UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ELABORACION DE UN MANUAL DE CALIDAD TIPO I1SO
9000: 2000 PARA LA PRODUCCION DE LA VACUNA
ANTITIFOIDICA “PAL-1SIPOR” PARA SU APLICACION

EN HUMANOS.

TESIS
Que para obtener el titulo de
QUIMICA FARMACEUTICO BIOLOGA

PRESENTA

Alejandra Veronica Tenorio Calvo

México, D. F. 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Constantino 111 Roberto Lopez Macias.
Vocal Prof. José de Jesus Alvarado Pérez.
Secretario Prof. Enrique Ortega Soto.

ler. Suplente Prof. Francisco Garcia Olivares.
2do. Suplente Prof. Blanca Estela Rivero Cruz.

El presente trabajo fue desarrollado en la Unidad de Investigacion
Médica en Inmunoquimica del Hospital de especialidades del Centro

Médico Nacional “Siglo XXI” del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Este estudio fue financiado por el proyecto.

Salud-CONACYT 2004-01-132

Constantino 111 Roberto Lopez Macias.
ASESOR

M en C Maria del Socorro Alpizar Ramos.
SUPERVISOR TECNICO

Alejandra Veronica Tenorio Calvo
SUSTENTANTE



DEDICATORIAS

A mi Madre y a mi Padre

Con todo mi carifilo y mi amor

A mis hermanos

Los quiero mucho

A mis amigos

Por su apoyo, los momentos, su comprension y carifio



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Armando Isibasi Araujo por darme la oportunidad de integrarme en su

equipo de trabajo.

Al Dr. Constantino Ill Roberto Lépez Macias por la oportunidad de desarrollar

mis capacidades en su proyecto, SUs consejos, apoyo Yy supervision.

A la M en C. Maria del Socorro Alpizar Ramos por el apoyo brindado, sus
consejos y guia en el desarrollo de mi trabajo.

Al Dr Pierre Savard por su paciencia, la correccion de mis errores, la
supervision, su apoyo y la constante transmision de conocimientos e ideas a lo
largo del desarrollo del proyecto.

Al Dr. Homero Hernandez Montes por sus valiosos consejos.

A la Q. Guillermina Salazar Vela por su comprension.

A mis compafieros de laboratorio por su apoyo y amistad.



INDICE
1. RESUMEN

Abreviaturas

Figuras y Tablas

2. INTRODUCCION

2.1 Salmonella enterica serovar Typhi

2.1.1 Caracteristicas

2.1.2 Mecanismos de infeccion por Salmonella typhi

2.1.3 Respuesta Inmune contra Salmonella typhi

2.1.4 Moléculas inmunodominantes de Salmonella typhi

2.1.5 Proteinas de Membrana Externa

2.2 Fiebre tifoidea
2.2.1 Epidemiologia
2.2.2 Tratamiento y prevencion
2.2.2.1 Antibiéticos

2.2.2.2 Vacunas contra la fiebre tifoidea

2.3 Proyecto PAL-ISIPOR

2.3.1 Porinas de Salmonella typhi

2.3.1.1 Localizacion celular

2.3.1.2 Estructura

2.3.1.3 Funciones

2.3.1.4 Patron de expresion

2.3.1.5 Historia del candidato a vacuna “ISIPOR”
2.3.2 El adyuvante PAL

2.3.2.1 Virus del Mosaico de la Papaya

2.3.2.2 Respuesta inmune generada por el adyuvante

2.4 Lavacuna experimental PAL-ISIPOR

2.4.1 Protocolos efectuados para la evaluacion de la
farmacologia

-12-
-12-

-14-
-15-
-16-
-16-
-17-

-21-
-21-
-21-
-21-
-24-
-25-
-25.-
-20-
-29-
-30-

-31-
-31-



2.5 Sistemas de Calidad

2.5.1 ISO 9000 Concepto y evolucion

2.5.2 Estructura de la ISO 9000 : 2000

2.5.3 Sistema de Gestion de Calidad

2.5.4 Los Principios de Gestion de Calidad

2.5.5 Requisitos Generales del Sistema de Gestion de Calidad

2.5.6 Trascendencia de utilizar la 1ISO 9000: 2000 como
estandar de calidad.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4. HIPOTESIS

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

5.2 Objetivos particulares

6. MATERIALES Y METODOS

7. RESULTADOS

8. DISCUSION

9. CONCLUSION

10.BIBLIOGRAFIA

11.ANEXO 1 MANUAL DE ASEGURAMIENTO Y CONTROL DE
CALIDAD

-32-
-32-
-34-
-35-
-37-
-38-
-40-

-41-

41-

-41-

41-

-42-

-42-

-43-

-45-

-50-

-51-

-59-



1. RESUMEN

La fiebre tifoidea es una enfermedad infectocontagiosa causada por la

ingestion de alimentos o agua contaminados por Salmonella enterica serovar
Typhi (S. typhi). Esta enfermedad puede resultar letal, y es un problema de
salud publica en México y en muchos otros paises en vias de desarrollo.
En el afio 2001 se realizaron estudios clinicos de Fase | con el candidato a
vacuna ISIPOR desarrollado en la UIMIQ®®. Después de la aplicacién de ésta
vacuna a base de porinas de S.enterica serovar Typhi no se observaron
efectos secundarios adversos tras su administracion y que es capaz de inducir
anticuerpos bactericidas en los voluntarios humanos.

Con el fin de mejorar la inmunogenicidad de ISIPOR se le adicioné un
adyuvante proteico denominado PAL, este adyuvante facilito la solubilidad de la
vacuna, increment6 y prolong6 la capacidad inmunogénica y protectora de la
misma en modelos experimentales de raton. La composicion resultante se
denomino PAL-ISIPOR.

Con base en estos resultados se decidié producir el candidato a vacuna

PAL-ISIPOR con la calidad y condiciones de bioseguridad e inocuidad
necesarias para poder realizar estudios clinicos de Fase 1. Para lograr esto, se
requiere que la produccion se desarrolle bajo los lineamientos de las Buenas
Practicas de Manufactura. Asi, en el presente trabajo se reporta el desarrollo
del Manual de Aseguramiento y Control de Calidad para desarrollar, en un
laboratorio de investigacion dentro de un ambiente académico, un sistema de
Administracion de Calidad que incluya: las medidas de bioseguridad para el
personal; el respeto de los principios éticos en la investigacion en animales y
en humanos; el disefo, el desarrollo y la produccion de candidatos a vacuna
con transparencia.
En el manual se incluyen los Procedimientos Estandar de Operacién (PEOS)
para asegurar el uso adecuado de las areas de infraestructura de la UIMIQ;
incluye los procedimientos para la produccién, registros de produccién y control
analitico de todos los lotes de las vacunas experimentales y de los productos
intermedios, asi como las acciones correctivas y preventivas necesarias en el
proceso. Abarca también los PEOs para todos los estudios no-clinicos de
laboratorio.



2. INTRODUCCION

2.1 Salmonella enterica serovar Typhi
2.1.1 Caracteristicas

Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) es un bacilo Gram-negativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es movil, capsulado, no
esporulado con flagelos peritricos. Mide aproximadamente dos a tres micras,
es un microrganismo intracelular. En cuanto a su metabolismo es anaerobio
facultativo, fermenta glucosa con produccion de acido, es lactosa y sacarosa
negativo, ademas produce acido sulfhidrico. Esta bacteria se encuentra
altamente adaptada al hombre y no se conocen otros reservorios naturales >°.
Puede permanecer viable por semanas e incluso meses en agua y hielo; es
sensible al contacto con sustancias quimicas como desinfectantes, ademas de
cloro, utilizado para potabilizar el agua para consumo humano. Las pruebas

bioquimicas empleadas para la identificacion de Salmonella typhi son las

siguientes:
Medio de cultivo Caracteristicas de las colonias
Agar Sangre De color blanco no hemoliticas
Agar MacConkey Pequenas, lactosa negativo
Agar SS Lactosa negativo con centro
color negro
Agar Desoxicolato Lactosa negativo con centro
color negro

Agar Xilosa-lisina-desoxicolato

Color rojo centro negro

Agar Hektoen

Color verde con centro negro

Agar Sulfito de Bismuto Color negro
Prueba Resultado

Glucosa +
Lactosa -
Gas -

H,S + débil
Indol -
Movilidad +
Citrato -
Sacarosa -
Urea -

+ Prueba bioquimica positiva
- Prueba bioquimica negativa

TABLA 1 Pruebas bioquimicas para la identificacién de S. typhi.
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2.1.2 Mecanismos de infeccion por Salmonella typhi




S. typhi ingresa al organismo a través de la ingestion de agua o
alimentos contaminados; las bacterias que resisten al pH acido del estobmago,
llegan al intestino e ingresan a través de las células M. Las células M son
células especializadas que se encuentran en el epitelio asociado al foliculo que
recubre las placas de Peyer. Estas células internalizan antigenos hacia el domo
subepitelial donde se encuentran macréfagos y células dendriticas®. Cuando
la bacteria ha llegado a los foliculos linfoides en las placas de Peyer, se dirige a
los ganglios mesentéricos, en esta fase, Salmonella tiene la capacidad de
infectar a células de la estirpe mieloide, en especial a los macréfagos*®,®'; sin
embargo, también puede llegar a infectar a células polimorfonucleares (GR1*)’
y células dendriticas (CD11c*, MCH-II")"** induciendo una inflamacién local por
la produccion de Factor de Necrosis tumoral (TNF-a), .interleucina 1 (IL-1) e
interleucina-18 (IL-18). Las bacterias contenidas en las células infectadas,
evaden la accion del complemento 2 y el estallido respiratorio de las células
polimorfonucleares (PMN), en particular de los neutréfilos '*. Posteriormente la

bacteria se multiplica y mediante la activacion de la caspasa-1 %

, provoca la
apoptosis en los macréfagos y se libera al torrente sanguineo, ocasionando
una bacteremia primaria 224*™  Una vez en la sangre, los bacilos pueden
infectar al higado y bazo donde puede multiplicarse nuevamente, induciendo la
apoptosis en las células infectadas para posteriormente regresar a la
circulacién  sanguinea ocasionando una bacteremia secundaria®®*.
Eventualmente Salmonella puede reinfectar otra vez las placas de Peyer
provocando inflamacién, Ulceras y dafio celular (necrosis y apoptosis) %°. La
trombosis capilar de las placas de Peyer puede ocasionar hemorragias,
generalmente durante la segunda semana de infeccion acompafiada de
ulceracién y perforacion intestinal durante la tercera semana 8. Estos sintomas
eventualmente ocasionan peritonitis y septicemia, siendo esta ultima la causa

mas frecuente de muerte en los individuos con fiebre tifoidea ’.

2.1.3 Respuesta Inmune contra Salmonella typhi
En la fase primaria de la infeccidn, los macréfagos y los neutréfilos

juegan un papel importante al fagocitar la mayor parte de las bacterias. Las



bacterias son eliminadas por proteasas y a través del estallido respiratorio, que
se activan dentro del macroéfago %84,
Por otra parte la respuesta inmune contra S. typhi también esta mediada por
Linfocitos T especificos que producen IFN-y para activar a los macréfagos, y en
la regulaciéon de la activacidon de los linfocitos B para la produccion de
anticuerpos. Se ha propuesto que los linfocitos T citotdxicos participan en la
eliminacién de los macréfagos infectados dejando desprotegida a la bacteria o
directamente eliminandola a través de la produccion de interferén gama (INF-y)
80.

Ademas, los anticuerpos en el lumen intestinal principalmente de clase
IgM e IgA bloquean la entrada de la bacteria, probablemente por la inhibicion
de la adhesion de ésta a las células M y epiteliales, mientras que los
anticuerpos IgM e IgG del suero actuan por medio de la fijacion de

complemento y la opsonizacion de la bacteria para la fagocitosis 7081

2.1.4 Moléculas inmunodominantes de Salmonella typhi

La estructura antigénica de éste patdogeno incluye el antigeno H o
flagelar (proteinas del flagelo entre ellas Fli c) el cual induce la produccion de
anticuerpos no protectores contra la infeccién; el antigeno O 6 somatico que es
el componente mas inmunogénico del lipopolisacarido, induce altos titulos de
anticuerpos que correlacionan con la infeccion pero no median tampoco la
proteccion contra la infeccion. Otra molécula inmunodominante es el antigeno
Vi el cual se encuentra relacionado con la virulencia de la cepa y es exclusivo
de S. typhi, este antigeno induce la produccion de anticuerpos protectores. En
su conjunto, estos tres antigenos son utilizados comunmente para la
identificacion de S. typhi. Otros componentes bacterianos altamente
inmunogénicos son las proteinas de membrana externa (PMEs) entre las que

destacan las porinas.

2.1.5 Proteinas de Membrana Externa

Schnaitmann fue el primero en caracterizar que E. coli contenia una
proteina principal que constituia el 70% de las proteinas totales de la
membrana externa ®. Después, él y otros investigadores demostraron por

electroforesis que en realidad eran cuatro proteinas de membrana externa



104490 gchmitges y Henning describieron una proteina principal que mediante
electroforesis se podia separar en dos bandas®’. Actualmente se conoce que el
numero de las proteinas de membrana externa (PME) es variable y depende de
la informacién genética de la bacteria. Su expresion puede verse afectada por
diferentes factores como lo son las condiciones de cultivo, temperatura,
osmolaridad, pH, etc®®. En 1978 Di Rienzo, Nakamura e Inouye, junto con
Osborn y Wu en 1980, efectuaron una clasificacién de las PME en principales y

menores®>’8.

1) Proteinas principales. Reciben este nombre porque pueden llegar a
expresarse en mas de 100,000 moléculas/bacteria. Se dividen en los
siguientes grupos.

a) Proteinas matrices o porinas. Tienen un peso molecular entre 36,000-
42,000 Da. Participan en el transporte pasivo de sustancias de bajo peso
molecular a través de la membrana externa. Como ejemplo de estas
proteinas se encuentran OmpC, OmpF, OmpD y PhoE’®. Las condiciones
para desnaturalizar a éstas proteinas son extremas ya que los trimeros
solubilizados con SDS son estables a temperaturas arriba de 75°C aun en
presencia de SDS*.

b) Proteina modificable por el calor (OmpA). Esta proteina presenta una
estructura nativa en forma monomérica (35,000 Da). Cuando se calienta a
100°C, en presencia de SDS, se desnaturaliza y de ahi que reciba el
nombre de proteina modificable por el calor. Participa en los procesos de
conjugacion y en mantener la integridad estructural de la membrana

externa, ademas se ha descrito como receptor para fagos y colicinas?’®

2) Proteinas menores. En este grupo de proteinas se ha demostrado su
funcion como acarreadores durante el transporte de sustancias de alto
peso molecular, ademas de estar involucradas en la division celular.
Como ejemplo de este grupo de proteinas se encuentra la OMPLA,

proteina de membrana externa que posee actividad de fosfolipasa A %78,



En la FIGURA 1 se muestra esquematicamente la disposicion de los
principales componentes de la envoltura celular de las bacterias Gram-

negativas y el arreglo de las principales proteinas de la membrana externa.
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FIGURA 1. Representacion esquematica de la organizacion molecular presente

en la envoltura celular de las bacterias Gram-negativas.

2.2 Fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea es una infeccion sistémica causada por S. typhi y que
puede resultar letal. Los sintomas asociados a esta enfermedad varian, ya que
van desde un ligero malestar con fiebre moderada y tos seca, hasta un cuadro
clinico severo con dolor abdominal y muiltiples complicaciones®. Existen
muchos factores que influencian la severidad y las consecuencias de la
infeccidn; estos incluyen la duracion de la enfermedad antes de comenzar el
tratamiento antibiético apropiado asi como la eleccion del antibidtico, la edad, el
historial de vacunacion, la re-infeccion, la virulencia de la cepa, la cantidad de
inoculo ingerido, la inmunosupresion; también se considera si el paciente se ha
medicado con antiacidos. De acuerdo a observaciones clinicas, la enfermedad

se puede desarrollar en cuatro etapas; +'4%°



Fase de incubacion, se define como el tiempo desde la ingestion de S.
typhi hasta la aparicion de los primeros sintomas, es un periodo por lo
general de aproximadamente 8 a 14 dias aunque se han reportado
periodos de incubacién en un rango mas amplio de 3 a 60 dias. En
voluntarios, la dosis de infeccién varia entre 1 x 10° - 1 x 10° bacterias *°,
siendo los primeros sintomas el vomito y dolor abdominal entre las primeras
12a72h.

. Fase de invasion, caracterizado por la aparicion de los primeros signos y

sintomas que son generalmente fiebre elevada y esporadica acompafiada
de cefalea persistente, tos no productiva, fatiga, insomnio, anorexia.
Periodo de estado, se presenta aproximadamente una semana despues,
el paciente presenta fiebre continua, bradicardia, pulso dicrético,
hepatomegalia y esplenomegalia. En un 10-20% de los pacientes presentan
deposiciones con sangre. Las perforaciones en intestino también han sido
reportadas alrededor de 3% de pacientes hospitalizados. ElI malestar
abdominal se produce y se incrementa de manera considerable. De existir
una perforacién y peritonitis puede causar la elevacion de pulso,
hipotensidn, distension abdominal, rebote suave y posteriormente rigidez
abdominal. También se encuentra elevada la cantidad de leucocitos en
sangre; en radiografias se muestra aire libre en la cavidad abdominal. La
roséola tifica (papulas rosas de aproximadamente de 2-4 mm de didmetro)
aparece en el tronco de los pacientes caucasicos hasta en un 50% de los
casos.

Evolucién, si los pacientes fueron tratados con antibiéticos apropiados,
responden con una reduccién gradual de la fiebre en un periodo de 3-5
dias.

En un 5-12% de casos, la enfermedad puede ser recurrente y un 2-5% de

los casos se convierten en portadores crénicos a pesar del tratamiento con

antibidticos. Los portadores asintomaticos estan predispuestos a algunos tipos

de cancer'?'>. Existen reportes que el 16% de los pacientes con cancer de vias

biliares son portadores asintomaticos de S. typhi ®. Otras correlaciones se han

establecido con cancer colorrectal, de pancreas y de pulmén

12,13



2.2.1 Epidemiologia

La fiebre tifoidea es una enfermedad poco frecuente en Estados Unidos
y Europa, no obstante algunos individuos llegan a enfermarse cuando viajan a
zonas endémicas. Las areas endémicas se localizan principalmente en Asia,
Africa y Latinoamérica, regiones donde el entorno sanitario es deficiente, la
falta de agua potable y pobreza generan las condiciones propicias para el
desarrollo de la enfermedad. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reporta alrededor de 33 millones de casos de fiebre tifoidea a nivel mundial, de
las cuales 500,000 son letales, en el afio 2000 se presentaron 21 millones de
casos y 216,510 muertes 2",

En México hasta la semana 51 del 2006, se presentaron 35,878 casos
de fiebre tifoidea y en el 2005 fueron 31,266. En 2002 el numero de decesos
por tifoidea fue de 112 .

Estos datos se consideran un estimado, ya que no hay registro preciso
en nuestro pais. El problema se debe a que un gran numero de personas tanto
en las ciudades como en el campo no consultan al médico ademas de practicar
la automedicacion y el uso de métodos terapéuticos alternativos a la medicina;
cuando las personas acuden al médico, y se diagnostica en funcién de las
manifestaciones clinicas, en la mayoria de los casos los métodos diagndsticos
existentes son costosos, complicados y requieren de instalaciones y equipo
especiales para su ejecucion. El tratamiento con antibidticos es comun
mejorando rapidamente, provocando la suspensién del tratamiento; ésta
situacion favorece el establecimiento de portadores asintomaticos que

mantienen focos infecciosos en la comunidad.

2.2.2 Tratamiento y prevencion
2.2.2.1 Antibidticos

La fiebre tifoidea se puede tratar con antibioticos. Sin embargo, la
aparicion de cepas con resistencia multiple a antibidticos se esta convirtiendo
en un problema global serio. Algunas de las regiones donde estas cepas
resistentes se han multiplicado incluyen el subcontinente Indio, Vietnam,
Latinoamérica, y Egipto. Desde 1948 hasta la década de 1970 se utilizo
ampliamente el cloranfenicol en todo el mundo, y en algunos paises en vias de

desarrollo, todavia es considerado el tratamiento estandar. Sin embargo, se



han generado cepas de S. typhi resistentes al cloranfenicol. Lo anterior, unido
al hecho de que el farmaco produce numerosos efectos colaterales incluyendo
anemia aplasica, ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos. La amoxicilina,
el cotrimazol y el trimetroprim-sulfametoxazol son tan eficaces como el
cloranfenicol, y son seguros para el tratamiento en nifios, sin embargo, en
algunos lugares se han aislado cepas resistentes por lo que actualmente las
quinolonas como la ciprofloxacina y las cefalosporinas de segunda y tercera
generacion son los farmacos de eleccion para el tratamiento de la fiebre
tifoidea. Desafortunadamente, estos farmacos son caros, en el caso de los
paises en desarrollo no se encuentran al alcance de la mayoria de la poblacion
y representan una carga sustancial para los presupuestos sanitarios de estos
paises, por lo que la prioridad es la prevencion de la enfermedad y por lo tanto

la generacion y empleo de vacunas "°".

2.2.2.2 Vacunas contra la fiebre tifoidea

Ademas de la higiene, la estrategia de eleccion para la prevencion de
enfermedades infecciosas es la vacunacion. La primera inmunizaciéon
experimental con una suspension de microorganismos vivos de S. typhi fue
realizada en conejos por Frankel y Simmons en 1886. Posteriormente se
efectud en ratones por Bauner y Pfeifffer en 1887. Klikovich empled bacterias
muertas con el mismo propdésito. Esto indujo a Wright en Inglaterra y a Pfeiffer y
Kolle en Alemania, a emplear por primera vez en 1897, una vacuna inactivada
para la inmunizacion en humanos. Cuando estas vacunas se aplicaron en la
India, Egipto, Italia y Sudafrica, se observo una disminucion significativa de la
morbilidad, asi como la disminucién de los sintomas en los individuos
vacunados que desarrollaron la enfermedad®°.

En 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas aplicadas por via oral,
elaboradas a partir de bacterias completas. El efecto de las mismas fue
evaluado por el ejército francés, donde desafortunadamente se presenté alto
indice de mortalidad en los individuos vacunados®. Las vacunas tifoidicas
hechas a base de bacterias muertas continuaron utilizandose durante décadas
sin conocerse su efecto protector real, ya que se carecia de modelos
experimentales para analizar su eficacia, ademas de que no se lograba

correlacionar el efecto protector con algun indicador seroldgico.



Las vacunas disefiadas contra la fiebre tifoidea se dividen en tres clases:
a. Vacunas de bacterias muertas: vacuna parenteral K (muerta por acetona) y
vacuna parenteral L (muerta por calor-fenol).

En 1955, bajo los auspicios de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se realizaron estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la
Union Soviética, con el objetivo de analizar la eficacia de las vacunas
elaboradas a base de células completas de S. typhi muertas con acetona
(vacuna K) y calor-fenol (vacuna L). Estos estudios demostraron que la vacuna
K fue la mejor y la protecciéon era mayor cuando se aplicaban dos dosis*
Posteriormente se demostrd que la vacuna K confirié un 79-88% de proteccion,
mientras que la vacuna L indujo una proteccién del 51-77%°".

El hecho de que estas vacunas parenterales presentaron efectos
secundarios indeseables como son fiebre, malestar general, eritema en el lugar
de la vacunacién y dolor, ademas de la induccién de una baja inmunidad
celular15, ya no se utilicen en la actualidad, motivando a la busqueda de nuevas
vacunas.

b. Vacuna de bacteria atenuada: vacuna oral Ty21a.

La vacuna atenuada de S. enterica serovar Typhi Ty21a, fue
desarrollada por Germanier y se obtuvo mediante mutagénesis quimica®. A
partir de la cepa tipo silvestre, por tratamiento con el agente mutagénico
nitrosoguanidina, se seleccion6é una mutante (galE) que carecié completamente
de la actividad enzimatica uridin difosfato (UDP-galactosa 4-epimerasa), esta
enzima participa en la sintesis de galactosa que forma parte del antigeno O del
LPS"3. Cuando se crece esta cepa en la ausencia de galactosa, no expresa el
antigeno O. En cambio, en presencia de galactosa exdgena es metabolizada
por otras enzimas, pero debido a la carencia de la enzima, se acumula un
exceso de galactosa-1-fosfato y UDP-galactosa, que ocasiona una
acumulacion de intermediarios que mata a la bacteria por lisis. Posteriormente
también se encontré que la cepa Ty21a no es capaz de sintetizar al antigeno
Vit

La eficacia de esta vacuna se comprobd en estudios de campo
realizados durante 1978-1990. En Egipto, nifios de 6 a 7 afios recibieron un
esquema que incluia tres dosis en una semana, previa neutralizacion de la

acidez gastrica con 1 g de NaHCOs3. Se encontré que esta vacuna indujo una



proteccion del 96% de la poblacion vacunada al cabo de 3 afios de seguimiento
% Cuando se aplicé en Chile, bajo una diferente formulacion: tres dosis de la
vacuna liofilizada administrada durante una semana en capsulas cubiertas
resistentes a acido, confirié una proteccién del 67% durante 3 afios y del 63%
de proteccién por un periodo de 7 afios ®. Estas diferencias en la proteccion
conferida por esta vacuna en Egipto y Chile, pueden atribuirse no sélo a la
diferente formulacion y fondo genético de la poblacion de estudio, sino al hecho
de que en Chile la incidencia de la fiebre tifoidea es el doble (103/100,000
habitantes) en comparacién con Egipto (46,/100,000 habitantes) °'. Esto
sugiere que probablemente la infeccidén y los mecanismos de transmision de la
enfermedad difieren entre los dos paises.

A finales de los 80°'s el Instituto Suizo de Vacunas y Sueros obtuvo una
formulacién nueva que consistiéo en dos partes: una que contenia la dosis de la
vacuna liofilizada y otra que contenia un amortiguador. Se mezclan los dos
contenidos en 100 ml de agua y se ingiere la suspension. Para comparar la
eficacia de esta formulacion se realizé un estudio comparativo en Santiago de

92 Esta vacuna administrada en

Chile®® y otro paralelo en Indonesia
suspension resulté ser mas efectiva que la vacuna en capsulas, sin embargo,
los mejores resultados se encontraron con 4 dosis %2, En los 90°s se acept6 el
uso de esta formulacién en muchos paises.

Estudios posteriores demostraron que la respuesta inmune inducida por
la vacunacion con Ty21a consiste en el desarrollo de anticuerpos dirigidos
contra el antigeno O. En voluntarios se encontré que la vacuna induce la
generacion de linfocitos T CD4" y CD8" antigeno-especificos de memoria,
ademas se presento la expresion de moléculas de migracion (integrina -7) .
Estos resultados fueron confirmados posteriormente y ademas se observo la
presencia de células T CD8" efectoras, productoras de IFN-y con capacidad de
destruir a las células infectadas .

No obstante, sus desventajas son la necesidad de 3-4 dosis y la
generacion de proteccion corta lo que hace que se requiera un refuerzo cada 5

afios 3273,



c. Vacuna de subunidades: vacuna parenteral a base del antigeno capsular Vi.

El polisacarido Vi es un homopolimero lineal del acido a-1,4-2-desoxi-2-
N- acetilgalactosaminurénico que cubre a la bacteria como un antigeno
capsular. Los primeros estudios se remontan al ano 1934 cuando Felix y Pitt
reportaron la presencia del antigeno Vi en cepas de S. enterica serovar Typhi
aisladas de pacientes con fiebre tifoidea, asi como la presencia de anticuerpos
dirigidos contra dicho antigeno en el suero de estos mismos pacientes®?°. El
antigeno Vi es un factor de virulencia que impide el reconocimiento de
anticuerpos anti-antigeno O, evitando la activacion de la cascada del
complemento y fagocitosis64. La participacion del antigeno Vi en la generacion
de proteccion la mostré Landy en 1954, cuando logré purificar el antigeno Viy
encontré que aunque fue capaz de inducir respuesta de anticuerpos, no confirié
proteccion en ensayos experimentales de reto en chimpancés y voluntarios®’.
Este resultado controversial obtuvo una respuesta afios mas tarde, el antigeno
Vi que purifico perdié los grupos 0-acetilo y N-acetilo, sugiriendo que la forma
nativa le confieren la inmunogenicidad a este polisacarido'®,%®. En 1974, Wong
logré purificar al antigeno Vi sin desnaturalizacion y realizé los primeros

192 Finalmente,

estudios de inmunogenicidad, en modelos experimentales
durante los 80's Robbins desarrollé dos preparaciones del antigeno Vi no
desnaturalizado, uno fue hecho por el Instituto Nacional de la Salud de EU
(NIH) y otro por el Instituto Merieux en Lyon, Francia. La seguridad y la
inmunogenicidad de ambas preparaciones se evaluaron en estudios de campo.
Debido a que la preparacion del Instituto Merieux contenia 0.2% de LPS y no
caus6 efectos adversos, se optd por utilizarse para estudios de campo
posteriores *. En estudios de campo en Nepal y Sudafrica, los resultados
sefalaron que cuando se administré el antigeno Vi por via subcutanea, no
solamente indujo elevados titulos de anticuerpos, sino que confirid una
proteccion del 72% y 64% en Nepal y Sudafrica respectivamente 2.

Esta vacuna es una de las mas empleadas en el mercado, se administra
a las personas que van a viajar a las zonas endémicas de fiebre tifoidea. El
esquema de inmunizacion consiste en una dosis subcutanea de 25 ug, en
personas mayores de 2 afos, y la generaciéon de proteccion se observa a los 7-
10 dias posteriores de la inmunizacion *>°°. Sin embargo, la desventaja del

polisacarido Vi es la de ser un antigeno timo-independiente que no induce la



generacion de memoria inmunoldgica °>°.

Por esta razén, se requieren
refuerzos cada 3 afos. Ademas, como otros polisacaridos, el antigeno Vi es
marcadamente menos inmunogénico en nifios y bebés menores de 24 meses
en quienes genera una respuesta de anticuerpos débil y de corta duracion®.
Estos hallazgos en torno a las desventajas de las vacunas que
actualmente se disponen contra la fiebre tifoidea como lo son la induccion de
corta inmunidad, cepas patégenas carentes de la expresion del antigeno Viy
cepas resistentes a multiples antibidticos, han motivado al desarrollo de nuevas
vacunas. Para que una vacuna sea exitosa, ésta debe inducir una alta
proteccion de larga duracién al cabo de dos semanas después de su
aplicacién, cuando mucho la aplicacion de 1-2 dosis de la vacuna
preferentemente por via oral, cutanea o intranasal y su elaboracion a gran
escala sin necesidad de almacenamiento en refrigeracion®.
Por lo anterior, surge la necesidad de caracterizar nuevos antigenos
que podran ser empleados en la generacion de nuevas vacunas contra la fiebre
tifoidea, entre los antigenos inmunodominantes que presenta Salmonella se

encuentran las proteinas de membrana externa llamadas porinas.

2.3 Proyecto PAL-ISIPOR. Caracteristicas Generales.
2.3.1 Porinas de Salmonella typhi
2.3.1.1 Localizacion celular

Las porinas son las principales proteinas de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas y por cada bacteria se expresan 10° moléculas de
porinas '°. Poseen pesos moleculares de 36-42 kDa, por lo tanto 10°-10°
bacterias expresan una concentraciéon de porinas de 500 ng mlI” a 20 pg ml™”
(0.02-0.8 mM)*".

2.3.1.2 Estructura

La estructura cuaternaria de las porinas esta compuesta por trimeros de
subunidades idénticas de forma cilindrica semejante a la estructura de un barril
(FIGURA 2). La entrada del poro la delimitan las largas prolongaciones del
cilindro que, al inclinarse hacia el centro del canal, restringen su acceso. A la
mitad de la altura, el diametro del poro se reduce por el doblamiento de una de

sus paredes hacia el interior. Esta zona de restriccion determina el paso de las



moléculas de diferente tamafo y polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva
sus dimensiones hacia el otro extremo, el cual se dirige hacia el espacio

periplasmico de la bacteria'.

FIGURA 2. Modelo tridimensional de la porina OmpF de E. coli. Estructura
definida por cristalografia de rayos X a una resolucion de 2.4 A. Tomado de
Cowan, S. W. y col. L, asas externas; T, asas internas; N, extremo amino

terminal; C, extremo carboxilo terminal.

Hasta el momento soélo se disponen de las estructuras cristalograficas de las
porinas OmpF y PhoE de E. coli efectuadas a 2.4 Ay 3.0 A respectivamente™®,
donde se observa en la unidad estructural (mondémero) la forma un barril o
cilindro con estructuras p plegadas formadas por 16 regiones de hojas anti-
paralelas enlazadas con sus extremos por 8 asas larga externas y 8 asas
cortas hacia el espacio periplasmico, también presentan algunas a-hélices
intercaladas (FIGURA 3). El cilindro se forma al cerrarse las estructuras 3
formando una especie de circulo mediante un enlace iénico entre el extremo
carboxilo de la hoja p-16 y el extremo amino de la hoja -1, ambos son residuos
de alanina y fenilalanina muy conservados entre las porinas. Aunque se ha
logrado la cristalizacion de la porina OmpC de E. coli (4.0 A) y S. typhi (7.0 A),
ambos cristales son inestables para su difraccién por rayos X debido a la
impureza de las preparaciones proteicas, principalmente por la contaminacion
con LPS, entonces por el momento no se disponen de datos exactos sobre la

estructura terciaria y cuaternaria de la porina OmpC*>*.



FIGURA 3. Estructura secundaria de la porina OmpF de E. coli. Estructura
definida mediante el codigo de aminoacidos de una letra. Los aminoacidos
dentro de un rombo representan a la hojas p-plegadas (en negritas si el residuo
se encuentra en disposicion externa), los rectangulos muestran a los residuos
contenidos en las regiones de a-hélices y los circulos sefalan a los
aminoacidos que conforman a las asas. Las dos ultimas hojas p-plegadas estan
repetidas para indicar la estructura ciclica de la porina. Tomado de Cowan, S.

W.y col. L, asas externas; T, asas internas.

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje
longitudinal, el cual esta rodeado por dos cinturones de aminoacidos
aromaticos que por su interaccion con la membrana le permiten anclarse a la
misma '®. La entrada del poro esta restringida por las asas largas y disparejas
que se extienden hacia el centro generando un diametro de 11 A a 19A. La
salida del poro al espacio periplasmico, en cambio, tiene dimensiones de 15 x
22 Ay esta definida por las vueltas B. EI mayor nimero de modificaciones en la
secuencia proteica entre las diferentes porinas se localiza en las 8 asas
externas, y por lo tanto son éstas las responsables de la diferencia en el
tamano de entrada de los poros™®.

En la FIGURA 4 se representa la estructura de las porinas en forma
tridimensional, donde puede apreciarse la disposicion espacial del trimero en

una vista superior.



FIGURA 4. Modelo tridimensional de la porinas. Disposicion espacial propuesta
para las porinas basado en la estructura definida por cristalografia de rayos X,

en vista superior del trimero.

La presencia del LPS es importante para el ensamblaje de las porinas en
el espacio periplasmico para posteriormente incorporarse en forma de trimeros
en la membrana externa de la bacteria. Esto se concluye por el hecho de que
cepas mutantes de E. coli carentes en la expresion del antigeno O no son
capaces de expresar a las porinas OmpC y OmpF en su membrana, mientras
que la expresién de OmpA no se alteré . La interaccion del LPS con las PME,
la logré documentar Ferguson y cols por primera vez al cristalizar FhuA a 2.7 A
de resolucion. FhuA es una proteina constituida por 22 regiones p-plegadas
antiparalelas que la bacteria emplea como receptor para el hierro-ferricromo. A
esta proteina de membrana externa se le asocia una molécula de LPS en unién
no covalente a la region transmembranal de FhuA * . Ambas evidencias
sugieren que el LPS es una molécula muy importante en la conformacion

estructural de las PME.

2.3.1.3 Funciones

La funcion de las porinas es la de ser uno de los principales
componentes activos de la membrana externa porque funcionan como un filtro
molecular que permite el paso de nutrientes y simultdneamente son una
barrera hacia antibiéticos, sales biliares, defensinas, etc. Se ensamblan como
trimeros y forman poros o canales que permiten la difusion inespecifica de

pequefias moléculas hidrofilicas (nutrientes) al interior de la bacteria. Las



estructuras de las porinas presentan una gran estabilidad al efecto de sales

biliares y son altamente resistentes a la accion de algunas proteasas’®.

2.3.1.4 Patron de expresion

En S. typhi, la expresion de OmpC es siempre mas abundante
comparado con OmpF, a pesar de las condiciones de cultivo °.

La expresion de los genes de OmpC y OmpF es dependiente de un
tercer locus, OmpB. Este locus contiene dos genes OmpR y EnvZ. OmpR actua
en los promotores de OmpC y OmpF como regulador positivo. EnvZ es

requerido para la expresiéon de OmpC y OmpF.

2.3.1.5 Historia del candidato a vacuna “ISIPOR”

Previamente Calderon et al en 1986 habian cuantificado por ELISA los
anticuerpos de pacientes con fiebre tifoidea, encontrando que éstos eran
principalmente anti-porinas, anti-flagelina y en mucha menor cantidad anti-LPS
11

En la busqueda de nuevos antigenos capaces de inducir proteccion
contra esta enfermedad en 1988 Isibasi et al purificaron las Proteinas de
Membrana Externa (PME) de S. typhi, y utilizando como modelo ratones
inoculados intraperitonealmente con S. typhi suspendida en mucina
demostrando que 30ug de PME eran capaces de inducir una proteccion del
100% contra 500DLso de S. typhi *°.

Salmonella typhimurium es una subespecie de Salmonella enterica
patdgeno de ratén, lo que Kuusi et al en 1979 mostraron fue que la
inmunizacion de ratones con porinas de una cepa rugosa (SH5014) de S.
typhimurium aumentaban la dosis letal media de S. typhimurium silvestre °°.
Estos datos, sumados a la creciente informacion sobre la estructura de la
membrana externa, sugerian que estas proteinas tenian un papel importante
en la proteccion contra S. typhi. En 1989 Ortiz et al demostraron por medio de
inmunoelectroforesis, que aun cuando la membrana externa de S. typhi
contiene mas de 10 proteinas diferentes, los sueros de los pacientes con fiebre
tifoidea, tanto en fase aguda como convaleciente reconocen principalmente 2

proteinas cuyos pesos moleculares corresponden a las porinas’’. Verdugo-



Rodriguez et al en 1993 también describieron la presencia de anticuerpos
especificos para PME en pacientes con diagnéstico de fiebre tifoidea.

Tras esta observacion, Isibasi et al*®, purificaron las porinas de S. typhi,
por el método de Nikaido modificado’® y demostraron que la inmunizacién con
10ung de estas proteinas inducen una proteccion del 90% frente a 500DLs, de
S. typhi.

Finalmente, mediante la clonacién de OmpC de S. typhi en una cepa de
E. coli carente de porinas propias (UH302) y su posterior purificacion, Isibasi et
al demostraron que la inmunizacién con 10ug de OmpC induce sélo el 40% de
proteccion frente a 100DLsy de S. typhi por lo que se hacia evidente la
necesidad de ambas porinas para inducir la proteccibn observada
anteriormente °. Para descartar que esta disminucién en la proteccion fuera
efecto de la clonacién, se purificaron las proteinas OmpC y OmpF de cepas
mutantes de S. typhi STYC172 y STYF302 carentes de la expresion de OmpC
y OmpF respectivamente %, y se observé que la proteccion inducida por cada
porina por separado no es suficiente para alcanzar la de la mezcla purificada
de la cepa silvestre (datos obtenidos en la UIMIQ sin publicar).

En 1988, Isibasi et al demostraron que los anticuerpos inducidos por la
inmunizacion con PME, tenian un papel importante en la proteccion contra S.
typhi. Al hacer transferencias pasivas de suero de conejo inmunizado con PME,
obtuvieron un 100% de proteccién contra 100DLso en el modelo de ratén®.

Mas tarde también describieron 2 epitopos reconocidos por los linfocitos
B en la regién 247-254 y 286-292 de la porina OmpC de S. typhi*’ y Paniagua-
Solis et al confirmaron que estos epitopos se encuentran expuestos en la
superficie de la bacteria y que los anticuerpos obtenidos contra estas regiones
mediante la inmunizacién de péptidos sintéticos, que reconocieron a su
antigeno en la superficie de la bacteria®.

En 1995 Singh et al describieron los epitopos de la porina OmpC de S.
typhimurium encontrados en las asas externas, al igual que los epitopos de S.
typhi, en la region de menor homologia. Una pregunta importante sobre la
respuesta inmune humoral inducida por las porinas es su capacidad de inducir
memoria. Este tema fue abordado recientemente por Secundino et al. que

demostrd que los anticuerpos inducidos por la inmunizacién de 10ug de porinas



y una reinmunizacion con la misma dosis inducen anticuerpos de clase IgM e
IgG y sus subclases, estos titulos de anticuerpos se mantienen durante toda la
vida del raton. Ademas en este mismo estudio se evalua la capacidad de estos
anticuerpos para reconocer su antigeno sobre la superficie bacteriana y su
actividad bactericida la cual se mantiene también durante toda la vida del ratén
9 Finalmente, Singh et al demostraron que la inmunizacion intraperitoneal de
porinas inducia también la produccion de IgA. En conjunto, todos estos
resultados han demostrado que las porinas son capaces de inducir una
respuesta humoral sistémica y de mucosas, memoria que perdura a lo largo de
la vida del ratén, y ademas que estos anticuerpos son funcionales y juegan un
papel importante en la proteccién contra la infeccion con S. typhi en el modelo
de raton.

La importancia de la respuesta celular para controlar y eliminar
patégenos intracelulares como S. typhi se encuentra bien documentada’”. Por
ello varios estudios se han centrado en la capacidad de las porinas para inducir
una respuesta de tipo celular. Sin embargo la mayoria del conocimiento en este
campo ha sido obtenido con porinas de S. typhimurium, por ejemplo Matsui y
Arai demostraron la especificidad de esta respuesta, ya que sélo las porinas de
S. typhimrium y no las de S. enteritidis o E. coli fueron capaces de inducir la
hipersensibilidad en ratones inmunizados con S. typhimurium’. Gupta et al,
mas recientemente encontraron que la inmunizacién con porinas de S.
typhimurium evita la apoptosis inducida en linfocitos T CD4+ durante la
infeccién en ratones con esta bacteria *°. Con respecto a las porinas de S.
typhi, en 1983 Gonzalez et al demostraron que la inmunizacion de ratones con
PME de S. typhi inducen una respuesta celular especifica contra porinas ya
que las células de bazo de los ratones inmunizados proliferan al ser

estimuladas con porinas de S. typhi *’.

Para observar si esta respuesta
dependia del fondo genético del raton, es decir, del haplotipo de las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en el que se presentaban
los péptidos de las porinas, Gonzélez et al, inmunizaron con PME de S. typhi
ratones de diferentes haplotipos y midieron la capacidad de proliferacion de las
células de bazo al ser estimuladas con porinas, encontrando que la mejor
respuesta se obtiene en ratones H-2* y H-22, después en H-2° y la menor en H-

29, ¥ Mas recientemente, Martin Orozco et al demostraron que macréfagos



activados con IFN vy, durante la infeccion con S. typhimurium, producen
péptidos capaces de unirse a moléculas del MHC | K®.®® Finalmente, Diaz
Quifdénez reportd dos epitopos reconocido por los linfocitos T CD8* de la
porina  OmpC (132-RNTDFFGL y 73-ENTNGRSL) de S. typhimurium
restringidos a moléculas de clase | K® capaces de inducir una respuesta
citotoxica in vitro. Cabe mencionar que ambos epitopos se encuentran
presentes también en la porina OmpC de S. typhi %*.

Un avance que sugirio fuertemente que las porinas son un antigeno
relevante en la respuesta celular contra S. typhi en humanos, fue cuando
Blanco et al mostraron que las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) tanto de pacientes con fiebre tifoidea como de voluntarios inmunizados
con la vacuna de Germanier (S. typhi atenuada cepa Ty21a)*® eran capaces
de proliferar tras la estimulacién con porinas de S. typhi . °

Una de las estrategias utilizadas fue Ila produccion de un
inmunoadsorbente a base de anticuerpos anti porinas realizado por Pelayo et al
" Otra estrategia fue la utilizacion del método de Nikaido modificado por
Isibasi, que reduce la contaminacién de LPS del 4% por el método de
Schnaitman % al 0.02%*'.

Por otro lado la estrategia utilizada por Lopez-Macias fue la inmunizacion
con DNA conteniendo el gen de OmpC de S. typhi, que ademas de inducir la
produccion de anticuerpos especificos anti OmpC en ratones, evita la
contaminacion con LPS .

El mayor avance realizado en este campo es el de Salazar-Gonzalez et
al quienes desarrollaron el proceso de purificacion de las porinas bajo las
Buenas Practicas de Manufactura, cumpliendo con un riguroso control analitico.
El siguiente paso fue la administracién en humanos iniciando su evaluacién
como vacuna en voluntarios sanos. Los ensayos demostraron que la
inmunizacion con 10ug de porinas es segura, y suficiente para inducir la
produccion de anticuerpos especificos, con capacidad bactericida, ademas de

una respuesta celular tipo Th1 en humanos



Reacciones
sistémicas
Fiebre(>
38°C)

Dolor de
cabeza
Malestar
estomacal
Escalofrio
Nausea
Voémito
fatiga
Artralgia

Reacciones
locales
Dolor
Eritema
Induracioén
[rritacion
Inflamacion

Tabla 5 Reacciones adversas en los voluntarios vacunados con ISIPOR 8°

2.3.2 El adyuvante PAL (PapMV Antibody Long lived response)
2.3.2.1 El Virus del Mosaico de la Papaya

El Virus del Mosaico de la Papaya (PapMV) es un miembro de la familia
de los potexvirus (Koening 1971 que infecta las hojas de Carica papaya
(papaya) 2 EL virion filamentoso, con una longitud de 500nm y 15nm de
diametro, esta compuesto de 1,400 subunidades de proteina de la capside del
virus (CP) alrededor del RNA genémico®. El genoma del PapMV esta
compuesto de 6,656 nucledtidos y su secuencia se encuentra disponible en

bases de datos con un niumero de acceso NC_001748. El genoma codifica 5
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genes como son 1 gen de replicacion, 3 genes para proteinas de bloque y la
CP. La secuencia de CP de cepa silvestre consta de 215 aminoacidos de
longitud, tiene un peso molecular de 23,000Da que encapsula la molécula de
ARN de cadena sencilla®.

La construccion del virus tiene 35 subunidades por 4 giros de la hélice,
formando una estructura helicoidal . El virién tiene un estructura

cuasicristalina, con una superficie altamente organizada y repetitiva® .
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FIGURA 5 Estructura del PAL (A) y PAL con OmpC de S. typhi.

FIGURA 6 Estructura de la PAL por criomicroscopia. Las proteinas CP que

estan ordenadas en forma cristalina y repetitiva

2.3.2.2 Respuesta inmune generada por el adyuvante

Los virus vegetales no son infecciosos para los mamiferos (referencia art
elispot). Diferentes virus veget