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RESUMEN. Los brazos espaciadores son reactivos quimicos organicos que
presentan en su estructura, grupos funcionales Gtiles para la unién covalente
con otras moléculas. Actualmente son varios los que se utilizan para la unién
de dos antigenos con el objetivo de aumentar la inmunogenicidad de al me-
nos uno de ellos. La influencia en la respuesta inmune del tamano del
espaciador usado en conjugados de polisacarido de N. meningitidis serogrupo
C (PMGC) y toxoide tetanico (TT) fue evaluado en ratones Balb/c. Se utiliza-
ron el 1,3-diaminopropano, el 1,6-diaminohexano y el 1,8-diaminooctano como
espaciadores de diferentes largos de cadena carbonada unidos al PMGC y al
TT por el método de la carbodiimida. Se determiné la generacién de
anticuerpos IgM antiPMGC, IgG antiPMGC e IgG antiTT en los sueros de
los animales, por medio de un ELISA indirecto. También se evaluaron las
subclases de IgG (IgG1 e IgG2a) antiPMGC. Los conjugados inoculados fue-
ron capaces de inducir una mayor respuesta de anticuerpos IgG anti PMGC
que el polisacarido nativo y fue dependiente del largo de la cadena carbona-
da del espaciador siendo significativamente superior con el 1,8-diami-
nooctano; en este grupo, también se encontré un aumento estadisticamente
significativo de la IgG2a anti PMGC, lo que sugiere que la respuesta inmune
ocurrié mediante induccién de un patrén celular. Se encontré un aumento
significativo de la respuesta de IgG anti TT en los conjugados en compara-
cién al TT nativo; aunque no se encontraron diferencias significativas entre
los diferentes espaciadores.

ABSTRACT. The spacer arms are organic chemical reagents that present in
their structure, useful functional groups for the covalent union with other
molecules. Up to now the moment there are several that are used for the
union of two antigens with the objective of increasing the immunogenicity
of at least one of them. The influence on immune response of spacer arms
with different size used in N. meningitides serogroup C polysaccharide
(PMGC)-tetanus toxoid (TT) conjugated was evaluated in Balb/c mice.The
1,3-diaminopropan, 1,6-diaminohexane and 1,8-diaminooctane were used as
spacer arms of different size, linked to PMGC and T'T by using carbodiimide-
mediated coupling. The generation of IgM anti PMGC, IgG anti PMGC and
IgG anti TT was evaluated in serum from animals by an indirect ELISA.
Also IgG subclasses (IgG1 and IgG2a) anti PMGC were evaluated. The IgG
antibodies response of conjugate inoculated was significantly higher than
native polysaccharide and this response was size spacer dependent, being
significantly higher with 1,8-diaminooctane; a statistically significant in-
crease of IgG2a subclasses was also found in this group. The data sug-
gest that immune response was developed by induction of cellular pat-
tern. The IgG antibodies response of conjugate inoculated was signifi-
cantly higher than native TT, although significant differences among
spacers were not found.

INTRODUCCION

Los principales microorganis-
mos causantes de meningitis bac-
teriana, enfermedad de elevada in-
cidencia a escala mundial son
Streptococcus pneumoneae, Neis-
seria meningitidis y Haemophilus
influenzae. En el mundo industria-
lizado la incidencia anual es de uno
a cinco muertes por cada cien mil
infectados, mientras que en los pai-
ses en vias de desarrollo esta es de
treinta y cinco mil muertes por cada
trescientos treinta mil infectados.
Entre ellos, N. meningitidis es res-
ponsable de aproximadamente el 35 %
de las infecciones meningocdccicas,
afectando fundamentalmente a ni-
nos entre tres meses y dos anos de
edad. Este puede presentarse como
microorganismo no encapsulado o
encapsulado, siendo este ultimo el
mas comun y su polisacarido
capsular el de mayor virulencia. Se
ha reportado que los anticuerpos
contrala capsula pueden ser protec-
tores.!

Existen varias vacunas disponi-
bles comercialmente contra estas
enfermedades basadas en el polisa-
carido capsular purificado a partir
de cultivos bacterianos, los cuales
han demostrado ser inmunogénicos
en adultos, no asi en ninos peque-
nos, debido a su timo independen-
cia (TI).2 Este inconveniente se ha
resuelto en los Gltimos anos, con el
surgimiento de las vacunas conju-
gadas,’* que consisten en la unién
covalente entre un polisacarido y
una proteina. Esta proteina al con-
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jugarse cambia la timo independen-
cia del polisacarido.”” En estas unio-
nes, en ocasiones, se hace necesa-
rio la utilizacién de moléculas
espaciadoras, también conocidas
como brazos espaciadores, que
cumplen varias funciones: funcio-
nalizar a los antigenos para favore-
cer su unién y separar los dos anti-
genos con el objetivo de lograr un
mejor reconocimiento por el siste-
ma inmune.

Los brazos espaciadores son
compuestos quimicos que presen-
tan en su estructura, una cadena
carbonada y a lo largo de ella se en-
cuentran grupos funcionales utiles
para la unién covalente con otras
moléculas. Actualmente son varios
los que se utilizan para la unién de
dos antigenos con el objetivo de
aumentar la inmunogénicidad de al
menos uno de ellos.

Los linfocitos T CD4* pueden
diferenciarse segun la expresion de
determinados marcadores en su
superficie, asi como segun el patrén
de citocinas en CD4 TH1 o CD4
TH2, la conjugacién favorece que
los antigenos TI se conviertan en
timo dependientes (TD). Estos pue-
den desencadenar una respuesta in-
mune clasificada en T helperl o T
helper2 (Th1-Th2).2® El IFNy y la
interleukina-2 son caracteristicas
de la respuesta Th1 o celular, mien-
tras que la IL-4 e IL-5 son mas co-
munes en la respuesta Th2. Estos
patrones de respuesta también tie-
nen su expresién a nivel de los
isotipos de anticuerpos;! pues en
murinos, la respuesta Th1 cursa con
la produccién de IgG y sobre todo,
de la subclase IgG2a, mientras que
la Th2 induce IgE y la subclase
IgG1. Su expresién a nivel funcio-
nal se relaciona con la hipersensi-
bilidad retardada y actividad bacte-
ricida en la respuesta Thl y la ana-
filaxia en la respuesta Th2.

Este trabajo tuvo como objetivo
la evaluacién de la respuesta inmu-
ne en ratones, de conjugados obte-
nidos por la unién covalente del
polisacarido de N. meningitidis se-
rogrupo C y el toxoide tetdnico
como proteina portadora emplean-
do diferentes brazos espaciadores.
Ademas, se estudi6 el patrén de la
respuesta inmune que se establece
segun el espaciador utilizado en el
conjugado.

MATERIALES Y METODOS
Espaciadores

Los espaciadores utilizados en el
estudio fueron: el 1,3-diaminopro-
pano (Fluka 33260), el 1,6-diamino-

hexano (BDH 280273 G) y el 1,8-
diaminooctano (Sigma D5299). To-
dos calidad ppa.

Polisacarido de N. meningitidis
C(PMGC) y toxoide tetanico (TT)

El1 PMGC utilizado fue proceden-
te de una cepa vacunal de Neisseria
meningitidis serogrupo C (lot.
00019), asi como el TT (Instituto
Finlay, La Habana, Cuba).

Obtencion de los conjugados

Para activar al polisacarido, se
adicion6 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil)carbodiimida (EDAC, Sigma
E7750) hasta una concentracién fi-
nal de 25 mg/mL a una disolucién
de 5 mg/mL de PMGC y se agit6
durante 30 min a temperatura am-
biente (TA). A continuacién, se adi-
cioné el espaciador (25 mg/mL, cada
espaciador) y se dej6 en agitaciéon
4h a4 °C.Posteriormente, se dializd
contra una disolucién salina amor-
tiguadora de fosfato (PBS) a 4 °C
toda la noche.

Al dia siguiente, a una disolu-
cién de 3 mg/mL de TT, se le adicio-
n6 EDAC hasta una concentraciéon
final de 25 mg/mL y se dej6 en agi-
tacién a TA durante 30 min . Poste-
riormente, se le agreg6 (v/v) el poli-
sacarido activado el dia anterior y
se agité a TA durante 3 h a 4 °C .
Transcurrido ese tiempo se dializé
contra PBS pH 7,2 por toda la no-
chea4°C.

Como paso final del proceso, la
disolucién dializada se aplic6 en
una columna XK-26 (Amersham
Pharmacia Biotech) con Sepharosa
CL-4B y se colect6 en primer lugar,
la fraccién eluida a 280 nm . A esta
fraccién se le determind la concen-
tracién de proteina por el método de
Lowry y el contenido de &cido
sialico por el método de resorcinol.
A los conjugados purificados se les
adicion6 0,02 % de timerosal y se al-
macenaron a 4 °C .

Inmunizacion

Se utilizaron cinco grupos de
ocho ratones cada uno de la linea
Balb/c entre 18 y 22 g de peso al ini-
cio del experimento. Cada grupo fue
inmunizado con un conjugado dife-
rente por via intraperitoneal con
tres dosis de 10 pug (cada uno) de
PMGCalos 0,14y 28 d . Como con-
troles se emplearon el PMGC nati-
vo y PBS. Los sueros fueron obte-
nidos previo a cada inoculacién y a
los 35 y 42 d de la primera dosis. Los
sueros fueron colectados por sepa-
rado y almacenados a —20 °C hasta
el momento de su uso.

Determinacion de anticuerpos IgG
anti PMGC y anti TT

Se determiné la inmunogenici-
dad de los conjugados mediante
una técnica ELISA de tipo indirec-
to, para lo cual se utilizaron placas
de acetato de polivinilo (Costar
2595).

Para el recubrimiento de la fase
soOlida se utilizé una disolucién de
poli-L-lisina (Sigma P1399) a una
concentracién de 3 ug/mL en PBS,
de la cual se adicionaron 100 uL por
pocillo. La placa se incub6 a tempe-
ratura ambiente por 30 min en una
camara himeda. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con PBS a
intervalos de 30 s y se adicionaron
100 uL por pocillo de una disolucién
de polisacarido C a 2,5 ug/mL en
PBS. Mientras el TT (20 ug/mL) se
adsorbe directamente en las placas
en una disolucién amortiguadora
de carbonato-hidrogenocarbonato
0,05 mol/LL pH 9,6. Las placas se in-
cubaron de 16 a 20 h a 4 °C en una
camara humeda. Luego, se lavo tres
veces a intervalos de 30 s cada uno
con PBS. Se adicionaron las mues-
tras en estudio, diluidas 1:200 y
1:400 en PBS + Tween 20 (0,05 %)
y se incub6 a 37 °C en una camara
humeda. Se realizaron tres lavados
en condiciones idénticas a los ante-
riores y se anadieron 100 uL por po-
cillo de un conjugado anti IgG de
ratén-peroxidasa (Sigma 3742) en
PBSaunadilucién de 1/2 000. Las pla-
cas se incubaron durante 1 h a 37 °C
en cidmara humeda. Finalmente, se
realizaron cinco lavados con PBS +
Tween 20 (0,05 %) y se anadié el
sustrato o-fenilendiamina (Merck
7243) en disolucién amortiguadora
citrato pH 5 + H,O,, se incub6 du-
rante 30 min en la oscuridad a tem-
peratura ambiente y la reaccién se
detuvo con la adicién de 50 uL/poci-
llo de acido sulftrico 2 mol/L . Pos-
teriormente, se realizé la determi-
nacién a 492 nm en un lector de pla-
cas de ELISA (Titertek Multies-
kam).

Determinacion de subclases de
IgG anti PMGC

La determinacién de subclases
de IgG se realiz6 mediante un
ELISA! de amplificacién biotina-
streptavidina en placas de poliesti-
reno de 96 pocillos (Maxisorp,
Nunc). Luego de un tratamiento con
100 uL/pocillo de poli- L- lisina (3 ug/
mL) durante 30 min a temperatura
ambiente en cadmara humeda y de
un lavado con PBS/Tween-20, se
recubrié con una disolucién de
PMGC (5 ug/mL) y se dejé incuban-
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do toda la noche en una cadmara hu-
meda a 4 °C . Luego del correspon-
diente lavado, se bloqueé con PBS/
BSA/Tween 20. Las muestras a eva-
luar se diluyeron 1:100 en PBS/BSA/
Tween 20 y se incubaron toda la no-
che a 4 °C . Al dia siguiente, se lavd
tres veces la placa con (200 uL/poci-
llo cada vez) PBS/Tween-20 y se ana-
dieron los conjugados anti IgG1 o
IgG2a biotinilado (Sigma) y se rea-
liz6 un nuevo lavado en las mismas
condiciones que los anteriores. Se
anadié streptavidina marcada con
peroxidasa (Sigma). Como sustrato
se utilizaron 100 pL/pocillo del
sustrato o-fenilendiamina (Merck
7243) en disolucién amortiguadora
de citrato a pH 5 + H,0,. Se incub6
durante 30 min en la oscuridad a
temperatura ambiente y la reaccién
se detuvo con la adicién de 50 pL/
pocillo de acido sulftirico 2 mol/L .
Posteriormente, se realiz6 la deter-
minacién a 492 nm en un lector de
placas de ELISA (Titertek Multies-
kam).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los re-
sultados fue realizado mediante un
analisis de varianza (ANOVA), con
un nivel de significacién del 95 %
para normalizar su distribucién. En
caso de encontrar diferencias, se
usaron las pruebas de comparacio-
nes multiples de LSD (menor dife-
rencia significativa). Se utilizé el
paquete estadistico Statgraphics
plus (Versién 2.1), asi como también,
se utilizé el programa Microsoft
Excel para la determinacién de las
medias y desviacién estandar de los
resultados obtenidos mediante el
ELISA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diferentes brazos espaciadores
utilizados para la conjugacion del
polisacarido capsular de H. influen-
zae tipo b (PRP) con diferentes pro-
teinas transportadoras para su uso
vacunal, han sido reportados por
otros autores.*1?1* Entre ellos, se
encuentran las vacunas: Act-Hib de
Pasteur Merieux que utiliza la
dihidraxida del 4cido adipico para
la unién del PRP al TT,"® ProHibit
de la Connaught para la unién del
PRP al toxoide diftérico emplea el
mismo espaciador que utiliza Pas-
teur Merieux, HbOC de la Biocine-
Sclavo utiliza el acido aminoca-
proico en su vacuna de PRP-CRM, >
y Pedvaxhib de Merck, Sharp &
Dohme utiliza el 1,4-diaminobutano
en su vacuna de PRP unido al com-
plejo de proteinas de membrana

externa de N. meningitidis B.'" En
todos los casos mencionados ante-
riormente es conocido que dichas
vacunas son eficaces en ninos me-
nores de dos anos de edad.'®

Debido a que existen diferencias
desde el punto de vista del proceso
de obtencién de dichas vacunas y
que no siempre se utiliza la misma
proteina transportadora, se hace
imposible la comparacion del efec-
to de la longitud de los brazos
espaciadores utilizados en la inmu-
nogenicidad.! Por ello, se utilizaron
en este trabajo los mismos antige-
nos (PMGC y TT) e igual método de
conjugacién, variando solamente
los espaciadores utilizados, de ma-
nera que la diferencia en la respues-
ta inmune que generaran los con-
jugados pudiera estar asociada a las
diferencias que existieran en los
espaciadores empleados.

Al determinar la respuesta de
anticuerpos IgM anti PMGC en los
sueros de los animales en estudio

0.8 -
DO a492 nm

0.4 4

(Fig. 1) se observé que la respuesta
de IgM inducida por los conjugados
con los diferentes espaciadores fue-
ron similares entre si y no se detec-
taron diferencias significativas en-
tre ellos (P = 0.05), siendo ademéas
superior a la inducida por el PMGC
nativo (P > 0,05). Un ligero incre-
mento se observé a los 42 d con el
conjugado que tenia como brazo
espaciador al 1,8-diaminooctano no
significativo, mientras que los otros
dos conjugados mostraron DO muy
similares. Teniendo en cuenta estos
resultados, se pudiera plantear que
el largo del brazo espaciador no in-
fluye en la respuesta primaria.
Conociendo que la conjugacién
permite que los antigenos T1 se con-
viertan en TD y que la respuesta de
estos Ultimos esta caracterizada por
la induccién de anticuerpos del tipo
IgG, se realiz6 la determinacién de
este isotipo de anticuerpos en los
sueros de los animales (Fig. 2). Se
observé que como consecuencia de
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Fig. 1. Determinacion de la respuesta de anticuerpos IgM antipolisacdrido de N.
meningitidis serogrupo C (PMGC) en los sueros de ratones Balb/c inmunizados con
tres dosis (dias: 0, 14 y 28) de conjugados obtenidos a partir del PMGC con diferentes
brazos espaciadores y el TT como proteina transportadora. Los conjugados utilizados
en el estudio fueron: P = PMGC-1,3-diaminopropano-TT; H = PMGC-1,6-
diaminohexano-TT; O = PMGC-1,8-diaminooctano-T'T; PM = PMGC y como control
PBS = disolucion reguladora fosfato salino.
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Fig. 2. Determinacion de la respuesta de anticuerpos IgG antipolisacdrido de N.
meningitidis serogrupo C (PMGC) en los sueros de ratones Balb/c inmunizados con
tres dosis (dias: 0, 14 y 28) de conjugados obtenidos a partir del PMGC con diferentes
brazos espaciadores y el T'T como proteina transportadora. Los conjugados utilizados
en el estudio fueron: P = PMGC-1,3-diaminopropano-TT; H = PMGC-1,6-
diaminohexano-TT; O = PMGC-1,8-diaminooctano-TT, PM= PMGC y PBS = disolu-
cion reguladora fosfato salino.
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la primera dosis no se obtuvo una
respuesta de IgG superior en los
conjugados respecto al PMGC nati-
vo, sin embargo, después de la se-
gunda dosis, los conjugados incre-
mentaron significativamente la res-
puesta (P > 0,05), mientras que el
PMGC nativo no lo hizo. También
se pudo observar que no existieron
diferencias significativas (P > 0,05)
en la respuesta cuando se utilizaron
los conjugados obtenidos con el 1,3-
diaminopropano y el 1,6-diami-
nohexano, mientras que cuando se
utilizé el 1,8-diaminooctano los titulos
de anticuerpos incrementaron signifi-
cativamente a partir de los 35 d . Este
incremento pudiera deberse a que
este compuesto presenta la cadena
carbonada mas larga entre los gru-
pos funcionales terminales (ami-
nos).

Para profundizar el perfil de la
respuesta inducida, se determina-
ron las subclases de IgG (IgG1 e
IgG2a) (Fig. 3) y se encontrd que en
todos los casos hubo predominio de
la subclase IgG1 y no se observaron
diferencias significativas (P = 0,05)
entre los conjugados; sin embargo,
la subclase IgG2a aumenté con el
1,8-diaminooctano, lo cual podria
explicar el hecho de que no existan
diferencias significativas en la IgG1
antiPMGC y si haya una mayor res-
puesta de IgG para este espaciador.

El hecho de que se logré una ele-
vada respuesta de tipo IgG en los
conjugados y especificamente de la
subclase IgGl1, indica que con el
proceso de conjugacion empleado
para la obtencién de los conjugados
con los diferentes espaciadores se
logra cambiar la timo independen-
cia del polisacéarido utilizado, lo cual
coincide con lo reportado por otros
autores.?® Por otra parte, el haber
obtenido los titulos mas elevados de
IgG en general con todos los conju-
gados y de IgG2a en particular con
el 1,8-diaminooctano, indica que a
medida que se aumenta la cadena
carbonada en el espaciador que se
utiliza en la conjugacién, al menos
en los tamanos evaluados, es mejor
la presentacién del polisacarido al
sistema inmune y por tanto, mayor
la respuesta de anticuerpos IgG; in-
cluso seria posible obtener com-
puestos vacunales que induzcan un
patréon Thl, partiendo de un
antigeno TI, con solo utilizar el
espaciador adecuado.

Al realizar la determinacién de
anticuerpos IgG anti TT (Fig. 4) se
observo que como resultado de la
primera inoculacién, no se obtuvo
respuesta de anticuerpos IgG espe-
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Fig. 3. Determinacion de subclases de anticuerpos IgG anti PMGC en sueros de rato-
nes Balb/c inmunizados con tres dosis (dias: 0, 14 y 28) de conjugados obtenidos a
partir del PMGC, diferentes brazos espaciadores y el TT como proteina transportado-
ra. P = PMGC-1,3-diaminopropano-I'T. H = PMGC-1,6-diaminohexano-TT. O =
PMGC-1,8-diaminooctano-TT. PM = PMGC.
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Fig. 4. Determinacion de la respuesta de anticuerpos IgG antitoxoide tetanico en los
sueros de ratones Balb/c inmunizados con tres dosis (dias: 0, 14 y 28) de conjugados
obtenidos a partir del PMGC, diferentes brazos espaciadores y el TT como proteina
transportadora. Los conjugados utilizados en el estudio fueron: P = PMGC-1,3-
diaminopropano-TT. H = PMGC-1,6-diaminohexano-TT. O = PMGC-1,8-
diaminooctano-TT. TT = toxoide tetdnico y PBS = disoluciéon reguladora fosfato

salino.

cificos para ninguno de los conju-
gados. Sin embargo, después de la
segunda dosis se pudo apreciar una
elevada respuesta con los conjuga-
dos, no asi para el TT nativo, ya que
para este, se obtuvo una buena res-
puesta solo a partir de la tercera
dosis y que no llegé a ser tan eleva-
da como la respuesta obtenida con
los conjugados. Estos resultados
parecen indicar que la conjugacién
no solo influye en la respuesta con-
tra el PMGC, sino que también in-
fluye aumentando la respuesta in-
mune contra la proteina portadora.
Con relacion a los conjugados, no se
observaron diferencias significati-
vas en la respuesta de anticuerpos
obtenida entre ellos a los 42 d .

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la
longitud de la cadena carbonada del
espaciador utilizado, en la unién
covalente del polisacarido con la
proteina, no ejerce gran influencia

en la respuesta inmune primaria
generada en los animales después
de la inoculacién de los conjugados,
lo cual no ocurre con la respuesta
inmune secundaria, en la que se
puede observar que cuando aumen-
ta el largo de la cadena carbonada
del espaciador, aumenta también la
respuesta de anticuerpos IgG en los
animales. Los titulos de anticuerpos
IgG mas elevados se observan para
los conjugados que presentan en su
composicién al 1,8-diaminooctano,
mientras los titulos de anticuerpos
IgG mas bajos corresponden al con-
jugado que contiene al 1,3-diami-
nopropano en su estructura. Al au-
mentar el largo de la cadena carbo-
nada del espaciador utilizado, se
produce un cambio en la respuesta
inmune de los animales, la cual
transita de TH2 a TH1.

También se pudieron observar
elevados titulos de anticuerpos IgG
anti-T'T en los sueros de los anima-
les inoculados con los diferentes
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RESULTADOS CIENTIFICOS DESTACADOS
MINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR DE CUBA

VACUNA CONTRA EL Haemophilus influenzae TIPO B A PARTIR DE UN NUEVO
ANTIGENO SINTETICO CONJUGADO A LA ANATOXINA TETANICA.
DESARROLLO EXITOSO HASTA LAS FASES INICIALES DEL ENSAYO CLINICO

Centro de Estudios de Antigenos Sintéticos, Universidad de la Habana.

El Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es una bacteria Gram negativa que ha sido identificada como un importan-
te agente patégeno que provoca serios problemas de salud, fundamentalmente en los ninos menores de cinco anos,
la cual evoluciona, en muchas ocasiones, hacia formas graves de meningitis y neumonias. Su tratamiento requiere de
medicamentos de elevado costo y llega a cobrar vidas de infantes o deja secuelas permanentes que limitan la calidad
de vida del paciente.

Disponer de una vacuna conjugada monovalente anti-Hib cubana, resolvera este problema y tiene, ademas, gran-
des posibilidades en el mercado internacional en una vacuna combinada bivalente con hepatitis b.

Desde 1989, el Laboratorio de Antigenos Sintéticos viene trabajando en un proyecto de vacuna conjugada contra
esa enfermedad. En 1997, se logrd obtener un primer prototipo de vacuna, que fue un paso importante en el proyec-
to, pues logré demostrar la inmunogenicidad del preparado realizado.

Posteriormente, se desarrollé un nuevo método para la obtencién del antigeno, con el que se lograron rendimien-
tos muy superiores, se modificé el procedimiento de conjugacion y se organizo la produccion en etapas y se realizo el
escalado. Los estudios permitieron caracterizar el nuevo producto y demostrar su inmunogenicidad.

Los ensayos clinicos fase 1 en adultos fueron exitosos y se demostré categdricamente que el preparado es inocuo
y no produce reacciones adversas importantes.

Colaboran en el proyecto, el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”,
Instituto Finlay, Centro Nacional de Biopreparados, Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio y otros.
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