiener, Rosario,
Argentina, 2020).
4.3.1.4.4. Acidos grasos de glicerofosfolipidos

Para estudiar la composicién de &cidos grasos de los glicerofosfolipidos mediante
cromatografia de gases (GC), se tomaron alicuotas de la fraccién de lipidos polares totales que
permanecieron en el origen de las placas de TLC después de resolver los lipidos neutros.
Después de la elucién y secado de esta fraccidn, se realiz6 metandlisis alcalina (exposicién a
NaOH 0,5 N en metanol anhidro a 50 °C durante 10 min) para obtener, como metilésteres de
acidos grasos (FAME), los ésteres de 4cidos grasos unidos a los glicerofosfolipidos presentes en
la fraccién de lipidos polares totales (excluyendo asi los dcidos grasos unidos por amida a la
esfingomielina). Antes de la GC, los FAME se purificaron de forma rutinaria mediante TLC en
placas G de gel de silice que se habian prelavado con metanol: éter etilico (75:25, en volumen) y
se secaron. Se utilizé hexano: éter (95: 5, en vol.) Para separar los FAME, que se localizaron
con 27, 7’-diclorofluoresceina. Para eluir FAME de la silice, esta se transfirié a tubos y se agitd
a fondo con agua: metanol: hexano (1: 1: 1, en vol.) seguido de centrifugacién para recuperar la
capa superior de hexano, repitiendo tres veces la extraccion con hexano, combinando las fases
superiores y secando bajo N2. Para los andlisis de 4cidos grasos, se utilizé un cromatégrafo de
gases Varian 3700 equipado con dos columnas de vidrio (2m x 2m) empaquetadas con SP 2330
al 10% en Chromosorb WAW 100/120 (Supelco, Inc.). El gradiente de temperatura de la
columna se programé de 150 °C a 230 °C a una velocidad de 5 °C / min. Las temperaturas del
inyector y del detector se fijaron en 220 y 230 °C, respectivamente, y el gas portador fue N2 (30
ml / min). Los picos de 4cidos grasos se detectaron con detectores de ionizacién de llama, se
operaron en modo diferencial dual y se cuantificaron utilizando el software proporcionado por

Varian Workstation.
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4.3.1.4.5. Determinacion de proteinas

Para detectar si los extractos lipidicos conservaban alguna proteina, se tomaron alicuotas
de cada uno y se sometieron a sucesivas extracciones con solventes y precipitacidén para
concentrar las proteinas. Brevemente, cada muestra se resuspendié en metanol: cloroformo:
agua (4: 1: 3, en volumen) y se centrifugd a 16000 x g durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Después de la particién, se descartd la fase superior acuosa, mientras que se
anadieron 3 volimenes de metanol a la fase inferior remanente y en la interfase donde
tipicamente, si habia, quedaba proteina. Después de la centrifugaciéon a 16000 x g durante 2
minutos a temperatura ambiente, el sedimento que potencialmente contenia proteinas se
suspendié en un tampén. Luego, la determinacién de proteinas se realizd por el método de

Lowry (método de baja concentracion de DC BioRad).

4.3.2. Formulacion de particulas adyuvantes ISPA

4.3.2.1. Obtencion de nanoparticulas

Tomando como referencia métodos descriptos con anterioridad, se formularon distintos tipos de
particulas, a) mediante el método de inyeccién alcohdlica (IA) (Lendemans et al., 2005b) y b)
por el método de precursor liposomal (PL) (Bertona et al., 2017). Ademds de la formulacién
quimica detallada en la metodologia del capitulo 1, se utilizaron de forma alternativa saponinas
y fosfolipidos de diferentes origenes, dando lugar a composiciones quimicas diferenciales en
cada caso. Se detalla en resultados las formulaciones optimizadas de manera cualitativa y

cuantitativa.

4.3.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas
4.3.2.2.1. Caracterizacion estructural

La distribucién del tamafio de particula y la movilidad electroforética (transformada a
valores de potencial () en funcion del pH se analizaron con un analizador Malvern Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido) utilizando cubetas de poliestireno
descartables que contenian las particulas suspendidas en agua desionizada a 25 °C.La
viscosidad del medio disperso a 25 °C se fijé en 0.8872 cp. (Correspondiente al agua) (Bertona
et al., 2017; Gémez-Morales et al., 2019). La ultraestructura se determind mediante microscopia
electrénica de transmisién (TEM) (Libra 120 Plus de Carl Zeiss SMT). Esta técnica se llevé a
cabo depositando 5 ul de la suspensién adsorbida directamente sobre una rejilla de cobre
recubierta con Forvmar, tefiido con acetato de uranilo al 1% y observado directamente bajo el

microscopio (Gémez Sambléas, 2017).
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4.3.2.2.2. Caracterizaciéon funcional
Se calculé el indice hemolitico adaptando el protocolo utilizado por Mac Donald et al.,

2017 (Mac Donald et al., 2017) como se describi6 en el apartado 3.3.2.2.2. del capitulo 1.

4.3.3. Evaluaciéon del desempeiio inmunoldgico
4.3.3.1. Animales de experimentacion y protocolos de inmunizacion

Se utilizaron ratones como modelo animal con las mismas caracteristicas que en
capitulo anterior. Los protocolos de trabajo fueron iguales a los descriptos en el capitulol,

apartado 3.3.3.1. Se utilizaron cinco ratones por grupo de acuerdo con los siguientes items:

4.3.3.1.1. Uso alternativo de lipidos sintéticos DPPC y HSPC en combinacion con
saponinas comerciales Quil-A® y saponina semirrefinada Kerry®
Se evaluaron particulas obtenidas por combinacién alternativa de diferentes saponinas

con diferentes fosfolipidos utilizando el método del precursor liposomal (Bertona et al., 2017).

e GRUPO 1: DPPC - Quil-A® (10 ug de OVA + 3 ul de PARTICULAS en 100 ul de
PBS).

e GRUPO 2: DPPC - Kerry® (10 pug de OVA + 6 pul de PARTICULAS en 100 ul de
PBS).

e GRUPO 3: HSPC - Quil-A® (10 ug de OVA + 3 ul de PARTICULAS en 100ul de
PBS).

e GRUPO 4: HSPC - Kerry® (10 pg de OVA + 6 ul de PARTICULAS en 100 pl de
PBS).

e GRUPO 5: CONTROL - (100 pl de PBS)

4.3.3.1.2. Uso alternativo de lipidos purificados a partir de yema de huevo en

combinacion con saponina semirrefinada Kerry® bajo distintas técnicas de
formulacion

Se evaluaron particulas obtenidas por los métodos de inyeccién alcohdlica (IA)

(Lendemans et al., 2005b) y precursor liposomal (PL) (Bertona et al., 2017) formuladas a partir

de extractos lipidicos obtenidos de yema de huevo y saponinas semirrefinadas derivadas del

producto Kerry® , comparando en ambos casos dos partidas (P1 — P2) diferentes por cada tipo

de formulacion.

e GRUPO I: IAPI - (10 pg de OVA + 6 ul de PARTICULAS en 100 ul de PBS).
e GRUPO 2: IAP2 - (10 ug de OVA + 6 ul de PARTICULAS en 100 pl de PBS).
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e GRUPO 3: PLPI - (10 pg de OVA + 6 pl de PARTICULAS en 100 ul de PBS).

e GRUPO 4: PLP2 - (10 pg de OVA + 6 pl de PARTICULAS en 100 ul de PBS).

e GRUPO 5: ISPA ORIGINAL- (10 pg de OVA + 3 pl de ISPA en 100 ul de PBS).
e GRUPO 6: CONTROL - (100 pl de PBS)

4.3.3.1.3. Comparacion de la nueva formulaciéon ISPA YOLK versus una formulacion
comercial:
Se evaluaron las nuevas particulas optimizadas y se compararon con particulas de ISPA

original y el adyuvante comercial Alhydrogel™ a base de Al (OH).

e GRUPO 1: ISPA YOLK - (10 ug de OVA + 6 pl de ISPA en 100 pl de PBS)

¢ GRUPO 2: ISPA ORIGINAL - (10 pg de OVA + 3 ul de ISPA en 100ul de PBS)
e GRUPO 3: AI(OH) — (10 pg de OVA + 15% Alhydrogel™ en 100 ul de PBS)

e GRUPO 4: CONTROL - (100ul PBS)

4.3.3.2. Determinacion de la Respuesta Inmunolégica

A los 15, 30 y 45 dias posteriores a la primera inmunizacién (DPI) se obtuvieron
muestras de plasma para la determinacién de la respuesta inmune humoral. Los anticuerpos
desarrollados en los diferentes tiempos se evaluaron mediante ELISA indirecto como se
describi6 en el capitulo 1, item 3.3.3.2.

Con el objeto de determinar la respuesta celular que generan los distintos tipos de
formulaciones, se procedio a realizar la prueba de hipersensibilidad retardada (DTH) detallada

con anterioridad.

4.3.4. Analisis de datos
Los andlisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism Software 8.0.1 (GraphPad,
California, EE. UU.). Las diferencias entre grupos se analizaron aplicando los estadisticos no

paramétricos prueba U de Mann Whitney y prueba de Kruskal — Wallis.
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44. RESULTADOS

4.4.1. Obtencion de nuevas fuentes de lipidos:

Para lograr la reduccién de costos de la féormula ISPA original se ensayaron tres
estrategias: 1) la utilizacién del fosfolipido HSPC comercial que presenta menor costo que
DPPC, 2) la obtenciéon de un extracto de fosfolipidos mediante extracciones sucesivas del
residuo o gomas de aceites de soja para obtener fracciones de fosfolipidos ricas en
fosfatidilcolina y, finalmente 3) la obtencién de un extracto de huevo que permita combinar en
una sola extraccion a los fosfolipidos y colesterol. Se describen a continuacién los resultados de
las distintas estrategias. En primer lugar, se describen las estrategias de obtencién de lipidos a
partir de fuentes naturales y luego la obtencidn de particulas tipo jaula con las distintas fuentes

de lipidos. En dltima instancia se muestran los ensayos funcionales de los adyuvantes obtenidos.

4.4.1.1. Obtencion y caracterizacion de lipidos derivados de soja

Para ello se han realizado distintas etapas de extracciéon empleando alcoholes (metanol;
etanol 99,9%; etanol 96%:; isopropanol) y acetona como solventes extractores. Por un lado, se
realizaron experimentos empleando los alcoholes en la primera etapa de extraccién, seguido por
dos etapas de extraccién con acetona. Por otro lado, se han ejecutado las dos primeras etapas de
extraccion con acetona y la tercera con los alcoholes. De esta manera se compararon los
extractos obtenidos con las diferentes metodologias. Se observé que el empleo de los alcoholes
en la primera etapa de extraccion genera extractos con mayor concentracién de fosfatidilcolina.
En ese sentido, dentro de los alcoholes estudiados, el etanol es el que ha mostrado los mejores
resultados (resultados no mostrados). Por tanto, se sigui6 trabajando con la extraccién en ese
orden de solventes.

Para la caracterizaciéon de las purificaciones obtenidas, se procedid al andlisis
cuantitativo de fosforo del extracto 1 (fracciones solubles en alcohol después del proceso de
extraccion con EtOH (96%) y del extracto 2 (fracciones solubles en alcohol después del proceso
de extraccién con EtOH (99,9%) observandose a partir del mismo que el extracto 1 (E1) tenia
una cantidad final de 76.3 gramos de fosfolipidos por cada 100 gramos de muestra, en tanto que
el extracto 2 (E2) presenté una cantidad de 80.6 gramos de lipidos por cada 100 gramos de
extracto. Para la determinacién de la composicién cualitativa de los mismos, utilizando la
técnica de TLC, se observéd que, en ambas muestras de extraccién, se recuperan el mismo tipo
de composiciones cualitativas de lipidos. Sin embargo es notable una mayor concentraciéon de
PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina y PI: fosfatidilinositol cuando se utilizé el
proceso de extraccién con EtOH (99,9%) seguido de extraccién con acetona (E2). Esta

observacion resulta importante dado que el objetivo principal era la obtencién de estos como
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fosfolipidos mayoritarios. Cabe mencionar que en el extracto también se obtuvieron dcidos

(PA); liso-fosfatidilcolina

grasos libres (AGL); 4cido

fosfatidiletanolamina (LPE); lipidos
Difosfatidilglicerol (DPG); glucésidos y esteroles (GyE),

sensiblemente menores (figura 18).
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Figura 18: Composicion lipidica del extracto de lipidos obtenido a partir del derivado de soja analizado

por TLC bidimensional desarrollada para separacion cualitativa de fosfolipidos:

aunque en concentraciones

DGDG

P

De izquierda a derecha se observan: Placa 1: E1 (derivada de extraccién con EtOH 96% y acetona); Placa
2: E2 (derivada de extraccion con EtOH 99% y acetona); Placa 3: Lecitina. Abreviaturas: AGL: dcidos
grasos libres; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina; PI: fosfatidilinositol;
PA: Acido fosfatidico; LPC: liso-fosfatidilcolina; LPE: liso- fosfatidiletanolamina; LN: lipidos neutros;

DGDG: Di-galactosil-glicérido; DPG: Difosfatidilglicerol; GyE: glucésidos y esteroles.

En base a estos resultados, se procedié6 a la cuantificacion de los fosfolipidos

mayoritarios, lo que se realizé mediante la densitometria cromatografica planar empleando un

sistema de andlisis de imdgenes mediante software especifico. Las concentraciones estimadas a

partir de este andlisis, indican que la concentracién relativa de la PC fue de 78,26% cuando se

usa EtOH 99,9% y 72,72% para el EtOH 96% (figura 19). El porcentaje restante corresponde a

lipidos neutros principalmente.
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Figura 19: Cuantificacién de los fosfolipidos mayoritarios del extracto obtenido a partir del derivado de
soja. TLC de las muestras extraidas para determinacién cuantitativa de lipidos. De izquierda a derecha se
observan: A: El (derivada de extracciéon con EtOH 96% y acetona); B: E2 (derivada de extraccién con
EtOH 99% y acetona) C: Se observa a modo de ejemplo la curva emitida por el sistema informatico al
analizar la TLC. Abreviaturas: PC: fosfatidilcolina; L-PC: liso-fosfatidilcolina

Se determinaron también, la presencia de lipidos neutros, observdndose que los mismos

se encuentran en cantidades muy minoritarias respecto de la concentraciéon de fosfolipidos
(figura 20).

| Triglicéridos

Acidos Grasos

Fosfolipidos

Figura 20: Lipidos neutros presentes en el extracto obtenido a partir del derivado de soja: TLC de las
muestras extraidas para determinar lipidos neutros. 1: calle de siembra de extracto 1 (extracto soluble en
EtOH 96% y acetona), 2: calle de siembra de extracto 2 (extracto soluble en EtOH 99,9% y acetona).

Finalmente, se procedié a la determinacién del perfil de 4cidos grasos de los
fosfolipidos totales del extracto obtenido. Los resultados de la cromatografia gaseosa arrojaron
valores esperables para este tipo de aceites, observandose una alta concentracién de 4cidos

grasos poliinsaturados (PUFA) para ambas muestras, ya que el dcido linoleico supera el 50%
(tabla 6).
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Tabla 6: Determinacion cuantitativa de dcidos grasos de fosfolipidos totales de las muestras

) Extracto 1 | Extracto 2
Acidos grasos
(%)

Palmitico 16:0 10,5 11,4
Estedrico 18:0 4.4 4,3

Oleico 18:1n-9 22,0 20,7

Linoleico | 18:2n-6 53,0 56,6
Linolénico | 18:3n-3 7,0 8,1

4.4.1.2. Obtencion y caracterizacion de lipidos derivados de yema de huevo

A diferencia del apartado anterior, en esta instancia se evalud la obtencién de lipidos de
huevo para obtener un extracto que simultidneamente presente fosfolipidos y colesterol. Esta
propuesta se realizé con la idea de remplazar una mayor cantidad de los componentes
comerciales utilizados para la preparacion de ISPA. Se evalué una extraccién etandlica de yema
de huevo basada en reportes previos (Su et al.,, 2015). Se realizaron tres extracciones
independientes con diferentes huevos comerciales para determinar la variabilidad de la
composicién lipidica en diferentes extracciones. Se obtuvo una media de 9,06 g de extracto
liofilizado a partir de 100 g de yema de huevo hiimeda. El porcentaje de lipidos reportado para
la yema de huevo en base himeda es aproximadamente del 36% (Quitral et al., 2009), por lo
que la cantidad obtenida correspondié aproximadamente al 25% de los lipidos presentes en las
yemas de huevo. Asi, se estimd una eficiencia de extraccién de lipidos de aproximadamente un
70%.

En primer lugar se determind la composicion cualitativa de lipidos neutros para cada
lote de extraccién independiente (figura 21). En la placa de TLC, se puede observar que en
todos los extractos se recuperaron cantidades similares de fosfolipidos y colesterol. Esta
observacion fue importante porque, junto al colesterol, estos fosfolipidos son los componentes
principales necesarios para obtener las particulas en forma de jaula. Observamos que en todas
las muestras prevalecieron cantidades variables de triacilglicéridos (TAG) como principal lipido
neutro, pero en una proporcién notablemente menor que en la yema de huevo. En proporciones
menores se determind la presencia de colesterol (Col), 4cidos grasos libres (AGL) y
diacilglicéridos (DAG). Las especies moleculares de 1,2 DAG se detectaron claramente en los
extractos 1 y 2, mientras que en el extracto 3 fueron bajas. En contraste, en este dltimo
observamos una banda con rf (relacién de frentes) compatible con el isémero 1,3 DAG que no
estaba en los otros extractos. Finalmente, el contenido de ésteres de colesterol (EC) fue

insignificante en los tres lotes.
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Figura 21: Perfil de lipidos neutros del extracto de yema de huevo. Placa de TLC que compara
cualitativamente los perfiles de lipidos entre las tres partidas de extracto de yema de huevo. Con fines
comparativos, se identificé una alicuota de extracto de lipidos totales de huevo obtenido con el método
clasico de Bligh y Dyer (izquierda). Cada carril se preparé colocando alicuotas tomadas de extractos
lipidicos que contenian una cantidad fija (30 ug) de fésforo lipidico total para comparar.

La composicion cuantitativa de lipidos y proteinas de las diferentes partidas de extracto
se resume en la Tabla 7. Encontramos que la concentracién de PL y Col en los diferentes lotes
de extracciones de yema de huevo fueron similares, con un promedio cercano a 673 ugy 100 ug
por mg de extracto, respectivamente (tabla 7). La relacién Col / PL (mol / mol) fue de 0,32,
siendo menor que la de la yema de huevo que es 0,4. Ademads, en todos los lotes el contenido de

proteina fue insignificante, arrojando un valor inferior a 0,5 ug de proteina por mg de extracto.

Tabla 7: Composicién quimica en las diferentes partidas de extracto de yema de huevo

Componentes ug/mg de extracto (% de extracto total)
Detectados Partida 1 Partida 2 Partida 3
Fosfolipidos 731 (75,2) 629,0 (64,9) | 660 (67.,6)
Colesterol 109,2 (11,2) 93,9 (9,7) 98,4 (10,1)
Triacilglicéridos 116,7 (12,0) | 231,3(23,9) | 204,3(20,9)
Diacilglicéridos 9,5 (1,0) 9,9 (1,0) 10,5 (1,1)
Esteres de Colesterol | 0,5 (0,05) 0,8 (0,08) 0,5 (0,06)
Acidos grasos libres 4,9 (0,5) 4,8 (0,5) 2,9 (0,3)
Proteinas 0,4 (0,04) | No detectables | 0,2 (0,02)

Los tres lotes presentaron una composicion de fosfolipidos similar (figura 22). Al igual
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que en la yema de huevo, la fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE) fueron las
principales clases de lipidos (oscilaron entre el 67-70% y el 16-22% del PL totales,
respectivamente). Ademads, en menor proporcién esfingomielina (SM), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidilserina (PS) y lisofosfolipidos estaban presentes en los extractos de yema de huevo
(tabla 7). La composicion de 4dcidos grasos de los glicerofosfolipidos totales (GPL) que refleja la
de PC y PE (que eran la mayor parte de GPL) se muestra en la Tabla 9. Encontramos que la
composicién de dcidos grasos GPL de todos los lotes era comparable a la de huevo-GPL, con
16: 0, 18: 0, 18: 1n-9 y 18: 2n-6 como 4cidos grasos principales y con una proporcién baja, pero

no despreciable, de PUFA como 20: 4n-6 y 22: 6n-3 (tabla 9).

Lipidos de huevo Partida 1 Partida 2 Partida 3
[ . = ' - - e = - T . . 4 - - 4 ’-
AGL LN e " e AGL N AGL

L-PE L-PE
L

I - f
PS Ps | PS L-PI
Pl Pl " PS
Pl
- - k. @
TR M
Origin

Figura 22: Analisis cualitativo de la composicién de fosfolipidos (PL). Como se observé para el extracto de
lipidos de huevo total (izquierda), la TLC bidimensional de cada partida de extractos de yema de huevo
mostré fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) como las principales clases de PL (manchas mas
grandes). Las otras abreviaturas de lipidos corresponden a PL. menores: PS, fosfatidilserina; PI,
fosfatidilinositol; L-PC, liso-fosfatidilcolina; L-PE, liso-fosfatidiletanolamina; L-PS, liso-fosfatidilserina; L-
PI, lisofosfatidilinositol; SM, esfingomielina; NL, lipidos neutros y; Origin: origen.
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Tabla 8: Composicién de fosfolipidos en las diferentes partidas de extractos de yema y en el huevo

Partida 1 | Partida 2 | Partida 3 | Huevo
Fosfolipidos
(%)
PC 70,5 674 69,8 70,5
PE 16,2 22,1 20,1 21,3
SM 2,6 2,8 3,0 2.4
PI 1,6 1,0 0,5 2,0
PS 1,2 0,7 0,9 1.4
L-PC 4,1 3,5 1,7 2.4
L-PE 32 1,8 1,0 ND
L-PS 0,3 0,4 1,6 ND
L-PI 0,3 0,3 1.4 ND

*Abreviaturas: PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; SM, esfingomielina; PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina; L-PC, liso-fosfatidilcolina; L-PE, liso-fosfatidiletanolamina; L-PS,
liso-fosfatidilserina; L-PI, lisofosfatidilinositol; NL, lipidos neutros. ND, no detectable
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Tabla 9: Composicion de dcidos grasos glicerofosfolipidos en las diferentes partidas de
extractos de yema y en el huevo

Partida 1 | Partida 2 | Partida 3 | Huevo
Acidos grasos
(%)
Palmitico 16:0 17,5 16,8 23,0 17,8
Palmitoleico 16:1 0,6 0,2 0,6 0,4
Estedrico 18:0 23,1 25,3 22,5 23,8
Oleico 18:1n-9 24,9 22,9 23,2 23,6
Linoleico 18:2n-6 21,2 22.4 19,7 21,0
Linolénico 18:3n-3 0,4 0,3 0,3 0,3
Araquidonico 20:4n-6 7,6 7,5 6,3 8,0
Docosatetraenoico | 22:4n-6 0,5 0,3 0,4 0,3
Docosapentaenoico | 22:5n-6 0,8 1,1 1,2 0,6
Docosahexaenoico | 22:6n-3 3,5 3,2 2.8 4,1
Saturados SFA 40,6 42,1 45,6 41,5
Mono insaturados MFA 25,4 23,0 23,8 24,0
Di insaturados DFA 21,2 22,4 19,7 21,0
Poliinsaturados PUFA 12,7 12,5 10,9 13,4
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4.4.2. Formulacién de particulas adyuvantes ISPA

Con el fosfolipido HSPC y los lipidos extraidos en los items anteriores se ensayd su
utilidad para formar jaulas lipidicas. En esta instancia, se ensay6 tanto la posibilidad de utilizar
dichos extractos como su utilizacion en el contexto de distintas técnicas de obtencién. Como se
menciond anteriormente, la composicion relativa de componentes de las jaulas lipidicas depende
del método de preparacion. Por eso, en este trabajo se evaluaron los extractos pero también el
método de preparacién. La férmula original, optimizada en Bertona et.al., 2017 puede

observarse en la tabla 10.

Tabla 10: Composicién quimica cualitativa y cuantitativa de las nanoparticulas optimizadas, ISPA

ORIGINAL.
ISPA ORIGINAL
CONSTITUYENTES CONCENTRACION
LIPIDOS SINTETICOS 3,28 mg/ml
DPPC 2,22 mg/ml
COLESTEROL 1,05 mg/ml
Esterilamina Sn. 3% 0,15 mg/ml
a-Tocoferol Sn. 1% 0,029 mg/ml
Saponina QuilA® 6,48 mg/ml
Agua calidad MiliQ 0,259 ml/ml
Buffer Acetato de Sodio SOmM - pH 5.5 0,656 ml/ml
Etanol 96° 0,03 ml/ml

4.4.2.1. Formulacion de particulas adyuvantes ISPA con el fosfolipido HSPC

Partiendo del desarrollo de Bertona y col. 2017, en el presente trabajo se estudiaron
diferentes variables. Entre ellas, hemos optimizado una formulacién mediante el método del
precursor liposomal combinando los lipidos de diversos origenes con las saponinas Quil-A® o
alternativamente Kerry® semirrefinada (descripta en el capitulo 1). En un primer ensayo, el
fosfolipido DPPC (di-palmitoil-fosfatidilcolina), fue reemplazado por HSPC comercial
(fosfatidilcolina de soja completamente hidrogenada) que es de menor costo que el DPPC
sintético utilizado en Bertona y col. 2017. En la tabla 11 se detalla la composicién resultante de

las nanoparticulas optimizadas.
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Tabla 11: Composicién quimica cualitativa y cuantitativa de las nanoparticulas optimizadas, ISPA

HSPC.
ISPA HSPC

CONSTITUYENTES CONCENTRACION
LIPIDOS SINTETICOS 3,28 mg/ml
HSPC 2,23 mg/ml
COLESTEROL 1,05 mg/ml
Esterilamina Sn. 3% 0,15 mg/ml
a-Tocoferol Sn. 1% 0,029 mg/ml
Saponina QuilA® o Saponina Semirrefinada Kerry® 6,48 mg/ml
Agua calidad MiliQ 0,259 ml/ml
Buffer Acetato de Sodio 50mM - pH 5.5 0,656 ml/ml
Etanol 96° 0,08 ml/ml

Las temperaturas de trabajo en la optimizacién de Bertona y col. 2017 fueron de 50 — 55
°C. A esa temperatura, los lipidos se solubilizan en etanol y luego se mezclan con una solucién
acuosa para formar los liposomas. Luego, a 20°C, la solucién lipidica se inyecta a una solucién
acuosa de saponina que da lugar a una mezcla heterogénea de particulas. Posteriormente las
particulas se extruden a la temperatura en que los lipidos son solubles para facilitar el proceso
de formacion de particulas tipo jaula. El trabajo a 50-55°C no altera la funcionalidad de las
saponinas. Sin embargo, el fosfolipido HSPC, presenta mayor cantidad de instauraciones que el
fosfolipido DPPC, lo que conlleva una necesidad especifica de mayores temperaturas de trabajo
para el primero, es decir, 65 - 70° para HSPC vs 50 — 55 °C para DPPC. Si bien, se han logrado
formulaciones a temperaturas inferiores, cercanas a las utilizadas al fosfolipido DPPC, estas no
han resultado siempre reproducibles, presentaron dificultad de conservacién o han mostrado
precipitados en cortos periodos de tiempo. Ademds, una vez formados los liposomas, el tamafio
obtenido resultaba variable, lo que dificultaba el proceso de extrusién a través de las membranas
de 100 nanémetros, dando lugar a largos tiempos de formulacién, o resultados de bajos
rendimiento. Los inconvenientes encontrados mediante el uso de estos fosfolipidos sumado a
que, a pesar de ser de menor costo que DPPC es un insumo comercial, llevaron a evaluar otras

fuentes de lipidos.
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4.4.2.2. Formulacion de particulas adyuvantes ISPA con los fosfolipidos extraidos de
soja

En este caso, se utilizaron fosfolipidos correspondientes al extracto 2 (E2) descripto en

el item 4.4.1.1. derivados del residuo del desgomado de la soja proveniente de la industria

aceitera extraida con etanol 99%. Mediante estos lipidos, se optimizé una nueva férmula

(ISPAs), también mediante el método del precursor liposomal (Bertona et al., 2017), que resulta

en una composicién cualitativa y cuantitativa diferente a la original (Se detalla la misma en la

tabla 12).

Tabla 12: Composicidon quimica cualitativa y cuantitativa de las nanoparticulas optimizadas, ISPAs

ISPAs
CONSTITUYENTES CONCENTRACION
EXTRACTO DE RESIDUO ACEITERO DE SOJA 2,36 mg/ml
Fosfolipidos totales 2,23 mg/ml
Fosfatidilcolina 0,6021 mg/ml
Fosfatidilinositol 0,5352 mg/ml
Fosfatidiletanolamina 0,446 mg/ml
Acido Fosfatidico 0,20 mg/ml
COLESTEROL 0,13 mg/ml
Esterilamina Sn. 3% 0,15 mg/ml
a-Tocoferol Sn. 1% 0,029 mg/ml
Saponina QuilA® 6,48 mg/ml
Agua calidad MiliQ 0,259 ml/ml
Buffer Acetato de Sodio 50mM - pH 5.5 0,656 ml/ml
Etanol 96° 0,08 ml/ml

A diferencia de la formulacién inicial ISPA, las formulaciones alternativas a partir de
extractos, presentan la particularidad de poseer otros componentes lipidicos de los cuales se
desconoce su comportamiento en el proceso de formacién de particulas tipo jaula. En este caso
particular, a partir de extracto proveniente de soja, rico en fosfatidilcolina, pero también
conteniendo otros componentes, pudimos observar un comportamiento particular. Como se
detalla en la férmula de la tabla 12, es notablemente menor la concentracién que se debid
utilizar de colesterol en esta férmula respecto de ISPA original dado que el agregado del mismo

en concentraciones mayores daba lugar a inestabilidad del preparado y precipitaciones en las
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mezclas. Las nanoparticulas obtenidas a partir de esta metodologia, presentaron tamafios
esperables dentro de un rango de 40 — 60 nm mediante la técnica de DLS. La evaluacion de

estas particulas qued6 pendiente ya que no pudo ser completada en el tiempo de esta tesis.

4.4.2.3. Formulacion de particulas adyuvantes ISPA con lipidos extraidos de yema de
huevo.

A partir del extracto de huevo que comprende fosfolipidos y colesterol como sustitutos
de los insumos comerciales del ISPA original, se optimizé una nueva formulacién que hemos
llamado ISPA YOLK (la composicién final se muestra en la Tabla 13). Las nanoparticulas, en
este caso fueron obtenidas mediante dos metodologias de formulacién descriptas con
anterioridad como precursor liposomal (Bertona etal.,, 2017) e inyeccién alcohdlica
(Lendemans et al., 2005b) . En este caso las particulas fueron formuladas de forma exclusiva
con la saponina semirrefinada Kerry® para obtener una composicién con minimos insumos

comerciales, por los que su preparacién resulta de muy bajo costo.
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Tabla 13: Composicion quimica cualitativa y cuantitativa de las nanoparticulas optimizadas, ISPA

YOLK
ISPA YOLK
CONSTITUYENTES CONCENTRACION
EXTRACTO DE YEMA DE HUEVO 2,18 mg/ml
Fosfolipidos totales 1,59 mg/ml
Fosfatidilcolina 1,12 mg/ml
Fosfatidiletanolamina 0,26 mg/ml
Esfingomielina 0,04 mg/ml
Fosfatidilinositol 0,02 mg/ml
Fosfatidilserina 0,02 mg/ml
Liso-fosfatidilcolina 0,06 mg/ml
Liso-fosfatidiletanolamina 0,05 mg/ml
Liso-fosfatidilserina 0,005 mg/ml
Liso-fosfatidilinositol 0,005 mg/ml
COLESTEROL 0,24mg/ml
Esterilamina Sn. 3% 0,15 mg/ml
a-Tocoferol Sn. 1% 0,029 mg/ml
Saponina Semirrefinada Kerry® 6,48 mg/ml
Agua calidad MiliQ 0,259 ml/ml
Buffer Acetato de Sodio S0mM - pH 5.5 0,656 ml/ml
Etanol 96° 0,08 ml/ml

En funcién de los pardmetros obtenidos, se determiné que el extracto de yema de huevo
permitia preparar particulas de muy bajo costo por no requerir casi ningin componente
comercial. Ademas, permitia obtener particulas en forma reproducible y acortar los tiempos de
extrusion, siendo este un paso clave en la preparacion. Se confirmé que ISPA YOLK, esta
constituido por particulas con una media de 120 nm segtin la técnica DLS y se determiné que su
potencial Z es de -24,3 MV. La ultra estructura de las particulas fue determinada por TEM lo
que indica que se han formado particulas en forma de jaula de 40 a 50 nm en todos los casos
(Figura 23). Los tamafios mediante estd técnica corresponden a particulas de 42 nm
aproximadamente. La diferencia de tamafio observada por DLS puede deberse a la presencia de

otro tipo de particulas mayores a las jaulas lipidicas o a la agregacidon de particulas que
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constituyen poblaciones minoritarias pero que al ser mas grandes tienen mucha influencia en el

resultado final de la medicién de DLS.

200'nm

Figura 23: Microscopia electrénica de trasferencia (TEM) de las nanoparticulas obtenidas. A: ISPA
original; B: ISPA YOLK; C: ISPA original (detalle de referencias de tamafios de nanoparticulas de forma
individual).

Esta formulacién, a diferencia de las anteriores, tuvo como particularidad la presencia
de fosfolipidos acompanados de lisofosfolipidos y también colesterol. Esta mezcla, que solo
utiliza cantidades minimas de a-tocoferol y esterilamina como aditivos comerciales, a los fines
econdmicos ya habria suplido el primer objetivo de estudio. Sin embargo, la particularidad de
poseer estos componentes de los cuales tampoco se han desarrollado estudios previos nos llevé
a indagar en su comportamiento. Se observaron ciertas facilidades practicas que han llevado a
facilitar tiempos de trabajo. Primero, la mezcla de lipidos obtenida no necesitaria de aditivos,
por lo que una vez obtenido el extracto podria utilizarse de forma inmediata para su
formulacién, esto significaria en nuestro caso eliminar los costos de adquisiciéon como asi
también los tiempos de suministro de los insumos, sabiendo que mayoritariamente son de

importaciéon. Segundo, en el proceso de preparacién, conllevan temperaturas de trabajo
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menores, por lo que no han supuesto una dificultad de adaptaciéon a las técnicas de trabajo
optimizadas. Tercero, pueden formularse por las dos metodologias sin presentar cambios en la

estructura o tamaiio de la nanoparticulas obtenida.

3.3.2.4 Determinacion de las actividades hemoliticas y la toxicidad in vitro de los
adyuvantes ISPA obtenidos con los distintos lipidos

Una de las propiedades de las saponinas es su capacidad de producir hemdlisis. Si bien
esta propiedad genera cierta toxicidad para ser usada en adyuvantes, la misma se encuentra muy
disminuida cuando las saponinas se encuentran asociadas a jaulas lipidicas. Al incorporarse a las
particulas dicha actividad disminuye debido a su interaccién con el colesterol pero su actividad
inmunoestimulante no disminuye y por el contrario aumenta (Fleck et al., 2019). Por eso se
midié la disminucién de hemolisis que presenta la saponina utilizada como criterio de
evaluacion de la disminucién de toxicidad del adyuvante. Para determinar las actividades
hemoliticas y la toxicidad in vitro de las particulas obtenidas cargadas con saponina y
compararlas con las saponina libres, se realizé una titulacién de la actividad hemolitica de las
particulas ISPA obtenidas, el extracto de Kerry® dializado y el producto comercial Quil-A®
como control, tal como se describi6 para el capitulo 1 (item 3.3.2.2.2.). La concentracién
minima con la que Quil-A® presenté hemdlisis fue de 3,9 pug / ml, mientras que el extracto de
Kerry® presenté hemdlisis con concentraciones de hasta 7,8 pug / ml. Las saponinas cargadas en
nanoparticulas disminuyeron sus niveles de hemolisis, requiriendo una concentracion de 125 pg
/ ml de extracto de Kerry® semirrefinado cargado en particulas ISPA YOLK y 62,44 ug/ ml de

Quil-A® cargado en particulas ISPA original, respectivamente para lograr la hemdlisis.

4.4.3. Evaluacion del desempeiio inmunolégico
4.4.3.1. Uso alternativo de lipidos sintéticos DPPC y HSPC en combinacién con
saponinas comerciales Quil-A® y saponina semirrefinada Kerry®

En este ensayo se compararon las formulaciones obtenidas mediante la técnica del
precursor liposomal, combinando alternativamente DPPC con saponina Quil-A® o DPPC con
saponina Kerry® semirrefinada y HSPC con saponina Quil-A® o HSPC con saponina Kerry®
semirrefinada. Con este fin, se utilizaron 5 grupos de ratones y OVA como antigeno formulado
respectivamente con el adyuvante ISPA original o DPPC - Quil-A® (grupo 1); ISPA CON SP.
KERRY® o DPPC - Kerry® (grupo 2); HSPC - Quil-A® (grupo 3); HSPC - Kerry® (grupo 4)
y CONTROL tratado con PBS (grupo 5), con tres dosis separadas por 14 dias segtin el protocolo
detallado en el item 4.3.3.1.1. Dos semanas después de cada inmunizacién se midieron
anticuerpos anti OVA de tipo IgG1 e IgG2a. Todos los grupos mostraron aumento de la DO
para los niveles de anticuerpos especificos IgGl (figura 24-A) e IgG2a (figura 24-B), no
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observandose diferencias significativas entre grupos. Para completar el andlisis de la respuesta a
lo largo del tiempo luego de las distintas inmunizaciones, se han calculado ademas las AUC
para los anticuerpos obtenidos, IgG1 (tabla 14) e IgG2a (tabla 15). También se midi6 la
hipersensibilidad retardada (DTH) (figura 24-C) luego de la ultima inmunizacién para
evidenciar respuesta inmunoldgica celular. En este ensayo se observo una menor respuesta en el

grupo “Quil-A® — HSPC” respecto del resto de grupos.

IgG1 - DO 450 nm -+ DPPC - QUIlA®
31 -+ DPPC - Kerry®
-= HSPC - QuilA®
o a HSPC - Kerry®
a -+ CONTROL
a
1.
DTH
0 r, — T, *, b 2.
15 DIAS 30DIAS 45DIAS
C a
- a
= a
E 4]
= b
IgG2a - DO 450 nm
31 0
a ® ® ® ®
S & E& F
1.
. b
0._'=* T

-
15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS

Figura 24: Evaluacién funcional de las nuevas formulaciones obtenidas.

En A y B se muestran los niveles obtenidos para las IgG1 e IgG2a respectivamente. Se observaron niveles
notables de DO para cada tipo de nanoparticulas evaluadas con ovoalbiimina como antigeno modelo, no
observandose diferencias significativas entre los grupos tratados (la relacién a-a indica p >0,05). Todos

los grupos presentaron diferencia estadistica significativa respecto del grupo control (la relacién a-b
indica p<0,05). C: la respuesta a la prueba DTH fue notable a las 48 horas, salvo para el grupo inoculado
con saponina Quil-A® y fosfolipido HSPC como constituyentes de las particulas (la relacién a-b indica
<0,05).
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Tabla 14: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgGl1.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

Al;gé{’;’m QuilA®+DPPC | Kerry®+DPPC | QuilA®+HSPC | Kerry®+HSPC | CONTROL
Area Total 1,519 2,031 1,157 1,066 0,1344
Error 0,2754 0,5946 0,2894 0,3005 0,03233
Estandar
Intervalo de 007104 a
confianza | 0,9795a2,059 | 0,.86502a3,196 | 0,5895a 1,724 | 04766 a 1,655 :
5 0,1978

Tabla 15: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG2a.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

Al;gé{’;’m QuilA®+DPPC | Kerry®+DPPC | QuilA®+HSPC | Kerry®+HSPC | CONTROL
Area Total 2,256 2,666 2,654 2,919 0,1382
Error 0,3042 0,2938 0,5507 0,5718 0,03113
Estandar
Intervalo de 0.07718 a
confianza 1,66022,.852 | 2,090a3242 | 1,574a3,733 | 1,799 24,040 y
0,1992
(95%)
4.4.3.2. Uso alternativo de lipidos purificados a partir de yema de huevo en

combinacion con saponina semirrefinada Kerry® bajo distintas técnicas de
formulacion
En este caso se realiz6 el mismo ensayo de inmunizacién de ratones con las
formulaciones desarrolladas a partir de las dos técnicas de estudio: IAP1 (inyeccién alcohdlica
partida 1); IAP2 (inyeccién alcohdlica partida 2); PLP1 (precursor liposomal partida 1); PLP2
(precursor liposomal partida 2), donde en todos los casos las nanoparticulas se formularon,
independientemente del método, segiin la formula descripta en la tabla 13. Finalizado el plan de
inmunizaciones, se observé un mejor desempefio para la respuesta de anticuerpos IgGl
mediante el uso de ISPA original (ver figura 25-A), en tanto que para los anticuerpos de tipo
IgG2a, el desempeiio observado fue mayor para el adyuvante nuevo, ISPA YOLK, formulado
por la técnica del precursor liposomal (PLP1) (ver figura 25-B). Para completar el anélisis de la
respuesta a lo largo del tiempo luego de las distintas inmunizaciones, se han calculado ademads
las AUC para los anticuerpos obtenidos IgG1 (tabla 16) e IgG2a (tabla 17). La respuesta DTH
presentd las mismas caracteristicas que la determinaciones de anticuerpos (ver figura 25-C). Se
observé un mejor desempefio en los grupos tratados con particulas formuladas mediante la
técnica del precursor liposomal aunque el resultado no se reprodujo en las dos partidas. Todos

los grupos presentaron significancia respecto del control (p<0,001).
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Figura 25: Respuesta de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti- OV A luego de inmunizar animales con 10ug de antigeno y cada
formulacion adyuvante respectivamente. A) indica la cinética de respuesta de los anticuerpos IgG1 a distintos tiempos
para las distintas formulaciones. B) indica la cinética de respuesta de los anticuerpos IgG2a a distintos tiempos para las

distintas formulaciones. C) indica la respuesta DTH para los distintos grupos tratados. La relacidn a-b indica una
diferencia estadistica con p<0,05; a-c indica una diferencia estadistica con p<0,001.
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Tabla 16: Estadistica de las areas bajo la curva (AUC) para IgG1.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

AUC paraIGgl | TA-P1 | 1A-P2 | PL-P1 | PL-P2 OR%‘Z% AL | CONTROL
Area Total 1480 | 1745 | 3.126 | 2,036 2811 0,1043

Error Estandar | 02624 | 01105 | 05295 | 06414 0.4140 0,004626
Intervalode | 09658a | 1528a | 2088 a | 0.7784a | | oo | 009523a

confianza (95%) 1,994 1,961 4,163 3,293 ’ ’ 0,1134

Tabla 17: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para [gG2a.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

ISPA
AUC para 1Ggl IA-P1 IA - P2 PL - P1 PL - P2 ORIGINAL CONTROL
Area Total 1,368 1,410 3,403 1,600 1,616 0,1149
Error Estdndar 0,04298 0,04807 0,4193 0,2468 0,4335 0,007426
Intervalo de 1,284 a 1,316 a 2,581 a 1,117 a 0,1003 a
confianza (95%) 1,452 1,505 4,225 2084 | 076592 2:465 0,1295
4.4.3.3. Comparacion de la nueva formulacion ISPA YOLK versus una formulacion

comercial

Considerando el buen rendimiento del adyuvante obtenido con extracto de yema, se
realizé un nuevo ensayo para compararlo en paralelo al previamente descripto por nuestro grupo
(Bertona et al., 2017) y un adyuvante comercial de amplio uso en vacunas veterinarias como es
Alhydrogel™. Se procedio igual que en los casos antes descriptos realizando la inmunizacion de
ratones con OVA y respectivamente ISPA YOLK, ISPA original y Alhydrogel™. Se obtuvo
plasma después de la primera, segunda y tercera dosis para la determinacién de niveles de
anticuerpos. Ademds, se realizé una prueba DTH una vez finalizado el esquema de
inmunizacién. Al analizar la respuesta de los anticuerpos IgG1 (figura 26-A) e IgG2a (figura
26-B), se determiné que tanto ISPA original como ISPA YOLK superaron el rendimiento del
adyuvante comercial Alhydrogel™ (p<0,001). A su vez, ISPA YOLK present6 niveles mayores
de anticuerpos que ISPA original después de la primera y segunda dosis (p<0,05). Solo después
de la tercera dosis, IgG1 presenté niveles mds altos para ISPA original en relacion a ISPA
YOLK (p<0,05). En el caso de IgG2a, la respuesta ISPA YOLK present6 niveles de anticuerpos
levemente mayores aunque no significativos en relacién a ISPA original. Ademads, se determind
que después de la segunda dosis la respuesta de ISPA YOLK preparado con el método de
precursor liposomal utilizando el extracto 1, los niveles de IgG1 e IgG2a alcanzaron una meseta
que super6 los niveles obtenidos con Alhydrogel™ y fue similar al obtenido con ISPA original.
Al analizar la respuesta de DTH (ver figura 26-C) para los diferentes grupos, puede verse que

todos presentaron significancia estadistica con respecto al control (p<0,001). La respuesta DTH
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de ISPA YOLK fue muy significativa en relacién con el gruypo CONTROL y Alhydrogel™
(figura 26-C). En esta determinacién se observé un desempeiio similar en los grupos tratados
con ISPA original e ISPA YOLK. Finalmente, para comparar todos los adyuvantes a lo largo de
los protocolos de inmunizaciones, se calculd el drea bajo la curva (AUC) de la DO versus el
tiempo después de la primera, la segunda y la tercera inmunizacién. En la respuesta global
analizada de esa manera, la respuesta de IgG2a fue mayor a lo largo del tiempo para ISPA
YOLK (tabla 19) (p<0,05) y tanto ISPA original como ISPA YOLK presentaron valores
similares de respuesta de anticuerpos IgG1 (tabla 18) (p> 0,05), siendo la respuesta con ambos
adyuvantes mayor que con hidrogel o el control.

IgG1 - DO 450 nm
-»- ISPA ORIGINAL

- ISPA YOLK (PLP1)

3 Alhydrogel™
a -- CONTROL
2_
b
14 C DTH
2_
0 8 ] ¢
15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS a
IgG2a - DO 450 nm
3_
2- a
b
1=
(o]
0_—.=.=.—

15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS

Figura 26: Respuesta humoral y celular de ISPA YOLK vs ISPA original y Alhydrogel™:

IgG1 y B) IgG2a anti-OV A respuesta de anticuerpos después de inmunizar ratones en diferentes dias con
10 pg de antigeno y cada adyuvante respectivamente. Para cada adyuvante, se utilizaron grupos de 5
ratones. Los anticuerpos se midieron 15 dias después cada inmunizacién por ELISA indirecto. En el eje
X, se indica el tiempo correspondiente a la primera, segunda y tercera dosis del plan de inmunizacién. En
el eje Y, se indica la DO obtenido a 450 nm para cada anticuerpo. C) Respuesta DTH de ISPA YOLK
frente a ISPA original y Alhydrogel™. 15 dias después de la dltima vacunacién se inocularon ratones
con 5 ug de OVA en las almohadillas plantares y se midi6 la DTH en los diferentes grupos 48 horas
después de la inoculacioén. . La relacion a-b indica una diferencia estadistica con p<0,05; a-c indica una
diferencia estadistica con p<0,001.
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Tabla 17: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgGl1.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA
AUC para 1Ggl ORIGINAL YOLK Alhydrogel™ | CONTROL
Area Total 2,80 3,10 1,90 0,10
Error Estandar 0,40 0,50 0,20 0,00
Intervalo de confianza 1,99 a 3,66 208a4,16 | 154a223 | 0,092a0,11
(95%)

Tabla 18: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG2a.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA
AUC para 1Gg2a ORIGINAL YOLK Alhydrogel™ | CONTROL
Area Total 1,60 3,40 0,50 0,11
Error Estandar 0,40 0,4 0,20 0,01
Intervalo de confianza 0,76 a 2,46 2582422 | 0052097 | 0,1020,12
(95%)
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4.5. DISCUSION

El principal objetivo de esta seccién del trabajo de tesis consistié en disminuir los
costos del adyuvante utilizando lipidos alternativos y una metodologia de preparaciéon que
permita prever un escalado del mismo. Los métodos descriptos en la introduccidon de este
capitulo que incluyen la ultracentrifugacion (Morein et al., 1984), la didlisis (Hoglund et al.,
1989), la hidratacién de la pelicula lipidica (Copland et al., 2000) o la inyeccién de etanol
(Lendemans et al., 2005b), indican que este tipo de nanoparticulas presentan una amplia
capacidad de adaptacién para su proceso de formulacién. Sin embargo, todas estas metodologias
suponen dificultades particulares. El trabajo de Myschik y sus colaboradores (Myschik et al.,

2006) es el que mejor resume estas caracteristicas (tabla 19).

Tabla 19: Resumen de métodos de preparacidon de nanoparticulas ISCOM vy sus particularidades.
Adaptado de: (Myschik et al., 2006) (Myschik et al., 2006).

Meétodo de Tiempo de Equipo Posible Atrapamiento de
preparacion preparacion requerido contaminante antigeno
Posible, proteinas e
Mefodo d‘.e, Largo Ultracentrifuga Surfactante membrgnas =
centrifugacion organismos
completos
Posible, proteinas de
Cassetes 0 membrana
Método de didlisis Largo membranas de Surfactante altamente
dialisis purificadas y
antigenos
, Meto‘.i? & Secadora de . Descrito para ova
hidratacion de la Largo . Ninguna g
p Py hielo lipidificado
pelicula lipidica
Método de Dispositivo de
inyeccion de Corto SPOSIHIVS Etanol** No descrito
inyeccion
etanol
Método de Dispositivo de
inyeccion den Corto PPOSTHVE Eter** No descrito
lor inyeccion

*El tiempo de preparacion es corto, sin embargo, parece ser necesario un mayor tiempo para
lograr el equilibrio de las formulaciones.

**Se puede eliminar mediante un paso adicional de didlisis o liofilizacion.
*** Se puede eliminar con un calentamiento suave.

En nuestro caso, dada la falta de equipamiento como el utilizado en la metodologia
original de ultracentrifugacion (Morein et al., 1984) y que no es un método adaptable a un
escalamiento, hemos adaptado metodologias como la inyeccidn etandlica que puede efectuarse
con dispositivos automatizados pero también de forma manual. De hecho, se informé que esta
técnica da como resultado la formacién de un gran nimero de particulas en forma de jaula en

2 horas y constituye la técnica de formacién de ISCOM méds rdpida (Lendemans et al., 2005b).
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De la misma forma, la sintesis de liposomas que dan lugar a la técnica del precursor liposomal
(Bertona et al., 2017) es una metodologia relativamente sencilla de formulacién que como
equipamiento accesorio solo requiere de un extrusor para la formacién de liposomas. En cuanto
a las metodologias como la didlisis (Hoglund et al., 1989), una de sus grandes desventajas es la
duracion del proceso de preparaciéon debido a los frecuentes cambios de tampén. Una segunda
desventaja es que puede haber detergente residual en la preparacion de ISCOMs, y los
tensioactivos no idnicos residuales pueden influir en la formacidén y prevalencia de las
estructuras coloidales (Myschik et al., 2006). Finalmente, una desventaja muy importante es el
alto costo de los detergentes que utiliza para su aplicacion, como el MEGA-10. En cuanto al
método hidratacién de la pelicula lipidica (Copland et al., 2000) presenta varias desventajas, ya
que se obtienen muestras mds heterogéneas en comparacion con la didlisis y la inyeccién de
etanol. Ademds, las muestras requieren tiempos de equilibrio prolongados.

En lo que respecta a los componentes de estas formulaciones, han sido estudiadas una
gran cantidad de variables como ser las variaciones de tipo y cantidad de saponinas y / o
fosfolipidos (Sun et al., 2009), sin embargo, los enfoques de estos estudios no han sido
orientados a la reduccién de costos de la férmula final, lo que impacta directamente en su uso en
veterinaria. En nuestra experiencia, el fosfolipido comercial que mejor se adapté a la
metodologia de trabajo fue DPPC, con el que se optimizé la férmula original desarrollada por
Bertona et al., 2017 (Bertona et al., 2017). Sin embargo, en la bisqueda de opciones de menor
costo se considerd un derivado hidrogenado de soja (HSPC) con el que obtuvimos resultados
que indican la factibilidad de su uso, pero sin que presente ventajas en relacion al DPPC. Desde
el punto de vista practico, DPPC ha dado lugar a particulas estables, de tamafios homogéneos y
de sintesis sencilla, mientras que HSPC ha resultado un fosfolipido que conlleva un manejo de
mayor dificultad, con temperaturas de trabajo que no se adaptan a la técnica del precursor
liposomal desarrollada con anterioridad, partidas con baja reproducibilidad y particulas con baja
estabilidad en el tiempo (resultados no mostrados). Ademas, si bien el costo del insumo es
menor, no se reduce considerablemente el costo final del adyuvante.

Este problema nos condujo a la busqueda de fuentes de lipidos de tipo natural como
derivados de soja o huevo. Por un lado, con el objetivo de obtener fracciones de fosfolipidos
ricas en fosfatidilcolina (PC) para la fabricacién del adyuvante se han ensayado extracciones
sucesivas del residuo del desgomado de aceites de soja empleando como solventes extractores
alcoholes y acetona. De esta manera se propuso obtener una fuente de PC de bajo costo de
forma sencilla y aprovechando residuos industriales de origen local. A partir de las técnicas
extractivas optimizadas se obtuvieron fracciones de fosfolipidos ricas en fosfatidilcolina. El
extracto obtenido se adapté con facilidad a la técnica del precursor liposomal y mostro

resultados promisorios dada su alta reproducibilidad. Result6 interesante que, cuanto fueron

Giuliana Antonella Lupi 106



utilizados estos lipidos en relacion al comercial DPPC, la concentracion de colesterol necesaria
para formular las nanoparticulas se redujo en una proporcién de un 87% (ISPA original: 1,05
mg/ml vs ISPAs 0,13 mg/ml). Esto podria explicarse considerando que los lipidos vegetales,
aunque no contengan colesterol, si presentan esteroles vegetales propios que podrian compensar
esta caracteristica y darles cierta estabilidad. De todas formas, el colesterol ha resultado
necesario para la formulacion de las nanoparticulas, lo que significa un costo adicional.

Finalmente, optamos por la yema de huevo de gallina, dado que es una fuente de lipidos
econémica y ampliamente disponible. Debido a que este insumo presenta una mezcla de
fosfolipidos y colesterol, constituye una materia prima prometedora para la preparacién de
nanoparticulas (Gil & Barroeta, 2016; Kondratowicz et al., 2018; Kondratowicz, Weiss, et al.,
2019). Aunque las fuentes animales de reactivos utilizados para producir vacunas pueden ser
una preocupacion, los huevos se utilizan tradicionalmente para cultivar particulas virales para
producir, por ejemplo, vacunas contra la influenza de forma histérica debido a sus costos (Pérez
Rubio & Eiros, 2018; Rajaram et al., 2020). El uso de estas vacunas ha demostrado ser seguro,
incluso en personas alérgicas al huevo que requieren una cantidad minima de proteina de huevo
de 30 pg para desarrollar reacciones alérgicas (Kelso, 2014). Esta cantidad es muy superior a la
obtenida en el proceso de fabricacién de vacunas derivadas del huevo (Kelso, 2014). Como
ejemplo, durante el proceso de fabricacién de vacunas contra el virus de la fiebre amarilla, el
virus atenuado se inocula en huevos de gallina y los niveles de ovoalbiimina detectados después
del cultivo oscilan entre 0,067 pug /0,5 mly 2,21 pg/ 0,5 ml (Gerhardt et al., 2020). Teniendo
en cuenta la cantidad de extracto que utilizamos para obtener las particulas y que se detectan
valores incluso menores de 0,5 ug por mg de extracto de yema, la cantidad de proteina que
contiene seria de aproximadamente unos 1,02 pg/ml en concentracion final por ml de
adyuvante. Esta cantidad es incluso inferior a 2 pg/ml, que se ha establecido por la legislacién
de la Unién Europea como la concentracion maxima permisible de proteina de huevo en seres
humanos que presentan anafilaxia por huevo (Cancado et al., 2019). Adem4s el adyuvante se
utiliza diluido, lo que disminuye ain mas la cantidad de proteina presente en la formulacién
final. Por tanto, aunque se deben realizar mds estudios en las especies para las que se
desarrollardn vacunas con este adyuvante, la cantidad de extracto de huevo utilizada en la
formulacién no seria una limitacion.

Para obtener mezclas de lipidos con diferentes proporciones y por tanto diferentes
propiedades, se puede utilizar la aplicacién de diferentes procedimientos de extraccién. Muchos
estudios anteriores se centraron principalmente en la extraccién de lipidos totales mediante
sistemas multidisolventes, basados en el principio de diferentes solubilidades de lipidos neutros
y lipidos polares en diversos disolventes orgédnicos, como acetona, éter dietilico, hexano,

cloroformo y etanol (Su et al., 2015). Sin embargo, la mayoria de los disolventes orgdnicos
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utilizados en el proceso de extraccidon son toxicos y sus residuos presentan un riesgo potencial
para la salud. Recientemente, se reportd un método novedoso para el fraccionamiento de
fosfolipidos, triacilgliceroles y colesterol mediante la combinacién de extraccién con etanol y
cristalizacién a baja temperatura, lo que constituye una metodologia practica y econémica (Su
etal.,, 2015). A partir de este método de separaciéon de lipidos, al que hemos introducido
modificaciones, hemos obtenido extractos con las caracteristicas quimicas requeridas para
nuestro propésito. Determinamos el rendimiento de extraccion de lipidos en tres partidas de
extractos de yema de huevo, obteniendo valores equivalentes a los reportados por otros autores
utilizando el mismo sistema solvente (Kondratowicz et al., 2018; Su et al., 2015). El extracto
obtenido presenté una relacién de fosfolipidos y colesterol que permitié la formacién de
particulas en forma de jaula sin el agregado de colesterol (relacién Colesterol / Fosfolipidos =
0,32 mol / mol). El mismo estd compuesto principalmente por fosfolipidos, colesterol y
acilgliceroles. Los fosfolipidos que componen el extracto son en su mayoria una mezcla de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. En proporciones menores, también se recuperaron
esfingomielina, fosfatidilinositol y fosfatidilserina. Es notable que se detectaran proporciones
bajas pero no despreciables de lisofosfolipidos, principalmente L-PC y L-PE, en todos los lotes.
Estos componentes son comiinmente encontrados en menores concentraciones en los lipidos
totales de los huevos, y por lo tanto probablemente fueron parcialmente generados a partir de los
principales PC y PE durante la extraccién de lipidos o en el proceso de liofilizacién. La
aparicion de estos lisofosfolipidos, aunque en bajas proporciones, podria contribuir a las
propiedades biofisicas que permitieron la formacién de particulas en forma de jaula. Las
cadenas de dcidos grasos de los fosfolipidos fueron similares en tres purificaciones
independientes de tres lotes de huevos obtenidos en diferentes momentos. Es de destacar que las
cadenas laterales de acidos grasos insaturados predominantes presentes en los fosfolipidos
derivados de huevo permiten una flexibilidad de las particulas obtenidas que no se consigue con
el componente DPPC con el que se obtuvo el ISPA original. Esta diferencia se puede ver
claramente por la facilidad con la que las particulas formadas pasan a través del extrusor,
mientras que las del ISPA original son mas dificiles de pasar (resultados no mostrados). Esta
propiedad ya habia sido descrita por Kondratowicz et al. 2019, quienes informaron que los
liposomas realizados con lipidos de huevo son més fluidos que los obtenidos de otras fuentes
(Bryla etal, 2015; Kondratowicz, Dopierala, etal., 2019; Kondratowicz etal., 2018;
Kondratowicz, Weiss, et al., 2019). En relacién a la reproducibilidad de la composicién de
diferentes extractos obtenidos a partir de distintas fuentes de yema de huevo, se puede decir que
los principales componentes necesarios para formar particulas en forma de jaula se conservaron
en diferentes purificaciones (fosfolipidos, colesterol y sus proporciones). Sin embargo, algunos

componentes minoritarios como lisofosfolipidos y acilglicéridos neutros (TAG y DAG)
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mostraron una ligera variabilidad en sus proporciones en los diferentes lotes de purificacién.
Como se utilizaron huevos de diferente origen, estas pequenas diferencias podrian atribuirse a
las de la alimentacién de las gallinas. Por tanto, conviene utilizar huevos del mismo origen para
garantizar una composiciéon constante de lipidos. En caso contrario, la determinacién de la
composiciéon relativa de lipidos en los huevos se puede realizar facilmente antes del
procedimiento de extraccion.

Hasta el presente trabajo, no se habian estudiado las ventajas o desventajas de
incorporar mezclas de fosfolipidos y acilgliceroles en la obtencién de particulas en forma de
jaula. Como se muestra en las pruebas funcionales, los componentes lipidicos adicionales a los
comunmente utilizados en la formacién de jaulas lipidicas no alteraron la funcionalidad del
adyuvante, que presenté un desempeio similar, e incluso mejor, que las particulas obtenidas con
componentes comerciales. Es de destacar el papel inmunoestimulador que podrian incorporar
los lisofosfolipidos a través del reconocimiento por receptores que estimulan la expresion de
quimiocinas como MIP-1-Beta (Shao et al., 2017). Por ejemplo, se ha informado que la liso-
fosfatidilcolina se genera fisiolégicamente como una respuesta de alarma del cuerpo a una
lesién tisular, un trauma o una infeccién y puede proporcionar sefiales de "peligro" que son
detectadas por las células dendriticas derivadas de monocitos para mejorar la presentacién de
antigenos y la posterior respuesta por inmunidad adaptativa (Shao et al., 2017).

En este trabajo, se han reemplazado los fosfolipidos comerciales y solo se agregaron
esterilamina y tocoferol como componentes comerciales de la formulacién. Se agregd tocoferol
ya que fue utilizado en ISPA original para actuar como antioxidante y teniendo en cuenta el
efecto beneficioso que tiene en la respuesta de anticuerpos (Bertona et al., 2017). EI extracto de
lipido de yema utilizado para construir las particulas analizadas correspondi6 al lote 1 que
permitié obtener las particulas mds pequefias analizadas por DLS (datos no mostrados). Una
posible explicacién a este hecho es que este lote present6 la menor cantidad de TAG, lo que
podria interferir en la formacidn de particulas ya que un alto contenido de TAG disminuye la
estabilidad de las monocapas de fosfolipidos de huevo segin se ha reportado previamente
(Kondratowicz, Weiss, etal., 2019). La obtenciéon de particulas a partir de extractos que
contienen diferentes proporciones de lipidos requiere de una caracterizacién adicional. El
andlisis de la respuesta humoral y DTH en ratones inmunizados con ovoalbimina y las distintas
formulaciones adyuvantes determiné que los lipidos de la yema de huevo y la saponina extraida
del Kerry® refinado eran capaces de generar una respuesta inmune similar a la obtenida con
componentes comerciales. Ademads, se pudo observar una respuesta de IgG2a més alta para el
adyuvante ISPA YOLK que para el ISPA original. Este resultado es de gran interés teniendo en
cuenta que la presencia de este isotipo es indicativa de una respuesta de tipo Thl que es

importante para la resoluciéon de muchos tipos de infecciones y, en particular, de

Giuliana Antonella Lupi 109



microorganismos intracelulares (Lazarevic & Glimcher, 2011). Ademads, la respuesta de
hipersensibilidad retardada fue notable con el adyuvante, observandose una inflamacién muy
importante 48 horas después de la inoculacién con ovoalbimina. Este resultado indica una
fuerte respuesta celular contra el antigeno inoculado promovido por el adyuvante. También es
compatible con el perfil de respuesta Thl indicado anteriormente en base a la respuesta del
isotipo de anticuerpos IgG2a. Por tanto, la respuesta obtenida fue muy similar a la obtenida con

nuestro desarrollo anterior utilizando compuestos comerciales (Bertona et al., 2017).
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4.6. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 2

«» En el caso de los fosfolipidos comerciales derivados de soja (HSPC), los mismos han
sido utilizados por otros autores en formulacion de liposomas. Sin embargo, en este
trabajo encontramos que son dificiles de adaptar a las técnicas de obtencion de

liposomas que puedan usarse para preparar jaulas lipidicas.

72
L4

El uso de fosfolipidos de soja derivados de residuos industriales da como resultados
nanoparticulas con estabilidad y tamafio adecuados. Una comparacién de dicho
adyuvante con los otros obtenidos en este trabajo estd pendiente. Sin embargo el uso de
componentes comerciales disminuye el interés por dicha formulacién.

«* Se determind que los extractos lipidicos derivados de yema de huevo permiten generar
una respuesta inmunoldgica similar a la de los componentes comerciales (al menos en
los pardmetros medidos), cuando el adyuvante desarrollado se preparé con saponina

Kerry® y mediante la técnica del precursor liposomal.

7
L 4

Se obtuvo una mayor respuesta en ISPA original y las partidas formuladas mediante el
método del precursor liposomal de la formulacién ISPA YOLK (PLP1), confirmando
un mejor desempefio de las particulas con el uso de esta técnica.

* Se formularon partidas de volimenes escalables, lo que resulta promisorio para la

comercializacién del producto y su uso masivo.
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5. CAPITULO 3

Obtencion de variantes potenciadas

del adyuvante ISPA
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5.1. INTRODUCCION

Como se describe en la introduccidn, los adyuvantes actian mediante la estimulacién de
receptores que activan vias de respuestas del sistema inmune innato asi como mediante la
entrega controlada de los antigenos (Sarkar et al., 2019). En particular, las jaulas lipidicas se
caracterizan por favorecer la entrega al interior de las células dendriticas para lograr un
procesamiento y presentacion del antigeno por las vias endocitica y cruzada (Sun et al., 2009).
Ademads, generan la activacién celular estimulando receptores tipo NOD (Wilson et al., 2014).
Las distintas sustancias que componen los adyuvantes estimulan uno o mas receptores
generando una respuesta inmunoldgica acorde con dicha estimulaciéon. Un ejemplo son los
derivados de la aluminio que activan IL-1 via NLRP3, generando una respuesta de tipo Th2 (Shi
et al., 2019). Una opcién para potenciar los adyuvantes es conjugar componentes que presenten
distintos modos de accién activando una mayor diversidad de receptores. Dicha estrategia ha
sido utilizada por ejemplo por la empresa GSK que ha desarrollado una linea de adyuvantes
basada en mezclas de componentes a los que han llamado Adyuvant System, muchos de los
cuales ya se encuentran aprobados para uso humano. Asi por ejemplo ASO4 contiene sales de
aluminio y MPLA que sumado al efecto del aluminio estimula TLR4, potenciando ampliamente
la respuesta siendo este el adyuvante utilizado en la vacuna Cervarix® para Herpes virus de
GSK (Garcon et al., 2013). A partir de esto, se desprende que el potencial de un adyuvante,
entre otras propiedades, radica también en su capacidad de ser complementado con otros
compuestos con el fin de aumentar o dirigir su poder inmunoestimulante. En este trabajo, hemos
propuesto suplementar el adyuvante con compuestos disponibles en el mercado que han
mostrado aumentar la respuesta inmune. Se han utilizado diferentes enfoques, por un lado,
combinando el adyuvante mediante mezcla simple en la formulacién de la inmunizacién o bien,
utilizando estrategias de derivatizacion quimica de las jaulas lipidicas que permitan una entrega
del antigeno y el adyuvante en forma conjunta al sistema inmune.

Las sustancias elegidas para suplementar el adyuvante ISPA original, fueron rapamicina,
c-diAMPc y un antagonista de CCR4:

La rapamicina es un macrélido producido por la bacteria Streptomyces hygroscopicus que
fue descubierta en muestras de suelo de la isla de Pascua. Aunque la rapamicina se describié
originalmente como un agente antifiingico, pronto se descubri6 que tiene actividad
inmunosupresora, siendo capaz de inhibir la proliferacion de células T y de suprimir la
incorporaciéon de aminodcidos en las proteinas celulares, inhibiendo la traduccién de proteinas
(Arriola Apelo & Lamming, 2016). Sin embargo, estudios recientes han descrito que la
rapamicina, utilizada en bajas dosis es capaz de aumentar la memoria inmunoldgica de las

células CD8+ (Gammon et al., 2017). En base a estas caracteristicas, la rapamicina se ha
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utilizado cominmente en el trasplante de drganos para prevenir el rechazo del injerto, pero
también varios estudios han informado que la inhibicién de mTOR mediante el tratamiento con
dosis bajas y continuas de rapamicina durante el desafio inmunitario de las células T CD8+
podria mejorar la funcién y la formacién de la memoria después de infecciones virales o
desafios (Moraschi etal.,, 2021). Esta caracteristica la hace sumamente interesante,
considerando que podria estimular la generacién de memoria inmunoldgica, suplementando al
adyuvante ISPA.

En relacién a los dinucledtidos ciclicos como el c-di-AMPc, estos son segundos
mensajeros sintetizados por las bacterias que han comenzado a utilizarse como adyuvantes para
potenciar candidatos vacunales por su capacidad de estimular los receptores STING, (stimulator
of interferon). Dichos receptores activan cascadas de sefializacién que inducen la expresiéon de
IFN-B y el factor nuclear kB (NF-kB) (Libanova et al., 2012). Recientemente, ha sido descripto
que esta molécula actda activando la produccién de interferones de tipo 1 y se ha mostrado que
esta via es responsable de fomentar la presentacion cruzada por parte de las células dendriticas,
lo que estimula la respuesta citotéxica especifica cuando se lo usa como adyuvante (Lirussi
et al., 2017). Es interesante que estas moléculas constituyan, junto con las jaulas lipidicas, un
grupo muy reducido de candidatos a adyuvantes que fomentan la respuesta citotdxica pero
presentan vias de activacién diferentes de las CPAs (los dinucledtidos ciclicos como AMP
estimulan a STING mientras que las particulas tipo jaula estimulan a NOD y la formacién de
cuerpos lipidicos), por lo que su utilizacidon conjunta podria potenciar la respuesta obtenida.

Otra estrategia para potenciar la respuesta inmune de las vacunas que comienza a
considerase cada vez mads, es inhibir la participacion de células con capacidad supresora como
las células T regulatorias Foxp3 (Treg) durante el proceso de inmunizacién. Dado que las
células Treg emplean el receptor CCR4 para migrar e inhibir células dendriticas durante la etapa
de inmunizacidn, se ha propuesto el uso de un antagonista de dicho receptor (anti-CCR4) como
modo de aumentar la eficacia de un prototipo vacunal (Pere et al., 2011). En un trabajo previo
del grupo del LTI se ha establecido una colaboracién con el Dr. Jagadeesh Bayry, quien ha
desarrollado un inhibidor de dicho receptor para evaluar su uso vacunas. En este trabajo se ha
utilizado dicha molécula como complemento del adyuvante (Bayry et al., 2008).

Finalmente, como se describe en la introduccién, una limitacién importante de la
tecnologia ISCOM es que la mayoria de las proteinas hidrosolubles no suelen contener regiones
hidr6fobas expuestas y, por lo tanto, son dificiles de incorporar a la estructura. Aunque es
posible insertar moléculas no anfipéticas en los ISCOM, o al menos asociarlas, se requieren
modificaciones estructurales como la desnaturalizacién parcial de las proteinas para exponer
regiones hidréfobas normalmente internas dentro de las mismas. Sin embargo, estos métodos

pueden conducir a una pérdida de epitopos de células B conformacionalmente dependientes.
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Una estrategia alternativa es unir dcidos grasos covalentemente a proteinas solubles. La
bioconjugacién de tales moléculas normalmente se logra quimicamente mediante el uso de
cloruros acidos o derivados de éster activados de estos dcidos grasos. Mediante el uso de esta
estrategia quimica, una serie de proteinas hidrosolubles, entre ellas la ovoalbimina (OVA), se
han incorporado con éxito en los ISCOM (Cruz-Bustos et al., 2012). Por tal motivo, hemos
trabajado en la optimizacién de este tipo de nanoparticulas ligando ISPA e ISPA YOLK a OVA
mediante las técnicas descriptas por Cruz-Bustos et al., 2012 (Cruz-Bustos et al., 2012) a lipidos
tipo vinil-sulfona. Con las estructuras obtenidas, hemos evaluado el desempefio inmunoldgico
de las versiones derivatizadas del adyuvante ISPA y la nueva formulacién ISPA YOLK,

compardndolas con las formulaciones no derivatizadas.
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5.2. OBJETIVO ESPECIFICO

«» Obtener variantes potenciadas del adyuvante que permitan mayores respuestas
inmunolégicas en el caso de ser necesario para el desarrollo de vacunas con

inmundgenos que no respondan a ISPA o en poblaciones no respondedoras.
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5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Formulacién de nanoparticulas adyuvantes
Las particulas adyuvantes ISPA original e ISPA YOLK fueron formuladas tal como se
describe en el capitulo 2, mediante la técnica optimizada por Bertona et al., 2017 (Bertona et al.,

2017).

5.3.2. Derivatizacion de las nanoparticulas adyuvantes con lipidos tipo vinil sulfona

Las nanoparticulas se funcionalizaron segin lo informado por Cruz-Bustos et al (Cruz-
Bustos et al., 2012). La lipido vinil sulfona (LVS) se sintetizé como lo describen Cruz-Bustos et
al. y Morales-Sanfrutos et al. (Cruz-Bustos etal., 2012; Morales-Sanfrutos et al., 2010).
Brevemente, para vincular la LVS a las nanoparticulas ISPA e ISPA YOLK, estos se
solubilizaron en una relacién 1:1, en solucién de 2 mg / ml de lipido sulfona en metanol
mezclada en partes iguales con tampén carbonato 0,125 mM (pH 9,3) en agitacién a 4°C toda la
noche. Después, la solucién se mezcld en un agitador orbital con 1 ml de una solucién de o 3,3
mg / ml de OVA (ISPA original) o 1,6 mg/ ml de OVA (ISPA YOLK) en tampén carbonato en
una proporcién de 1:1, y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas. Las
diferentes concentraciones de OVA, utilizadas en la preparacién de ISPA original e ISPA
YOLK respectivamente, fueron diferentes debido a que se tuvo en cuenta la misma para
inocular la misma concentracién de antigeno independientemente de la cantidad de adyuvante
que es posteriormente utilizado; es decir: 10 ug OVA / 3ul de ISPA Original y 10 ug OVA /6
pul de ISPA YOLK. Luego, los grupos vinilsulfona sin reaccionar se bloquearon con una
solucién de glicina 1 M en tampdén de carbonato durante 1 hora en agitacién a temperatura
ambiente. Por dltimo se dializaron a través de la Membrana de Didlisis-50 (corte de peso
molecular 5000-10000) frente a acetato de amonio 0,1 M, pH 7,0 durante toda la noche a 4° C,
se concentraron mediante el uso de Polietilenglicol 10000 g/mol (PEG 10000), finalmente se

liofilizaron y almacenaron hasta su uso (Rodriguez-Serrano et al., 2016).

5.3.2.1. Caracterizacion de particulas obtenidas
5.3.2.1.1. Determinaciones Estructurales

Para determinar si las particulas obtenidas presentaban las caracteristicas esperadas, se
determiné el tamafio de las particulas mediante la técnica de dispersion dindmica de la luz
(DLS), el potencial zeta ({) y finalmente la ultra estructura de las mismas mediante microscopia
electrénica de transmisién (TEM). La distribuciéon del tamafio de particula y la movilidad
electroforética (transformada a valores de potencial {) en funcion del pH se analizaron con un

analizador Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido)
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utilizando cubetas de poliestireno desechables que contenian las particulas suspendidas en agua
desionizada a 25°C.La viscosidad del medio disperso a 25°C se fijo en 0.8872 cp.
(Correspondiente al agua) (Bertona et al., 2017; Gémez-Morales et al., 2019). La ultraestructura
se determiné mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) (Libra 120 Plus de Carl
Zeiss SMT). Esta técnica se llevd a cabo depositando 5 ul de la suspensién adsorbida
directamente sobre una rejilla de cobre recubierta con Forvmar, tefiido con acetato de uranilo al
1% y observado directamente bajo el microscopio (Gémez Sambléas, 2017).
5.3.2.1.2. Determinaciones Funcionales

Se calculé el indice hemolitico adaptando el protocolo utilizado por Mac Donald et al.,
2017 (Mac Donald et al., 2017) como se describié con anterioridad en el apartado 3.3.2.2.2. del

capitulo 1.

5.3.3. [Evaluacion del desempeiio inmunologico
5.3.3.1. Evaluacion inmunolégica de la suplementaciéon de nanoparticulas ISPA con
compuestos potenciadores de la respuesta adyuvante
Se disefiaron cuatro nuevas formulaciones que consistieron en complementar las

particulas ISPA formuladas mediante la técnica optimizada en Bertona et. al., 2017 con
compuestos potenciadores siendo estas: rapamicina (Sigma-Aldrich®), c-di-AMPc (Sigma-
Aldrich®) y un antagonista de CCR4 (gentilmente provisto por el Dr. Bayry) (Bayry et al.,
2008). Se utilizaron ratones como modelo animal con las mismas caracteristicas que en
capitulos anteriores. Los protocolos de trabajo fueron similares a los descriptos previamente. Se

utilizaron tres a cinco ratones por grupo y se aplicaron tres dosis por animal de acuerdo con el

siguiente esquema:

e GRUPO 1: ISPA - (10 pg de OVA + 3ul de ISPA en 100 pl de PBS)

e GRUPO 2: ISPA-rapamicina - 1 (10 pg de OVA + 3 ul de ISPA + 2 pg rapamicina en
100 ul de PBS)

e GRUPO 3: ISPA-rapamicina - 2 (10 ug de OVA + 3 ul de ISPA + 10 pg rapamicina en
100 ul de PBS)

e GRUPO 4: ISPA-antagonista de CCR4 - (10 ug de OVA + 3 ul de ISPA+ 1,5 pg de
antagonista de CCR4 en 100 ul de PBS)

e GRUPO 5: ISPA-c-diAMPC - (10 ug de OVA + 3 ul de ISPA+ 5 ug de c-diAMPc en
100 pul de PBS)

e GRUPO 6: CONTROL - (100 ul PBS)
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5.3.3.1.1. Determinacion de la respuesta inmunoldgica

ELISA: los anticuerpos desarrollados en los diferentes tiempos se evaluaron mediante
ELISA indirecto adaptando protocolos de trabajo descriptos en el apartado 3.3.3.2. del capitulo
1.

DTH: la respuesta de hipersensibilidad retardada se determindé como se describe en
capitulos anteriores (3.3.3.2., del capitulo 1).

ACTIVACION CELULAR: Para el andlisis de la activacién celular a largo plazo,
fueron sacrificados cuatro animales por grupo experimental a los 165 dias DPI y luego se
prepararon suspensiones celulares de bazo tal como se describié previamente (Prochetto et al.,
2017). Brevemente, los bazos se recolectaron asépticamente y se homogeneizaron. Se
eliminaron los glébulos rojos y se resuspendieron los esplenocitos en medio RPMI 1640
(Gibco®) suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina al 2% (100 pg/ml),
estreptomicina (100 U/ml) y 2-mercaptoetanol 0,4 mM. Posteriormente, se cultivaron 1 x 10°
células por pocillo en placa de 96 pocillos en un volumen final de 200 pl de medio completo de
cultivo (RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino y penicilina 100 U/ml - estreptomicina 100
pg / ml). A cada pocillo se agregd OVA 5 pg/ ml y Concanavalina A 5 pg / ml. Luego de 72hs
de cultivo a 37°C las células fueron recuperadas y marcadas con anticuerpos BD-Pharmingen®
anti-CD4 conjugado a fluoresceina isotiocianato (FITC) y anti-CD44 conjugado a ficoeritrina-
cianina 5.5 (PE-Cy5.5), en PBS/suero fetal bovino 3% y azida 0,1%. Las marcaciones se
realizaron durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad con 1pg/millén de células y luego de dos
lavados con PBS/Suero fetal bovino 3% y azida 0,1%, las células se resuspendieron en
paraformaldehido 0,5% y fueron adquiridas en un citémetro Attune NXT. Los resultados se

analizaron utilizando el programa FlowJo.

5.3.3.2. Evaluacion inmunolégica de la derivatizacion de las nanoparticulas
adyuvantes con lipidos tipo vinil sulfona y su posible uso para ligacion a

proteinas de interés vacunal
Siguiendo los protocolos y reglamentacién de la legislacién espafiola vigente, para el
bienestar animal, se utiliz6 OVA como antigeno modelo y grupos de animales tal como se
describi6 en los capitulos anteriores. Los protocolos de inmunizacién fueron semejantes a los
detallados previamente (item 3.3.3.1., capitulo 1.), pero se utilizaron ratones CDI,
correspondiente a los animales disponibles en el laboratorio en el que se realizd el ensayo
(Laboratorio de Bioquimica y Parasitologia Molecular — Departamento de Parasitologia —
Facultad de Ciencias — Universidad de Granada - ESPANA). Se aplicaron 3 dosis descritas a

continuacién, de acuerdo a lo indicado en cada apartado.
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e GRUPO I: ISPA — (10 pg de OVA + 3 pl de ISPA en 100 pl de PBS)

e GRUPO 2: ISPA YOLK - (10 ug de OVA + 6 ul de ISPA en 100 pl de PBS)

e GRUPO 3: ISPA FUNCIONALIZADO - (10 pg de OVA + 3 pl de ISPA en 100 ul de
PBS)

e GRUPO 4: ISPA YOLK FUNCIONALIZADO - (10 pg de OVA + 6 pl de ISPA en 100
ul de PBS)

e GRUPO 5: CONTROL - (100 pl PBS)

5.3.3.2.1. Determinacion de la respuesta inmunolégica

ELISA: A los 15, 30 y 45 dias posteriores a la primera inmunizacién (DPI) se
obtuvieron muestras de plasma para la determinacién de la respuesta inmune humoral. Los
anticuerpos desarrollados en los diferentes tiempos se evaluaron mediante ELISA indirecto
adaptando protocolos de trabajo descriptos con anterioridad (G6émez Samblds, 2017).
Brevemente, se recubrieron placas de microtitulacién (Nunc A/S — Thermo Scientific®) con
OVA (5 pug / pocillo) en tamp6n carbonato-bicarbonato (0,1 M; pH 9,3), luego se bloquearon
con PBS / leche (5%). Las muestras de plasma de ratones inmunizados fueron utilizadas como
anticuerpo primario diluidas 1:100 en PBS / leche (1%), se incubaron por triplicado durante dos
horas a 37°C. Después del lavado, se incubaron con 100 ul de una dilucién de 1/1000 de IgG1,
1gG2a, IgG2b e 1gG3 (Reactivos de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratén - ISO2 -
Sigma-Aldrich®) durante media hora a temperatura ambiente en agitador orbital. Después del
lavado, se agregd el IgG anti-ratén de cabra conjugado con peroxidasa (Dako, Denmark —
P0447) a una dilucién de 1/5000 y se incub6 nuevamente media hora a temperatura ambiente en
agitador orbital. Finalmente para el revelado de la placa se anadieron 100 pul de solucién sustrato
de peroxidasa (tampén citrato pH 5 + O-fenil diaminobenzidina + H,O, 30 v/v) que se dejo
actuar durante 20 minutos a temperatura ambiente al resguardo de la luz. La reaccién
colorimétrica se detuvo con 50 ul de solucién de dcido clorhidrico (HCI) 3 M. Se determind la

absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA (Thermo, Multiskan Spectrum).

5.3.4. Analisis de datos
Los andlisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism Software 8.0.1 (GraphPad,
California, EE. UU.). Las diferencias entre grupos se analizaron aplicando los estadisticos no

paramétricos prueba U de Mann Whitney y prueba de Kruskal — Wallis.
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54. RESULTADOS

5.4.1. Suplementacion de nanoparticulas ISPA con compuestos potenciadores de la
respuesta adyuvante

El experimento se repitié dos veces. El ler experimento se sigui6 hasta el dia 165 y 2do
experimento se siguié hasta el dia 75. En los dos casos se midieron anticuerpos a distintos
tiempos y respuesta celular a los 165 (Experimento 1) y 75 (Experimento 2) dias
respectivamente. Los anticuerpos generados en los diferentes tiempos se evaluaron por ELISA
indirecto. En el Experimento 1, todos los grupos mostraron aumento de la DO con respecto al
grupo CONTROL (OVA sin adyuvante) a partir de los 15 dias DPI, tanto de IgG1 (figura 27-A)
como IgG2a (figura 27-B). En el Experimento 2, se observd el mismo patrén de curva cuando
se analizaron los niveles de anticuerpos IgGl (figura 27-C) e IgG2a (figura 27-D). Las
respuestas humorales obtenidas con las diferentes formulaciones fueron similares cuando se
analizaron en los distintos tiempos luego de cada dosis de inmunizacién (figura 27-A). Para
1gG2a, se observd un aumento significativo de la formulacién suplementada c-di-AMP respecto
a ISPA (p= 0,007) pero solo a los 45 DPI y luego la respuesta es similar para todos los grupos
(figura 27-D). En esta instancia y para analizar la respuesta a lo largo del esquema de
inmunizacién, se realizé el andlisis de AUC para cada grupo de estudio tanto en los niveles de
anticuerpos IgG1l (Experimento 1: tabla 20 y Experimento 2: tabla 22) como de IgG2a
(Experimento 1: tabla 21 y Experimento 2: tabla 23). Mediante este andlisis, se observé una
tendencia, aunque no significativa, de un mejor rendimiento del grupo suplementado con
rapamicina en su menor concentracion en los dos experimentos y también para c-di-AMP en el
segundo experimento (se puede observar una respuesta mayor de anticuerpos en el AUC para
este grupo, pero el IC 95% se superpone con las demds condiciones).

En el experimento 1, la prueba de hipersensibilidad retardada (DTH) fue realizada en
tres instancias: a los 45, 75 y 165 dias DPI (figura 28-A). Se determiné en todos los grupos una
alta respuesta DTH que no disminuyd con el tiempo y que 45 dias DPI fue mayor para ISPA-
rapamicina 2 (grupo de suplementacién con rapamicina en su mayor concentracién) (p<0,05).
Sin embargo esa diferencia deja se ser significativa en los dias 75 y 165 (p>0,05). En el
experimento 2 (figura 28-B) la prueba DTH fue realizada en dos instancias: a los 45 y 75 dias,
observandose un patrén de columnas comparable al del ensayo 1.

Dados los resultados obtenidos en estos ensayos, como criterio para determinar la
memoria de los Linfocitos T hacia el antigeno vacunal, se evalué la capacidad de generar
activacion celular del adyuvante ISPA luego de 75 y 165 dias DPI respectivamente y del mismo
complementado con rapamicina en sus dos formas asi como con c-di-AMPc y anti-CCR4

(Ensayo 1). A los 165 dias DPI, los animales de los grupos de estudio fueron sacrificados y se
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prepararon suspensiones celulares del bazo tal como se describe en el apartado 5.3.3.1.1. Luego
del cultivo celular, se realiz6 una marcacién para diferenciar las células T CD4+ activadas
CD44hi y se estudiaron por citometria de flujo. Se observé que los grupos inmunizados con
OVA y complementados con los adyuvantes ISPA-rapamicina 1 e ISPA-rapamicina 2
presentaron un porcentaje mayor, aunque no significativo, de linfocitos T CD4+ de cultivo con
un perfil activado (CD44high), mientras que los demds grupos no presentaron mayor porcentaje
de células activadas (figura 29). Este experimento se repitié una segunda vez (Experimento 2) a

los 75 dias DPI y nuevamente se encontré la misma tendencia (figura 30).
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Figura 27: Respuesta humoral de ISPA original vs ISPA original con los distintos suplementos: A) Respuesta de
IgG1 para el experimento 1; B) Respuesta de IgG2a para el experimento 1; C) Respuesta de IgG1 para el
experimento 2; D) Respuesta de IgG2a para el experimento 2. Se utilizé ovoalbimina como antigeno modelo que
fue administrada con el adyuvante en todas las formulaciones. Se analiz6 el desempefio de las distintas
formulaciones inmunizando ratones BALB/c (n=5/grupo). Se realizaron tres inoculaciones, una cada catorce dias,
obteniéndose muestras de sangre a los 15, 30, 45, 75, 165 DPI (Experimento 1) o a los 15, 30, 45, 75 DPI
(Experimento 2). La relacién a-b / a-c indica una diferencia estadistica con p<0,05. Sobre cada muestra se
determinaron los niveles de IgG1 e IgG2a especificas anti-OV A mediante ELISA.
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Tabla 20: Estadistica de las areas bajo la curva (AUC) para IgG1 (EXPERIMENTO 1).
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

AUC para ISPA Rall)ilr)rﬁc-ina Rall)illzﬁc-ina ISIII):?-- ISPA-c- | coNTROL
IGgl ORIGINAL h 5 CCRa | di-AMP
Area Total 4,791 5,643 4,479 4242 | 3.877 0,1893
Error 0,5742 0,3809 0,3726 0,6807 | 04077 0,01455
Estandar
Intervalo de
confianza | 3.66625917 | 4.8962 6389 | 374925200 | 20082 | 3077a 1 0.1608a
P 5576 | 4.676 02178
(4

Tabla 21: Estadistica de las 4reas bajo la curva (AUC) para [gG2a (EXPERIMENTO 1).
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

AUC para ISPA Rall)ifn?c-ina Rall)ifn?c-ina Iift?-- ISPA-c- | NTROL
1Gg2a ORIGINAL ) 5 CCRg | diFAMP

Area Total 5,089 5,143 4,180 4593 | 4258 0,1743
Error 0,5764 0,4464 03351 03339 | 07504 | 0,004425

Estandar

Intervalo de

confianza | 3.95926219 | 426826018 | 3.524a4,837 | 32300 | 2787a | 0.1657a

e 5248 | 5,729 0,1830
(4

Tabla 22: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG1 (EXPERIMENTO 2).
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA- ISPA- ISPA-c-
AUC para 1Ggl ORIGINAL Rapamicinal | Rapamicina 2 di-AMP CONTROL
Area Total 4,492 4,049 3,470 4,607 0,1292
Error Estandar 0,4972 0,4142 0,8084 0,2736 0,003821
Intervalo de 4,071 a 0,1217 a
3,517 a 5,467 3,238 a 4,861 1,885 a 5,054 i it
confianza (95%) 4 ¢ ¢ 5,143 0,1367

Tabla 23: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para [gG2a (EXPERIMENTO 2).
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

ISPA ISPA- ISPA- ISPA-c-
AUC para 1Gg2a ORIGINAL Rapamicina 1 | Rapamicina 2 di-AMP CONTROL
Area Total 2,842 3,458 3,086 4,224 0,1350
Error Estandar 0,4645 0,3507 0,6906 0,4406 0,003442
Intervalo de 3,360 a 0,1283 a
1,932 a 3,753 2,770 a 4,145 1,732 a 4,439 . ’
confianza (95%) : ¢ ‘ 5.087 0.1417
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Figura 28: Con el objeto de determinar la respuesta celular que generan los distintos tipos de formulaciones
se realiz6 la prueba de DTH. Esta fue realizada en tres instancias, a los 45, 75 y 165 dias DPI (A -
experimento 1) y a los 45 y 75 dias DPI (B — experimento 2), registrandose las diferencias entre el

miembro inoculado vs no inoculado mediante medicién manual con calibre. La relacién a-b / a-c / b-c
indica una diferencia estadistica con p<0,05.
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Figura 29: Estimacion preliminar de la memoria celular obtenida con las diferentes formulaciones mediante la evaluacién
de la activacion de células CD4+ estimuladas in vitro con OVA en esplenocitos obtenidos 165 dias DPI 1: A: Dot plots
representativos de las regiones y cuadrantes utilizados para los andlisis. B: Porcentaje de expresion del marcador de activacién
CD44high dentro de las células CD4+; C: Intensidad de Fluorescencia media (MFI) de CD44 en células T CD4+. Se analizo
el desempefio para lograr la activacion de células CD4 de las distintas formulaciones a largo plazo inmunizando
ratones BALB/c con OVA y las respectivas formulaciones (n=4/grupo). Se realizaron tres inoculaciones, una cada
catorce dias, obteniéndose esplenocitos 165 DPI. Para cada ratén se determinaron los porcentajes de células CD44+
dentro de CD4+ asi como la intensidad de fluorescencia media (MFI) de estas poblaciones y se grafico la media de
los valores obtenidos con el desvio SEM para cada formulacién estudiada.
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Figura 29: Estimacion preliminar de la memoria celular obtenida con las diferentes formulaciones mediante la evaluacion
de la activacion de células CD4+ estimuladas in vitro con OV A en esplenocitos obtenidos 75 dias DPI. 1: A: Dot plots
representativos de las regiones y cuadrantes utilizados para los andlisis. B: Porcentaje de expresion del marcador de activacion
CD44high dentro de las células CD4+; C: Intensidad de Fluorescencia media (MFI) de CD44 en células T CD4+. Se analizé
el desempefio para lograr la activacion de células CD4 de las distintas formulaciones a largo plazo inmunizando
ratones BALB/c con OV A y las respectivas formulaciones (n=4/grupo). Se realizaron tres inoculaciones, una cada
catorce dias, obteniéndose esplenocitos 75 dias DPI. Para cada ratdn se determinaron los porcentajes de células
CD44+ dentro de CD4+ asi como la intensidad de fluorescencia media (MFI) de estas poblaciones y se graficé la
media de los valores obtenidos con el desvio SEM para cada formulacién estudiada.
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5.4.2. Derivatizacion de las nanoparticulas adyuvantes con lipidos tipo vinil sulfona y su

posible uso para ligacion a proteinas de interés vacunal

Se determind que ISPA original estaba constituido por particulas con una media de 70
nm segun medidas realizadas por DLS y que el potencial Z de las particulas fue de +24,5 MV.
ISPA YOLK, estaba constituido por particulas con una media de 120 nm segun la técnica DLS
y su potencial Z fue de -24,3 MV (tabla 14).

El adyuvante ISPA ORIGINAL FUNCIONALIZADO, estaba constituido por particulas
con una media de 491,3 nm segtin medidas realizadas por DLS y el potencial Z de las particulas
fue de -17,4 MV. Por dltimo, se determindé que ISPA YOLK FUNCIONALIZADO estaba
constituido por particulas con una media de 250 nm segtin medidas realizadas por DLS mientras
que el potencial Z fue de -26,6 MV (tabla 24).

La ultra estructura de las particulas fue determinada por TEM, lo que indica que se han

formado particulas en forma de jaula de 40 a 50 nm en todos los casos (figura 30).

Tabla 24: Detalle de tamaiio de nanoparticulas obtenidas medidas por la técnica DLS.

TIPO DE Tamafio medio por | Potencial
NANOPARTICULAS DLS en nm Zeta en MV
ISPA ORIGINAL 70 +24.5
ISPA YOLK 120 -24.3
ISPA ORIGINAL DERIVATIZADO 491,3 -17.4
ISPA YOLK DERIVATIZADO 250 -26,6
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Figura 30: Micoscopia electrénica de trasferencia (MET) de las nanopartculas obtenidas. : SP original; B: ISPA YOLK;
C: ISPA ORIGINAL FUNCIONALIZADO; D: ISPA YOLK FUNCIONALIZADO.

La respuesta humoral desarrollada por los distintos grupos de ratones inmunizados con
las diferentes preparaciones se determiné mediante ELISA. Todos los grupos mostraron
aumento de la DO con respecto al grupo CONTROL a partir de los 15 dias DPI para los
distintos tipos de anticuerpos (IgGl — IgG2a — IgG2b — IgG3) (figura 31). Las respuestas
humorales obtenidas con las diferentes formulaciones fueron similares en el tiempo no
encontrandose significancia estadistica entre los grupos tratados para los anticuerpos IgG1 (4.7-
A), 1gG2a (4.7-B) e 1gG3 (4.7-D) (p>0,05) pero si entre todas las formulaciones respecto del
grupo control (p<0,05). Cabe aclarar que se observé que la formulacion ISPA YOLK
DERIVATIZADO disminuye su desempefio para IgG2b respecto de las formulaciones ISPA
ORIGINAL DERIVATIZADO e ISPA YOLK (4.7-C) (p<0,05), sin embargo esa disminucién
no resulta significativa probablemente debido a que ISPA original presenté mucha desviacién

de dichos anticuerpos especificos entre los distintos ratones del grupo.
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Figura 31: Respuesta humoral de ISPA original, ISPA YOLK, ISPA ORIGINAL FUNCIONALIZADO E ISPA YOLK
FUNCIONALIZADO. A) Respuesta de IgG1, B) Respuesta de [gG2a, C) Respuesta de I[gG2b y D) Respuesta de
IgG3. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante los estadisticos Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann
Whitney. No se observd significancia estadistica entre los grupos tratados con las distintas formulaciones
adyuvantes con o sin el proceso de derivatizacion quimica (con p>0,05). Todos los grupos mostraron
significancia estadistica respecto del grupo control tratado con PBS, la relacién a-b indica una diferencia
estadistica con p<0,05.
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Tabla 25: Estadistica de las areas bajo la curva (AUC) para IgG1.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG1 obtenidos para cada adyuvante.

AUC para ISPA ISPA ISPA ORIGINAL ISPA YOLK CONTROL
IGgl ORIGINAL | YOLK | FUNCIONALIZADO | FUNCIONALIZADO
Areq 4,975 5,132 4912 4,878 0,3065
Total
Error 0,07838 | 0,07906 0,1172 0,05566 0,06656
Estandar
Intervalo
de 4821t | 4977a 0,1761 a
confianza 5,129 5,287 4,682a 5,142 SR 2] 0,4370
(95%)

Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2a obtenidos para cada adyuvante.

Tabla 26: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG2a.

AUC para ISPA ISPA ISPA ORIGINAL ISPA YOLK CONTROL
IGg2a | ORIGINAL | YOLK | FUNCIONALIZADO | FUNCIONALIZADO
—_— 1,753 1,600 1,462 1,266 0,2354
Total
Error 0,09504 | 0,04868 0,09057 0,1973 0,03466
Estandar
Intervalo
de 1,566 a 1,505 a 0,1675 a
confianza 1,939 1,695 12852 1,640 0.8792 2 1,653 0,3033
(95%)

Se determinaron las AUC para la cinética de IgG2b obtenidos para cada adyuvante.

Tabla 27: Estadistica de las dreas bajo la curva (AUC) para IgG2b.

AUC para ISPA ISPA ISPA ORIGINAL ISPA YOLK CONTROL
IGgl ORIGINAL | YOLK | FUNCIONALIZADO | FUNCIONALIZADO
—— 2,521 4,600 2,614 1,485 0,2383
Total
Error 0,4521 0,1196 0,1178 0,08167 0,04252
Estandar
Intervalo
de 1,634 a 4,365 a 0,1549 a
confianza 3,407 4,834 AR ZA R 0,3216
(95%)
Tabla 28: Estadistica de las areas bajo la curva (AUC) para IgG3.
Se determinaron las AUC para la cinética de IgG3 obtenidos para cada adyuvante.
AUC para ISPA ISPA ISPA ORIGINAL ISPA YOLK CONTROL
IGg2a | ORIGINAL | YOLK | FUNCIONALIZADO | FUNCIONALIZADO
Area 1,302 1,121 0,8095 0,8309 0,2299
Total
Error 0,3636 0,1574 0,1846 0,1909 0,06429
Estandar
Intervalo
de 0,5894a | 0,8126 0,1039 a
confianza 5,015 21420 0,4476 a 1,171 0,4568 a 1,205 03559
(95%)
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5.5. DISCUSION

A lo largo de los tltimos afios, en el laboratorio de Tecnologia Inmunolégica de la
FBCB-UNL, se ha colaborado con distintos grupos haciendo uso del adyuvante ISPA original
con diferentes modelos de inmunizacién. El mismo ha sido ensayado con resultados muy
favorables en vacunas que afectan al ganado bovino y ovino (tesis en curso, resultados no
publicados) (Bidart et al., 2020, 2021; Moran et al., 2022) como asi también en vacunas
dirigidas contra Trypanosoma cruzi, ensayadas en modelos murinos (Bertona et al., 2017;
Gamba et al., 2021; Pacini etal.,, 2022; Prochetto et al., 2017). A pesar de su notable
desempefio, se presentan casos en los que la respuesta inmune a la vacuna podria requerir ser
complementada. Esto es el caso por ejemplo, en poblaciones con un sistema inmunoldgico
debilitado o incapaz de responder de una manera adecuada, tales como ser adultos mayores,
nifios, enfermos crénicos o pacientes inmunocomprometidos (Coffman et al., 2010).

En el marco de la suplementacién con componentes que pudieran potenciar la capacidad
adyuvante de la formulacién ISPA original, se evaluaron diferentes estrategias. Un primera
opcidn fue usar en forma conjunta componentes que presenten distintos modos de accién. Dicha
estrategia ya ha sido utilizada por la farmacéutica GSK que ha desarrollado una linea de
adyuvantes que han llamado sistemas adyuvantes (AS1, AS02, AS03 y AS04) que se basa en
mezclas de componentes (dichos compuestos son diferentes a los ensayados en esta tesis).
Como criterio para seleccionar compuestos que complementen la accién de ISPA,
seleccionamos tres candidatos que han sido descriptos por su importante capacidad para
aumentar la respuesta inmune como rapamicina, c-di-AMPc y antagonista de CCR4. Las
distintas moléculas fueron combinadas con el adyuvante ISPA en forma de mezcla simple en la
formulacién utilizada para la inmunizacién. Se evaluaron para esto 4 férmulas alternativas: i)
ISPA con rapamicina en dosis baja ii) ISPA con rapamicina en dosis alta iii) ISPA con c-di-
AMPc e iiii) ISPA con antagonista de CCR4.

La propuesta de incorporar rapamicina se basd en resultados previos que indican su
utilidad para fortalecer la respuesta inmune y generar memoria (Gammon et al., 2017). El
receptor mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero) es una serina treonina quinasa
conservada evolutivamente que estd presente en al menos dos complejos de proteinas: mTOR
Complejo 1 y mTOR Complejo2. En los tdltimos afios, se ha vuelto cada vez més claro que estos
complejos son parte de una red de moléculas que censa e integra a la vez la disponibilidad de
nutrientes a nivel intra y extracelular junto con el estimulo de factores de crecimiento y también
con las senales producidas por los receptores de reconocimientos de patrones (PRR)
(Sukhbaatar etal., 2016). Interesantemente, se ha encontrado que el bloqueo de

mTOR/mTORCI1 conduce a una mayor expresion de IL12 y CCR7 en células dendriticas (Sordi

Giuliana Antonella Lupi 131



et al., 2006), lo que puede facilitar la migracion a los tejidos linfiticos para proporcionar
estimulacién antigénica a las células T.Por lo tanto, el bloqueo de mTOR podria
potencialmente conferir, al menos en algunos contextos, una proteccién mejorada contra
infecciones virales y de otro tipo. Esto es contrario al hecho de que la inhibicién de mTOR
generalmente se considera inmunosupresora porque disminuye el metabolismo celular. Sin
embargo, a dosis bajas administradas durante un corto plazo (6 semanas) se ha reportado que
una combinacién de los inhibidores de mTOR redujo la infecciéon y mejord las respuestas de
vacunacion antiviral en personas sanas de edad avanzada (Mannick et al., 2018). Ademas,
varios estudios demuestran que la administracién regular y sistémica de rapamicina aumenta el
periodo de tiempo de la expansion de células T especificas del antigeno (Araki et al., 2009). En
particular, las células T de memoria central poseen una capacidad altamente proliferativa
necesaria para generar ridpidamente grandes cantidades de células especificas T efectoras luego
de una infeccién que se produce en un tiempo alejado de la inmunizacién. En conjunto, estos
hechos indican la administracién de rapamicina en bajas dosis podria proporcionar poblaciones
de células T especificas de memoria activadas al momento de enfrentar una infeccién o un
estimulo inmunolégico (Gammon et al., 2017). Confirmando esta hipétesis, se ha demostrado
que cuando se administra rapamicina a dosis bajas, en forma conjunta con el péptido Trp2 (un
antigeno comun asociado al melanoma humano) en una re-exposicién al mismo antigeno, es
capaz de promover una respuesta proliferativa mayor, lo que podria mejorar las respuestas de
las células T durante la vacunacién (Gammon et al., 2017). Aunque es necesario dilucidar mejor
algunos mecanismos, estos hallazgos sugieren que la estrategia de un tratamiento con
rapamicina puede mejorar el desarrollo de células efectoras y de memoria en respuesta a los
protocolos de vacunacidn, ofreciendo un nuevo método para ajustar la respuesta inmunitaria
deseada, asi como la plasticidad, el fenotipo y la funcién celular (Moraschi et al., 2021).

En este trabajo, considerando uno de los antecedentes mencionados en los que se ha
utilizado rapamicina en bajas dosis para potenciar la respuesta inmune (Gammon et al., 2017),
hemos ensayado dos dosis de rapamicina. Se trabajé con dos dosis bajas, pero diferentes en un
orden de magnitud, de modo de determinar qué concentracion produce el mejor efecto en el
contexto del modelo de ratén y el esquema de inmunizacién utilizado. En las respuestas
humorales obtenidas con la dosis méds baja de rapamicina, hubo una tendencia a una mejor
respuesta a lo largo del esquema de inmunizacién al analizar la AUC, aunque dicha diferencia
no es significativa teniendo en cuenta que los IC del 95% se superponen. Por otro lado, se
determiné en ambos grupos una alta respuesta DTH que no disminuyd con el tiempo y que a los
45 dias DPI fue mayor para ISPA-rapamicina 2 con respecto a ISPA original (p<0,05).
Finalmente, a los 165 dias DPI, luego de cultivar esplenocitos estimulados con OV A, se observé

que los grupos inmunizados con OVA y complementados con los adyuvantes ISPA-rapamicina
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1 e ISPA-rapamicina 2, presentaron una tendencia a aumentar el porcentaje de linfocitos T
CD4+ CD44high. Los mismos resultados se reprodujeron cuando las poblaciones de
CD4+CD44+ se evaluaron a los 75 dias DPIL. En conjunto, todos estos resultados sugieren, tal
como reportaron otros autores, que la rapamicina podria potenciar la respuesta a las vacunas por
lo que seria buen candidato para complementar el adyuvante ISPA utilizado en la dosis correcta.
Sin embargo, cabe destacar que en el ensayo de respuesta celular realizado a los 165 dias DPI se
observd un comportamiento semejante en el grupo de control para las poblaciones de
CD4+CD44+, por lo que el estudio de respuesta celular a los 165 dpi deberia repetirse para
confirmar el resultado. Por otra parte, dado que solo se ensayaron dos dosis y que el mejor
resultado se obtuvo con la dosis alta para la respuesta celular, pero en dosis bajas para la
respuesta humoral, en futuros trabajos podrian ensayarse nuevas concentraciones de rapamicina
para determinar la dosis Optima a utilizar. Ademds, creemos que es importante confirmar la
memoria inmunolégica celular mediante nuevos ensayos teniendo en cuenta que tanto la DTH
como los anticuerpos obtenidos con esa formulacién indican la persistencia de la memoria
inmunoldgica en ese tiempo.

Por otra parte, determinamos que el grupo ISPA-c-di-AMPc present6 una tendencia de
una mayor respuesta de anticuerpos en el segundo experimento cuando se analizé el AUC a lo
largo de estudio (aunque dicha deferencia no llega a ser significativa). Ademds en ese ensayo,
para IgG2a, se observé un aumento muy significativo de la formulacién suplementada c-di-
AMP respecto a ISPA ( p= 0,007) a los 45 DPI. Previamente se ha descrito que el c-di-AMPc
activa la via del “estimulador de genes de interferén ” (STING), desencadenando la liberacion
de interferones de tipo I (IFN-s) y otras citocinas pro inflamatorias (Dubensky et al., 2013). En
general, los dinucleétidos ciclicos pueden actuar como PAMPs que funcionan como
potenciadores inmunes en el contexto de infecciones. Los dinucledtidos ciclicos como c-di-
AMPc y cGAMP mejoran las respuestas humorales especificas de antigeno, inducen respuestas
equilibradas de células T del tipo Th1/Th2/Th17, y promueven la activacién de linfocitos T
citotéxicos cuando se formulan con un antigeno y se administran mediante rutas sistémicas o
mucosas. Tales respuestas Th y LTc son criticas para controlar los patégenos que no pueden ser
neutralizados por anticuerpos. Sin embargo, el desarrollo de dinucledtidos ciclicos como
componentes de vacunas o terapias requiere ain de una evaluacién cuidadosa de su perfil de
seguridad y su capacidad para promover posibles efectos adversos. Esto es asi ya que la
induccién de inflamacién es necesaria para los efectos inmunomoduladores de los mismos, pero
este estimulo proinflamatorio debe ser autolimitado y de una entidad discreta para evitar
condiciones inmunopatoldgicas (Rueckert et al., 2017). La capacidad de un adyuvante para
proporcionar un estimulo proinflamatorio autolimitado y restringido localmente en el sitio

inductivo representa un claro objetivo en términos de seguridad de la vacuna (Rueckert et al.,
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2017). En ese sentido, estudios de imagenes in vivo han demostrado que, en contraste con otros
estimuladores inmunes, la activacion de IFN tipo I después de la administracion de
dinucleétidos ciclicos estd restringida localmente en lugar de ser sistémica (Skrnjug et al.,
2014). Esta caracteristica indica un alto potencial de estas moléculas como adyuvantes
candidatos. En particular, c-di-AMPc se usé con éxito en los dltimos afios como adyuvante para
promover una respuesta inmune al virus de la influenza, virus de la hepatitis C y el virus de la
inmunodeficiencia simia. También se ha utilizado para desarrollar las vacunas contra la
tuberculosis (Yin et al., 2020) y el protozoario Trypanosoma cruzi (Bivona et al., 2020; Matos
et al., 2017) . En particular, en el laboratorio de Tecnologia Inmunolégica de la FBCB-UNL, en
colaboracién con los grupos de la Dra. Ana Rosa Pérez y Christian Magni del CONICET de
Rosario, se ha ensayado su utilidad para una vacuna basada en la expresion conjunta de c-di-
AMPc y el antigeno Transilidasa en Lactococcus lactis para proteger contra Trypanosoma cruzi
(Quintana et al., 2018). Mds recientemente dichos grupos han evaluado el uso de c-di-AMPc en
una formulacién nasal de Transialidasa recombinante, logrando una importante proteccién
frente a infecciones orales por el pardsito (Pacini etal., 2022). El c-di-AMPc ha sido
particularmente evaluado como inmunopotenciador a nivel de las mucosas (Bivona et al., 2020;
Matos et al., 2017; Quintana et al., 2018). Incluso a nivel de mucosas c-di-AMPc ha mostrado
promover mayores respuestas inmunes humorales y celulares que ISPA (Pacini et al., 2022). En
esta tesis la via de inmunizacién utilizada fue la subcutdnea que ha sido poco explorada para c-
di-AMPc. Si bien no se compararon por separado el efecto del uso de c-di-AMPc vs ISPA si se
analiz6 el efecto de adicionar c-di-AMPc a ISPA. Los estudios que hemos desarrollado con este
adyuvante en forma de suplemento de ISPA han sido preliminares y no hemos podido dar
continuidad a nuevos ensayos por la falta de suministro de la molécula. Seria interesante repetir
estos ensayos, asi como también usar distintas vias de administracién, tanto de los dos
adyuvantes de forma individual como asi también de forma conjunta para poder indagar mejor
sobre su rol inmunopotenciador.

En relacién al uso de CCR4, cabe mencionar que los receptores de quimiocinas son
dianas viables para el descubrimiento de adyuvantes. En este contexto, CCR4 es de particular
interés porque es expresado por células T reguladoras (Tregs), un subconjunto de células T que
normalmente funciona suprimiendo las respuestas inmunitarias. De esta forma, un antagonista
de CCR4 podria mejorar las respuestas inmunitarias al interferir con la funcién inhibidora de las
Tregs. Ademds, los antagonistas de CCR4 pueden poseer la capacidad de alterar el tipo de
respuesta inmunitaria generada teniendo en cuenta que la expresién de CCR4 es diferente en los
subconjuntos de células T efectoras. En particular, CCR4 se expresa en células CD4+ de tipo
Th2 siendo estas las células T que se han relacionado con enfermedades inflamatorias alérgicas

como el asma, la dermatitis atdpica y la rinitis alérgica. Por el contrario no se expresan en las
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células T Thl que normalmente estdn involucradas en la proteccién contra patégenos
intracelulares. De acuerdo con el papel de CCR4 en las células Th2, se ha observado que el
tratamiento con los anticuerpos anti-CCL17 y anti-CCL22 (las chemoquinas ligando de CCR4),
tienen eficacia en modelos murinos de asma. Dado que las respuestas Thl y Th2 son
antagdnicas entre si, los antagonistas de CCR4 pueden actuar como adyuvantes que dirigen la
respuesta inmunitaria hacia una respuesta de tipo Th1 (Davies et al., 2009). Por tanto, como las
células T virgenes y los subconjuntos Thl carecen de CCR4, los antagonistas para CCR4
podrian usarse para mejorar las respuestas inmunes celulares, que son cruciales en
enfermedades virales y en cdnceres (Bayry, 2014b). Sin embargo, en las condiciones evaluadas
en este trabajo, no se obtuvieron resultados que muestren una mejora significativa cuando la
formulacién ISPA original fue suplementada con la molécula antagonista de CCR4. Se ha
sugerido que es necesario seguir trabajando en la farmacocinética de los antagonistas de CCR4,
el estudio de bisqueda de dosis Optima y los experimentos en primates no humanos antes de
llevar los antagonistas de CCR4 a las clinicas y su uso como adyuvante de la vacunas (Bayry,
2014a). Una consideraciéon que se debe hacer con respecto a esta estrategia es que, aunque los
modelos experimentales proporcionaron evidencia de que inhibir a las células Treg mejoraria la
magnitud y la duracién de la inmunidad protectora proporcionada por las vacunas, la traduccién
de estos resultados a la clinica se ve obstaculizada debido a que inclinar el equilibrio de Treg
podria ser perjudicial. Ademds, el CCR4 también es expresado por células Th17. Por lo tanto,
los antagonistas de CCR4 podrian inhibir las respuestas de tipo Th17. A su vez los antagonistas
de CCR4 podrian también inhibir la formacién de algunas subclases de anticuerpos que
dependen de la activacion de las células Th2.

La segunda estrategia para potenciar el efecto del adyuvante fue la de conjugar los
antigenos a las particulas con el objetivo de lograr una entrega del antigeno con el
inmuestimulador en un mismo tiempo y espacio. Como se describe con anterioridad, las
nanoparticulas tipo ISCOM fueron desarrolladas originalmente como portadores en los sistemas
de inmunizacién (Chanlun etal., 2006). De esta forma, constituyen nanosistemas de
presentacion antigénica en los que las proteinas de los antigenos se unen a las nanocépsulas a
través de los dominios hidrofébicos de sus secuencias. Sin embargo, este aspecto de su
actividad presenta una seria desventaja para las proteinas o péptidos hidrofilicos (Cruz-Bustos
etal.,, 2012). Se han reportado estudios con la finalidad de solucionar este inconveniente
disefiando un sistema capaz de unir las proteinas a los ISCOM a través de sus grupos amino o
tiol utilizando compuestos novedosos formados por una cadena lipidica unida a un grupo
vinilsulfona sintetizados especificamente para este propdsito (Cruz-Bustos et al., 2012). En este
trabajo, se utilizé la técnica optimizada por Cruz-Bustos et al., 2012 y empleada mds tarde por

Rodriguez-Serrano et al., 2016 (Cruz-Bustos et al., 2012; Rodriguez-Serrano et al., 2016). Los
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resultados obtenidos fueron comparables con los de estos autores. Las nanoparticulas ISPA
original e ISPA YOLK, tanto en sus composiciones originales como posteriormente
derivatizadas, mostraron caracteristicas similares. Sin embargo, los tamafios obtenidos para las
nanoparticulas, estimados por la técnica DLS arrojaron valores muy variables como se muestra
en la tabla 24. Hay que destacar que el tamafio de las particulas medido por DLS depende de las
poblaciones de nanoparticulas que se sometan a andlisis. Es decir, cuando se produce la
incidencia de la luz sobre la muestra, esta incide sobre las nanoparticulas y luego se dispersa.
Cuando la luz, impacta sobre una particula de mayor tamaiio, la dispersién es mayor, aunque
particulas de este tipo sean muy minoritarias. Muchas veces, esto lleva a pensar que las
nanoparticulas son mas grandes, sin embargo, esto puede deberse a la presencia de precipitados
o aglomerados constituidos por restos de proteinas no ligadas o contaminantes. Esto sugiere,
que la técnica DLS es una herramienta vdlida para ensayos preliminares de determinacién de
presencia o no de poblaciones de nanoparticulas, pero no determina su forma y / o constitucién
(aunque estaria indicando la presencia de poblaciones no homogéneas de particulas). Para
confirmar la obtencién de particulas, se utiliz en este caso microscopia electrénica de
trasferencia. Se observé mediante la técnica de microscopia electrénica que las nanoparticulas
conservaron la forma de matrices en forma de jaula y tamafios homogéneos en todas las
muestras. En el caso de las nanoparticulas formuladas con lipidos de huevo, las mismas
presentaron carga de mayor negatividad cuando se determiné su potencial Z, aunque esto no
influyé en los resultados de funcionalidad. A pesar del haber obtenidas particulas derivatizadas
del tamafio correcto, no se encontré que las mismas presenten una mejora en el desempefio
inmunoldgico en relacién a las no derivatizadas y en el caso de la formulacién de ISPA YOLK
DERIVATIZADO los resultados desmejoraron. Cabe destacar que existen dificultades técnicas
que pueden haber influido en el resultado del ensayo inmunolégico y que deberfan considerarse.
Como hemos visto en el capitulo 2, las nanoparticulas como ISPA pueden formularse mediante
distintas técnicas. Aqui, se adaptd la técnica del precursor liposomal para la sintesis de las
mismas (Bertona etal., 2017) y luego se lig6 OVA a las nanoparticulas neo formuladas
mediante la técnica descripta por Cruz-Bustos et.al., 2012 (Cruz-Bustos et al., 2012). Cruz-
Bustos y colaboradores emplearon la técnica basada en detergentes y procesos de ultra
centrifugacién para la produccién de particulas tipo ISCOM (Cruz-Bustos et al., 2012) y luego
procedieron a la funcionalizacién de las mismas. Este tipo de técnicas, requiere la liofilizacién
en su tultimo paso debido a la baja concentracién con la que se obtienen las particulas. Luego de
re-suspender el liofilizado mediante la técnica de Cruz-Bustos, se obtiene una solucién
homogénea de particulas. En este trabajo se utiliz6 el método de obtencién de particulas de
Bertona y col. 2017 (Bertona et al., 2017) que pudo no haber sido 6ptimo para el proceso de

liofilizaciéon y reconstitucién ya que se observaron en muchos casos dificultades de re
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suspension de los componentes, e incluso precipitados, lo que podria explicar los tamafios
observados en la técnica de DLS e inclusive en la microscopia. Por eso, si bien, los resultados
obtenidos no arrojaron diferencias significativas a nivel inmunolégico, deberian evaluarse otras
alternativas de derivatizacién sin la necesidad de liofilizar las mismas, lo que podria permitir

una mayor estabilidad o inclusive una mejor respuesta inmunolégica.

Giuliana Antonella Lupi 137



5.6.

®
°

CONCLUSIONES DEL CAPITULO 3

Cuando ISPA se suplementd con rapamicina o c-di-AMPc, los ratones inmunizados con
dichas formulaciones presentaron una tendencia de una respuesta mayor en los niveles
de anticuerpos, aunque el aumento no fue significativo (salvo para c-di-AMPc a los 45
DPI). Ademads, cuando ISPA se suplement6 con rapamicina en su mayor concentracion,
los ratones inmunizados con dicha formulacién presentaron una mayor respuesta DTH
con respecto al grupo ISPA a los 45 DPI. Dicha respuesta sigue siendo mayor para este
grupo en los dias dia 75 y 165 DPI, aunque no en forma significativa. Estos resultados
sugieren que el agregado de rapamicina o c-di-AMPc, podrian potenciar al adyuvante
ISPA.

El andlisis de activacion de linfocitos T a los 75 y 165 DPI para determinar activacion
especifica hacia el antigeno mostré un aumento (aunque no significativo) del porcentaje
de linfocitos activados a largo plazo luego de la inmunizacién para los grupos
vacunados con rapamicina respecto de los otros grupos. Sin embargo, dado que en el
primer ensayo, el control no vacunado también presenta un aumento en relacion a las
otras condiciones, dicho estudio requiere ser repetido.

Se observé que las nanoparticulas ISPA en su versién original y YOLK se adaptan a
procesos de derivatizacion quimica sin sufrir cambios en su estructura microscopica

pero no mejoraron el desempefio inmunolégico.

Giuliana Antonella Lupi 138



6. CONCLUSIONES

Giuliana Antonella Lupi 139



6.1. CONCLUSIONES

2
L4

Los extractos semirrefinados obtenidos a partir de saponinas Kerry® constituyen un

insumo con un desempefio comparable al de las saponinas Quil-A® de tipo comercial.

7
L4

El uso de saponinas semirrefinadas de bajo costo en lugar de saponinas comerciales

permitiria el desarrollo de vacunas veterinarias contra una amplia variedad de patégenos

a un valor econémico accesible.

¢ El fosfolipido de soja del tipo HSPC presenta dificultades técnicas para la adaptacion a
la técnica del precursor liposomal y consiguiente formulacion de ISPA.

++ Los fosfolipidos de soja derivados de residuos industriales permiten la formulacién de

particulas ISPA pero el uso adicional de componentes comerciales en la formulacién

disminuye el interés por dichas moléculas.

7
°

Los extractos de lipidos derivados de yema de huevo generan una respuesta
inmunoldgica similar a la de los componentes comerciales cuando el adyuvante
desarrollado se preparé con saponina Kerry® mediante la técnica del precursor
liposomal.

+¢ Mediante el método del precursor liposomal se obtiene una mayor respuesta en ISPA
original e ISPA YOLK, confirmando un mejor desempefio de las particulas con el uso
de esta técnica.

% Mediante la obtencién de ISPA YOLK se logré la produccion de una formulacién que
cumple con los objetivos propuestos de obtener un adyuvante similar a
ISCOMATRIX™ pero de bajo costo.

¢ La suplementacién del adyuvante ISPA con sustancias como rapamicina y o c-di-AMPc

induce resultados prometedores para mejorar la respuesta inmunoldgica y permiten

programar nuevas evaluaciones para evaluar confirmar su desempefio.

®
°

No han sido observadas diferencias significativas al menos en los pardmetros aqui
estudiados cuando el adyuvante ISPA fue suplementado con anti-CCR4.

+«+ Las nanoparticulas ISPA original e ISPA YOLK son capaces de adaptarse a procesos de
funcionalizacién, liofilizado y reconstitucién, sin embargo no se observé mejor

desempefio de las mismas luego de estos procesos.
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