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PO-09: VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA: UNA PLATAFORMA PARA EL DESARROLLO
DE FORMULACIONES ADJUVANTES Y VACUNALES / OUTER MEMBRANE VESICLES: A
PLATFORM FOR DEVELOPMENT OF ADJUVANT AND VACCINE FORMULATIONS

Acevedo RY? Zayas C

Finlay Vaccine Institute, Ave. 27 # 19805, La Lisa, La Habana, Cuba. E-mail:
racevedo@finlay.edu.cu. ?Institute of Pharmacy and Food, University of Habana, Cuba.

Introduction: Vaccines based on outer membrane vesicles (OMV) were developed more than 20
years ago against Neisseria meningitidis serogroup B. These nano-sized structures exhibit remarkable
potential for immunomodulation and delivery of meningococcal antigens or unrelated antigens
incorporated into the vesicle structure. Material and Methods: This work reviews different
applications of OMV in Research and Development (R&D). Results: A Good Manufacturing Practice
(GMP) process was developed by Finlay Vaccine Institute to produce OMV from N. meningitidis
serogroup B (dOMVB) using detergent extraction. Subsequently, OMV from N. meningitidis, serogroup
A (dOMVA), serogroup W (dOMVW), and serogroup X (dOMVX) were obtained using this technology.
More recently, the extraction process was also applied effectively to obtain OMV on a research scale
from Vibrio cholerae (dOMVC), Bordetella pertussis (dOMVBP), Mycobacterium smegmatis
(dOMVSM), and BCG (dOMVBCG). The immunogenicity of this OMVs was evaluated for specific
antibody induction, and altogether with functional bactericidal and challenge assays in mice
demonstrate their protective potential. Finally, adjuvant effect of dOMVB was evaluated with combined
antigens from herpes virus type 2 glycoprotein, ovalbumin, allergens, glycolipids, etc. Conclusions:
OMV and derived particles (cochleates and vssp) are proving to be more versatile than first conceived
and remains an important technology for development of adjuvants and vaccine candidates.

) O | )0 {00 000000 0 00 00 0 {00 0300 ) () (o
164


http://www.rcfa.uh.cu/
mailto:racevedo@finlay.edu.cu

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias/www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X/Vol. 5/No. Especial — 2019
Julio

()8 N (S ) (e
PO-10: DISENO DEL PROCESO DE FERMENTACION PARA LA OBTENCION EN E. COLI DE UN

FRAGMENTO DE ANTICUERPO MONOCLONAL DE SIMPLE CADENA / DESIGN OF THE
FERMENTATION PROCESS FOR OBTAINING A MONOCLONAL ANTIBODY SINGLE-CHAIN
FRAGMENT IN E. COLI

Mariela Pérez, Y Hernandez, M Herrera, O Ruiz

Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ave 31 e/158 y 190, Cubanacan, Playa, La Habana,
Cuba. E-mail: mariela.perez@cigb.edu.cu

Introduccion: La selecciébn de las condiciones de cultivo y el esquema de fermentacibn mas
adecuados constituyeron herramientas fundamentales para lograr el éxito en el disefio de un proceso
de fermentacion destinado a la produccién de un fragmento de un anticuerpo monoclonal en la cepa
TG-1 de E.coli. Materiales y Métodos: Las células fueron cultivadas en zaranda a 37°C y 200 rpm,
en erlenmeyers de 500 mL y en fermentadores de 5 L. La densidad celular se midi6 en un
espectrofotdbmetro a 620 nm y los niveles de expresion de la proteina en electroforesis SDS-PAGE
mediante cuantificacién de las bandas a través del software ImageJ. Para el monitoreo y control de
las fermentaciones se utilizd el software FERMACS. Todo el procesamiento estadistico se realizd
utilizando el programa Statgraphics Plus versién 7.0. Resultados: El cultivo en modo discontinuo
demostrd que el uso de glicerol como fuente de carbono es mas eficiente que la glucosa para lograr
la expresion de la proteina de interés, que un pH igual a 7.0 favorece el crecimiento celular y la
produccion del producto de interés y que no es necesario el uso de antibiéticos para mantener la
estabilidad plasmidica. A través de un plan compuesto central se encontraron los valores de agitacion
(380 h?) y aireaciéon (1 vwm) que maximizan la concentracién de proteina especifica (774 mg/L) sin
gue la expresiéon disminuya. Se demostré que el modo de cultivo incrementado con medio de cultivo
guimicamente definido es la mejor alternativa ya que no es necesario el uso de un inductor para
lograr la expresion de la proteina recombinante, permite obtener el menor costo unitario (0.76 $/g) y la
mayor productividad (129 mg/Lh). Conclusiones: Se establecié un proceso de fermentacién robusto
gue permite obtener las cantidades de proteina necesarias para la demostracion de su efectividad.
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P-43: CROMATOGRAFIA DE INTERACCIONES HIDROFOBICAS COMO PRIMER PASO DE
PURIFICACION DE LA PROTEINA P64K RECOMBINANTE / CHROMATOGRAPHY OF
HYDROPHOBIC INTERACTIONS AS THE FIRST STEP FOR THE PURIFICATION OF THE
RECOMBINANT PROTEIN P64K

Imara Caridad Stable Vernier?, Elias Nelson Rodriguez Garcia?, Regla Margarita Somoza Sanchez?®,
Meily Sanchez Pardo?®, Daniel Gonzalez Aguilart

!Departamento de Planta 2, Produccion, *Departamento de Purificacién, Desarrollo Tecnoldgico,
3Departamento de Control de Proceso, Produccién, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La
Habana, Cuba. E-mail: imara.stable@cigb.edu.cu

Introduccion: La proteina P64K de la bacteria Neisseria meningitidis, obtenida de forma
recombinante, constituye uno de los Ingredientes Farmacéuticos Activos de la vacuna CIMAVax-EGF
contra el cancer de pulmén. El proceso actual de purificacion cromatografica de P64kr tiene un
primer paso de cromatografia de intercambio i6nico seguido de una cromatografia de interacciones
hidrofébicas, precedidas de dos etapas de precipitacion salina con sulfato de amonio. En este trabajo
se evalué el cambio en el orden de los pasos cromatograficos, ejecutando la cromatografia de
interacciones hidrofébicas (CIH) como primera etapa, lo cual elimina uno de los pasos de
precipitacion y simplifica el proceso. Materiales y Métodos: Para ello, se realizaron seis réplicas del
experimento procesando el material por CIH como primer paso cromatografico. En la siguiente etapa
se ajusta el eluato obtenido por dilucion y se aplica en la cromatografia de intercambio i6nico. La
operacién de este paso se realiza de forma similar al proceso actual y se eluye el producto de interés
por cambio de fuerza idnica. Resultados: Los datos muestran que el producto de interés en el primer
paso eluye con una pureza superior al 65% y un recobrado del 40%. En cambio, el eluato de
intercambio iénico alcanza una pureza superior al 95% y el recobrado de la etapa supera el 60%. El
rendimiento global del proceso se estima en 9,0 mg/g de biomasa procesada. Conclusiones: Los
resultados obtenidos son superiores al proceso actual donde se alcanzan 3,0 mg/g de biomasa
procesada lo cual resulta atractivo para la produccion.
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P-44: DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA OBTENER INTERFERON ALFA HUMANO A
PARTIR DE ESCHERICHIA COLI / DEVELOPMENT OF A SYSTEM TO OBTAIN HUMAN ALPHA
INTERFERON FROM ESCHERICHIA COLI

Diamilé Gonzalez Roche, Yailin Barbon La Llave, Yanay Proenza Jiménez, Luis Miguel Martinez
Duran, Isabelys Garcia Silva, Odalys Ruiz Hernandez

Centro de Ingenieria  Genética 'y  Biotecnologia, La Habana, Cuba. E-mail:
diamile.gonzalez@cigb.edu.cu

Introduccion: El Interferon alfa humano (IFNah) es una citocina con importancia como biofarmaco.
En el CIGB se obtiene IFNah recombinante a partir de la cepa Escherichia coli LE392 transformada
con un vector plasmidico que porta el gen de la B-Lactamasa (B/a) como marcador de seleccion. Con
el proposito de aumentar el nivel de expresiéon del IFNah, eliminar el Bla, para cumplir estandares
regulatorios, y sustituir la cepa hospedera, se trazé6 como objetivo desarrollar un nuevo vector y
verificar su funcionalidad en varias cepas de Escherichia coli. Materiales y Métodos: El gen que
confiere resistencia a la kanamicina proveniente del TN903 se aisl6é del vector pUC4K mediante PCR
y se clond en el vector pADUA-4 sustituyendo al gen Bla. Con el vector modificado se evaluo la
expresion de la proteina en varias cepas de Escherichia coli en zaranda, y en la cepa BL21(DE3) en
fermentador de 5 L. Resultados: La proteina recombinante se expresé en zaranda en la cepa
BL21(DE3) bajo el control del ptrp, con alrededor de un 23 % respecto al total de proteinas del
hospedero. En las cepas de E. coli W3110 y 3028 se verificaron porcentajes de expresion en zaranda
de alrededor del 15 %. Debido a estos resultados se selecciond la cepa BL21(DE3) para continuar
trabajando a escala fermentativa. Conclusiones: Se desarrolld una construccién genética que
permite la expresion del IFNah en varias cepas de E. coli, obteniéndose mas de un 20 % de
expresion en la cepa BL21(DES3) a nivel del fermentador de 5 L.
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P-45: ENSAMBLAJE DEL EPITOPO DE LEWIS Y / ASSEMBLY OF THE LEWIS Y EPITOPE
Yuleidys de las Mercedes Iglesias Morales, Blanca |. Tolébn Murguia, Dianeisy Cabrera Cuello,

Yanet Gonzalez Diaz, Yaneisy Yu Pérez, Miguel A. Lopez Lépez

Instituto Finlay de Vacunas, La Habana, Cuba. E-mail: yiglesias@finlay.edu.cu
Introduccién: Actualmente en nuestro pais se trabaja en el desarrollo de nuevas vacunas

terapéuticas, contra diferentes tipos de cancer, basadas en carbohidratos, por lo que resulta preciso
disponer el antigeno asociado a tumores Lewis Y (LeY) en las cantidades necesarias para efectuar los
ensayos biol6gicos pertinentes. La etapa clave para la sintesis del LeY es la a-difucosilacién de un
aceptor de lactosamina con un donante de L-fucosa. Para efectuar esta reaccion una de las mejores
opciones es el O-(2-O-bencil-3,4-di-O-acetil-o/p-L-fucopiranosil)-tricloroacetoimidato debido a que
proporciona una elevada a estereoselectividad y los mejores rendimientos durante la difucosilacion.
En el presente trabajo se realizd la sintesis del tetrasacarido compuesto por una unidad de
lactosamina y dos de fucosa. Materiales y Métodos: La estructura de lactosamina se obtuvo
mediante el disefio de una ruta novedosa que implicé la funcionalizacion de los monosacaridos 2-
aminoglucosa y galactosa, respectivamente. Resultados: Las etapas involucradas en la
funcionalizacion de la 2-aminoglucosa consistieron en la formacién del derivado 2-N-ftalimido, per-O-
acetilacion, tioglicosilacion, des-O-acetilacion y proteccion del OH-6 con el grupo TBDPS. A partir de
la galactosa, la secuencia incluyé la per-O-acetilacién, tioglicosilacién, des-O-acetilacion, formacion
del bencilidén entre los OH 4 y 6, per-O-acetilacién, remocién del grupo tiofenilo y la posterior
formacion del tricloroacetimidato correspondiente, para dar lugar al donante de galactosa. La
obtencion del tetrasacdarido funcionalizado se llevé a cabo mediante la doble glicosilacion con el
donante tricloroacetoimidato de fucosa por las posiciones 3 de la aminoglucosa y 2 de la galactosa.
Conclusiones: Mediante este procedimiento se logro sintetizar el tetrasacarido de LeY protegido.
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P-47: EVALUACION DEL TRICLOROACETOIMIDATO 4,6-O-BENCILIDEN-2,3-DI-O-BENCIL
GALACTOSA COMO DONOR EN LA SINTESIS DEL aGalCer / EVALUATION OF
TRICHLOROACETIMIDATE 4,6-O-BENZYLIDEN-2,3-DI-O-BENCYL GALACTOSE AS A DONOR
IN THE SYNTHESIS OF aGalCer

Dianeisy Cabrera Cuello, Miguel A. Lépez Lépez, Blanca |. Tolbn Murguia, Yaneisy Yu Pérez,
Yuleidys de las Mercedes lglesias Morales, Yanet Gonzalez Diaz

Instituto Finlay de Vacunas, La Habana, Cuba. E-mail: dcabrera@finlay.edu.cu

Introduccion: La a-galactosilceramida (a-GalCer) es un glicoesfingolipido atil para potenciar la
respuesta inmune de diferentes vacunas. La etapa clave para su obtencién por sintesis quimica,
consiste en la a galactosilacion del hidroxilo primario de la azidofitoesfingosina con un donante de
galactosa convenientemente protegido. En este sentido, es de sumo interés la busqueda del donante
de galactosa que posibilite alcanzar una mayor proporcién del glicosido a durante la reaccion de
glicosilacion. El objetivo del presente trabajo consisti6 en evaluar la eficacia del donante del tipo
tricloroacetoimidato de la 4,6-O-bencilidén-2,3-di-O-bencilgalactosa en la glicosilacion de la
azidofitoesfingosina convenientemente protegida. Materiales y Métodos: Con este fin se sintetiz6 el
donante de interés mediante una ruta sintética de 7 etapas de reaccion con un rendimiento global de
un 14%. Resultados: Con el donante sintetizado se efectud la glicosilacion de la azidofitoesfingosina
dibencilada en tetrahidrofurano como disolvente, triflato de trimetilsillo como catalizador y a
temperatura ambiente para obtener el glicésido Ocorrespondiente con un rendimiento del 42%.
Conclusiones: Este resultado permite afirmar que el 4,6-O-bencilidén-2,3-di-O-bencilgalactosa-
tricloroacetoimidato constituye una alternativa valida para preparar la [-galactosilceramida y sus
derivados.
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P-48: ESTUDIO DE FOTO-ESTABILIDAD DE LA VACUNA HEBERNASVAC Y SU INGREDIENTE
FARMACEUTICO ACTIVO: ANTIGENO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B / PHOTOSTABILITY
STUDY OF HEBERNASVAC VACCINE AND ITS ACTIVE PHARMACEUTICAL INGREDIENT: THE
CORE ANTIGEN OF THE HEPATITIS B VIRUS

Angela Fidalgo Maceo, Eduardo Gonzalez Martinez, Gerardo Garcia lllera, Maribel Vega Simon,

Lourdes Costa Anguiano, Matilde Lopez Abad

Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Addresses: Avenida 31 entre 158 y 190, Playa, La
Habana 11600, Cuba. E-mail: angela.fidalgo@cigb.edu.cu

Introduction: HeberNasvac is a therapeutic vaccine conformed by the surface and core antigens of
the Hepatitis B virus, which is administered by subcutaneous and intranasal via to patients suffering
chronic Hepatitis B. Photostability studies are of great importance in order to demonstrate that
exposition to light don’t induce non-desired changes. Materials and Methods: Samples of
HeberNasvac and the Hepatitis B core antigen (HBcAg) were incubated under 3 conditions: at 25°C
under 1.2 million lux-our white light and 200 watt-our/m? of ultra violet radiation, at 25°C in the
darkness and at 5°C also in the darkness. Light exposition was controlled by actinometrical method
using quinine hydrochloride dihydrate. Samples were taken at 0, 7 and 14 days to analyse its
organoleptic characteristics, electrophoresis profile, identity by Western Blot and ELISA, pH, protein
concentration by Lowry and GF-HPLC, this last only in case of IFA. Results: All parameter under
study maintain its values inside the specification and there is not difference among the groups of
samples for HeberNasvac vaccine neither for the HBsAg. Conclusions: HeberNasvac as well as the
HBsAg used in its formulation are both photostable.
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P-49: SINTESIS DE UN INTERMEDIO UTIL PARA LA OBTENCION DE LA o-
GALACTOSILCERAMIDA / SYNTHESIS OF A USEFUL INTERMEDIATE FOR THE OBTAINING
OF a-GALACTOSYLCERAMIDE

Yaneisy Yu Pérez?, Dianeisy Cabrera Cuello!, Yuleidys De Las Mercedes Iglesias Morales?, Yanet
Gonzalez Diaz?, Lisandra Amable Gonzalez?, Miguel A. L6opez Lépezt

Instituto Finlay de Vacunas, La Habana, Cuba. E-mail: yaneyu@finlay.edu.cu. ?Centro de Estudios
de Productos Naturales, Universidad de La Habana, Cuba.
Introducciéon: La a-galactosilceramida y sus derivados son inmunopotenciadores Utiles en la

preparacion tanto de vacunas preventivas contra enfermedades infecciosas causadas por diferentes
microorganismos, asi como en la elaboracion de vacunas terapéuticas contra el cancer. En la
actualidad estos compuestos se obtienen por sintesis quimica, cuya etapa clave la constituye la a-
galactosilaciéon de la azidofitoesfingosina o sus derivados con donantes de galactosa portadores de
un patréon de sustitucion que garantice la formacién mayoritaria del glicésido a de interés. Aunque se
han utilizado diferentes donantes de galactosa, en la literatura no se informa sobre el uso del O-
(2,3,4,6-tetra-O-bencil-p-D-galactopiranosil)-tricloroacetoimidato con este proposito. El objetivo del
presente trabajo consistié en evaluar la eficacia del donante de galactosa citado con anterioridad en
la glicosilacion de la azidofitoesfingosina convenientemente protegida. Materiales y Métodos: Con
este fin se sintetizd el O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosil)-tricloroacetoimidato mediante
una ruta sintética de 6 etapas de reaccidn para obtener este donante con un rendimiento global de un
33%. Resultados: Con el donante sintetizado se efectud la glicosilacion de la azidofitoesfingosina
dibencilada en tetrahidrofurano como disolvente, triflato de trimetilsillo como catalizador y a
temperatura ambiente para obtener el glicésido a correspondiente con un rendimiento del 52%.
Conclusiones: Este resultado permite afirmar que el O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosil)-
tricloroacetoimidato constituye una alternativa valida para preparar la a-galactosilceramida y sus
derivados.
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P-50: SISTEMAS ALTERNATIVOS PARA LA EXPRESION DE IFNy EN MEDIO QUIMICAMENTE

DEFINIDO / ALTERNATIVE SYSTEMS FOR THE EXPRESSION OF IFNy IN A CHEMICALLY
DEFINED MEDIUM

Victoria Ma Lugo Hernandez, Diamilé Gonzélez Roche, Laura Varas Sarzo, Regino Nelson
Gonzélez Leal, Patricia Montero Montero, Nubia Gonzalez de Armas, Odalys Ruiz Hernandez

Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba. E-mail: victoria.lugo@cigb.edu.cu
Introduccion: ElI Heberferon, un producto basado en la combinacién de los interferones Alfa y

Gamma recombinantes para el tratamiento efectivo del cancer de piel no melanoma relacionado con
la incidencia de los rayos solares y con el envejecimiento, ha logrado respuestas clinicas y estéticas
muy favorables, al evitar complejas cirugias y reconstrucciones. Con este fin, para la produccién del
Ingrediente Farmacéutico Activo de IFNy, una de las lineas de trabajo encaminadas a lograr mejoras
en la tecnologia existente para su obtencion consistié en el estudio de dos sistemas alternativos para
la expresion. Materiales y Métodos: Un sistema basado en la cepa Escherichia coli W3110,
utilizando en la construccién genética el promotor del operdn Triptéfano; y el otro sistema en la cepa
Escherichia coli BL21(DES3), utilizando el promotor T7 del fago lambda, y como marcador de seleccion
en ambas, el gen que confiere resistencia al antibiético kanamicina. Los sistemas fueron evaluados
en un medio de cultivo quimicamente definido (MQD) en la etapa de fermentacion. Resultados: La
presencia en el MQD del aminoacido arginina y lactosa en concentraciones de 15 g/L y 9 g/L,
respectivamente, y la eliminacion del aspartico permitié6 obtener un proceso tecnoldgico que cumplia
con los requerimientos regulatorios y favorecia la concentracion de la proteina de interés. Los
mejores niveles de expresidn se alcanzaron a las 24 horas de crecimiento siendo tres veces mayor en
el caso de la cepa BL21DE3 (34%) con respecto a la W3110 (11%). Conclusiones: La variante
seleccionada constituye el proceso actual de fermentacion para la obtencién de la proteina.
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P-51: LIPOPOLISACARIDOS: ¢UNA NECESIDAD EN LAS VACUNAS? /
LIPOPOLYSACCHARIDE: A REQUIREMENT IN VACCINES?

Maria de los A Padrén-Collazo, Rubén A Cabrera-Arias, Yaimara Rodriguez-Hernandez, Béarbara
Baré-Bicet, José L. Pérez-Quifioy, Julio A. Balboa-Gonzalez, Luis Garcia-Imia, Jessy Pedroso-
Fernandez

Instituto Finlay de Vacunas, Ave 27, No 19805, La Lisa, La Habana, Cuba. Email:
mapadron@finlay.edu.cu

Introduccion: El lipopolisacarido (LPS) es uno de los contaminantes mas importantes a tener en
cuenta en las vacunas obtenidas a partir de antigenos bacterianos, ya que es el causante principal de
la pirogenicidad de estas vacunas. Uno de los métodos mas utilizados para cuantificarlo es el método
descrito por Osborn que cuantifica el &cido 3-keto-3-dioxioctanoico (KDO) proveniente de la
estructura de los LPS por medio de la formacion de complejos coloreados. EI KDO se encuentra en la
region central del LPS y ademas de ser el componente mas utilizado para la determinaciéon de los
LPS, es quien une a la regién central y el antigeno O con el Lipido A. En el caso del serogrupo B de
Neisseria meningitidis es posible realizar la determinacién de LPS midiendo la molécula de KDO. Sin
embargo, para otros serogrupos no se describe la relacion entre las moléculas KDO y la estructura de
los LPS. Para ello se debe recurrir a otros métodos de manera que se tenga LPS de estos serogrupos
para ser utilizado como referencia en su cuantificacién. Materiales y Métodos: Es por ello que este
trabajo nos permiti6 comparar diferentes LPS de varios microorganismos. Resultados: Se realiz6
electroforesis en geles de poliacrilamida con tincion con plata especifica para lipopolisacéridos,
posteriormente se hizo el analisis densitométrico. Conclusiones: Se obtuvieron las correspondientes
curvas de calibracién y el perfil electroforético.
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