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1 RESUMEN

La vacunacién ha sido la mejor estrategia para el control de enfermedades
infecciosas. Su objetivo principal es el establecimiento de la memoria
inmunologica para conferir proteccion de larga duracion frente a la infeccién y/o re-
infeccion. Sin embargo, el bajo grado de inmunogenicidad y capacidad protectora
de la mayoria de las vacunas ha creado la necesidad de buscar adyuvantes. Los
adyuvantes son sustancias que aceleran, prolongan o potencian la respuesta
inmune especifica contra los antigenos inoculados. La porina OmpC de
Salmonella typhi es una proteina de membrana externa que permite el paso de
solutos neutros o cationicos, tanto al interior como al exterior de la célula, la cual
tiene capacidad adyuvante intrinseca cuando se co-administra con antigenos
modelo, ademas, es reconocida por células de la respuesta inmune innata a través
de receptores tipo Toll (TLR), por lo que podria ser buen candidato para la mejora

de formulaciones vacunales.

Durante el afio 2009, el virus de influenza humana A (H1N1) generd una pandemia
gue tuvo como epicentro a México. Se ha descrito que en pandemias por el virus
de la influenza se presentan incrementos importantes de mortalidad y morbilidad
que duran unas semanas Yy luego ceden para reaparecer meses después, este
comportamiento se presenta a lo largo de uno a tres afios. Debido a esto, es
importante mejorar las vacunas de influenza ya existentes, permitiendo disminuir
la dosis de antigeno vacunal, permitiendo asi tener un mayor niumero de dosis,
para lograr una mayor cobertura en la poblacion y asi interrumpir la transmision

de este tipo de virus en su hospedero. Por lo que en el presente estudio se utilizé



la porina OmpC de Salmonella typhi como adyuvante de una vacuna experimental
de virus inactivado de influenza pandémica A (H1N1). Para lo cual se inmunizaron
ratones BALB/c con la vacuna experimental de virus inactivado de influenza
pandémica A (H1N1) mas porina OmpC de S. typhi como adyuvante, se tomaron
muestras de sangre a ratones a diferentes dias posteriores a la inmunizacion y se
determino el titulo de anticuerpos contra el virus, mediante ensayos de inhibicién
de la hemaglutinacién. Los resultados sugieren que la porina OmpC de S. typhi
permite disminuir la dosis de antigeno en la vacuna experimental de virus de
influenza pandémica A (H1N1) e inducir altos titulos de anticuerpos en contra del

virus.
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2 INTRODUCCION

2.1 Virus de Influenza

La influenza es una infeccion altamente contagiosa, afecta primordialmente el
tracto respiratorio, es causada por los virus de influenza. El virus de la influenza
pertenece a la familia de los Orthomyxoviridae. Se clasifica en cinco tipos, los mas
importantes son el virus de influenza tipo A, virus de influenza tipo B y virus de
influenza tipo C, conocidos también como tipo A, B Y C respectivamente. Su
clasificacion se basa en las diferencias que hay en la matriz interna y las

nucleoproteinas[1].

El virus de influenza es un virus de RNA mono catenario de polaridad negativa,
compuesto por ocho segmentos (tipos A y B) asociados a proteinas, contenidos
dentro de una matriz protéica. Todo lo anterior se encuentra dentro de una bicapa
lipidica derivada de la célula hospedera[2]. En su bicapa lipidica tiene dos
glicoproteinas ancladas: la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA), en
proporcion aproximada de cuatro a uno respectivamente, ademas de que se
encuentra la proteina de matriz 2 (M2), cuya relacion con respecto a la HA es de
uno a diez. También cuenta con la proteina de matriz 1 (M1), que es una proteina
estructural del viribn, asociada intimamente con la bicapa lipidica de la envoltura
del virus, de manera que esta muy préxima a los complejos ribonucleoprotéicos
(RNP), conformados por los segmentos de RNA virales (RNAv) asociados tanto a
la nucleoproteina (NP) como a la RNA polimerasa heterotrimérica dependiente de

RNA (VRNApol), asi como pequefias cantidades de proteina de exporte nuclear o
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proteina no estructural 2 (NS2). La composicion de la VRNApol incluye tres

subunidades: dos polimerasas béasicas (PB1 yPB2) y una polimerasa acida(PA)[3].

El genoma segmentado del virus de influenza permite el cambio antigénico
(antigenic shift), en el cual una cepa de virus de influenza A adquiere el segmento
de HA, y probablemente el de NA, proveniente de otro virus de influenza de
diferente subtipo. Cuando varias cepas de virus (de origen animal y/o humano) se
encuentran en una misma célula, se favorece este fenomeno de recombinacién. El
resultado puede ser un virus que codifica proteinas antigénicas completamente
nuevas contra las cuales no existe inmunidad previa. Estos cambios pueden
ademas aumentar la virulencia de las nuevas cepas. La deriva antigénica
(antigenic drift), consiste en mutaciones puntuales en la estructura del virus y es

responsable del surgimiento de las cepas estacionales anualmente[3].

Las proteinas de membrana HA y NA son proteinas necesarias para el virus, ya
que mediante la HA el virus puede unirse a los receptores de las células para
posteriormente ser endocitado, la acidez del compartimiento endosomal provoca
un cambio conformacional en la HA, exponiendo asi un péptido de fusion que
interviene en la fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal, lo que
abre un poro a través del cual el RNP viral es liberado en el citoplasma de la célula
huésped[3], ademas de que hemaglutina a los eritrocitos, por otro lado la NA
ayuda a que el virus se libere de las células hospederas mediante la eliminacion
del acido sialico, también se le ha atribuido actividad en el proceso de infeccion,
debido a que ayuda a romper las mucinas en el tracto respiratorio, permitiendo asi

la penetracion del virus a través del epitelio respiratorio. Ademas favorece la
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liberacion de pequefas cantidades de proteinas M2 que sirven como canal ionico,
permitiendo la entrada de iones de hidrogeno al interior del virus, generando una
acidez interna, rompiendo asi las interacciones proteina-proteina de la capside lo
que permite la liberacion de los RNPs virales al citoplasma de la célula

hospedera[3, 4].

Los virus de influenza tipo A puede infectar tanto animales como a humanos y es
el causante de brotes estacionales y pandémicos, debido a sus continuas

mutaciones.

Los virus de tipo A se subclasifican de acuerdo a las diferencias antigénicas de las
glicoproteinas de su superficie, la HA y la NA. Hasta la fecha se conocen 16
subtipos antigénicos de HA y 9 de NA aislados de aves acudticas [1, 3], de las
cuales unicamente tres HA (H1, H2 y H3) y dos NA (NA1 y NA2) han establecido
linajes estables dentro de la poblacién humana y han causado brotes epidémicos
importantes, caracterizados por transmisién sostenida, amplia y de persona en

persona[5].

La influenza es una enfermedad altamente contagiosa y ha afectado a los

humanos desde la antigiiedad[6].

Una de las primeras epidemias fue reportada por Hipdcrates (412 a.c) y otras mas
fueron reportadas en la edad media. Datos de 1500 a 1800 d.c. indican que han
ocurrido epidemias relativamente frecuentes pero irregulares, ya que la
enfermedad aparentemente desaparece por periodos de tiempo [3,6]. En 1933 los
investigadores Wilson Smith, Sir Christopher Andrewes y Sir Patrick Laidlaw en

Reino Unido aislaron el virus de influenza tipo A en hurones y en 1940 Thomas
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Francis aislé el virus de influenza tipo B. En el afio de 1950 Walter Shafer en
Alemania mostré que la peste aviar era causada por el virus de influenza y que

éste podia propagarse en la cavidad alantoide del embrion de pollo[6, 7].

A lo largo del siglo pasado se registraron tres pandemias que cobraron alrededor

de 50 millones de vidas:

La primera pandemia del siglo pasado fue “La pandemia Espafiola” en el afio de
1918 a 1919 causada por el virus de influenza A (H1N1) de origen aviar primario,
fue particularmente severa, causando alrededor de 20 a 40 millones de muertes

alrededor del mundol6, 7].

La segunda pandemia fue en febrero de 1957 conocida como la “Gripe Asiatica” la
cual se origind en el sur de China fue causada por un recombinante de humano-
aviar, que introdujo los genes del virus aviar H2HA y N2NA en las poblaciones
humanas, ademas de que el virus también poseia un gen PB1 originario del virus

aviar, esta pandemia causé mas de 70 000 muertes en Estados Unidos[6, 7].

La tercer pandemia del siglo pasado acontecié en Hong Kong en 1968, donde los
virus de subtipo H2N2 fueron reemplazados por un recombinante humano-aviar
gue posee un gen H3HA de origen aviar, y una vez mas el gen PB1 se deriva de
un virus aviar, se estima que en los Estados Unidos, murieron 33.800 personas a

causa de la “gripe de Hong Kong” [3,6].

En 1997 se reportaron 18 personas infectadas con el virus de influenza aviar
altamente patégena del subtipo H5N1 en Hong Kong ocasionando seis muertes.
Este fue el primer reporte de infecciones fatales en humanos con virus de la gripe

aviar [6, 7].
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En Abril del 2009 México fue sede de la primera pandemia de influenza del siglo
XXI causada por el virus de influenza pandémica A (H1N1) propagandose de

humano a humano con gran rapidez.

2.2 Influenza pandémica A (H1N1)

El virus de influenza pandémica A (H1N1) de 2009 se identificé en abril de ese
afo, este virus causo la primera pandemia de influenza del siglo XXI. El virus A
(HIN1) lleva en los genes tres linajes: porcino clasico de Norteamérica y porcino
euroasiatico, aviar norteamericano y humano, como resultado, estos virus poseen
genes PB2 y PA de Norte América (de origen aviar), un gen PB1 de origen
humano del virus H3N2, los genes HA (H1), NP, NS de origen clasico del virus
porcino, y los genes NA (N1) y M de origen euroasiatico porcino. Sin embargo, el
gen PB1 similar a la humana y la aviar PB2 han estado circulando en los cerdos
desde 1997/1998 y probablemente han sido objeto de adaptacién a los cerdos.
Estos virus no poseen marcadores asociados con virus de alta patogenicidad. Sin
embargo el virus sigue sufriendo mutaciones puntuales generando cambios en sus

determinantes antigénicas[7].

2.3 Vacunas

La vacunacién ha sido la mejor estrategia para el control de enfermedades
infecciosas. Su objetivo principal es el establecimiento de la memoria
inmunoldgica para conferir proteccion de larga duracioén frente a la infeccién y/o re-

infeccion([8].
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Los primeros prototipos de vacunas eran a base de microorganismos atenuados,

como son la vacuna contra viruela y la vacuna contra el cOlera de las aves [9, 10].

El procedimiento de atenuacién fue utilizado por Pasteur, también para el
desarrollo de la vacuna contra la rabia y el antrax, posteriormente, Calmette -
Guérin y Theiler retomaron esta practica para el desarrollo de vacunas contra la

tuberculosis y la fiebre amarilla, respectivamente[11-13].

Con el avance de las técnicas experimentales, se llegd a la atenuacion de otros
virus, haciéndose factible el desarrollo de vacunas contra la polio (Sabin),
sarampion y varicela[14-16]. De manera casi paralela se tomé como estrategia el
empleo de microorganismos inactivados en el desarrollo de vacunas, siendo de los
primeros ejemplos la vacuna contra la tifoidea, el coOlera y la vacuna inactivada
contra la polio la cual se empled junto con la Sabin en la campafia de vacunacién

para el control de la polio paralitico[17-19].

Con el transcurso del tiempo, en un intento por disminuir los efectos secundarios
asociados a algunos componentes de los microorganismos, o bien al riesgo de
recuperacion de virulencia cuando se emplean microorganismos atenuados, para
el desarrollo de vacunas se ha preferido la purificacion y uso de subunidades de
microorganismos[20]. Sin embargo estos presentan baja inmunogenicidad vy
capacidad de inducir una respuesta protectora, por lo que es necesario el uso de
moléculas que puedan potencializar la respuesta inmune conocidas como

adyuvantes [21].

En el desarrollo de vacunas, la eleccion del adyuvante es tan importante como la

seleccion del antigeno. Los mecanismos por los cuales funcionan los adyuvantes
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aun no estan del todo esclarecidos, sin embargo algunos estudios demuestran que
los adyuvantes pueden ser reconocidos por TLRs u otros PRRs lo que les confiere

Su capacidad adyuvante[23].

2.3.1 Vacunas contra la influenza

La rapida propagacion de nuevas cepas de virus de influenza con potencial
pandémico, han promovido la busqueda de vacunas mas seguras y efectivas
contra la enfermedad. Varias metodologias se han empleado, entre las que se

incluyen:

Vacunas de virus inactivados o atenuados: Se basan en la utilizacion de
embriones de pollo para producir virus que posteriormente son inactivados o
atenuados. Son ampliamente utilizadas para la generacion de las vacunas que
previenen la influenza estacional. Su constitucién incluye a cepas del virus A

(HIN1), A (H3N2) y la cepa tipo B.

Vacunas con subunidades: emplean proteinas virales purificadas de los virus
producidos en embrion de pollo u obtenidas de forma recombinante en cultivos de
lineas celulares de mamifero o de insecto. La HA es la proteina mas usual y se
propone a M2 (ectodominio M2e) presente en todos los virus de influenza A para
la “universalizacion” de la vacuna[22]. Sin embargo este tipo de vacunas necesita

el uso de adyuvantes para potenciar la respuesta.

2.4 Adyuvantes

Los adyuvantes son sustancias que aceleran, prolongan o potencian la respuesta

inmune especifica contra los antigenos inoculados. Los adyuvantes representan
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un componente importante de muchas de las vacunas exitosas, particularmente
las basadas en subunidades de patdgenos, incluyendo subunidades purificadas de
los patégenos y antigenos recombinantes[24]. El término adyuvante se deriva del
latin adjuvare que significa ayudar. Su desarrollo esta enfocado en la activacion de
la respuesta inmune innata para asi regular una fuerte respuesta inmune

adaptativa y la memoria de larga duracion[25].

Se espera que la administracion de adyuvantes promueva el establecimiento de
inmunidad de larga duracién. Recientemente, se ha considerado dentro de los
mecanismos a través de los cuales funcionan los adyuvantes su capacidad de
activar la respuesta inmune innata, lo que tiene como consecuencia una mejor

activacion de los linfocitos T y linfocitos B [24].

Las estrategias de defensa innata inician por el reconocimiento de Patrones
Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMPs). Estos PAMPs que son
reconocidos, son compuestos estructural y quimicamente diversos, pero
comparten en comuln la caracteristica de estar altamente conservados en los
patbgenos y ausentes en los organismos multicelulares. Esta estrategia esta
mediada por diversas familias de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) que se han conservado a traves de la evolucion. Se han descrito una gran
variedad de familias de PRRs, como son los receptores scavenger (SR),
receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo RIG (RLR)
y receptores tipo lectina (CLR), todos estos receptores tiene la funcion de
reconocer PAMPs. [26, 27]. El uso de ligandos de TLRs es una estrategia

prometedora en la busqueda de nuevos adyuvantes [26, 27].
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Es importante tomar en cuenta que los agentes infecciosos y la mayoria de las
vacunas disponibles, contienen todos los componentes necesarios para la
activacion de una respuesta inmune integral. Esto es porque los patégenos
empleados en las vacunas poseen todos los antigenos relevantes en forma
particulada y ademas contienen PAMPs. Sin embargo, el objetivo del disefio de
vacunas es remover productos téxicos para lo cual se han purificado los antigenos
y/o producido de manera recombinante, sin afectar la inmunogenicidad del
antigeno de interés[24], pero generalmente al ser purificados los antigenos
pierden inmunogenicidad, por lo que se requiere reintroducir selectivamente las
sefiales de activacion de la respuesta inmune y esto se consigue mediante

adyuvantes.

La activacion a través de TLR es probablemente un importante mecanismo a
través del cual las vacunas vivas atenuadas confieren inmunidad protectora. Por lo
anterior la disponibilidad de adyuvantes adecuados, seguros y efectivos es
decisiva en el desarrollo de las nuevas vacunas. Los adyuvantes deben potenciar
la inmunogenicidad de antigenos con un grado de pureza elevado o
recombinantes, deben permitir reducir la cantidad de antigeno, deben disminuir el
namero de re-inmunizaciones requeridas para proveer una inmunidad protectora,
deben aumentar la eficacia de las vacunas en los recién nacidos, los ancianos y
las personas inmunocomprometidas, deben ser materiales baratos, no toxicos,
estables, biodegradables y deben promover inmunidad de larga duracién tanto

humoral como mediada por células [28-31].
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Sin embargo, el marcado efecto inmunopotenciador de la mayoria de los
adyuvantes esta relacionado directamente con su toxicidad. Uno de los objetivos
del desarrollo actual en materia de adyuvantes, consiste en disminuir al maximo su
toxicidad y los efectos indeseables (dolor, inflamacion local, necrosis en el sitio de
la inyeccion o en zonas adyacentes, linfadenopatias regionales, etc), sin afectar el

efecto inmunopotenciador [32-34].

2.5 Adyuvantes aprobados para uso en humanos.

A pesar de la constante investigacion en el campo de los adyuvantes, actualmente
solo se cuentan con dos adyuvantes aprobados por la FDA para el uso en
humanos, las sales de aluminio que se utilizan en diferentes preparaciones
vacunales de uso en humano y el Monofosforil Lipido A (MPL A) recientemente

aprobado[35].

Actualmente se sabe que la alimina ademas de formar depdsitos de antigeno, es
capaz de activar la molécula Nalp3 o criopirina que se asocia con Asc y la pro-
caspasal para formar un complejo llamado inflamasoma, resultando en el
procesamiento de la procaspasa-1 para generar su forma activa. La caspasa-1
activa es necesaria para generar las citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-18 y IL-33);
interesantemente este proceso es dependiente de la fagocitosis de la alimina. Por
otra parte otro grupo de investigadores muestran evidencia de que la induccién de
necrosis resulta en la produccion de &cido urico, que es capaz de activar Nalp3 en

las células presentadoras de antigeno (APC)[36].
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Todos estos datos sugieren que la alimina por un lado promueve la entrada de
antigeno y por otro genera un ambiente inmunoestimulador local en el sitio de
inyeccion. Sin embargo entre las limitaciones del uso de la alimina como
adyuvante se encuentran: la generacion de reacciones locales, la produccion de
anticuerpos de tipo IgE y la inefectividad para algunos antigenos. También hay
reportes de la neurotoxicidad del aluminio. Ademas se conoce que la alimina no
es biodegradable y se detecta en el sitio de la inoculacién al afio de haber sido

inyectada[37, 38].

Por lo que resulta necesario la basqueda de nuevas moléculas con propiedades
adyuvantes que permitan el desarrollo de nuevas formulaciones vacunales y/o

mejoramiento de las ya existentes.

2.6 Porinas de Salmonella typhi

La superficie de bacterias tienen un gran nimero de moléculas con potencial
adyuvante debido a que son potentes estimuladores de la respuesta inmune[39].
Uno de los componentes principales y altamente inmunogénicos de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas lo constituyen las proteinas denominadas

porinas[40].

Las porinas son las proteinas mas abundantes de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. Cada bacteria expresa alrededor de 10> moléculas en
su superficie [41]. El término porina fue utilizado por primera vez para clasificar a
las proteinas que formaban poros en la membrana externa de Escherichia coli. Su

funcion principal es la de permitir el paso selectivo de moléculas protegiendo asi a
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las bacterias de los efectos de los antibidticos, sales biliares, defensinas, etc [42,

43].

Estas proteinas se ensamblan en trimeros compuestos de subunidades idénticas,
cada subunidad consiste en 16 hojas B-plegadas anti-paralelas unidas por asas
con algunas a-hélice intercaladas. Cada mondmero expone ocho asas cortas
hacia el espacio peripladsmico y ocho asas largas situadas hacia el exterior de la
membrana externa. La forma cilindrica que caracteriza a las porinas se forma al
cerrarse las estructuras B-plegadas de forma pseudociclica, mediante un enlace

ionico entre el extremo amino de la hoja 3-1. (figural)

Figura 1. Modelo tridimensional de la porina OmpC de E. coli. A) En color
morado se observan las estructuras B plegadas éstas son unidas por asas
externas observadas en color amarillo y asas internas de color rojo. Vista por
arriba. B) Trimero de la porina OmpC de E. coli vista de lado (Tomado de Besle
etal., 2006).

La entrada del poro esta restringida por las asas largas que se extienden hacia el
centro generando un didmetro de 11-19 A. La salida del poro al espacio

periplasmico, en cambio, tiene dimensiones de 15-22A y estéa definida por las asas
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B. EI mayor numero 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 tamafio de entrada de los poros[44]

Salmonella typhi (S. typhi) expresa en su superficie a las porinas OmpC y OmpF
principalmente, estas porinas tienen un peso molecular de aproximadamente 36 y
38kDa respectivamente, también puede expresar a las porinas OmpS1 y OmpS2
las cuales se producen en bajas concentraciones y la porina OmpA, la cual, es

termosensible[45].

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica se identifico que las
porinas de S. typhi (OmpC y OmpF), son blanco de la respuesta inmune contra S.
typhi en pacientes con fiebre tifoidea, éstas se purificaron y los estudios de
proteccién en ratones demostraron que inducen el 90% de proteccién contra el
reto de hasta 500 DLsp de S. typhi. También se demostré que estas proteinas son

el blanco no s6lo de los anticuerpos, sino también de linfocitos T[46].

Por lo anterior la unidad disefio una vacuna a base de porinas de S. typhi a la que
se le denomind Isipor, que ademas de inducir la proteccién, es capaz de inducir
una respuesta inmune de memoria y no requiere de cadena fria para su transporte
y almacenamiento, por ser estable a temperatura ambiente[47]. Esta vacuna se
encuentra actualmente en estudio clinico fase | en el cual se demostré que es

segura para su aplicacion en humanos [47].

Las porinas de S. typhi (OmpC y OmpF) tienen la capacidad de inducir una
respuesta inmune de anticuerpos de larga duracion, ademas de que estos

anticuerpos de larga duracion tienen capacidad bactericida [48]. En estudios
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recientes se demostré que las porinas de S. typhi son capaces de sefializar a
travées de TLR-2 y TLR-4/MD2/CD14, los cuales han sido descritos como
receptores implicados en la adyuvanticidad, ademas de que inducen la produccién
de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 en macrofagos derivados de

médula 6seal49].

Estudios donde evaltan la capacidad adyuvante de las porinas de S. typhi al
administrarlos con antigenos modelo, poco inmunogénicos como es la lisozima de
huevo de gallina (HEL), se encontré que las porinas de S. typhi tienen efecto
adyuvante sobre la respuesta de anticuerpos especificos contra HEL que se
mantiene hasta 400 dias post inmunizacion, mientras que la respuesta contra HEL
cae a titulos basales a partir del dia 30[50]. Estos datos muestran que las porinas
presentan capacidad adyuvante intrinseca de larga duracidon contra antigenos
modelo lo que sugiere que las porinas podrian utilizarse como adyuvantes para la
generacion de inmunidad de larga duracion al aplicarla con vacunas ya
establecidas, como puede ser la vacuna de virus de influenza pandémica A(H1N1)

inactivado.

24



3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es necesario contar con moléculas que permitan mejorar la respuesta inmunitaria
de antigenos vacunales o mejorar las vacunas ya existentes, la porina mayoritaria
de Salmonella entérica serovar Typhi (OmpC) es una molécula altamente
inmunogénica, capaz de inducir una respuesta de anticuerpos de larga duracion
sin embargo se desconoce si la porina OmpC puede mejorar la respuesta de
anticuerpos inducida por la vacuna experimental del virus de influenza pandémica

A (H1IN1) inactivado.
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4 HIPOTESIS
La porina OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi es capaz de aumentar la

respuesta inmune humoral contra el virus de influenza pandémica A (H1N1).
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5 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad adyuvante de la porina OmpC de Salmonella enterica
serovar Typhi en la vacuna experimental de virus inactivado de influenza

pandémica A (H1N1).

5.1 Objetivos particulares

¢ Inactivar el virus de influenza pandémica A (H1N1) mediante el método de
formalina.

e Evaluar el efecto adyuvante de la porina OmpC de S. typhi en la respuesta
de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién inducidos por la vacuna
de virus inactivado de influenza pandémica A (H1N1).

e Evaluar las subclases de anticuerpos inducidos por la vacuna de virus

inactivado de influenza pandémica A (H1N1).
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Antigenos

OmpC purificada por el método de Nikaido a partir de S. typhi
Producidas en la UIMIQ, lote: 1012-1.

Lipopolisacarido (LPS) de E. coli 011B4; (Sigma, CA,USA)
Virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009 producido en

lote: 03-12-2010.

6.2 Anticuerpos

Anti IgM de ratén con peroxidasa (HRP): lote: 6500623 No
Marca: Invitrogen, Camarillo, CA, USA.

Anti IgG de ratdén con peroxidasa (HRP): lote: 6500622. No
Marca: Invitrogen, Camarillo, CA, USA.

Anti IgG1 de raton con peroxidasa (HRP): lote: 60203476. No
Marca: Zymed, S. San Francisco, CA, USA.

Anti IgG2a de ratdén con peroxidasa (HRP): lote: 2680212. No
Marca: Zymed, S. San Francisco, CA, USA.

Anti IgG2b de raton con peroxidasa(HRP): lote: 60303899. No
Marca: Zymed, S. San Francisco, CA, USA.

Anti 1IgG3 de ratén con peroxidasa (HRP): lote: 6500622. No

Marca: Invitrogen, Camarillo, CA, USA.

STYC302.

AVIMEX,

: 61-6020.

: 61-6020.

: 61-0120.

: 61-0220.

: 61-0320.

: 61-6020.
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6.3 Animales de laboratorio.

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 5 a 6 semanas de edad de peso que
oscila entre 17-22 g. adquiridos en Harlan México, mantenidos en micro-aisladores
en el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina
de la UNAM y conservados en condiciones convencionales en el mismo sitio. Los
animales fueron tratados siguiendo los lineamientos institucionales y las

regulaciones nacionales sobre las buenas practicas del manejo de animales.

6.4 Obtencidén del virus de influenza pandémica A (HLN1)

Para poder realizar la inmunizacién de los ratones con el virus de influenza
pandémica A (H1N1) inactivado, fue necesario obtener el virus mediante la
inoculacion de virus de influenza A/Mexico/4482/2009 en huevos embrionados de
pollo libres de patdgenos especificos (SPF) y posteriormente inactivarlo con el

método de formalina.

6.4.1 Produccion de virus de influenza pandémica A (H1N1l) en huevos
embrionados de pollo SPF.

Para la produccion del virus de influenza pandémica A (H1IN1) se inocularon 30
huevos embrionados de pollo a los que previamente se les realiz6 una ovoscopia

y se marco con una linea el lugar en donde empieza el liquido alantoideo.

Posteriormente se desinfectd el cascaron en el lugar de inoculacion con yodo,
justo sobre el marcaje que se realiz0 en la ovoscopia, que indica en donde
empieza el liquido alantoideo. Con el grabador se perforo el cascaron en medio de

la linea.

Se inocularon los huevos embrionados de pollo con 1000 DIEPsoy, €n un volumen
total de 200 pyL de PBS inyectando en el orificio previamente realizado y con un

angulo de 90° con respecto al cascarén. Una vez que se inocularon los huevos
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embrionados de pollo el orificio se sell6 con una gota de resistol. Posteriormente
los embriones se incubaron durante 72 horas a 37°C. Transcurrido dicho tiempo

se sacrificaron los embriones mediante refrigeracion a 4°C por dos horas.

6.4.2 Cosechadel virus de influenza pandémica A (H1IN1)

Una vez sacrificados los embriones se removié la tapa de los cascarones. Se tomo
de cada embrion 100uL de liquido alantoideo y se colocaron en una placa de
aglutinacion. Se les agreg6 una gota de suspension de eritrocitos de pollo al 2% y

se agité suavemente.

Los embriones que aglutinaron se consideraron como positivos. Solo se

cosecharon los embriones cuyo resultado fue positivo.

Con una jeringa inclinada se cosecho el liquido alantoideo, sin tocar el embrion. El
liquido debe ser claro y no verse sanguinolento. El liquido se colecté en un tubo
estéril de polipropileno. Posteriormente se congel6 el liquido alantoideo a -70°C
hasta su uso. Para inactivarlo con formalina se descongel6 y centrifugé a 2500

rpm durante 10 minutos en tubos cénicos de 50 mL.

6.5 Inactivacion del virus:

El virus de influenza pandémica A (H1N1) se inactivo mediante el método de
formalina, esto se realizo en condiciones de esterilidad. Antes de inactivar el virus
A(H1N1), se titulo mediante la técnica de hemaglutinacion, una vez que se tuvo el
titulo de Unidades Hemaglutinantes (UHA); el virus se colocé en agitacion
constante y se agregd por goteo 0.67mL de formalina', se dejé agitar por 3

minutos, esto se repite por cuatro ocasiones, posteriormente se agregd por goteo

! La concentracion de formalina es un secreto industrial de la empresa AVIMEX S.A. de C.V.
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1.33 mL de formalina y se agité durante 2 minutos, durante 8 ocasiones, una vez
que se agregd al virus de influenza A(H1N1) un volumen total de 13.32mL de
formalina se agité por 7 minutos y se vertié en un frasco de plastico, se incubé por
24 horas a temperatura ambiente. Una vez que transcurrieron las 24 horas se
titulo el virus HIN1 mediante la técnica de hemaglutinacion para obtener el titulo
de UHA final; se inocul6 100uL del virus inactivado en seis embriones de pollo

para confirmar la inactivacion del virus.

6.6 Titulacion del virus:

El virus se titulo mediante la técnica de hemaglutinacion. Se etiqueto una placa de
96 pozos con fondo en U. Se agregd 50uL de PBS a los pozos del 2 al 12 en tres
carriles consecutivos. En los primeros pozos que quedaron vacios se agrego
100uL del virus de influenza A (H1N1) inactivado y se realizaron las diluciones
seriadas 1:2 del virus, transfiiendo 50uL del primer pozo al siguiente y
homogeneizando 4 veces, se diluy6é de esta manera los 12 pozos y se desechd los
50uL restantes. Para el control de la suspension de eritrocitos de pollo al 0.5%
(ckRBCs), se coloco 50 pyL de PBS en los pozos del 1 al 12 en un cuarto carril.
Una vez que se realizaron las diluciones del virus se agregd 50uL de la
suspension de ckRBC a todos los pozos de los cuatro carriles. Se mezcld
manualmente agitando las placas y se incubd a temperatura ambiente hasta que
los ckRBC de los pozos control (cuarto carril) sedimentaron, se registraron los
resultados tomando como titulo de UHA el pozo donde se presento la ultima

hemaglutinacion.
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Para la inoculacién del virus en embriones de pollo, se tomaron seis embriones de
pollo y se marcaron donde empieza la capsula de aire, cada embrion de pollo se
perforé en la marca, se tomé 1mL del virus HIN1 inactivado con una jeringa de 1
mL y se inoculé 100puL del virus en cada embrion, se sello cada embrién de pollo y
se incubaron a una temperatura de 37°C con una atmosfera de 70% de humedad

durante tres dias.

6.7 Sueros de ratén:

Los ratones fueron sangrados por la vena facial, colectando 200uL de sangre en
tubos microtainer con gel separador (Becton Dickison, CA, USA). La sangre se
centrifug6 a 2500rpm durante 5 minutos para separar el suero del paquete celular.

El suero fue almacenado a -70°C hasta el momento de su utilizacion.

6.8 Evaluacion del efecto adyuvante inducido por la porina OmpC

Grupos de cuatro ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal, con 4, 8 0 16
UHA de virus H1N1 sin adyuvante, con 4, 8 0 16 UHA de virus HIN1 mas 10 ug
de la porina OmpC como adyuvante en un volumen total de 500 pL, utilizando
como vehiculo solucién salina isoténica (SSI). La distribucion de los grupos se
muestra en la tabla 1. Las muestras de sangre se obtuvieron por sangria de la

vena facial en los dias sefalados.
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Tabla No 1. Esquema general de inmunizacion

G Antigeno Via de Porina : R_e- L Toma de muestra
rupo : -~ i : inmunizacién -
(Dosis en UHA) administracion (Dosis pg) (Dia) sanguinea
1 HIN1 i.p OmpC 15 4, 10, 14, 20, 30, 60
(4 UHA) (10ug)
2 HIN1 i.p OmpC 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(8 UHA) (10pg)
3 HIN1 i.p OmpC 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(16 UHA) (10ug)
4 HIN1 i.p LPS 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(4 UHA) (2ng)
5 HIN1 i.p LPS 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(8 UHA) (2ng)
6 HIN1 i.p LPS 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(16 UHA) (2ng)
7 HIN1 i.p Alimina 15 4, 10, 14, 20, 30, 60
(4 UHA) (100pg)
8 HIN1 i.p Alimina 15 4, 10, 14, 20, 30, 60
(8 UHA) (100ug)
9 HIN1 i.p Alimina 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(16 UHA) (100upg)
10 HIN1 i.p 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(4 UHA)
11 HIN1 i.p 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(8 UHA)
12 HIN1 i.p 15 4,10, 14, 20, 30, 60
(16 UHA)
13 Liquido i.p 15 4, 10, 14, 20, 30, 60
alantoideo
14 Solucién Salina i.p 15 4,10, 14, 20, 30, 60
isoténica
Esquema general de inmunizacion
L Re-inmunizacion
Inmunizacion
1
0 10 14 20 30

Dias de sangria
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6.9 Determinacion de titulos de anticuerpos inhibidores de Ila
hemaglutinacién inducidos por la vacuna de virus inactivado de
influenza pandémica A (HIN1).

Para determinar el titulo de anticuerpos inhibidores de hemaglutinacion se realizo

la técnica de inhibicion de hemaglutinacién. Para esto se analizaron los sueros de

los dias 4, 10, 14, 20, 30 y 60 de los ratones inmunizados con las diferentes

formulaciones vacunales.

6.9.1 Tratamiento de sueros con enzima destructora de receptor

Los sueros fueron tratados con la enzima destructora del receptor (RDE; Denka
Seiken Co. Ltd., Tokyo, Japan) para evitar la union inespecifica de eritrocitos o
anticuerpos a otros componentes del suero, como podrian ser el complemento o
proteinas con residuos similares al acido sialico. La RDE se reconstituyé con 20

mL de SSI al 0.85%.

Para el tratamiento de los sueros con RDE se colocé 100uL de suero en tubos
para micro centrifuga de 1.5mL (un tubo para cada suero), se le adicion6 300uL de
RDE, en un tubo se coloc6 Unicamente la RDE, este ultimo es el control para RDE,
se homogeneizaron las muestras y posteriormente se incubaron durante 20 horas
a 37°C en bafio Maria. Al terminar el tiempo de incubacion, los sueros se
incubaron por 60 minutos a 56°C en bafio Maria para inactivar la RDE asi como el
complemento. Al finalizar la incubacion los sueros se dejaron enfriar a temperatura
ambiente para posteriormente agregar a cada tubo SSI al 0.85% para llevarlos a

un volumen de 1.0mL, para obtener una dilucién del suero 1:10.
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6.9.2 Titulacion del virus

Antes de realizar la técnica de inhibiciébn de hemaglutinacion es necesario titular el
virus de influenza pandémica A (H1N1), para obtener una solucién viral de 4 UHA.
El virus se tituld por triplicado en una placa de micro-titulacion de 96 pozos con
fondo en V, se coloco 50pL de PBS en las filas A, By C en los pozos 2 al 12 y en
la fila D en los pozos 1 a 12, esta fila es para el control de eritrocitos,
posteriormente se agregd 100uL de virus en los pozos Al, B1y C1;y se realizaron
diluciones seriadas 1:2, tomando 50pL del virus de los pozos Al, B1 y C1, y
colocandolos en los pozos A2, B2 y C2 homogeneizando cuatro veces, las
diluciones se realizan hasta los pozos 12, los 50uL sobrantes se desecharon, una
vez que se realizaron las diluciones se coloco 50uL de la suspension de eritrocitos
de pollo al 0.5% (ckRBC) en todos los pozos (fila A a la D), la placa se incubé a
temperatura ambiente hasta que el control de eritrocitos sedimentd y se prosiguié
a leer, se tomo como titulo el valor reciproco de la dilucion que present6
hemaglutinacion. Al obtener el titulo del virus se realiz6 la dilucion con PBS estéril
para obtener una solucion de virus con titulo de 4 UHA y se re-titulo por triplicado

para verificar que la solucion de virus tuviera un titulo de 4 UHA.

6.9.3 Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion

Los sueros se titularon por duplicado en placas de micro-titulacion de 96 pozos
con fondo en V. Las placas se rotularon en el orden en que fueron asignados los
sueros tratados. A cada placa se le agreg6 50uL de PBS en los pozos 2 a 11, se
agregd 100uL en el pozo 12, este pozo se asignd para el control de eritrocitos.

Posteriormente en los primeros pozos se adicionaron 100uL de cada uno de los
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sueros tratados (Al-F1), en las filas G1 y H1 se colocaron los sueros positivos, a
todos los sueros se les realizé una dilucion 1:2 de los pozosl al 10, se desecharon
los 50uL sobrantes. En los pozos 11 se agregd 50uL de suero tratado para tener
el control negativo individual para cada muestra. Después de que se realizaron las
diluciones de los sueros se coloc6 50uL de virus HIN1 con un titulo de 4UHA en
los pozos 1 al 10 (A-H), las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente, una vez que termino el tiempo de incubacién se adiciono 50uL de
solucién de eritrocitos al 0.5% en toda la placa y se incubd a temperatura
ambiente hasta que el control de eritrocitos sedimentara, aproximadamente 30
minutos, se prosiguié a leer cada una de las placas; se tomo como titulo de
anticuerpos inhibitorios de cada suero el valor reciproco de la dilucion que

presentd una Inhibicion total de la hemaglutinacion.

6.10 Evaluacion de los isotipos de anticuerpos inducidos por la vacuna de
virus inactivado de influenza pandémica A (H1IN1) mediante Western

Blot.

6.10.1 Electroforesis de proteina en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La SDS-PAGE se efectu6 de acuerdo al método de Laemmli en una unidad
electroforética para geles verticales en placa (Biorad) y sistemas de geles
discontinuos. El gel separador contenia 9.74% de acrilamida, 0.26% de
bisacrilamida, 0.1% de SDS en amortiguador de tris-HCI 0.35M pH 8.8. EIl gel
introductor contenia 4.2% de acrilamida, 0.12% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en
amortiguador de Tris-HCIl 0.125M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se us6

Tris 0.125M pH 6.8 que contenia SDS al 2%, glicerol al 10% y azul de bromofenol
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al 0.005%. Las muestras que se cargaron en los geles fueron: el virus inactivado
de influenza pandémica A (H1N1) y como controles se utilizaron el Liquido
alantoideo, porinas de S. typhi y ovoalbumina. Las muestras se analizaron en
condiciones reductoras y desnaturalizadas. Para las condiciones reductoras el
amortiguador de muestra contenia [-mercaptoetanol al 5%, las muestras se
desnaturalizarén a 95°C durante 8 minutos. El corrimiento electroforético se llevo a

cabo a 50 volts.

6.10.2 Transferencia de las muestras a la membrana de nitrocelulosa.

Una vez que el corrimiento electroforético de las muestras termind, el gel se
colocé en el equipo de transferencia iBlot Gel Transfer System (Invitrogen) para
realizar la transferencia de las muestras Se realiz0 la transferencia utilizando el
programa 2 a 23 volts por 16 minutos. Una vez terminada la transferencia se
procedid a bloguear los sitios inespecificos con soluciéon bloqueadora (leche
descremada 5% en TBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente en un
shaker a 60 rpm. Al pasar los 30 minutos, la membrana se lavé en 4 ocasiones
con TBS- Tween 20 al 0.05% (TBS-T) durante 5 minutos cada lavado, y una vez
con TBS durante 5 minutos. Se adicioné el primer anticuerpo anti-virus HIN1, éste
es un pool de sueros de raton anti-H1N1 de cada grupo (se usé una membrana de
nitrocelulosa para cada grupo de ratones), a una dilucion 1:200 en solucion de
bloqueo y se incubd a 4°C a 60 rpm toda la noche. Al término de la incubacion se
lavé con TBS- Tween 20, por 6 ocasines cada una por 5 minutos y una vez con
TBS durante 5 minutos. Se agrego el segundo anticuerpo HRP-conejo anti raton

de las subclases 1gG1, IgG2a o IgG2b en una dilucién 1:400 en solucion de
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blogueo. Se incubd por 1 hora a temperatura ambiente a 60 rpm. Al final de la
incubacion se lavo con TBS-Tween 20, por 4 ocasiones, cada una de 10 minutos,

con TBS-Tween20 y una vez con TBS durante 10 minutos.

6.10.3 Revelado con sustrato cromogénico

Una vez que se termind de lavar la membrana se adicioné la solucion reveladora
(solucién de 4-cloro-alfa-naftol), hasta observar bandas (revelado aproximado de
10 minutos). Una vez que se observaron las bandas la membrana se lavd con

agua destilada, se seco y se protegio de la luz.
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7 RESULTADOS

7.1 Inactivacion y titulacion del virus de influenza pandémica A (H1N1).

Para obtener el antigeno viral para la vacuna experimental de virus inactivado de
influenza A (H1N1), se inocularon huevos embrionados de pollo en la cavidad
alantoide con 8 UHA de virus de influenza A (H1N1), cinco dias posteriores a la
inoculacién se recupero el liquido alantoideo. Una vez que se recupero el liquido
alantoideo, se prosigui6 a determinar el titulo hemaglutinante del virus de
influenza A (H1IN1) activo (Tabla No. 2); posteriormente se inactivd el virus con
formalina, como ya se describi6 anteriormente en materiales y métodos. Se
determiné el titulo hemaglutinante del virus H1N1 inactivado para observar si la
formalina afecta su capacidad hemaglutinante del virus, estos resultados se

muestran en la Tabla No 2.

Para verificar si la inactivacion del virus de influenza A (H1N1) con formalina fue
adecuada, se inocularon seis huevos embrionados de pollo, después de cinco dias
de incubacién, a cada embrién de pollo se le extrajo liquido alantoideo para
determinar titulo hemaglutinante, el cual fue negativo para cada uno de los huevos

embrionados.
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Tabla No 2. Titulo hemaglutinante del virus HIN1 antes y después del tratamiento

con formalina, Evaluacion de capacidad infectiva del virus HIN1 tratado con

formalina
Unidades
Muestra hemaglutinantes
(UHA)?
Virus activo de Influenza A 32
(HIN1)
Virus inactivado de Influenza A 16
(HIN1)
Liquido 1 0
alantoideo 2 0
de 3 0
embriones
de pollo 4 0
inoculados 5 0
con virus
inactivo 6 0

', Se realizé por triplicado la determinacién del titulo hemaglutinante.
Una vez verificada la adecuada inactivacion del virus de influenza A (HLIN1) con
formalina, se prosiguié a determinar la presencia del virus, mediante un Western
Blot. Se realizé un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 10% en
condiciones reductoras (SDS PAGE) del virus inactivado de influenza A (H1N1),
posteriormente se transfirid las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, la cual
se reveld con un suero policlonal de raton anti-virus de influenza A (HIN1). En la
membrana se observé la banda de la Hemaglutinina cuyo peso molécular

corresponde a 75 kDa (Figura 2).
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HIN1 OVA LA

____________

Figura 2. ldentificacion del virus de influenza A (H1N1) inactivado con

formalina Se realizé un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 10%,
del virus inactivado de influenza A (H1N1), posteriormente se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa, la cual se traté con un suero policlonal de raton anti-
virus de influenza A (H1N1) y se revel6 con un segundo anticuerpo anti-lgG total
de ratdbn marcado con peroxidasa, la cual se hizo reaccionar con a-naftol. En el
carril 1 se coloc6 1.5 UHA de virus H1INL1 inactivado, en el carril 2 se coloc6 5 ug

de Ovoalbumina (OVA), y en el carril 3 se colocé 10 pL de Liquido alantoideo (LA).

7.2 Efecto adyuvante de la porina OmpC de Salmonella typhi sobre la
respuesta de anticuerpos en una vacuna experimental de virus
inactivado influenza pandémica A (H1N1).

Estudios previos realizados con porinas de S. typhi han demostrado que la

administracion de 10 pg de porinas, en conjunto con antigenos modelo, puede

potenciar la respuesta de anticuerpos contra el antigeno con el que se co-
administraron las porinas. Sin embargo no se sabe si las porinas pueden ser
usadas como adyuvantes en una vacuna experimental de virus inactivado contra

la influenza pandémica A (H1N1) y si esta nueva formulacién es capaz de inducir
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mayores titulos de anticuerpos contra el virus en comparacion con el virus

inactivado sin adyuvante.

Para evaluar el efecto adyuvante de la porina OmpC de S. typhi al co-administrarla
con el virus inactivado de influenza A (H1N1), ratones de la cepa BALB/c de 6
semanas de edad, fueron inyectados por via i.p con 4UHA, 8UHA o 16 UHA de
virus inactivado de influenza A(HLN1) sin adyuvante, o con 10 pg de porina OmpC
de S. typhi mas 4UHA, 8UHA o 16UHA de virus inactivado de influenza A (H1N1)
en un volumen final de 500uL; para comparar el efecto adyuvante inducido por las
porina OmpC grupos de ratones fueron inmunizados con las mismas cantidades
de virus mas 100 pg de hidroxido de aluminio (Hidrogel-HPA, USA) y como
controles se inmunizaron ratones con liquido alantoideo o solucién vehiculo (SSI)
Finalmente como la porina OmpC de S. typhi es una proteina de membrana
externa, posibles trazas de otros componentes bacterianos pudieran contaminar la
preparacién de porinas, como es el lipopolisacarido (LPS), aunque se realiz6 la
medicion de LPS en la preparacion de porinas, este fue negativo, sin embargo el
limite de deteccién es de 0.2 ng por 10 pg de porina, por lo tanto grupos de
ratones fueron inmunizados con las diferentes concentraciones del virus inactivado
de influenza A (H1N1) adicionados con diez veces mas las probables trazas de
LPS (2 ng), para de esta forma descartar que el efecto adyuvante observado por

las porina OmpC de S. typhi no se debe a posible contaminacién con LPS.

Todos los grupos fueron re-inmunizados en el dia 15 con las mismas cantidades

(Tabla 1), muestras de sangre fueron tomadas por la vena facial en los dias
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indicados en las graficas y se analiz6 la presencia de anticuerpos contra el virus

por el método de inhibicion de la hemaglutinacion.

Los ratones inmunizados con virus inactivado de influenza A (H1N1) sin adyuvante
o con porina OmpC de S. typhi como adyuvante no mostraron titulos al dia 4
posterior a la inmunizacién, efecto similar se observé cuando se utilizé alimina

como adyuvante o 2 ng de LPS (Figura 3A, By C).

Los grupos de ratones inmunizados con 4 UHA mas la porina OmpC o la alimina
como adyuvante, mostraron una respuesta de anticuerpos contra el virus
temprana al dia diez, este efecto no se observa cuando Unicamente se inmunizo
con 4 UHA sin adyuvante. (Figura 3A). Cuando se aumenta la cantidad de virus
inactivado de influenza A (HLIN1) a 8 u 16 UHA, se detectaron niveles similares de
anticuerpos al dia 10 posterior a la inmunizaciéon, con el virus inactivado de

influenza con adyuvante o sin adyuvante. (Figura 3B y C).

Después de 14 dias posteriores a la inmunizacion, los grupos donde se administro
el virus inactivado de influenza A (H1N1) mas la porina OmpC de S. typhi o la
alimina como adyuvante, mostraron mayores titulos de anticuerpos en
comparacion al grupo que unicamente recibié el virus inactivado de influenza A

(H1N1) sin adyuvante (Figura 3A, By C).

Se alcanzaron los mayores titulos de anticuerpos contra el virus después de la re-
inmunizacion (dia 20), con las tres cantidades evaluadas de virus. Cuando se
administr6 4 u 8 UHA se observo un aumento de dos titulos de anticuerpos,

cuando se utilizé la porina OmpC de S. typhi o la alimina como adyuvante (Figura
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3A y B). En el caso de 16 UHA de virus inactivado de influenza A (H1IN1), no se

encontré diferencia con el uso de la porina OmpC o la alimina como adyuvante.

Los altos titulos de anticuerpos alcanzados después de la re-inmunizacion, con el
uso de la porina OmpC de S. typhi como adyuvante de la vacuna experimental de
virus inactivado de influenza A (H1N1), se mantuvieron al dia 30, 60, 90 y 120
posteriores a la inmunizacion (ultimo dia analizado). En contraste los ratones
inmunizados con 4 y 8 UHA de virus inactivado de influenza A (HIN1) sin
adyuvante, conforme avanzé el tiempo disminuyo el titulo de anticuerpos (Figura
3A y B). En el caso de los ratones donde se administr6 16 UHA de virus, se
mantuvieron los titulos de anticuerpos alcanzados, tanto en los grupos
inmunizados con virus inactivado de influenza A (H1N1) con adyuvante como sin

adyuvante (Figura 3C).

Los ratones inmunizados Unicamente con liquido alantoideo o la solucién vehiculo

(SSI) no desarrollaron anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion.

A) 4UHA
10
Re-Inmunizacion @ 4UHA HIN1
3 i 4UHA H1N1+OmpC
o
§ s 4 4UHA HIN1+Alamina
2 X -©- 4UHA H1IN1+LPS
c
< § -+ Liquido alantoideo
(]
°Z 2 SSI
°
=
=

Dias post inmunizacion

44



B) 8UHA
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8UHA H1IN1+OmpC
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(-log, X 10)
PO me

R IR I
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) 16UHA

Re-inmunizacion 16UHA H1N1
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Titulo de Anticuerpos
(-log, X 10)
Phoeme

RN N i T M G
Dias post inmunizacion

Figura 3. Efecto adyuvante de la porina OmpC de Salmonella typhi sobre la
respuesta de anticuerpos en una vacuna experimental de virus inactivado
influenza pandémica A (H1N1). Grupos de 4 ratones BALB/c fueron inmunizados
por via intraperitoneal con 4 UHA (A), 8 UHA (B) o 16 UHA (C) de virus inactivado
de influenza pandémica A (H1N1) sin adyuvante o con 10 pg de porina OmpC de
S. typhi, o 100 pg alimina como adyuvantes. Como controles negativos se
inmunizé la solucién vehiculo (SSI) o liquido alantoideo. Al dia 15 fueron re-
inmunizados con las mismas cantidades, se determino el titulo de anticuerpos
contra el virus mediante ensayos de inhibicion de hemaglutinacion en los dias
indicados en las graficas Los resultados se encuentran expresados como el

promedio * la desviacion estandar de 4 ratones por grupo.
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7.3 La porina OmpC de S. typhi como adyuvante en una vacuna
experimental de virus inactivado influenza pandémica A (H1N1) induce
cambio de isotipo de anticuerpos contra el virus.

Los resultados anteriores nos muestran que la porina OmpC de S. typhi como

adyuvante en una vacuna experimental de virus inactivado de influenza A (H1N1),

fue capaz de inducir un aumento en el titulo de anticuerpos contra el virus,
medidos a través de ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion, sin embargo no
se conoce con esta técnica, que isotipos de anticuerpos estan presentes; con el fin
de caracterizar el efecto adyuvante sobre la respuesta inmune humoral de la
porina OmpC de S. typhi, se transfirio el virus inactivado de influenza A (H1IN1)
sobre membranas de nitrocelulosa y se trataron con los sueros del dia 30 de los
ratones inmunizados: con 8 UHA de virus inactivado de influenza (H1N1) sin
adyuvante o con la porina OmpC de S. typhi como adyuvante. Se revel6 con
anticuerpos anti-lgG1, anti-lgG2a o anti-IlgG2b de raton marcados con peroxidasa,

para conocer el isotipo de anticuerpo presente.

Se encontré que el virus inactivado de influenza A (H1N1) al ser administrado sin
adyuvante, induce anticuerpos de isotipo IgGl unicamente (Figura 4). Sin
embargo cuando se administré 10 pg de la porina OmpC de S. typhi mas 8 UHA
de virus inactivado de influenza A (H1N1), se encontraron ademas de los
anticuerpo de isotipo IgG1, anticuerpos de isotipo IgG2a contra el virus, pero no

se detectaron anticuerpos de isotipo IgG2b (Figura 4).

46



Como controles, se transfirieron al mismo tiempo a la membrana liquido alantoideo
y OVA (proteina mayoritaria en el liquido alantoideo), para descartar que los
anticuerpos observados no se encuentren dirigidos contra contaminantes de la
preparacion de virus inactivado de influenza A (H1N1). No se detectd anticuerpo

de los isotipos evaluados dirigidos contra OVA o proteinas del liquido alantoideo.
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A) lgG1

HIN1 LA Por OVA HIN1 LA Por OVA

Suero de ratoner

8UHA HIN1 8UHA HIN1+ OmpC

inmunizados con:
B) lgG2a

HIN1 LA Por OVA HIN1 LA Por OVA

Suero de ratones 8UHA H1N1 8UHA H1N1 +OmpC
inmunizados con:

C) lgG2b

HIN1 LA Por OVA HIN1 LA Por OVA

S :
8UHA VI-A (HIN1) 8UHA H1N1 + OmpC

Suero de ratones
inmunizados con:

Figura 4. La porina OmpC de S. typhi como adyuvante en una vacunha
experimental de virus inactivado influenza pandémica A (H1N1) induce
cambio de isotipo de anticuerpos contra el virus. Sueros del dia treinta de los
ratones inmunizados con 8 UHA de virus inactivado de influenza (H1N1) sin
adyuvante o con la porina OmpC de S. typhi como adyuvante se colocaron en una
membrana de nitrocelulosa a la que previamente se trasfirid virus inactivando de
influenza A (H1N1), liquido alantoideo (LA), porina OmpC de S. typhi (Por) y
Ovoalbumina (OVA). Se determino la presencia de anticuerpos de clase IgG1 (A),
IgG2a (B) e 1gG3 (C), utilizando un segundo anticuerpo marcado con peroxidada

y como croméforo 4a-naftol.
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8 DISCUSION

El objetivo principal de la vacunacion es la induccion de una respuesta de
memoria que permita a los sujetos vacunados estar protegidos cuando se
encuentren con el agente patdgeno contra el cual fueron vacunados, sin embrago
en algunas vacunas la induccion de una respuesta inmune protectora no es muy
eficiente, o se requiere de gran cantidad de antigeno para inducir una respuesta
protectora o repetidas re-inmunizaciones, lo que trae consigo un aumento en los
efectos adversos relacionados con la vacuna. Por lo que es necesario adicionar
moléculas que posean efecto adyuvante que permitan potencializar la respuesta
contra el antigeno vacunal o permitan disminuir la cantidad de antigeno, entre

otras cosas.

El éxito de las nuevas formulaciones vacunales en gran parte dependera de la
correcta eleccion del adyuvante, sin embargo hoy en dia solo se cuentan con dos
adyuvantes con licencia para uso en humanos, la alimina y el MPL A. Por lo que
resulta imprescindible la busqueda de nuevas moléculas con propiedades

adyuvantes.

Las porinas de S. typhi son antigenos altamente inmunogénicos que se han
evaluado en humanos como candidatos a vacuna contra la fiebre tifoidea,
mostrando que son moléculas seguras para el uso de humanos, ademas estas
proteinas son agonistas de TLR2 y del complejo TLR4/MD2/CD14, activan
eficientemente las células presentadoras de antigeno, presentan efecto adyuvante
al co-administrar con antigenos modelo poco imunogénicos, entre otras

caracteristicas; lo que las convierte en excelentes candidatos para ser evaluadas
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como adyuvantes en nuevas formulaciones vacunales o para el mejoramiento de

las vacunas ya existentes.

En este trabajo evaluamos el efecto de la porina OmpC de S. typhi como
adyuvante en una vacuna experimental de virus inactivado de influenza A (HLN1).
Encontramos que el virus de influenza pandémica A (H1IN1) al ser administrado
sin adyuvante en concentraciones bajas (4 u 8 UHA) Induce una nula o pobre
respuesta de anticuerpos en los primeros dias, se alcanzan los mayores titulos
después de la re-inmunizacion, sin embargo estos no son tan altos como los
inducidos con mayores cantidades de virus de influenza (16 UHA).
Sorprendentemente el uso de la porina OmpC como adyuvante en la
preparaciones con bajas cantidades del antigeno viral permitié alcanzar titulos de
anticuerpos desde los primeros dias y estos aumentaron después de la re-
inmunizacion (dia 15) y se logran mantener hasta el Ultimo dia evaluado. Lo que
nos indica que la porina OmpC de S. typhi podria ser util en formulaciones
vacunales de virus de influenza inactivado, debido a que permite disminuir la
cantidad de antigeno e inducir altos titulos de anticuerpos. La disminucion de
antigeno en las formulaciones vacunales nos permitird tener mayor cantidad de
vacunas a un menor costo, logrando una mayor cobertura de las campafias de

vacunacion y de esta forma la inmunizacion mundial se convertira en una realidad.

El efecto adyuvante de la alimina sobre la vacuna de virus inactivado de influenza
ya se encuentra evaluado por otros grupos de investigacion, los datos obtenidos

en el presente trabajo correlacionan con lo ya reportado.
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El tener un adyuvante que permita aumentar el titulo de anticuerpo contra el
antigeno, no necesariamente se traduce en un estado de proteccion, es necesario
conocer los isotipos de estos anticuerpos, para entender los mecanismos
efectores que probablemente podrian participar durante la infeccion. La respuesta
inmune protectora contra los virus de influenza principalmente debe centrarse en
una respuesta de anticuerpos neutralizantes, el isotipo IgGl es el que mejor
desempefia esta funcion, debido a que su Fc tiene mayor afinidad a los receptores
de Fc que se encuentran en los monocitos y macréfagos, las cuales son células
fagociticas, por lo que una respuesta con altos titulos de anticuerpos contra el
virus de esta subclase nos sugiere que es de suma importancia. Afortunadamente
la porina OmpC como adyuvante de la vacuna experimental contra influenza A
(HIN1) indujo anticuerpos contra el virus de isotipo IgG1, ademas fue capaz de
inducir una respuesta de anticuerpo contra el virus de subclase 1gG2a, este isotipo
de anticuerpo se encuentra relacionado con la activaciéon de la cascada del
complemento, que resulta en el aclaramiento o depuracion de las particulas virales
durante la infeccién. Futuros estudios seran necesarios para evaluar la protecciéon

mediante ensayo de reto con el virus de influenza A (H1N1) adaptado a raton.

Con todo lo mencionado anteriormente la porina OmpC de S typhi resulta ser un
buen candidato para ser utilizado en formulaciones vacunales de virus inactivados

de influenza A (H1N1).
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9 CONCLUSIONES

La inmunizacion con el virus de influenza pandémico A(H1N1) con porina OmpC,
de Salmonella enterica serovar Typhi, como adyuvante induce una mayor
respuesta de anticuerpos contra el virus de influenza pandémico A(H1N1) en
comparacién con la respuesta generada con la inmunizacion del virus sin

adyuvante. Ademas de que ayuda a disminuir la cantidad de antigeno

La porina OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi como adyuvante en una
vacuna experimental contra el virus de influenza pandémica A (H1N1) ayuda a

disminuir la cantidad de antigeno.
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