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RESUMEN

En este estudio se evalud el efecto del adyuvante Finlay cocleato 1 (AFCo1), aplicado 4
veces por via intranasal en 2 niveles de dosis (50 pg y 100 ug) sobre la concentracién
plasmatica de teofilina, administrada a las 24 horas de la ultima aplicacién (5 mg/kg,
por via intraperitoneal) en ratas Sprague-Dawley. Se empled como control positivo de
inflamacién la aplicacion de 2 dosis por via subcutanea de adyuvante completo de
Freund (ACF). Las ratas que recibieron AFCol no mostraron cambios significativos en
la concentracion sérica de teofilina; mientras que las tratadas con ACF desarrollaron
inflamacidén local asociadas a signos de toxicidad a la teofilina y elevacion de las cifras
de inmunoglobulina G especifica, de las concentraciones plasmaticas y el tiempo de
vida media de teofilina en suero, en comparacion con los grupos restantes. Estos
resultados indican que la inmunoestimulacion inducida por AFCo1l intranasal no
incrementa los parametros farmacocinéticos ni la toxicidad de la teofilina en el modelo
empleado.

Palabras clave: AFCol, adyuvante, rata Sprague-Dawley, citocromo P450, teofilina,
toxicidad.

ABSTRACT

The effect of the adjuvant Finlay cochleatel (AFCol), applied intranasally 4 times in 2
dose levels (50 ug and 100 pg) on plasma concentration of theophylline administered
24 hours after the last application (5 mg/kg intraperitoneally) in Sprague-Dawley rats
was evaluated in this study. Application subcutaneously of 2 doses of Freund's
complete adjuvant (FCA) was used as positive control of inflammation. Rats receiving
AFCo1 had no significant changes in serum theophylline concentration, while those
treated with FCA developed local inflammation associated with signs of theophylline
toxicity and increased specific G immunoglobulin, plasma concentrations and serum
theophylline half-life as compared with the remaining groups. These results show that
intranasal AFCol-induced immunostimulation does not increase pharmacokinetic
parameters and theophylline toxicity in the model used
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INTRODUCCION

La biotransformacion de drogas por las enzimas del sistema citocromo P 450 (CYP) se
inhibe por la acciéon de una respuesta inflamatoria y por la administracidon de Bacillus
Calmette Guerin (BCG) y otras vacunas. Renton et a/ ! notificaron problemas con la
biotransformacién hepatica, con incremento de la toxicidad de la teofilina después de
la aplicacién de una vacuna contra la influenza como una evidencia de este efecto. En
otros estudios se demostrd que citoquinas como IL-1, IL-2, IL-6, TNF, TGF-p e IFNs,
estan in\£o3lucradas en importantes modulaciones de la expresion de muchas isoformas
de CYP. =~

También ha sido informado un rapido decrecimiento en el contenido total de CYP en
higado de ratas tratadas con ACF y otros productos inmunoestimulantes con la
disminucion selectiva de isoformas especificas de estas enzimas, demostrado por
disminucion de los niveles de acido ribonucleico mensajero (mRNA, por sus siglas en
inglés) contenido proteico o actividad catalitica. 3 Estas modificaciones pueden tener
consecuencias farmacocinéticas y farmacodinamicas cuando las drogas que son
aclaradas en el higado se administran conjuntamente con inmunoestimuladores
potentes y vacunas. %>

La teofilina es una droga con efecto broncodilatador, ampliamente utilizada en
pacientes con crisis de asma bronquial y otras afecciones respiratorias. ® Se metaboliza
por la via de la CYP, por lo que una inhibiciéon de estas enzimas producto a la
inmunoestimulacién puede acarrear un incremento de sus concentraciones plasmaticas
y de la toxicidad. °

Por otra parte, los adyuvantes son componentes esenciales en vacunas que permiten
una respuesta inmune mas eficiente y prolongada; ’ sin embargo, uno de los
problemas que presentan es que pueden incrementar la toxicidad de las vacunas, entre
ellas la modificacion del metabolismo de drogas, en caso de productos altamente
inmunoestimulantes. ® El adyuvante Finlay cocleato 1 (AFCo1l) es un congénere de la
vacuna VA-MENGOC-BC tipo cocleato, desarrollado en el Instituto Finlay de Ciudad de
La Habana como adyuvante para vacunas intranasales.’ Este trabajo, como parte de
los estudios toxicolégicos preclinicos que se realizan a este producto, tiene como
objetivo determinar si la administracién de AFCo1 por via intranasal es capaz de
modificar las concentraciones en sangre de teofilina en ratas Sprague Dawley.

METODOS

Animales: Ratas macho Sprague Dawley de 6-8 semanas y entre 265-325 g de peso,
suministradas por el Centro Nacional para la Producciéon de Animales de Laboratorio
(CENPALAB). El ensayo se realizd en ratas machos por tener mayor corpulencia y
volemia.

Adyuvantes: Adyuvante completo de Freund (AFC) y adyuvante incompleto de Freund
(AIF) (Difco, USA). En ambos casos se utilizdé una emulsion preparada con solucion
salina fisioldgica al 0,9 % en proporcién v/v y mezclada durante 15 minutos en
agitador voértex.
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El adyuvante Finlay cocleato 1 (AFCo1l) es un cocleato derivado del proteoliposoma de
Neisseia meningitidis B, en el Instituto Finlay, obtenido bajo condiciones
estandarizadas. °

Droga: Teofilina (Quimefa, Cuba).

Administracién de adyuvantes: Se utilizaron4 grupos de 10 ratas cada uno: un grupo
control negativo al cual se le aplicé 20 uL x fosa nasal (fn) del vehiculo de AFCo1l, que
contenia solucién tampdn Tris-Ca, por via nasal los dias 0, 5, 10 y 19; un grupo control
positivo al que se le aplicd ACF emulsionado los dias 1 y 14, asi como 2 grupos
experimentales, en estos Ultimos se empled AFCol en 2 niveles de dosis: 50 pg/dosis
en 20 pL x fn y 100 pg/dosis en 20 pL x fn, respectivamente los dias 0, 5, 10 y 19.

Administracion de teofilina: A estas 4 variantes se le aplicé teofilina a razén de 5
mg/kg de peso corporal, por via intraperitoneal, 24 horas después de la Ultima dosis
de adyuvantes.

Observacion y registro de signos clinicos: Durante todo el estudio se registro la
existencia de signos clinicos de toxicidad, tales como: comportamiento anormal,
piloereccién, diarrea, taquipnea, secesion nasal, hipersecrecién salival u otro signo de
toxicidad a la teofilina. También se registré el peso corporal de cada rata al inicio y al
final del experimento.

Toma de muestras: Se tomd muestra de sangre por via retroorbital a 2 ratas por cada
tiempo y por grupo para la cuantificacion de teofilina. Al final del estudio se extrajo el
resto de la sangre para estudiar niveles de alanina aminotransferasa (ALAT), aspartato
aminotransferasa (ASAT), glucemia, colesterol, triglicéridos, urea y creatinina, a fin de
evaluar el estado general de la funcion metabdlica y en especial de las funciones
hepatica y renal. De igual forma se determiné la induccién de respuesta inmune IgG
anti VME por ELISA.

Las muestras de sangre una vez coaguladas fueron centrifugadas (16 000 g, 5 min) y
las alicuotas de 100 pL de cada muestra de suero se conservaron a -70°C hasta su
evaluacion para la cuantificacion de teofilina y determinaciones bioquimicas e
inmunoldgicas.

Una vez realizada la eutanasia por dislocacion cervical, se examinaron todos los
organos en especial el sitio de inoculacién de la region subcutanea en el grupo tratado
con ACF y se tomaron muestras para procesamiento histoldgico de la cavidad nasal en
los grupos tratados con AFCol y en el grupo control.

Determinacion de la concentracion plasmatica de teofilina: La concentracion de
teofilina en muestras de suero de rata se determind por cromatografia liquida de alta
precision (HPLC) por el método de Kamakatsu modificado, © al tiempo 0 (antes de la
administracidn), al finalizar la administracion, a los 30, 60, 120 y 240 minutos. Se
emplearon 2 ratas por grupo y para cada tiempo.

Con los puntos obtenidos se confecciond una curva de concentracién/tiempo y se
determinoé el area bajo la curva (ABC) por medio del programa Origin 70, asi como el
pico de concentracion maxima (C max) Y €l tiempo de vida media.
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ELISA anti IgG especifica: La técnica de ELISA se realiz6 en placas de 96 pozos de alta
capacidad de unién (Maxisorp, Nunc, EUA) que se cubrieron con una solucién de 20
pMg/mL de proteoliposoma de N. meningitidis B diluido en solucién tampon de
recubrimiento (Na,CO; 11 mM, NaHCO3; 35 mM (pH 9,6). Las placas se incubaron
durante toda la noche a 4°C en cdmara himeda y se lavaron 3 veces con solucion
salina tamponada con fosfato 0,15 M (pH 7,2) (SSTF). Luego de bloquear con solucién
de blogqueo (seroalbumina bovina (SAB) al 1% (p/v en SSTF) durante 1 hora, a
temperatura ambiente en cdmara himeda. Las placas se lavaron 3 veces con solucion
de lavado (SSTF, Tween 20 al 0,1% (v/v), pH 7,4).

El suero de referencia y los sueros a evaluar se diluyeron 1:200 en solucién de bloqueo
mas Tween 20 al 0,1% (v/v). Se aplicaron 100 pL/pozo por duplicado de las diluciones
de los sueros individuales y del suero de referencia. Las placas se incubaron a 37 °C
por 2 h, luego se lavaron 4 veces con SSTF. Se adicionaron 100 ulL/pozo de anti-IgG
de rata, conjugado a peroxidasa de rabano picante (SIGMA, St. Louis, Misuri en
EE.UU.) diluido 1:2000 en solucién de bloqueo mas Tween 20 al 0,1% (v/v), durante
una hora a 37 °C en camara himeda.

Posteriormente, se lavaron las placas 5 veces con solucion de lavado, se adicionaron
100 pL/pozo de una solucidn de peroxido de hidrégeno al 0,01 % (v/v) y del
cromoégeno ortofenilendiamina (OPD) 0,6 mg/mL en solucién tampdn sustrato
(Na,HPO,4 52 mM vy &cido citrico 25 mM (pH 5,6) y se incubaron en la oscuridad urante
30 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 50 uL de una solucion de
H,S0, 2 M. La densidad éptica (DO) se leyd a 492 nm en un lector de microplacas
(Titertek, Multiskan Plus).

La cuantificaciéon de ALT, AST, glucemia, colesterol, triglicéridos, urea y creatinina se
realizo a través de un analizador automatico Hitachi, con kits especificos procedentes
de la firma Roche.

Analisis estadistico: Todos los datos son expresados como la media £ SD. La
comparacion entre grupos se llevd a cabo por un analisis de la varianza de una via,
seguido por una prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias entre grupos fueron
significativas si p < 0,05. El analisis estadistico se realizé con el paquete Statgraphics
Plus 5.1

Los estudios realizados cumplieron con las regulaciones éticas, asi como las buenas
practicas de laboratorio establecidas en TOXIMED.

RESULTADOS
Los animales tratados con AFCo1 por via intranasal, en 2 niveles de dosis no mostraron

cambios significativos en el peso corporal inicial y final en comparacién con los grupos
controles negativo y positivo (figura 1).
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Fig 1. Pesos inicial y final en ratas Sprague Dawley
tratadas con AFCol intranasal

No hubo diferencias significativas entre los grupos para los pesos iniciales y finales,
pero si dentro de cada grupo (p<0,05).

Todos los animales tratados con ACF, una vez administrada la teofilina, presentaron
incremento de la frecuencia respiratoria, 5 de ellos diarrea pastosa y 2 piloereccion, lo
cual se detectd a partir de la primera hora de aplicado el broncodilatador.

En el sitio de inoculacidn de los adyuvantes se detectd, en el caso del AFCo1, una
ligera infiltracién de células inflamatorias en la submucosa de la cavidad nasal, propio
del efecto adyuvante del AFCo1l; mientras que el grupo con ACF evidencidé una severa
reaccion local con granulomas y hemorragias (figura 2).

Fig 2. Reacciones locales en el sitio de administraciéon. A) Reaccién
inflamatoria ligera (flechas) en la [dmina propia en un cornete de la
region posterior de la cavidad nasal en una rata tratada con 100
pg/dosis de AFCol intranasal (hematoxilina-eosina, 100 x). B)
Reaccion inflamatoria severa en el tejido subcutaneo en la regién dorsal
superior, con granuloma y hemorragia en una rata del grupo control
tratado con ACF (4x).
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Como se muestra en la figura 3 y en la tabla 1, en la curva de concentracién de
teofilina, en un periodo de 240 minutos (4 horas), se detecté que el pico de
concentracion maxima fue similar en los 4 grupos a los 5 minutos; sin embargo, a
partir de los 30 minutos y hasta el Ultimo tiempo evaluado el grupo control positivo
evidencié una mayor elevacion sostenida de la concentracion de teofilina en sangre,
elevando el tiempo de vida media a 338 minutos, en comparacion con el grupo control
y los grupos de AFCol 50 y AFCol 100, que fueron de 123, 156y 176
respectivamente. Aunque el tiempo de vida media (TVM) de la teofilina de los grupos
tratados con AFCol fue ligeramente superior al grupo control negativo, esta diferencia
no fue significativa. De igual modo, el ABC fue significativamente superior en el grupo
tratado con ACF en relacién con el grupo control y tratados con AFCo1 intranasal.
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Fig 3. Efectos de la inmunizacién con AFCol intranasal sobre la cinética
de concentracion sérica de teofilina en ratas Sprague Dawley

Tabla 1. Efectos de la inmunizacion con AFCol sobre la concentracion sérica de
teofilina en ratas Sprague Dawley

Parametros Control ACF AFCo1l 50 AFCo1 100
negativo

Crmax (Hg/mL) 7,71 £ 0,9 79 +£1,9 7,48 £ 2,9 7,56 + 2,2

TVM (min) 123,2 £ 28 338,3+ 41,2* 156,1+ 33 176 £ 23,2

ABC (ug/mL/min)  1019,8 # 91,2 1533,33 + 102,3* 1046,37+ 88,4 1124,26+111,9
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Hubo diferencias significativas en el area bajo la curva (ABC) que representa la
concentracion plasmatica de teofilina y en el tiempo de vida media entre el grupo
tratado con ACF y el resto de los grupos (p<0,05). Cada punto representa la media de
la concentracion plasmatica de 2 ratas en cada grupo. La linea discontinua de la curva
en el control positivo representa un valor estimado para determinar el TVM en ese
grupo,; también hubo diferencias significativas entre el grupo tratado con ACF y el resto
de los grupos a partir de los 60 minutos de evaluacion.

La respuesta de IgG antiproteoliposoma en suero se muestra en la figura 4, donde se
evidencia una elevacién en los 2 grupos a los cuales se les aplicd AFCo1 intranasal y en
menor proporcién en el grupo tratado con ACF.
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Fig 4. Efectos de la inmunizacion con AFCo1 intranasal
sobre la respuesta de IgG antiproteoliposoma, en suero de
ratas.

Hubo diferencias significativas entre el grupo control y el resto de los grupos, asi como
entre el grupo tratado con ACF y el resto de los grupos,; pero no entre ambos grupos
tratados con AFCo1l por via nasal (p<0,05).

En la tabla 2 se puede apreciar que al comparar los grupos entre si, no hubo cambios
significativos en las variables bioquimicas estudiadas, lo cual indica que no ocurrieron
modificaciones metabdlicas significativos, ni afectaciones en las esferas renal y
hepatica que pudieran justificar un aumento de la concentracion plasmatica de teofilina
por trastornos en la excrecion; este ultimo aspecto lo indican los valores normales de
urea y creatinina, biomarcadores de funcionamiento renal.
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Tabla 2. Parametros bioquimicos en suero de ratas tratadas con AFCo1l y controles

Pardmetros Valores normales  Grupos Valores registrados
ALT (U/L) 36-67 U/L Control 45,29 £ 9,7
ACF 41,34 +£15,4
AFCO1 50 45,83 + 14,9
AFCO1 100 54,78 +£15,3
AST (U/L) 102-145 U/L Control 130,62 + 29,2
ACF 133,54 + 42,1
AFCO1 50 126,90 + 41,5
AFCO1 100 131,93 + 25,1
Glucemia (mmol/L) 2,3-7 Control 3,37 £ 1,6
ACF 3,56 + 1,6
AFCO150 533+2
AFCO1 100 5,95 + 0,85
Colesterol (mmol/L) 1,4-2,6 Control 1,17 £ 0,6
ACF 1,35+ 0,7
AFCO150 1,93+0,9
AFCO1 100 1,77 +0,4
Triglicéridos (mmol/L) 0,5 - 2,2 Control 2,04 £ 0,5
ACF 2,18+ 0,4
AFCO150 2,09+0,3
AFCO1 100 1,66 £ 0,6
Urea (mmol/L) 5,3-8,2 Control 6,3+1,2
ACF 7,4+2,1
AFCO1 50 5,1+2,6
AFCO1 100 6,8+1,
Creatinina (umol/L) 41,6-66,6 Control 60,2+2,2
ACF 65,7+£3,1
AFCO1 50 59,8+2,8
AFCO1 100 63,6+2,1

Los parametros bioquimicos evaluados no mostraron cambios significativos en ninguno
de los grupos evaluados (p<0,05).

DISCUSION

La posible interaccion entre la inmunoestimulacién inducida por vacunas y ciertas
drogas que pueden ser administradas de forma concomitante, es un tema
relativamente poco estudiado. Varios autores 1% ! han alertado que la inflamacién
asociada con la estimulacion de la respuesta inmune suele afectar la biotransformacion
de sustancias quimicas y medicamentos, lo cual puede modificar su toxicidad. En este
sentido se ha demostrado que la expresion y la actividad de las CYP constitutivas e
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inducibles, estan reguladas por la accidén de gran nimero de citoquinas y mediadores
inflamatorios liberados durante la respuesta inmune del organismo ante diferentes
situaciones. ! Los principales mecanismos de regulacién son los transcripcionales y los
postranscripcionales, ademas de aquellos encargados de regular la expresion de las
CYP inducibles, a través de receptores nucleares. 2

La teofilina es un broncodilatador utilizado para el tratamiento de pacientes con asma
y enfermedad pulmonar obstructiva crénica, con un margen terapéutico estrecho, lo
que propicia la aparicidn de reacciones adversas, bien cuando los niveles plasmaticos
se elevan o cuando existen dificultades con su metabolismo y eliminacién en quienes
presentan enfermedades hepaticas, cardiacas y renales. ® Esta droga se metaboliza
por la via de la CYP en el higado, especificamente 1A1/2, 2B1/2 y 3A1/2 en ratas
Sprague-Dawley y se ha empleado como un modelo para evaluar el efecto de
compuestos inmunomoduladores sobre el metabolismo de drogas por esta via. °

En este articulo se evaluaron los efectos de la inmunizacion intranasal con AFCol,
nuevo adyuvante vacunal para uso intranasal, sobre los niveles de teofilina en suero,
inmediatamente y durante las primeras horas posvacunacién, para lo cual se utilizd
como grupo control positivo la administracion de ACF, adyuvante de referencia que
produce una respuesta inflamatoria intensa en el sitio de inoculacion, asociada a una
potente disminucién de las enzimas CYP hepaticas, sobre todo a las 24 horas de la
administracion de este. *

Los resultados de este estudio evidenciaron que en el grupo control positivo la
concentracion sérica de teofilina tuvo mayor persistencia, dada por el TVM y el ABC, en
comparacion con los grupos a los cuales se les administré AFCo1l intranasal, que no
mostraron cambios significativos en la concentracién sérica de este medicamento al
compararse con el grupo control negativo. De igual modo, clinicamente se evidencid
aumento de la frecuencia respiratoria, presencia de diarrea y piloereccion en varios
animales del grupo tratado con ACF, como evidencia de toxicidad a la teofilina. ® Todos
estos cambios estuvieron asociados a una intensa respuesta inflamatoria local en el
sitio de inoculacion en ese grupo, a diferencia del resto de los grupos, como expresion
de que la inflamacién asociada al ACF pudo estar involucrada en la toxicidad a la
teofilina.

Por otra parte, no se evalud la actividad de la CYP, pero este efecto de las citoquinas
proinflamatorias y la inflamacion sobre la inhibicion de la actividad de esta enzima ya
fue demostrada por Provean et al. % En los grupos tratados con AFCo1, a 2 niveles de
dosis, no se observd una elevacion significativa de las concentraciones de teofilina
plasmatica en comparacién con el grupo control, aunque en estos grupos los tiempos
de vida media de esta droga fueron ligeramente superiores en relacién con el grupo no
tratado, en especial el de mayor dosis, lo cual puede obedecer a que en la region nasal
se observo ligera respuesta inflamatoria, aunque mucho menor que la del grupo
control positivo.

Esta ligera respuesta inflamatoria a nivel nasal, inducida por AFCo1, fue también
descrita por Infante et a/ ' y no obedece a un efecto irritante directo del producto, *3
sino que es interpretado como propio de la actividad adyuvante del cocleato.

También se observo que los grupos tratados con AFCo1l desarrollaron una significativa
respuesta especifica contra el proteoliposoma de N. meningitidis B y, sorpresivamente,
una elevacion de dicha respuesta en los grupos tratados con ACF, aunque mucho
menor, lo cual pudiera ser debido a algin antigeno presente en las micobacterias que
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comparte similitud con un componente del meningococo, de modo que genera una
reactividad cruzada.

De igual manera, las variables bioquimicas estudiadas no revelaron cambios
significativos en los grupos estudiados. De especial interés resultd la normalidad de las
enzimas transaminasas, cuya elevacion puede revelar la presencia de dafio hepatico,
asi como la urea y la creatinina, que al incrementarse, expresan trastornos renales; **
dicha normalidad expresa que el comportamiento de la concentracion de teofilina en
sangre no estuvo influido por trastornos en estos drganos.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se concluye que potencialmente la
aplicacion de AFCol por via intranasal no afecta la concentracidon plasmatica de
teofilina al ser administrada 24 horas después de la Ultima dosis del adyuvante, lo cual
resulta de interés desde el punto de vista regulatorio para quienes utilizan este
farmaco, como los asmaticos, y que pudieran ser inmunizados en un futuro con
vacunas que contienen este adyuvante.
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