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Resumen

Los estudios de evaluacion de la citotoxicidad de farmacos pueden ser realizados
in vitro en diferentes lineas celulares. La inocuidad es imprescindible evaluarla en los
adyuvantes inmunoldgicos, pues la toxicidad esta asociada a los mismos. Ensayos en
pruebas de citotoxicidad tan sencillas como el de viabilidad pueden ser empleados para
determinar la toxicidad de dichos adyuvantes. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
citotoxicidad in vitro de los adyuvantes AFCol (Adyuvante Finlay Cocleato 1) y AFPL1
(Adyuvante Finlay (AF) proteoliposoma 1) al ser enfrentados a diferentes lineas celulares
mediante la técnica de Exclusidon del colorante azul tripan. El efecto toxico del AFCol y el
AFPL1 sobre las lineas celulares CHSE-214 de salmén y UMN SAH/DF-1 de fibroblastos de
embrién de pollo fue determinado. El estudio demostré que los adyuvantes AFCol y
AFPL1 poseen baja citotoxicidad tanto para la linea celular CHSE-214 como para UMN

SAH/DF-1.
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Abstract

Cytotoxic assessment of Finlay Adjuvant in cells of chicken embryo fibroblast
and salmon.

Evaluation studies of the cytotoxicity of drugs can be performed in vitro in
different cell lines. Safety is essential to evaluate the immunological adjuvants, because
the toxicity is associated with them. Essays in cytotoxicity tests as simple as the
feasibility can be used to determine the toxicity of these adjuvants. The aim of this study
was to evaluate in vitro cytotoxicity AFCol adjuvant (Adjuvant Finlay Cocleato 1) and
AFPL1 (Adjuvant Finlay (AF) proteoliposome 1) to be faced with different cell lines using
the technique of trypan blue dye exclusion. The toxic effect of AFCol and AFPL1 on
CHSE-214 cell lines and UMN salmon embryo fibroblasts SAH/DF-1 chicken was
determined. The study showed that adjuvants AFPL1 AFCol and have low cytotoxicity

both the CHSE-214 cell line to SAH/DF-1 UMN.

Key words: Adjuvants, AFPL1, AFCol, cytotoxicity, in vitro, cellular lines.
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Introduccion

El desarrollo de una vacuna exitosa requiere del conocimiento de los adyuvantes a
usar y saber como formular los adyuvantes con los antigenos para lograr estables vy
seguras vacunas inmunogénicas. Para la mayoria de los investigadores de vacunas esta
informacién no esta facilmente disponible, ni el acceso a adyuvantes bien caracterizados
(1). Hoy, con pocas excepciones, las vacunas licenciadas para ser usadas en humanos
son administradas por via parenteral y resultan apropiadas para la prevencion de
enfermedades sistémicas por agentes invasivos; pero no son capaces de inducir
respuesta inmune a nivel de las mucosas (2, 3, 4). Las vacunas mucosales se han
planteado como una estrategia prometedora para inducir proteccion mucosal, asi como,
inmunidad sistémica (6). Ademas de su bajo costo y la eliminaciéon de jeringuillas y
agujas, cuyo uso incrementa el riesgo de infecciones de transmision de enfermedades
como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y los virus de hepatitis By C (7, 8).
El mayor problema de estas vacunas es que no se cuenta practicamente con adyuvantes
seguros para su uso en humanos (8). La introduccion de adyuvantes potentes en los
ensayos clinicos, comenzo6 en relacion con las vacunas preventivas y terapéuticas en las
que los adyuvantes de aluminio han sido efectivos, pero desventajas como su toxicidad
han hecho que uno de los objetivos del desarrollo actual en materia de los adyuvantes,
consista en disminuir al maximo su toxicidad sin afectar el efecto inmunopotenciador (9).

Existen técnicas toxicoldgicas sencillas como los estudios de cultivos celulares que
nos permiten entre otras ventajas, realizar pruebas rapidas y directas para evaluar la
toxicidad de nuevos productos; disminuir los costos de los ensayos; permitir una mayor
sensibilidad debido a su caracter citolégico, entre otras. La toxicologia celular puede
considerarse como el conjunto de investigaciones cualitativas y cuantitativas, sobre los
efectos nocivos o respuestas bioldgicas no deseadas, que experimenta un cultivo celular
expuesto a un determinado compuesto quimico, a fin de poder extrapolar los resultados
a nivel de organismo. Este tipo de pruebas pueden también ser utilizadas como

alternativa al uso de animales en ensayos toxicoldgicos. A pesar de que las pruebas in
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vivo no podran ser substituidas por completo, ésta es una rama de la ciencia que avanza,

minimizando en la medida de lo posible la utilizacién de organismos en los bioensayos.
Los numerosos estudios de este campo, han permitido que se pueda viabilizar el cultivo
de una gran variedad de lineas celulares de diferentes érganos y especies, sobre los que
realizar cualquier tipo de estudio de caracter bioldgico, bioquimico o molecular (10).

A lo largo de los afios se han ido creando una gran variedad de pruebas vy criterios
para evaluar los efectos que presenta un cultivo después de su exposicion a un
determinado compuesto quimico, entre ellas podemos mencionar: las pruebas
citoldgicas; la observacién al microscopio; las pruebas bioquimicas y las pruebas de
viabilidad. También ha ido incrementéndose el niUmero de lineas celulares a usar en los
ensayos de citotoxicidad, siendo las mas usadas las lineas celulares de aves, de
mamiferos y de peces (10).

En la busca de nuevos adyuvantes efectivos y seguros para su uso en humanos,
nuestro Instituto se ha volcado al disefio de una plataforma de adyuvantes el AFPL1
(Adyuvante Finlay Proteoliposome 1) y AFCo (Cocleato) 1, derivados de Neisseria
meningitidis serogrupo B para la administracién parenteral y mucosal, respectivamente.
El AFPL1 es una nanoparticula derivada de la membrana externa de N. meningitidis B.
Este ha sido usado ampliamente como el antigeno principal de la vacuna
antimeningoccécica cubana VA-MENGOC-BC™ (11,12). Mas de 60 millones de dosis de
esta vacuna ya han sido administradas en humanos. EI AFPL1 contiene proteinas
mayoritarias de la membrana externa y varios patrones moleculares asociados a
microbios (MAMP), entre los que se encuentran el lipopolisacarido (LPs); las porinas y
trazas de DNA (acido desoxirribonucleico) de N. meningitidis que son reconocidos por
TLR-4, TLR-2 y TLR-9, respectivamente. El PL es consistentemente producido bajo
condiciones GMP en el del Instituto Finlay, La Habana, Cuba. Adicionalmente, hemos
transformado AFPL1 en el AFCol. El AFCol es una estructura coclear derivada de la
interaccién de lipidos de anidnicos del PL con cationes bivalentes, como Ca®*. Los
cationes establecen un puente idnico entre los dos cargos negativos de los lipidos de
membranas adyacentes estabilizando al AFCo1, formando microparticulas que contienen
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los mismos componentes principales de AFPL1 incluyendo a sus MAMPs (12). Teniendo en

cuenta las potencialidades de estos adyuvantes nos propusimos conocer las
concentraciones a las cuales pudieran resultar toxicas al ser enfrentadas a diferentes
lineas celulares.

El ensayo de citotoxicidad fue realizado en células de fibroblastos de embrion de
pollo UMN SAH/DF-1 y en células de salmén CHSE-214. La concentracion maxima
tolerada por las células UMN SAH/DF1 fue de 15 pg/mL al ser expuesta al adyuvante
AFPL1 y para AFCo1l fue de 5 pg/mL. Para las células CHSE-214 la concentracion maxima
tolerada fue de 15 pg/mL al ser enfrentada al adyuvante AFPL1 y 5 ug/mL para el AFCol.
De forma general tanto el AFPL1 como el AFCol fueron tolerados a concentraciones
desde 5 pg/mL. 0,05 pg/mL. Los estudios de citotoxicidad realizados corroboran los
resultados obtenidos en estudios toxicoldgicos previos (13,14), quedando demostrada la
no toxicidad in vitro en los modelos (15) y dosis evaluadas de los adyuvantes AFCol y

AFPL1.
Materiales y métodos

Sustancias evaluadas

-AFPL1, estd compuesto por vesiculas de membrana externa, también referidas como
PL, extraidas de de la membrana externa de N. meningitidis B con detergente
Desoxicolato de Sodio (DOC). El PL ha sido ampliamente usado como antigeno principal
de la vacuna antimeningoccocica VA-MENGOC-BC™ (11,12). AFPL1 se utilizé a diferentes
concentraciones (AFPL1-1= 150 pg/mL, AFPL1-2= 15 pg/mL, AFPL1-3= 1,5 pg/mL y
AFPL1-4= 0,15 pg/mL).

-AFCo1 dialisis (AFCol d) derivado de los PL consiste en un complejo altamente estable
de membranas lipidicas, proteinas y Calcio. Se forman cuando los PL son lentamente

expuestos a una soluciéon tampon de CaCl,, a través de un proceso de dialisis (16,17). Se
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utilizé a diferentes concentraciones (AFCold-1= 50 pg/mL, AFCold-2= 5 ug/mL, AFCo1l
d-3= 0,5 pg/mL y AFCold-4= 0,05 pg/mL).

-AFCo1 Filtracion tangencial (AFCol FT), consiste en un complejo altamente estable
de membranas lipidicas, proteinas y Calcio. Se forman cuando los PL son lentamente
expuestos a una solucion tampéon de CaCl,, a través de un proceso de filtracién
tangencial (17,18). Se utilizaron diferentes concentraciones (AFColFT-1= 36,5 pg/mL,
AFCol1FT-2= 3,65 pug/mL, AFCol FT-3= 0,365 pg/mL] y AFColFT-4= 0,0365 pg/mL.
-AFCo1 Estéril (AFCol E) (Adyuvante Finlay Cocleato 1) obtenido mediante un nuevo
proceso estéril (19). Para la obtencion del AFCo1, los PL se resuspendieron en tampon de
resuspension que contenia: Trihidroxi metil aminometano (Tris) 30 mM (Fluka, Suiza) y
desoxicolato de Na (DOC, Merck, Alemania) al 1,0 % como detergente. La concentracidn
de proteinas de esta solucién se ajusté a 2,3+ 0,2 mg/mL. El PL una vez resuspendido,
se incubd 20 min a 37°C y se sonicd la mezcla durante 10 min a 50 KHz en un equipo de
sonicacion de sonda (Labsonic U, BBraun, Alemania). Posteriormente, la solucién se filtré
por un filtro de 0,2 um (Milipore). Se procede al proceso de obtencién del AFCol
adicionando al reservorio que contiene la solucion de PL filtrada, un tampodn de formacién
(TF) el cual contiene Cloruro de Calcio (CaCl2, Merck, Alemania) a 10 mM, Cloruro Sodio
(NaCl, Merck, Alemania), Tris. La adicién del volumen de TF se realiza de manera lenta
(8.3 mL por minutos) y se va agitando (se utiliza agitador magnético) hasta la aparicion
de un precipitado blanquecino caracteristico que indica la formacion de las estructuras
cocleares y cristales de Ca+. La suspension se deja en reposo durante 30 minutos vy
posteriormente se procede a la etapa de lavado con el objetivo de eliminar el DOC en
exceso Y los cristales de calcio. Para ello se adiciond el tampon de lavado (TL) que esta
constituido por Tris 10mM (3 veces el volumen del cocleato formado). Se deja unos
minutos a que sedimente el precipitado blanquecino y se elimina el sobrenadante. Todo
este proceso se realiza bajo condiciones estériles en un gabinete de seguridad, Para los
estudios de citotoxicidad se utilizaron diferentes concentraciones (AFCol E-1= 50 pg/mL,

AFCol E-2= 5 pg/mL, AFCol E-3= 0,5 ug/mL y AFCol E-4= 0,05 pg/mL).
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-Células y controles. Se utilizaron células de embrién de pollo UMN SAH/DF-1

expuestas a medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco, Middlesex, Inglaterra)
sin suplementar y células de salmén CHSE-214 expuesta a Medio Esencial Minimo de
Eagle (MEM) (Gibco, Middlesex, Inglaterra) sin suplementar.

Ademas se utilizé como solucién buffer TRIS-Ca** a las siguientes concentraciones:

CB1= Control tampdn (Ca®*) 0,05mM CB2= Control tampén (Ca®*) 0,005mM, CB3=
Control tampdn (Ca®*) 0,0005mM y CB4= Control tampdn (Ca®*) 0,00005mM.
Sustancias de referencia

El estudio se llevd a cabo mediante un ensayo de viabilidad de respuesta inmediata o a
corto plazo utilizando la técnica de exclusion del azul tripan (15,20-23). Se utilizd azul
tripan como tincidn colorimétrica para determinar la viabilidad celular.

Se utilizaron placas de cultivo 12 pocillos (COSTAR), Camara de Neubauer para el conteo
de las células, Microscopio invertido de contraste de fase (OPTON), pipetas Eppendorf,

camara fotografica Kodak y botellas de cultivo T-150.

Procedimiento

Cultivo de lineas celulares

El cultivo de las lineas celulares CHSE-214 de salmoén Chinook CHSE-214 y UMN SAH/DF-
1 de fibroblasto de embridon pollo se realizé bajo condiciones éptimas de crecimiento. Las
células embrionarias de salmén Chinook CHSE-214, fueron cultivadas en monocapas al
80% de confluencia en un Medio Esencial Minimo (MEM) (Gibco, Middlesex, Inglaterra)
con bicarbonato de sodio (2,2 g/L, Merck, Darmstadt, Alemania) y suero fetal bovino
(SBF, Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.) entre 2-5% a 20 °C. Cada 10 dias las células fueron
subcultivadas usando 1 mL de tripsina con una concentracién de 2,5 mg/mL (Sigma, St.
Louis, MO, EE.UU.) y 1 mM de EDTA (Merck) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se controlé el crecimiento de los cultivos mediante observacién diaria al
microscopio invertido de contraste de fase (24). El cultivo de la linea celular de

fibroblasto de embrion pollo UMN SAH/DF-1 se realizé como fue previamente descrito por
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C. Colmenares (25), excepto que sé utilizé en este caso Dulbecco's Modified Eagles

Medium (DMEM) con 10% SBF (26).

Células CHSE-214 de salmon y células de embrién de pollo UMN SAH/DF-1 confluentes,
provenientes de dos botellas de cultivos T-150, se repartieron en placas de 12 pocillos
(1mL por pocillo: aproximadamente 2x10° cel/mL). Se dejaron toda la noche para
permitir que las células se adhirieran a la superficie, y en la mafiana siguiente se les
cambid el medio afiadiendo las diferentes concentraciones de los adyuvantes a evaluar.
Se dejé incubando con cada adyuvante por 24 horas a 18°C, realizandose 4 réplicas para
cada tipo de disefio. Al dia siguiente se observé el efecto citotdxico en microscopio
invertido.

Viabilidad

Se resuspendieron las células en medio de cultivo y se evalud su viabilidad mediante la
técnica de exclusion del azul tripan, mediante el uso de cdmara de Neubauer y colorante
azul tripan, fue utilizado un microscopio éptico. La membrana plasmatica de las células
muertas es permeable a este colorante vital permitiendo, por lo tanto, diferenciar dichas
células de las vivas simultaneamente al contaje celular.

Se calculd el porcentaje de Viabilidad Celular para los distintos adyuvantes a partir del
numero de células viables recuperadas en cada caso. Se tomé como referencia el valor
obtenido para el control negativo en cada experimento, el cual se considerd el 100% de

viabilidad. Todos los experimentos se hicieron por triplicado.

Analisis estadistico

Se procedié a verificar los resultados para realizar el andlisis de varianza, los
resultados obtenidos estan distribuidos normalmente (normalidad, segun el test de
Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y presentan
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Por lo cual, todos los resultados se
analizaron mediante el método de analisis de varianza (ANOVA). El nivel de significacion,

establecido fue a 0.05. Todos los analisis se realizaron empleando el paquete estadistico
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Statsoft for windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis software system),

version 6.

Resultados y discusion

Son numerosas las evaluaciones a llevar a cabo para poder registrar y validar un
nuevo adyuvante, donde el componente inmunotoxicoldgico tiene una gran importancia.
La determinacién del efecto toxico a todos los niveles posibles, ha servido para disminuir
el riesgo a efectos indeseables de las vacunas utilizadas en humanos y en los animales
(27).

El empleo de las pruebas de citotoxicidad in vitro nos permite incrementar el
conocimiento sobre la toxicidad de los productos que se utilizaran en la formulacién
vacunal y de la vacuna per se. En la determinacion de la toxicidad existe una necesidad
imperiosa de utilizar ensayos relativamente simples y rapidos para estimar el riesgo de
compuestos especificos y su papel en la toxicidad celular (10).

En este estudio se evalud la toxicidad de dos potentes adyuvantes: el AFCol
(obtenido por diferentes metodologias) y el AFPL1 derivados ambos de la membrana
externa de N. meningitidis B. Las placas de cultivo incubadas con las células CHSE-214 y
UMN SAH/DF-1 y los adyuvantes a diferentes concentraciones, fueron observadas a
través de un microscopio invertido, divisandose el efecto citotoxico de los adyuvantes
mediante la invariabilidad del color del medio de cultivo el cual deberia mantenerse de
color rosado. En la figura 1 se muestran las placas de 12 pocillos con las células de
fibroblastos de embrién de pollo al ser enfrentadas a diferentes concentraciones del
adyuvante AFCol (d). El cambio de color del medio de cultivo nos da nocién de la
tolerancia de las células ante diferentes concentraciones de los adyuvantes. A menores
concentraciones de los adyuvantes menos propensa sera la exposicion de las células al
cambio de coloracion. Se puede observar (figura 1) un cambio de color rosado a un color

amarillo, lo cual nos da la medida de la muerte celular, cuantificado esto mediante
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conteo celular en cdmara de Neubauer con el colorante azul tripan determinando la

viabilidad celular.

Se dejoé incubando con cada concentrado por 24 horas a 18°C. Al dia siguiente se
observo el efecto citotdxico en microscopio invertido (figura 2) y se procedié a cuantificar
la viabilidad de las células mediante el uso de cdmara Neubauer y azul tripan .

La confirmacion de la viabilidad de las células enfrentadas a los adyuvantes se
determind mediante el empleo de la técnica de exclusion del azul tripan (como
comentamos con anterioridad). El ensayo de citotoxicidad realizado en células de
fibroblastos de embriéon de pollo UMN SAH/DF-1 y en células de salmén CHSE-214,
demostré que la concentracion maxima tolerada por las células UMN SAH/DF1 fue de 15
Hg/mL al ser expuesta al adyuvante AFPL1 y para AFCol fue de 10 veces menor de su
concentracion mayor. Para las células CHSE-214, la concentracion maxima tolerada fue
de fue de 15 pg/mL al ser enfrentada al adyuvante AFPL1 y para el AFCol, las mayores
concentraciones del adyuvante fueron toleradas por estas células de salmén.

La figura 4 representa los valores medios del porcentaje de viabilidad celular
obtenidos para los distintos controles y los diferentes adyuvantes en estudio utilizando la
linea celular CHSE-24.

Como puede observarse en la figura 4 existen diferencias significativas (*p <
0.05) entre la viabilidad celular del control negativo y el tampdn CB1, AFPL1-1 y AFCol
d-1 a las maximas concentraciones de exposicion ante las células de salmoén. No se
observaron diferencias significativas entre la viabilidad celular del control negativo y las
maximas concentraciones del AFCol FT-1 y el AFCol E-1 tras su exposicion a células de
salmén.

La figura 5 representa los valores medios del porcentaje de viabilidad celular
obtenidos para los distintos controles y los diferentes adyuvantes en estudio utilizando la
linea celular UMN SAH/DF-1.

Pude observarse en la figura 5 diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre la viabilidad de las células resultantes de la exposicidn de las células de embrion de
pollo al AFPL1-1, AFCol d-1, AFCol-2, AFCol FT-1, AFCol E-1 (maximas
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concentraciones de exposicion de los adyuvantes) y la viabilidad de la células del control

negativo. Sin embargo en esta linea celular no se encontraron diferencias significativas
entre el buffer CB1 (maxima dilucién) y el control negativo.

Para ambas lineas celulares solo se encontraron citotoxicidad al ser enfrentadas a
las maximas concentraciones de los adyuvantes. Estos resultados promueven el uso de
los adyuvantes que se evallan para uso en humanos (AFPL1-25 pg / 100 uyL y AFCol-

100 pg/ 100 pL).

Conclusiones

Los resultados del ensayo de viabilidad celular por exclusion del azul tripan
mostraron que el AFPL1 a concentraciones menores de 150 pg/mL no presenta efectos
toxicos al ser enfrentado a células de salmdn &6 células de embrién de pollo. EI AFCol
enfrentado a células de salmon fue tolerado en todas las concentraciones probadas y al
ser evaluado en células de embrion de pollo no se observd un efecto citotoxico a
concentraciones por debajo de 36,5 ug/mL. Estos estudios de citotoxicidad corroboran los
resultados ya obtenidos en otros ensayos de toxicidad que demostraron la baja toxicidad

de los adyuvantes AFCol y AFPL1.
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Figura 1. Placas de 12 pocillos con células UMN SAH/DF1 incubadas con
distintas concentraciones de A FCold

. o ‘

A
50ua/mL [

0, 05ua/mL

Figura 2. Microfotografia (con un aumento de 10 veces) del efecto citotoxico en

células UMN SAH/DF1 tratadas con distintas dosis del adyuvante AFCol d (0,5

Hg/mL-50 pg/mL). En esta figura se muestra el efecto de AFCo1 d el cual fue el
menos tolerado por las células. S/T: sin tratamiento.
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Figura 4. Ensayo de citotoxicidad de adyuvantes en células CHSE-214.
Comparacion del control contra grupos experimentales: AFPL1 (1-1= 150

Hg/mL, 1-2= 15 pg/mL, 1-3= 1,5 pg/mL vy 1-4= 0,15 pg/mL), AFCold (d-1= 50

Hg/mL, d-2=5 pg/mL, d-3= 0,5 ug/mL y d-4= 0,05 pg/mL), AFColFT (FT-1=

36,5 pg/mL, FT-2= 3,65 pg/mL, FT-3= 0,365 pg/mL, FT-4= 0,0365 pg/mL),
AFCo1lE (E-1=50 pg /mlL, E-2=5 pug/mlL, E-3= 0,5pg/mL y E-4= 0,05 pg /mL)

siendo significativos para *p < 0.05 (ANOVA).
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Figura 5. Ensayo de citotoxicidad de adyuvantes en células UMN SAH/DF-1.
Comparacion del control contra grupos experimentales: AFPL1 (1-1= 150
Hg/mL, 1-2= 15 pg/mlL, 1-3=1,5 yg/mLy 1-4= 0,15 ug/mL), AFCold (d-1= 50
Hg/mL, d-2=5 pg/mL, d-3= 0,5 ug/mL y d-4= 0,05 pg/mL), AFCol1FT (FT-1=
36,5 pug/mlL, FT-2= 3,65 pg/mL, FT-3= 0,365 pug/mL, FT-4= 0,0365 pg/mL),
AFCo1lE (E-1= 50 pg/mlL, E-2= 5 pg/mlL, E-3= 0,5 pg/mL y E-4= 0,05 pg/mL),
siendo significativos para *p < 0.05 (ANOVA).
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