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SINTESIS

El presente trabajo se enmarca en el campo de la vacunologia, especificamente, en el desarrollo
de nuevas estrategias de adyuvacion para potenciar candidatos vacunales preventivos y
terapéuticos contra la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB).

La obtencion de los antigenos de la nucleocapsida y de la envoltura del VHB por via
recombinante asi como el conocimiento de las caracteristicas fisico-quimicas e inmunologicas de
estos antigenos, sirvieron de base a los estudios sobre el efecto adyuvante de ambos antigenos
cuando son inoculados en formulaciones combinadas. Estos estudios evaluaron la respuesta
inducida por la administracion mucosal y parenteral de dichas formulaciones.

En este trabajo se demostré que el antigeno de la nucleocapsida del VHB, obtenido como
nucleoproteina particulada, es capaz de inducir en ratones una rapida y potente respuesta inmune
sistémica y mucosal cuando se administra por vias mucosales, y es la inoculacion intranasal la
que generd la respuesta mas intensa en ambos compartimentos del sistema inmune. Se demostro
ademas, que la administracion intranasal del HBsAg y el HBcAg en una formulacion combinada
potencio la respuesta inmune humoral y celular contra ambos antigenos. Esta respuesta se detecto
en los compartimentos mucosal y sistémico y se caracterizd por su alta intensidad y larga
duracion.

La administracién nasal a humanos de una formulacion combinada de estos antigenos genero
inmunidad contra el VHB en la mayoria de los voluntarios. Por otra parte, la administracion
simultdnea mucosal/parenteral de las formulaciones combinadas a ratones transgénicos HBsAg
(+), permiti6 subvertir el estado de tolerancia inmunolégica contra este antigeno. Adicionalmente,
fue posible verificar el efecto adyuvante del HBsAg cuando se administré por via intranasal en
formulaciones combinadas junto a otros antigenos de interés vacunal, lo que amplia el alcance del
efecto inmunopotenciador de este antigeno mas alla del marco de la inmunizaciéon contra el VHB
y con antigenos de distinta naturaleza fisico-quimica.

Este trabajo contribuye a la obtencion y caracterizacion inmunoldgica de una alternativa
novedosa de inmunizacién a partir del efecto adyuvante de los antigenos recombinantes del VHB.
El tipo de respuesta generada demostrd su utilidad en el modelo murino de infeccion cronica por
el VHB y la evaluacion clinica inicial demostré que es posible inducir una respuesta inmune
contra el VHB por la via nasal en humanos. Consideramos que el disefio de formulaciones
vacunales que se basen en el efecto adyuvante de los antigenos recombinantes HBsAg y HBcAg

puede constituir una nueva alternativa a considerar en el campo de la inmunizacidn terapéutica.
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1 INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que mas de un tercio de la
poblacion mundial ha sido infectada por el virus de la hepatitis B (VHB). Se estima que
entre un 5 y un 10% de los adultos, y hasta un 90% de los recién nacidos, desarrollan la
infeccion de forma persistente, con 350 millones de personas portadoras del virus a nivel
mundial. La replicacion sostenida del VHB durante un largo periodo de tiempo conduce a
una enfermedad hepatica progresiva, que evoluciona a cirrosis hepatica y/o cancer del
higado en aproximadamente el 25% de los portadores. Se plantea que anualmente se
producen mas de un millon de muertes relacionadas a la infeccidon por este virus en sus
distintas formas de evolucion (1).

El tratamiento con Interferén alfa (IFN-o), su variante conjugada al polietilenglicol
(PEG) y los analogos de nucledsidos o nucleotidos como son la Lamivudina, el Adefovir-
dipivoxil, el Entecavir y la Telbivudina, constituyen el estado del arte en el tratamiento de
la hepatitis B crénica (HBC). De modo general, estos farmacos tienen una pobre eficacia
en cuanto a eliminacidn sostenida del virus y su empleo se asocia a importantes efectos
secundarios (2).

El desarrollo de una vacuna con un alto porcentaje de efectividad para la prevencion de la
hepatitis B constituyd un importante logro de la medicina preventiva a nivel mundial. En
la actualidad, mas de 150 paises ofrecen la vacuna anti-hepatitis B mediante programas
de inmunizacién a nifios, adolescentes y grupos de riesgo. La primera generacion de
vacunas se baso en el antigeno de superficie del VHB (HBsAg) purificado e inactivado
del plasma de portadores asintomaticos. Estas preparaciones fueron inmunogénicas, no
obstante, se sustituyeron rapidamente por vacunas recombinantes producidas en
levaduras (1), las que brindan mayor seguridad.

En la actualidad se investiga en el desarrollo de formulaciones mas inmunogénicas y
eficaces, a partir de la introduccion de potentes adyuvantes, lo que pudiera beneficiar a
individuos no respondedores y a personas inmunodeprimidas. Por otra parte, estos
desarrollos podrian reducir el numero de administraciones o la dosis empleada en la
vacuna actual (1).

Desde la década del 90 del siglo pasado se realizan investigaciones para evaluar el uso de

la vacunacién como tratamiento de la infeccion crénica por el VHB. Esta estrategia
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terapéutica cuenta con un marcado interés, a partir de los resultados que han puesto en
evidencia el papel fundamental de la respuesta inmune en el control de dicho virus. Los
grupos que trabajan en esta temdtica buscan subvertir del estado de inmunotolerancia
contra el VHB, a partir de la administracion de formulaciones vacunales (3).
Los resultados recientes en el campo de la inmunoterapia, utilizando las vacunas
preventivas convencionales con fines terapéuticos, sugieren la necesidad de investigar el
uso de candidatos vacunales mas potentes, que incluyen nuevos antigenos, adyuvantes,
nuevas rutas de administracion y terapias combinadas racionales (4).
El disefio de candidatos vacunales optimos debe tener en cuenta los aspectos relacionados
con el componente antigénico, asi como los que se relacionan con el componente
adyuvante de la formulacién. La importancia de la inmunidad celular contra el antigeno
de la nucleocépsida del VHB (HBcAg) en el control de la infeccion cronica por el VHB
se demostré mediante técnicas de transferencia adoptiva de inmunidad (3).
Tanto el HBcAg como el HBsAg poseen caracteristicas atractivas para su inclusion en
vacunas terapéuticas. Las caracteristicas inmunologicas de estos antigenos recombinantes
se deben en parte a su naturaleza fisico-quimica. Ambos antigenos son particulas
semejantes a virus (PSV), el HBsAg posee una naturaleza proteoliposomal y el HBcAg es
de naturaleza nucleoproteica. Tomando en consideracion el impacto de estas
caracteristicas sobre el sistema inmunolégico y atendiendo a los requerimientos de la
respuesta inmune protectora contra el VHB (1, 2, 3), se formuld la siguiente hipdtesis de
trabajo: “Los antigenos recombinantes de la nucleocapsida y de la envoltura del
VHB, son capaces de potenciar la respuesta inmune de antigenos coadministrados,
lo que favorece su empleo en el desarrollo de nuevos candidatos vacunales™.

Para investigar la validez de esta hip6tesis nos propusimos los siguientes objetivos

y tareas:

Objetivo 1: Estudiar la respuesta inmune generada por el HBcAg, sintetizado en
Escherichia coli, cuando es administrado por diferentes rutas de inmunizacion.

Tareas:
1. Evaluacion de la capacidad del HBcAg (variante HBcM492) para formar particulas

de naturaleza quimica nucleoproteica.
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2. Evaluacion de la inmunogenicidad en términos de IgG sérica de la proteina
HBcM492 en ratones Balb/c inoculados por ruta intraperitoneal (IP) con dosis
decrecientes de este antigeno.

3. Evaluacion de la respuesta inmune en términos de IgG sérica e IgA en pulmén y
vagina, generada por la administracion de la proteina HBcM492 por diferentes vias
mucosales: intranasal (IN), intrarrectal (IR), oral, intravaginal (IVag), y sublingual
(SL).

4. Estudio de la antigenicidad de la proteina HBcM492 con los sueros de ratones
inmunizados con las variantes HBcM492 y HBcRIV-2, y con los sueros de pacientes

con reactividad anti-HBcAg.

Objetivo 2: Estudiar la respuesta inmune generada por la administracion de
formulaciones combinadas del HBcAg y el HBsAg en el modelo murino y en humanos.
Tareas:

1. Caracterizacion de la respuesta inmune humoral inducida en ratones Balb/c por la
administracion IN de formulaciones combinadas del HBsAg y el HBcAg, en cuanto a
su intensidad, duracion y patron de subclases de la respuesta de IgG en suero.

2. Evaluacién de la capacidad linfoproliferativa y de secrecion de IFN-y de células de
bazo de ratones inmunizados por via IN con formulaciones combinadas del HBsAg y
el HBcAg.

3. Evaluacion en ratones Balb/c del efecto adyuvante del HBcAg sobre una variante del
antigeno de superficie de la hepatitis B obtenida en células de mamiferos.

4. Evaluacion de la respuesta inmune inducida en voluntarios saludables inmunizados
con la formulacion nasal que contiene los antigenos HBsAg y HBcAg.

5. Evaluacion de la respuesta inmune inducida en ratones Balb/c por la administracion
de formulaciones del HBsAg y el HBcAg, por via parenteral.

6. Evaluacion de la respuesta inmune inducida en ratones transgénicos HBsAg (+)

inmunizados con formulaciones combinadas inoculadas por las vias IN y SC.

Objetivo 3: Estudiar la respuesta inmune generada en ratones Balb/c por la
administracion de formulaciones combinadas del HBsAg y otros antigenos de interés
vacunal.

Tareas:
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1. Evaluacion de la respuesta inmune inducida por la administracion nasal de
formulaciones combinadas del HBsAg y los antigenos toxoide tetanico, toxoide
diftérico y Bordetella pertussis (célula inactivada).

2. Evaluacién de la respuesta inmune inducida por la administracion nasal de
formulaciones combinadas del HBsAg y el antigeno de la nucleocapsida del VHC,
obtenido como una particula nucleoproteica en Escherichia coli.

Este trabajo consta de los siguientes elementos cientificos novedosos que se han

publicado y patentado, informdndose por primera vez a la comunidad cientifica.

- Constituye el primer estudio de la inmunogenicidad mucosal del HBcAg, a nivel
internacional, en el que se evidencia la alta inmunogenicidad del HBcAg.

- Se evaluaron por primera vez, a nivel internacional, las formulaciones que combinan al
antigeno de superficie del VHB y una variante particulada de la nucleoproteina
HBcAg completa (183 aminoécidos), por rutas mucosal (IN) y parenteral (SC, IM, IP).

- Se demostrd por primera vez, a nivel internacional, el efecto adyuvante del HBcAg
sobre el HBsAg y viceversa, fenomeno que se verifico a nivel de respuesta humoral y
celular.

- Se demostrd por primera vez el efecto adyuvante del HBsAg por via nasal sobre otros
antigenos de interés vacunal.

- Se evidencio, mediante técnicas de microscopia electronica, la presencia de agregados
entre el HBsAg y el HBcAg, los cuales se forman espontaneamente en la formulacion
liquida.

- Se demostrd por primera vez, a nivel internacional, la induccion de respuesta protectora
anti-HBV en individuos vacunados por la via nasal como resultado de la
administracion de una formulacién que combina al HBsAg y al HBcAg.

- Se demostrd por primera vez la capacidad de la formulacion combinada del HBsAg y el
HBcAg para subvertir la tolerancia en un modelo de raton transgénico HBsAg (+).

La importancia préactica de este trabajo consiste en la utilizacion de los resultados

obtenidos en el disefio de medicamentos preventivos y terapéuticos contra el VHB. De

hecho, la inmunogenicidad por via nasal -en animales y en humanos- de los antigenos del

VHB y el desarrollo de la formulacion combinada, abrid el primer capitulo en el

desarrollo de una vacuna nasal anti-hepatitis B a nivel internacional. De igual forma, se
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hace posible la utilizacion de los antigenos del VHB como potenciadores de la respuesta
inmune contra antigenos de otros microorganismos. Esto puede ser de utilidad practica en
el desarrollo de candidatos vacunales contra enfermedades como el SIDA y la hepatitis C.
La importancia teodrica de este trabajo radica en que el efecto adyuvante descrito para
estos antigenos permitird el disefio y evaluacion de estrategias de vacunaciéon con
combinaciones de antigenos en los que uno de los componentes antigénicos de la
formulacion puede poseer al mismo tiempo actividad adyuvante. Este hallazgo podria
racionalizar estrategias de adyuvacion costosas y que requieren de multiples evaluaciones
de seguridad. Esto seria posible debido a que el papel adyuvante en estas formulaciones
podria ser asumido por un antigeno de interés vacunal con un reconocido perfil de
seguridad, -como puede ser el HBsAg. Adicionalmente, el uso de la metodologia de la
inmunizacion intranasal desde el modelo murino hasta humanos constituye un aporte
metodoldgico al estudio de candidatos vacunales en Cuba. Del mismo modo, el empleo
de los antigenos recombinantes del VHB como adyuvantes constituye un aporte
metodologico en esta temadtica.

La tesis consta de Introduccion, Revision Bibliografica, Materiales y Meétodos,
Resultados, Discusion, Conclusiones, Recomendaciones, Referencias Bibliograficas,
Anexos y Autobibliografia. Los resultados de este trabajo forman parte de una
publicacion nacional y 8 publicaciones internacionales, dos de ellas son articulos de
revision sobre la tematica de los adyuvantes, que incluyen estos resultados. Parte de este
trabajo estd incluido en cuatro patentes internacionales publicadas y concedidas en
diferentes paises. Los resultados también se incluyen en protocolos clinicos enviados al
CECMED.

Entre los avales relacionados con el trabajo de investigacion se encuentran cuatro logros
del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y dos premios anuales de la
Academia de Ciencias de Cuba. Parte de este trabajo ha sido presentado en conferencias
nacionales e internacionales. Este trabajo recibié un reconocimiento como la mejor
presentacion en cartel del Evento Internacional del Higado en Shanghai, en el afio 2006 y
ha sido referido en un articulo de revision en la tematica de la inmunoterapia del VHB en
la revista Journal of Viral Hepatitis, en el aiio 2007. Esta investigacion se desarrollé en el

CIGB y ha sido presentada ante el Consejo Cientifico de esta institucion.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Hepatitis viral tipo B. Antecedentes historicos.

Desde 1940 se conoce que una parte importante de las hepatitis es de origen viral, sin
embargo, fue en 1965 que se descubrio el “antigeno de Australia” por Blumberg y
colaboradores (5). Este antigeno fue considerado un marcador de la infeccion por el
VHB, lo que permitié distinguir 2 infecciones virales distintas desde el punto de vista
clinico, epidemioldgico e inmunologico (6). Posteriormente, a partir de la visualizacion
de las particulas del virus de la hepatitis A (VHA), se desarrollaron los ensayos para el
diagnostico de ambos virus (7). A partir de estos descubrimientos se ha podido acumular
una gran cantidad de informacion sobre el diagndstico, prevencion y tratamiento de estas
y otras enfermedades virales hepaticas (8).

2.1.1 Caracteristicas generales del virus de la hepatitis B.

El VHB es un miembro de la familia Hepadnaviridae, que incluye un grupo de virus
caracterizado por su tropismo hepatico y por estar compuestos por acido
desoxiribonucleico (ADN) como material genético. El genoma del VHB esta constituido
por ADN parcialmente bicatenario, de aproximadamente 3200 pares de bases. El mismo
contiene la informacion genética de 7 proteinas virales comprendidas en 4 marcos
abiertos de lectura sobrelapados. El gen S contiene la informacion de las 3 proteinas de la
superficie o envoltura viral, estas son las proteinas S, M y L. La proteina S constituye el
90% del contenido proteico de la envoltura. Las proteinas M, L y S poseen el mismo sitio
de terminacion en el genoma y diferentes sitios de iniciacion de la transcripcion. Como
consecuencia, las proteinas M y L comparten los 226 aminoéacidos de la proteina S, y
adicionalmente cuentan con extensiones de 55 y 174 aminoacidos, respectivamente (9).
Por otra parte, se denominan gen C y gen P a los genes que contienen la informacion de
las proteinas de la nucleocapsida y de la polimerasa viral, respectivamente. El gen X
codifica para dos proteinas que actian como potenciadores y activadores de la
transcripcion del genoma viral (9).

El VHB tiene forma esférica, 42 nm de diametro, y estd compuesto de una nucleocapsida
proteica o antigeno de la nucleocapsida (HBcAg), que se encuentra cubierta por una
envoltura lipoproteica. En el interior del HBcAg se encuentran el genoma viral, la

polimerasa, y la proteina X (9).
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2.1.2 Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

2.1.2.1 Propiedades fisico-quimicas

Las proteinas de la envoltura del VHB son sintetizadas en exceso por los hepatocitos
infectados, y son secretadas como proteinas independientes en forma de particulas
subvirales. Estas particulas son pequenas esferas de 22 nm de diametro, aunque también
se encuentran formando estructuras tubulares de distintos tamafios. Las particulas
subvirales no poseen acidos nucleicos y por tanto no son infecciosas. Adicionalmente, en
forma pura son altamente inmunogénicas e inducen una eficiente respuesta antiviral de
anticuerpos neutralizantes (9).

Las particulas de 22 nm estan compuestas exclusivamente de la proteina de superficie y
de lipidos derivados del hospedero, los que constituyen hasta un 30% del peso de la
particula. Esta particula se conoce como antigeno de superficie del VHB (HBsAg). Los
principales lipidos presentes en la particula son los fosfolipidos, el colesterol, ésteres del
colesterol y triglicéridos. Se ha sugerido que la particula del HBsAg se organiza como
una bicapa lipidica discontinua en interaccion con agregados proteicos (10).

El HBsAg se produce actualmente en levaduras como Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula polymorpha y Pichia pastoris y también en células de mamiferos. Estos
antigenos recombinantes forman parte de vacunas preventivas establecidas en el mercado
y que han demostrado alta eficacia preventiva (11).

En contraste con el antigeno producido en plasma y en células de mamiferos, las
particulas producidas en levadura contienen solamente al antigeno S no glicosilado. A
pesar de esto, las particulas derivadas de levadura se asemejan estructural y
antigénicamente a las particulas derivadas de plasma y a las producidas en células de
mamiferos (12).

Una diferencia importante entre el HBsAg natural y el obtenido en Saccharomyces
cerevisiae consiste en su contenido lipidico y especificamente en la presencia de
fosfatidil inositol. Este lipido no estd presente en la particula nativa. Adicionalmente, se
ha podido comprobar que los fosfolipidos del antigeno producido en Saccharomyces
contienen acidos grasos mds cortos e insaturados que los presentes en la particula nativa y
como resultado de esto, el antigeno recombinante presenta una mayor fluidez en su

membrana lipidica (12).
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El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia obtuvo como proteina recombinante al
HBsAg utilizando como hospedero la levadura Pichia pastoris. Este antigeno forma parte
de la vacuna cubana anti-Hepatitis B desde inicios de la década del 90 (13).

En estudios realizados utilizando técnicas cromatograficas se comprobé que un
porcentaje pequeiio, pero significativo, del HBsAg obtenido en Pichia pastoris en el
CIGB es capaz de formar agregados supramoleculares de particulas, los cuales fueron
purificados y caracterizados por su menor tiempo de retencion (14).

2.1.2.2 Propiedades inmunolégicas

El HBsAg tiene la capacidad de inducir una fuerte respuesta inmune especifica de
anticuerpos y de células T auxiliadoras en personas sanas. Adicionalmente, se ha
demostrado que existen epitopes del HBsAg que pueden ser presentados por moléculas
de HLA clase I, aun cuando esta proteina es procesada por las células presentadoras de
antigenos (CPA) como una proteina exdgena. Esta propiedad permite al HBsAg no
adyuvado inducir una respuesta citotoxica (CTL) especifica para epitopes generados por
vias alternativas de procesamiento, posibilitando la expansion del repertorio de células
citotoxicas especificas para el HBsAg (Revisado en 15).

Una propiedad distintiva del antigeno de superficie producido en Saccharomyces
cerevisiae es su capacidad de union a monocitos de sangre periférica (16). El antigeno
purificado de plasma no posee esta propiedad. Esta union es mediada por el receptor
CD14, -involucrado en la interaccion de los lipopolisacaridos (LPS) con los monocitos-,
y por una proteina soluble que es capaz de potenciar la unién del HBsAg recombinante a
éstas células (17).

La unién a CD14 evidenciada por el HBsAg recombinante producido en Saccharomyces
cerevisiae esta relacionada a la capacidad de este antigeno para suprimir la induccién de
citoquinas proinflamatorias estimuladas por el LPS y la interleuquina 2 (IL-2) in vitro. Se
ha podido comprobar que la interaccion con el HBsAg recombinante induce una
regulacion positiva de la expresion de la interleuquina 10, de reconocida actividad anti-
inflamatoria, por parte de los monocitos humanos (16). Este tipo de regulacion podria
resultar adversa para el uso de este antigeno en la terapéutica antiviral.

Otros resultados relacionados muestran una nueva propiedad anti-inflamatoria del HBsAg

recombinante producido en Saccharomyces: su capacidad de inhibicion de COX-2, IL-18
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e IL-12, lo que sugiere que el VHB puede regular la produccion de IFN-y inhibiendo la
produccion de IL-18 e IL-12. (18).

La variacién de la composicion lipidica influye en las propiedades inmunolédgicas del
HBsAg. Un estudio reciente demostré que la delipidacion parcial del HBsAg incrementa
la antigenicidad de las células T en experimentos con lineas de células T como con
c¢lulas mononucleares de sangre periférica sin fraccionar. En todos los experimentos se
evidenci6 entre 10 y 100 veces mayor antigenicidad del HBsAg parcialmente delipidado.
La evaluacion in vivo de las particulas delipidadas evidenci6 una reduccion en la
antigenicidad de células B, sin embargo, la mezcla del antigeno delipidado con antigeno
no delipidado indujo una respuesta igual o ligeramente superior a la inducida por el
antigeno no tratado (19).

2.1.3 Antigeno de la nucleocapsida viral (HBCAQ)

2.1.3.1 Propiedades fisico-quimicas

El gen que codifica para la proteina de la nucleocépsida del VHB contiene dos codones
de iniciacion en fase. La transcripcion a partir del segundo codon resulta en la expresion
del HBcAg, proteina de 183 aa con una talla de 22 Kda, la cual interviene en la
formacion de la cépsida o nucleo del VHB. La transcripcion a partir del primer codén
produce una proteina de 25 Kda, la cual ademés de los 183 aa del HBcAg presenta 29 aa
adicionales en la region amino-terminal. Esta region, de naturaleza hidrofobica, funciona
como un péptido sefial que guia a la proteina precore al reticulo endoplasmatico donde es
procesada, sufriendo rupturas proteoliticas en los aa —10 y 149, dando como resultado una
proteina de 159 aa y 17 Kda de talla, la que es secretada a la sangre. El producto

secretado es lo que se conoce como antigeno de secrecion del VHB o HBeAg (20).

No obstante a que el HBcAg y el HBeAg poseen una secuencia primaria idéntica desde el
aminoacido 1 hasta el 149 —aproximadamente un 80% de homologia de secuencia-,
ambos antigenos tienen propiedades fisicas y antigénicas marcadamente diferentes. De
hecho el HBeAg no es un verdadero constituyente del VHB sino una variante secretada
soluble de la proteina de la capsida (20).

El gen del HBcAg fue clonado y propagado por primera vez en Escherichia coli a finales
de los afos 70. La nucleocépsida del VHB ha sido obtenida por via recombinante con una

morfologia similar al antigeno aislado de hepatocitos humanos infectados. El ensamblaje
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intracelular de esta proteina da lugar a particulas de aproximadamente 30 nm, con una
agrupacion dimérica de geometria icosahédrica. La agrupacion de los dimeros produce
protuberancias en la superficie de la particula y se ha sugerido que el espacio entre las
protuberancias es Optimo para el entrecruzamiento de receptores inmunoglobulinicos de
la membrana de las células B (21).

Otra caracteristica notable de la secuencia aminoacidica del HBcAg es la presencia, en el
extremo carboxilo terminal, de una region rica en arginina. Esta region tiene la funcion de
unir el ARN pregendmico en la particula natural. En el caso de la particula recombinante
esta region se asocia a ARN bacteriano con tallas en un rango de 30 a 3000 nucledtidos,
confiriéndole importantes propiedades inmunologicas (22).

2.1.3.2 Propiedades inmunoldgicas

Desde mediados de 1980 se pudo comprobar que el HBcAg tiene propiedades
inmunolodgicas unicas. Este antigeno ha resultado altamente inmunogénico en todas las
especies inoculadas, produciendo respuesta de anticuerpos con una dosis de tan sélo 6 ng
de antigeno en ausencia de adyuvantes. El HBcAg estimula preferencialmente células
Th1 con una potencia 100 veces superior al HBsAg (20).

La alta inmunogenicidad del HBcAg y su capacidad para inducir respuesta Thl ha sido
explicada por tres elementos fundamentales: a) la presencia en su secuencia primaria de
multiples epitopes de células T auxiliadoras capaces de inducir una potente respuesta
inmune; b) su estructura particulada rigida que proporciona un espaciamiento adecuado
entre las protuberancias de su superficie y el entrecruzamiento de receptores
inmunoglobulinicos en la membrana de la célula B y c) la presencia de ARN encapsidado
con capacidad adyuvante (20).

Se ha descrito que el entrecruzamiento de receptores a nivel de células B por parte del
HBcAg induce la secrecion de IgM e IgG anti-HBcAg y la regulacion positiva de
moléculas coestimulatorias (21). Se ha demostrado ademas la induccion de respuestas
CTL a partir de la actividad presentadoras de células B activadas con el HBcAg (23).

No obstante a la alta inmunogenicidad del HBcAg en modelos animales sanos, las células
T CD8+ de pacientes con altos niveles de replicacion viral son eliminadas o anergizadas

y aun en condiciones de baja carga viral son dificiles de expandir (15).

10
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El HBcAg posee caracteristicas inmunoldgicas muy diferentes a las del HBeAg no
obstante a la gran homologia de secuencia de ambos antigenos. Una serie de
observaciones clinicas sugieren que el HBeAg juega un papel importante en la cronicidad
del VHB (24, 25). Por ejemplo, se ha comprobado que la infeccion neonatal con un virus
mutante HBeAg-negativo incrementa la probabilidad de infeccion aguda fulminante (26).
Se pudo comprobar en ratones transgénicos que el HBeAg sérico actia como un eficiente
tolerogeno de células T anti-HBcAg. Estos resultados explican la correlacion entre la
aparicion de mutantes HBeAg-negativos y el dafo hepatico severo (24-31).

El HBcAg también ha sido utilizado en multiples estudios inmunoldgicos como proteina
portadora. Un gran numero de epitopes de interés vacunal han sido insertados en la
secuencia de esta proteina por técnicas de ingenieria genética y otros antigenos han sido
acoplados al HBcAg mediante conjugacion quimica. En la actualidad se desarrollan
estudios de inmunogenicidad utilizando la nucleocdpsida del HBcAg y de otros
hepadnavirus relacionados, como es el caso del antigeno de la nucleocapsida de
marmotas (32-34).

2.2 Lainfeccion por el virus de la Hepatitis B

2.2.1 Epidemiologia

La hepatitis viral tipo B constituye un serio problema de salud a nivel mundial debido al
alto numero de portadores crénicos del virus, mas de 350 millones de personas, y a su
frecuente evolucion a formas graves de enfermedad del higado como son la cirrosis
hepatica y el carcinoma hepatocelular (1).

El VHB se transmite de modo desigual entre los diferentes paises del mundo. En los
paises que realizan campafias de vacunacion en niflos recién nacidos y controles de
calidad especificos a las donaciones de sangre, prevalece la via de transmision sexual,
mientras que en aquellos paises de alta prevalencia que aun no han adoptado la
vacunacion al nacer, la via de transmision perinatal es mas importante (35). La
transmision del VHB ocurre por transfusiones de sangre contaminada, sin embargo,
también puede ocurrir por inoculacién accidental de cantidades minimas de sangre o
fluidos corporales contaminados con sangre de personas infectadas, este es el caso de las
agujas y jeringuillas mal esterilizadas, la practica de tatuajes y acupuntura con materiales

no estériles, las perforaciones corporales con instrumental reutilizable, el intercambio de

11
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cuchillas de afeitar, cepillos de dientes, toallas y otros objetos contaminados. Es
importante destacar que hasta un 30% de los individuos infectados desconocen la causa o
ruta de transmision (1).

La HBC es responsable de mas del 90% del total de casos de carcinoma hepatocelular en
el mundo, uno de los 10 canceres mas comunes a nivel global (1). En los paises
desarrollados la HBC tiene una prevalencia entre el 0.2 y el 2%, sin embargo, constituye
una de las primeras causas de cancer del higado. Por otra parte, en Asia, Africa y el
Medio Oriente, la prevalencia de la Hepatitis B oscila entre el 5 y el 20%, siendo esta una
de las principales causas de muerte. La figura 1 muestra la prevalencia de esta

enfermedad a nivel mundial de acuerdo a las estadisticas actuales (35, 36).

Figura 1. Distribucion global de la infeccion cronica por el VHB.

Prevalencia (%0)

B >galta
O 2-8 media
O <2baja

2.2.2  Evolucion de la infeccion

El Virus de la Hepatitis B puede causar hepatitis aguda autolimitada, formas fulminantes
de la infeccidon, enfermedad crénica del higado o puede adicionalmente producir un
estado de portador asintomatico. La madurez del sistema inmune en el momento de la
infeccion juega un papel determinante en el desarrollo de una infeccion persistente (37,

38). Este aspecto se ilustra por el hecho de que mas del 90% de los adultos eliminan al
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VHB durante la infeccion aguda, mientras esta proporcion se reduce a un 75% en nifios
de edades cercanas a los 5 afios y a solo el 10% de los neonatos (36).

Entre el 15 y el 20% de los pacientes con HBC evolucionan a formas severas de la
enfermedad como la cirrosis (39). Estos pacientes también tienen un alto riesgo de
desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC), particularmente luego del desarrollo de la
cirrosis (40).

Los portadores del VHB con mayor riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular son los
hombres mayores de 45 afios, las personas con cirrosis y aquellos con historia familiar de
CHC (40, 41). Sin embargo, con menor frecuencia se puede desarrollar el CHC en
personas sin cirrosis ¢ incluso en portadores inactivos (41).

La progresion hacia la cirrosis entre los pacientes con HBC es mas frecuente en casos de
coinfeccién con otros virus (HCV, HIV, HDV), abuso de alcohol, episodios recurrentes
de exacerbacion de las transaminasas, altos niveles de fibrosis o actividad
necroinflamatoria severa en el momento del diagnoéstico (42).

En esta revision nos vamos a concentrar en las formas aguda autolimitada y la forma
cronica de la infeccion por el virus de la hepatitis B.

2.2.2.1 Hepatitis B aguda autolimitada

La Hepatitis B aguda es una enfermedad que puede transcurrir de manera asintomatica o
puede asociarse a ligeros sintomas no especificos, como el rash, la fatiga, el malestar, las
nauseas, la fiebre y el dolor abdominal (43). La misma se caracteriza por la eliminacion
del virus y con el desarrollo de una larga inmunidad, caracterizada por la presencia de
anticuerpos contra el HBsAg, aunque algunos pacientes que se recuperan nunca
desarrollan anticuerpos contra el HBsAg o los producen subsecuentemente. Estos
pacientes generalmente no requieren de intervencion médica (43).

Los eventos inmunologicos que conllevan a una infecciéon aguda autolimitada sugieren
una contencioén inicial de la replicacion viral y la maduracion de una respuesta inmune
adaptativa. Ambos fendmenos estan asociados a la produccion temprana de IFN-y y TNF-
o producidos por células NK y NK-T en el higado (44, 45). En el modelo de ratones
transgénicos se ha podido demostrar que la activacion de las células NK-T inhibe la
replicacion del VHB a través de la produccion de IFN-y (46-48). Del mismo modo, los

chimpancés infectados que desarrollan la infeccidon aguda logran controlar rapidamente la
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infeccion a partir de la secrecion de IFN-y por las células NK o células NK-T residentes
(44). Esta primera etapa de activacion de células NK y NK-T se continua con una rapida
respuesta inmune adaptativa responsable de la lisis hepatica y el control viral
subsiguiente (49-51).

2.2.2.2 Hepatitis B crénica

La definicion de HBC de la Organizacién Mundial de la Salud se basa en la deteccion del
HBsAg en suero en 2 ocasiones con un intervalo de 6 meses o mas. Los niveles de
enzimas hepaticas en suero pueden estar persistente o intermitentemente alterados por un
periodo de 6 meses o mayor (52).

Para la HBC se describen en la actualidad 4 fases en base al comportamiento de la
actividad inmunolégica durante el desarrollo de la infeccion: la fase de inmunotolerancia,
la fase de inmunoeliminacion (también conocida por fase inmunoactiva), la fase inactiva
y la fase de reactivacion de la enfermedad (53).

La primera fase o fase de inmunotolerancia se caracteriza por altos niveles de replicacion
viral y también presencia del HBeAg en sangre, pero sin evidencias de enfermedad activa
en el higado, ausencia de sintomas, niveles normales de transaminasas en sangre y
cambios minimos en la histologia hepatica. Esta fase puede durar entre 10 y 30 afios y en
este tiempo la eliminacion del HBeAg ocurre con muy baja frecuencia (53).

La fase de inmunotolerancia se  continla con una fase inmunoactiva o de
inmunoeliminacion viral, caracterizada por una mayor actividad de la respuesta inmune al
VHB. En esta fase existen altos niveles de carga viral y un incremento en los niveles de
transaminasas en la sangre asi como necroinflamacion moderada o severa del higado (54).
En aquellos pacientes en los que se produjo una transmision perinatal de la enfermedad,
la transicion de la inmunotolerancia a la inmunoeliminacion viral ocurre entre la segunda
y cuarta décadas de vida. En aquellos pacientes infectados durante la adultez la fase de
inmunotolerancia ocurre en muy raras ocasiones o ésta es de corta duracion (54-55).

La fase inmunoactiva se continiia con una fase de inactividad como resultado del control
que establece el sistema inmune sobre la infeccion cronica. La seroconversion espontanea
de estado HBeAg (+) a anti-HBeAg (+) marca el inicio de la fase inactiva. Esto ocurre

entre un 50 y un 70% de los pacientes en un periodo de 5 a 10 afios (55). La transicion a
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la inactividad se caracteriza por una normalizacion de las transaminasas y la reduccion de
la carga viral por debajo de 10*-10° copias de ADN viral por mL de suero (53-55).
Aproximadamente 2 de cada 3 pacientes permaneceran en la fase de portadores inactivos
luego de la seroconversion del HBeAg —algunos de ellos finalmente eliminaran el HBsAg.
Estos ultimos se dice que “resolvieron” la infeccion, aunque el ADN viral aun persiste en
sus cuerpos y puede ser detectado por ensayos sensibles. (56).

Una cuarta fase por orden temporal es la fase de reactivacion. Los pacientes en esta fase
son negativos al HBeAg, son anti-HBeAg positivos y tienen niveles de transaminasas
elevados. La mayoria de estos pacientes poseen mutantes en la region anterior al gen de
la nucleocépsida o regioén “precore” y/o en la region del promotor de dicho gen. Dichas
mutaciones eliminan o regulan negativamente los niveles del HBeAg en la sangre. Estas
variantes se han reportado en todas las partes del mundo, pero son mas frecuentes en el
Mediterraneo, el Medio Oriente y el Sudeste de Asia (57).

La amplia mayoria de los pacientes en la fase de reactivacion fueron HBeAg-positivos y
tuvieron el VHB salvaje. La aparicion de los mutantes ocurridé con antelacion o asociado
a la seroconversion al HBeAg. Un estudio reportd que aproximadamente el 25% de los
pacientes que desarrollaron seroconversion al HBeAg progresaron a HBC HBeAg-
negativa luego de una media de 8 afios de seguimiento (58).

2.3 Prevencidn de la infeccion por el virus de la hepatitis B

2.3.1 Vacunacion preventiva, estado actual

El antigeno de superficie purificado de plasma demostrd su capacidad de inducir una
fuerte respuesta de anticuerpos y de células T auxiliadoras en personas sanas y esta
cualidad permanece en el HBsAg recombinante (8). Es por ¢llo que con posterioridad a la
obtencion de la vacuna con el HBsAg derivado de plasma, se desarrollaron diferentes
vacunas basadas en el HBsAg recombinante. (8).

En la actualidad, el HBsAg se encuentra formando parte también de nuevas
formulaciones combinadas, que han permitido la inmunizacion al mismo tiempo contra
multiples enfermedades (59).

Recientemente, una nueva vacuna monovalente ha sido aprobada por las autoridades
regulatorias de los Estados Unidos. Esta nueva vacuna (Fendrix), consistente en una

formulacion del HBsAg y el lipido A monofosforilado (MPL) en hidroxido de aluminio
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(ALOOH). Fendrix ha recibido la autorizacion para su uso en pacientes en hemodialisis.
En contraste con Engerix B, Fendrix induce una respuesta inmune mas rapida, potente y
duradera (60).
2.3.2 Empleo de adyuvantes en el desarrollo de nuevas formulaciones vacunales
contra el VHB
Los adyuvantes son moléculas o estrategias vacunales que promueven, potencian o
modulan la respuesta inmune a los antigenos vacunales (61). Los nuevos desarrollos en el
campo de la vacunacion preventiva anti-hepatitis B estdn dirigidos a optimizar las
formulaciones actuales. Una estrategia ha sido el uso de nuevos adyuvantes o la adicion
de los adyuvantes al ALOOH dado que este no ha sido un adyuvante 6ptimo para vacunas
basadas en el HBsAg —como es el caso de Fendrix (60).
Una serie de investigaciones se han dirigido a obtener una vacuna que se administre en
una o dos inoculaciones. De este modo se puede reducir el costo asociado a la vacunacion,
incrementando el porciento de individuos que completan el esquema de inmunizacion.
Con este objetivo se han desarrollado estudios clinicos en los que se evalua la
inmunogenicidad de formulaciones del HBsAg con nuevos adyuvantes. Un estudio
clinico reciente desarrollado en 285 adultos demostrd la mayor inmunogenicidad de una
formulacion basada en el HBsAg y el adyuvante RC-529, un monosacarido mimético del
MPL. El resultado indicé que un régimen de dos administraciones de la vacuna adyuvada
con RC-529, espaciadas en 30 dias, fue suficiente para desarrollar seroproteccion en el
99% de los individuos vacunados. La vacuna comercial sélo indujo un 84% de
seroproteccion (62).
Una formulacion del HBsAg en la que se coadministrd un oligonucledtido inmuno-
estimulante fue evaluada en la clinica. Este estudio tuvo como controles la vacuna
Engerix-B y un grupo placebo. Este candidato resultd bien tolerado y se encontr6 que el
79% de los individuos inmunizados con el mismo generaron titulos protectores luego de
una sola administracion. En comparacion, solo el 12% de los vacunados con Engerix-B
generaron titulos protectores luego de la primera dosis. (63). Se corrobora de este modo
resultados en chimpancés en el que se demostré el incremento en la rapidez y la potencia

de la respuesta humoral en el grupo inmunizado con el antigeno adyuvado con la mezcla
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del antigeno y oligonucledtidos que contienen secuencias CpG, sugiriendo su potencial
uso en la reduccion del niimero de dosis (64).

Otra estrategia seguida en la reduccion del nimero de dosis es el uso de microesferas de
acido poli-lactico y co-glicolico (PLGA) para la liberacion controlada del HBsAg. El
estudio en el modelo murino de diferentes proporciones de los componentes de estas
microesferas permitié optimizar la respuesta inmune contra el HBsAg, haciendo atractiva
esta tecnologia para el disefio de una vacuna de una sola administracion (65).

Los nuevos candidatos vacunales de uso preventivo han sido evaluados en individuos no
respondedores a la vacunacion convencional asi como en personas con diferentes
inmunodeficiencias, con el objetivo de conocer si pudieran constituir alternativas
vacunales en estos grupos poblacionales. El desarrollo de candidatos mas potentes podria
beneficiar a los pacientes infectados con HIV, los pacientes que usan farmacos
inmunosupresores, los pacientes tratados con quimioterapias, los pacientes con céancer,
los pacientes en hemodialisis y las personas de edad avanzada.

Los pacientes infectados con el VIH constituyen, desafortunadamente, un grupo de
personas cuyo numero se encuentra en ascenso a nivel mundial. Se ha demostrado que
estos pacientes no responden adecuadamente a la vacunacion, al punto que en los
pacientes con SIDA en los que el conteo de células T CD4+ se haya por debajo de 50
células/mm’, la vacunacion convencional es muy poco efectiva. (66). El adyuvante CpG
7909 ha sido utilizado en pacientes infectados con VIH y bajo tratamiento antiviral. Este
adyuvante se ensayd combinado con la vacuna Engerix-B. Al grupo control se le
administré Engerix-B. La vacunacién con el nuevo adyuvante generd un incremento en el
nivel de seroproteccion con respecto al nivel obtenido por el grupo control. La respuesta
en el grupo inmunizado con el nuevo adyuvante alcanz6 el 100% de seroproteccion a los
10 meses de culminada la vacunacion, mientras que la vacuna Engerix-B indujo un 63%
de seroproteccion en igual periodo de tiempo (67).

Un estudio realizado en ratones de edad avanzada, utilizado como modelo animal de la
inmunodepresion natural, mostr6 que la adicion de los oligodesoxinucleotidos que
contienen secuencias ricas en CpG (ODN-CpG) a una preparacion vacunal del HBsAg
indujo un incremento en los niveles de respuesta de IgG (IgG1 e IgG2a) anti-HBsAg y la

estimulacion de la respuesta de [FN-y e IL-12 de células de bazo en cultivo (68).
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Como resultado de los avances en la nanotecnologia, nuevos adyuvantes particulados han
sido ensayados con el HBsAg, como son las nanoparticulas basadas en hidroxiapatita (69)
y las vesiculas de surfactantes catidonicos y derivados de micobacterias (70, 71).

Como se puede apreciar, existe un desarrollo impetuoso en el campo de la prevencion,
dado fundamentalmente por la inclusién de potentes adyuvantes, ya sea usandolos como
aditivos o como sustitutos de los adyuvantes basados en aluminio.

2.4 Tratamiento de la infeccion crénica por el VHB

El objetivo del tratamiento de la HBC es lograr la supresion o control de la replicacion
viral de modo que permita un nivel de dafo hepatico minimo o la reversion del mismo.
Se reporta que existe una probabilidad minima de desarrollo de carcinoma hepatocelular
y de cirrosis hepatica en aquellos pacientes con una carga viral sostenida por debajo de
10* copias de ADN del VHB por mL de suero (72,73).

2.4.1 Tratamientos actuales

En la actualidad se encuentran aprobados por las agencias regulatorias un total de 6
productos para el tratamiento de la HBC. Estos productos se dividen en 2 categorias: los
que se basan en el IFN-a y los analogos de nucledsidos o nucleotidos (Tabla 1).

El IFN-a ha sido utilizado para el tratamiento de la HBC por mas de 15 afos.
Recientemente fue aprobado el uso del interferén conjugado al polietilenglicol (interferéon
pegilado), que posee caracteristicas superiores en cuanto a tiempo de vida media en
sangre y efectividad terapéutica. El IFN-oa tiene algunas limitaciones, entre ellas sus
efectos adversos; su menor eficacia en pacientes con alta carga viral y el incremento en
los niveles de ALT en un porcentaje de los pacientes tratados -lo que conlleva a
complicaciones en aquéllos con bajos niveles de transaminasas y a que no se recomiende
en cirréticos (74). El interferon pegilado tiene un mayor tiempo de vida media en sangre
y se administra una vez por semana, confiriendo mayor eficacia y un mejor perfil de
seguridad (75,76).

Con respecto a los antivirales, la Lamivudina fue el primer inhibidor de la polimerasa
viral aprobado para uso en el tratamiento de la HBC. Posteriormente han sido aprobados
el Adefovir Dipivoxil, el Entecavir y muy recientemente la Telbivudina. De modo
general los antivirales producen una fuerte reduccion de la carga viral, asociada a un

elevado porcentaje de normalizacion de las transaminasas asi como a mejoria en los
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parametros histologicos. El problema fundamental de los antivirales consiste en la
relativa facilidad con que se desarrollan los mutantes de escape y la necesidad de un
tratamiento prolongado durante varios afios dado el alto indice de recaida viral. El
porciento de pacientes que desarrollan mutantes es de un 30 y un 70% para el Adefovir y
la Lamivudina, respectivamente, a los 5 afos de iniciado el tratamiento (77, 78).

El Entecavir, que ha mostrado una mayor capacidad para reducir la carga viral, produce
muy pocos mutantes, sin embargo la efectividad de este antiviral se reduce en pacientes
con mutantes a la Lamivudina, en los que se incrementa la aparicion de mutantes al
Entecavir (79, 80).

Los tratamientos con antivirales evolucionan en la actualidad a estrategias terapéuticas
combinadas, que constituyen alternativas exclusivas de paises desarrollados y cuyo
objetivo primario es suprimir al méximo la carga viral reduciendo la posibilidad de

aparicion de mutantes de escape y recaidas virales (81).

Tabla 1. Productos aprobados para el tratamiento de la HBC, precio aproximado por tratamiento
en el afio 2006 en EUA (82).

Nombre Fecha de Aprobacion (Precio/tto. EUA, 2006)
Interferon alfa-2b 1991 (7 600 USD / 24 sem)
Lamivudina 1998 (2 240/ 52 sem)
Adefovir dipivoxil 2002 (6038 / 48 sem)
Peginterferon alfa-2a 2005 (16 170 USD / 48 sem)
Entecavir 2005 (7 203 / 48 sem)
Telbivudina 2006 (No hay datos)

2.4.2 Inmunoterapia

El concepto de inmunoterapia en el tratamiento de la HBC implica la reactivacion de una
respuesta inmune deficiente con el objetivo de controlar la replicacion viral y eliminar o
controlar la infeccion. Este concepto ha sido validado directamente en estudios de
transplante de médula dsea. Se pudo demostrar que el transplante de médula 6sea de
donantes con inmunidad al VHB a pacientes receptores infectados cronicamente por este

virus fue capaz de curar la infeccion cronica de los pacientes receptores (83,84).
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Durante la infeccion cronica por el VHB la respuesta de células efectoras T y B es pobre,
inexistente o con deficiencias funcionales en las células efectoras y presentadoras
profesionales, sin embargo los pacientes que desarrollan la infeccion aguda autolimitada
muestran una respuesta citotoxica y auxiliadora fuerte, policlonal y multiespecifica contra
las proteinas de la envoltura, la nucleocapsida y la polimerasa (85). Por otra parte,
durante la infeccion cronica los niveles de secreciéon de citoquinas asociadas a la
respuesta Thl por linfocitos de sangre periférica estimulados con los diferentes antigenos
virales es muy pobre, al contrario de lo que sucede durante la infeccion aguda (86,87).
Estos hallazgos sugieren que la potenciacion de la respuesta inmune especifica puede
constituir una alternativa terapéutica.

Otro hallazgo de interés es el hecho de que los pacientes que se recuperan
espontaneamente de la HBC, o aquéllos que responden al tratamiento con IFN-a, son
capaces de desarrollar respuestas citotoxicas de similar intensidad a la encontrada en
pacientes que desarrollan la infeccion aguda (88). Adicionalmente, se demostréo un
incremento en los niveles de respuesta celular CD4+ y CD8+ en pacientes tratados con
Lamivudina, sugiriendo que es posible inducir una respuesta inmune a partir de la
supresion sostenida del virus (89,90).

Dentro de las estrategias inmunoterapéuticas, la vacunacion terapéutica constituye una
alternativa explorada desde mediados de la decada de 1990 en el tratamiento pacientes
infectados cronicamente por el VHB. Las principales estrategias inmunoterapéuticas han
tomado como centro a los antigenos de la envoltura y de la nucleocapsida viral.
2.4.2.1Uso de vacunas preventivas y formulaciones que emplean diferentes
adyuvantes en la inmunoterapia contra la enfermedad crénica por el VHB

Una serie de estudios controlados han permitido evaluar la seguridad y la eficacia
preliminar de algunas vacunas preventivas en el tratamiento de la HBC. La vacuna
GenHevac B (Aventis Pasteur, Francia), pionera en su evaluacion clinica, evidencid su
capacidad de producir una respuesta inmune importante en algunos casos de pacientes
HBeAg (+) que seroconvirtieron, lo cual se asocid a una reduccion de la carga viral,
aunque de modo estadisticamente no significativo en ambos casos (91).

En un segundo estudio realizado en 43 niflos cronicamente infectados con el VHB, en el

que se suministraron tres dosis de 20 pg de GenHevac B con una frecuencia mensual no
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se encontro efecto de la vacunacion en la replicacion viral o en la seroconversion al
HBeAg. Los nifos de este estudio se infectaron al nacer y su carga viral estaba en niveles
muy altos, como sucede en este tipo de pacientes en la fase de inmunotolerancia (92).

Un tercer estudio, basado en el mismo protocolo de vacunacion pero esta vez tratando a
31 pacientes portadores asintomaticos del VHB (con carga viral indetectable) produjo la
eliminacion del HBsAg y la produccién de anticuerpos contra este antigeno en 3
pacientes (93). Estos resultados sugieren que la vacuna es capaz de estimular la respuesta
inmune preferentemente en pacientes con baja carga viral (93).

La vacuna Engerix B ha sido evaluada en combinacion con la Lamivudina. En una
primera evaluacion el grupo de estudio incluy6 14 pacientes, quienes fueron tratados con
vacuna inoculada por via IM y Lamivudina oral, mientras 11 pacientes se incluyeron en
el grupo control y fueron tratados solo con el antiviral. Al finalizar el estudio un total de 9
pacientes evidenciaron eliminacidn viral en el grupo de estudio, mientras que sélo 5 lo
hicieron en el grupo control (94). A partir de estos resultados, comenz6 un estudio clinico
Fase III con Engerix B administrada a pacientes sometidos a supresion previa de la carga
viral con el uso de Lamivudina, el que actualmente esta en curso(95).

Una vacuna anti-hepatitis B japonesa (Tokyo Mitsubishi, Japon) fue evaluada en
combinacion con el tratamiento antiviral de Lamivudina en 15 pacientes (96). Como
grupo control, 57 pacientes recibieron Lamivudina solamente. Los pacientes recibieron
12 dosis de 20 microgramos de la vacuna por via intradérmica con una frecuencia bi-
semanal a partir del tercer mes de tratamiento con Lamivudina, de modo que utilizaron el
momento en que la carga viral esta siendo controlada. El tratamiento combinado asi como
el tratamiento con Lamivudina continuaron hasta terminados los 12 meses.

Como resultado de este estudio se evidencio la seronegativizacion del 100% de la carga
viral en el 100% de los pacientes HBeAg(+) tratados con la combinacion terapéutica,
contra un 48% de los pacientes tratados con el antiviral. Asociado a este resultado, se
demostré un incremento en la seroconversion del HBeAg(+) a anti-HBeAg en pacientes
HBeAg(+) (56% vs. 16%). Ambos resultados, obtenidos al final del tratamiento de un
afio con Lamivudina, fueron significativos. En adicidn, en el grupo de la combinacion, a

diferencia del grupo control, no existieron pacientes que tuvieran recaidas virologica o
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bioquimica, lo que evidenci6o la seguridad de este tratamiento para la indicacion
especifica (96).

Los pacientes que seroconvirtieron a anti-HBeAg fueron aquellos que tuvieron una carga
viral inicial inferior. Este estudio demostrd la importancia del control de la carga viral
para obtener respuestas clinicamente significativas.

La inmunoterapia activa también ha sido utilizada en pacientes portadores del VHB
sometidos a trasplante hepatico con el objetivo de favorecer el desarrollo de una respuesta
inmune que evite la reinfeccion. El tratamiento actual para evitar la reinfeccion de estos
pacientes resulta muy costoso por la necesidad de utilizar grandes cantidades de
inmunoglobulinas anti-Hepatitis B.

Un estudio reciente evalud el efecto de la administracion mucosal del HBsAg en
pacientes con HBC. En este estudio se administrd a los pacientes el HBsAg por via oral
tres veces por semana durante 6 meses. Durante el tratamiento la carga viral disminuy6
de modo importante en 36% de los pacientes, asociandose a la seroconversion a anti-
HBeAg en el 26% de los pacientes. La mayoria de ellos mostraron mejoria en el higado
(97).

Una nueva formulacion del HBsAg en el adyuvante AS04 -basada en una mezcla de
saponina, MPL y un adyuvante oleoso-, fue administrada a un total de 10 pacientes
sometidos a trasplantes hepaticos e infectados por el VHB. Esta formulacion fue capaz de
inducir una respuesta inmune protectora en 4 de 10 pacientes, dos de ellos con trasplante
producto de hepatitis fulminante. En estos 4 pacientes se produjo inmunidad a la
reinfeccion durante 18 meses, en los que no se administrd terapia con inmunoglobulinas
(98). En un estudio mas reciente se evalué una formulacion del adyuvante MPL y el
HBsAg en pacientes que eran VHB(-) y HBsAg(+) previo al trasplante. El estudio
comenzo al detenerse la terapia con inmunoglobulinas y la vacuna se administro durante
dos ciclos de 3 inmunizaciones. Solo 1 de 8 pacientes generd niveles de anticuerpos
protectores contra el HBsAg (99). En otro estudio del mismo grupo se utilizd la
vacunacion convencional usando un esquema de administracion repetida de la vacuna en
cuatro ciclos de 3 inmunizaciones cada uno. Como resultado, s6lo se produjo respuesta

inmune de anticuerpos anti-HBsAg en 2 pacientes de un total de 24 (100).
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De modo general los resultados de la inmunoterapia utilizando el HBsAg son pobres, sin
embargo, dejan abierta una ventana al desarrollo de formulaciones mdas potentes y
estrategias de adyuvacion mas elaboradas.

2.4.2.2 HBcAg e inmunoterapia

La importancia de la inmunidad celular contra el HBcAg en el control de la infeccion
cronica de la hepatitis B se demostré mediante técnicas de transferencia adoptiva de
inmunidad. Los estudios realizados en pacientes con HBC sometidos a transferencia
adoptiva de células de médula 6sea de donantes inmunes evidenciaron que es posible la
eliminacion del HBsAg del suero de estos pacientes. El estudio de los pacientes que
lograron eliminar el HBsAg con este tratamiento permiti6 evidenciar que la resolucion de
la infeccion créonica por el VHB se relaciond a la transferencia de linfocitos T CD4+
especificos para el HBcAg. Los resultados de los estudios de transferencia adoptiva
sugieren por tanto que la inmunizacién terapéutica de los pacientes con HBC debe incluir
a la proteina de la nucleocapsida con el objetivo de inducir respuestas celulares
especificas contra este antigeno (101).

Un candidato vacunal lipopeptidico que incluye al epitope HBc (18-27), y a un epitope de
células T auxiliadoras del toxoide tetanico acoplados a dos moléculas de acido palmitico
ha sido evaluado en pacientes con HBC. Este preparado resultd seguro e inmunogénico
cuando se administrd a personas sanas, sin embargo cuando se administré a pacientes
con HBC indujo respuestas muy inferiores y no modifico los niveles de transaminasas o
la serologia especifica (4).

2.4.2.3 Estrategias de adyuvacion empleadas en la vacunacion terapéutica.

En la actualidad se trabaja en el desarrollo de varias estrategias de adyuvacion de
antigenos para su uso en la inmunoterapia de la HBC. Entre estas entre ellas la
administracion de vacunas de ADN (102-104). Un estudio clinico fase I evaluo la
respuesta inmune de 12 pacientes con HBC a los que se le administraron 12 inyecciones
de 5 plasmidos diferentes. Los plasmidos, que incluian las secuencias de las proteinas de
la envoltura, de la nucleocépsida y de la polimerasa se administraron de conjunto con un
plasmido que codificaba para la IL-12, simultdneamente con un tratamiento con
Lamivudina. Un total de 6 pacientes fueron identificados como respondedores en este

estudio dada su capacidad de eliminar al virus durante 1 afio posterior al tratamiento
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(102). La diferencia en el nivel y persistencia de las respuestas de células T entre este
estudio y otro realizado con vacunas de ADN que sélo incluia la secuencia de la
envoltura (103) pudo estar relacionada con la composicion de la vacuna -que incluye
multiples antigenos-, pero también podria deberse al uso de la IL-12 como adyuvante
genético, con el estado clinico de los pacientes al enrolarse en el estudio —bajos niveles de
carga viral-, o con el uso simultaneo de antivirales.
Otras estrategias de inmunopotenciacion aplicadas al desarrollo de vacunas terapéuticas
contra la HBC se basan en el uso de células dendriticas pulsadas con antigenos (105) o
infectadas con virus atenuados (106), asi como el empleo de las formulaciones basadas en
potentes adyuvantes como las saponinas y el MPL descritas anteriormente, las que
cuentan con la capacidad de desarrollar fuertes respuestas de tipo humoral y celular,
imprescindibles para el control de la infeccion cronica (107).
Algunos autores sugieren el empleo de la combinacion de diferentes candidatos vacunales
basados en proteinas, vacunas de ADN vy virus atenuados como estrategia de
inmunopotenciacion de la respuesta al VHB. Incluso se ha ensayado exitosamente la
substitucion de la vacuna Engerix por el antigeno de superficie sin adyuvante en
estrategias complejas de inmunizacion con varios candidatos vacunales en modelos
animales (108).
La eficacia obtenida por las vacunas terapéuticas ensayadas en los estudios realizados
hasta el presente se considera modesta, y se sugiere que el futuro de la vacunacion de
pacientes con HBC se basara en candidatos mas potentes asi como en la combinacion de
diferentes terapias (4).
2.5 Inmunizacién mucosal con antigenos del VHB y empleo de adyuvantes
mucosales
Los estudios de inmunizacién a través de las rutas mucosales utilizando antigenos del
VHB se han incrementado a partir del desarrollo de los adyuvantes mucosales. Este tipo
de inmunizaciones han sido desarrolladas tanto con objetivos preventivos como
terapéuticos.
Un antecedente de este trabajo fue la administracion nasal en ratones Balb/C del HBsAg
formulado en el polisacarido acemanano. Esta formulacién indujo una respuesta inmune

potente en compartimentos sistémicos y mucosales, similar en intensidad a la respuesta
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que se obtuvo por via nasal utilizando la toxina del coélera (TC) como adyuvante y
comparable con la inmunogenicidad inducida por via parenteral por la vacuna anti-
hepatitis B producida en el CIGB denominada Heberbiovac HB (109).

En la actualidad se estudian multiples estrategias de inmunizacién mucosal que utilizan el
HBsAg y diversos adyuvantes o sistemas de envio de antigenos. La ruta mas
frecuentemente utilizada es la ruta nasal. La inmunizacién intranasal del HBsAg
utilizando como adyuvante ODN CpG es una de las estrategias de adyuvacion mucosal
mejor estudiadas en el modelo murino. Los ODN CpG han demostrado su capacidad de
inducir una potente respuesta inmune sistémica y mucosal contra el HBsAg. Del mismo
modo se ha verificado su actividad inmunomoduladora Thl sobre la respuesta inmune y
la capacidad de modular en este sentido respuestas Th2 establecidas a partir de la
inmunizacion con la alimina (110-112).

Otro adyuvante utilizado previamente por via parenteral con el HBsAg, el MPL, también
ha demostrado su efecto potenciador y modulador por la ruta nasal y su capacidad de
potenciar la respuesta anti-HBsAg a nivel mucosal (113).

La insercion del HBsAg en microparticulas lipidicas (114) o poliméricas (115) con el
objetivo de promover la capacidad de adhesion a la mucosa nasal ha demostrado tener
efecto adyuvante sobre el HBsAg administrado por via nasal, potenciando la respuesta
inmune en suero y a nivel de mucosas (115).

En estos momentos existe un proyecto a nivel internacional para obtener una vacuna
nasal anti-hepatitis B. El mismo se basa en la utilizaciéon de nanoparticulas como
adyuvante nasal del HBsAg. Este proyecto, auspiciado por la fundacion de Bill y Melinda

Gates, pretende obtener una vacuna nasal preventiva anti-Hepatitis B en 5 afios (116).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Se utilizaron ratones Balb/c hembras, haplotipo H-2%, de 8 a 12 semanas de edad en todos
los estudios de inmunogenicidad en animales, excepto en un estudio en el que se utilizo la
linea C57/B16, haplotipo H-2°. Los animales fueron adquiridos en el Centro para la

Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba).

Se utilizaron ademas ratones transgénicos que expresan el HBsAg en el suero de forma
estable. Estos ratones fueron obtenidos en el CIGB mediante técnicas de transgénesis
(117).

3.2 Participantes del estudio clinico

Un total de 19 voluntarios saludables con edades comprendidas entre los 18 y los 45 afios,
sexo masculino y ausencia de marcadores serologicos del VHB, el VIH o el VHC, se
seleccionaron para su participacion en un estudio clinico Fase I de una formulacion de los
antigenos del VHB.

3.3 Microorganismos empleados en la obtencion de proteinas recombinantes

Se utilizo6 la cepa de Escherichia coli W3110 (ATCC # 27325: genotipo thyA36 deoc2,
IN(rrnD-rrnE)1 rph pyrE Lambda F ) (118), transformada con el plasmido pHBcM-492
k—Core, este microorganismo expresa la proteina HBcM492. La misma cepa W3110 fue
utilizada en la obtencion de las proteinas HBcRIV-2 y HCcAgl20, a partir de su
transformacion con las construcciones pRIV-2 y pSLCo120, respectivamente.

Las cepas 139 y 509 de la bacteria inactivada Bordetella pertussis (Instituto Pedro Rangel,

Venezuela) fueron utilizadas como antigenos en estudios de inmunogenicidad.
3.4 Linea celular empleada

La linea de célula tumoral p815, que se corresponde con una linea de mastocitoma
murino de haplotipo H2-d se utilizd6 como célula blanco en el ensayo para la
determinacion de la frecuencia de células secretoras de IFN-y mediante la técnica de
ELISPOT.

3.5 Medio de cultivo empleado

En la obtencion del HBcAg (variante HBcM492) se utilizd6 medio LB (Luria-Bertani),

cuya composicion por litro se corresponde con 10 g de triptona, 5 g de extracto de
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levadura y 10 g de cloruro de sodio. Este medio se prepard de acuerdo a lo establecido

por Sambrook y colaboradores (118).

3.6 Reactivos y soluciones empleados

Los reactivos empleados se obtuvieron de las firmas Oxoid (Inglaterra), Merck
(Alemania) y Sigma (EUA) y el isotopo radiactivo timidina tritiada se obtuvo de
Amersham-Pharmacia-Biotech (Inglaterra).

Entre las soluciones empleadas se encuentran aquellas utilizadas en procedimientos de
ensayos inmunoenzimaticos en fase solida (ELISA) y ELISPOT. Como son:

Solucion tampon fosfato salino (PBS): NaCl 0,1 mol/l, KCl 2 mmol/l, Na,HPO4 10
mmol/l, KH,PO,4 1mmol/l (pH=7,2)

Solucion tampon de recubrimiento: Na,COs 11mmol/l, NaHCO; 35 mmol/l (pH=9,6)
Solucién de lavado: Tween 20 (BDH, Inglaterra) al 0,05% volumen -volumen (v-v) en
PBS

Solucién de bloqueo: leche descremada (Oxoid LTD, Inglaterra) al 2% masa —volumen
(m-v) en PBS.

Solucién de dilucion de las muestras: leche descremada al 1% m-v, tween 20 al 1% v-v
en PBS

Solucién tampon sustrato: Na,HPO4 52mmol/l y acido citrico 25mmol/l (pH=5,6).
Solucidn del sustrato de la peroxidasa: o-fenilendiamina Img/ml (Sigma, EUA) y H,O, al
3 % v-v en solucion tampodn sustrato.

Solucioén del sustrato de la fosfatasa alcalina: dietanolamina (Sigma, EUA) al 9,7 % m-v,
MgCl, 0,01 % m-v (pH=9,8).

Las soluciones empleadas en la purificacion del HBcAg, asi como en los métodos
analiticos se describen en los acapites correspondientes.

3.7 Antigenos y adyuvantes empleados

El HBsAg recombinante subtipo adw2, producido en Pichia pastoris (CIGB, Cuba), con
mas de un 95% de pureza, se utiliz6 en todos los esquemas de inmunizacion. En algunos
experimentos se empled, ademas, el HBsAg recombinante, subtipo adw2, producido en
células CHO de mamiferos, al que denominamos HBsAg-BB (Berna Biotech, Suiza), que

incluye las regiones Pre-S1 y Pre-S2 de la envoltura viral (119).
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El HBcAg en su variante HBcM492 (CIGB, Cuba), fue expresado como proteina
recombinante de 183 aa, purificada de Escherichia coli (cepa W3110). La variante
HBCcRIV-2 (CIGB, Cuba), expresada en la misma cepa a partir de su transformacion con
la construccion pRIV-2, también se utilizo en estudios de inmunogenicidad, su pureza fue
superior al 90%. La diferencia entre la variante HBcM492 y la variante HBcRIV-2
consiste en la presencia de 8 aa adicionales en el extremo carboxilo-terminal
correspondientes a la secuencia: KLGSVDLN, para un total de 191 aa en HBcRIV-2. Ver
la Figura 11 para mayores detalles de la secuencia aminoacidica de ambas proteinas.

El antigeno de la nucleocéapsida del virus de la hepatitis C (VHC), variante trucada de 120
aa denominada HCcAg120, se expresé en Escherichia coli (cepa W3110) y se purificd
con mas de un 90% de pureza, segun se ha reportado previamente (120).

Los antigenos toxoide tetanico (TT), lote TT117 y toxoide diftérico (TD), lote DT105, asi
como las cepas 134 y 509 de Bordetella pertusis, inactivadas para su uso como bacterinas
(Instituto Rangel, Venezuela), se utilizaron en distintas formulaciones combinadas con el
HBsAg.

Todos los antigenos utilizados en estos estudios fueron donados por sus productores a
excepcion del antigeno HBcM492.

Por vias parenterales se utilizaron como adyuvantes el ALOOH (Superfos Biosector,
Dinamarca), y las Algamulinas (ANU, Australia), que son formulaciones de adyuvantes
compuestas por ALOOH y y-inulina co-cristalizados en diferentes proporciones. Por la
ruta IN se utiliz6 al manosido acetilado Acemanano (CIGB, Cuba) y a la TC (Sigma,
EUA) empleados como adyuvantes en grupos control inoculados por esta via.

3.8 Formulaciones empleadas en los estudios de inmunogenicidad

Los antigenos de la superficie y de la nucleocapsida del VHB se ensayaron por via IN en
ratones, coadministrados en formulaciones que se diferenciaron en la proporcion de estos
antigenos en la mezcla, empledndose las razones 1:1; 1:2 y 1:4, respectivamente. El
HBsAg se utiliz6 a una concentracion de 0,1 mg/mL y el HBcAg a 0,1, 0,2 y 0,4 mg/mL
de concentracion final. La composiciéon por mL de la formulacion nasal combinada
aparece en la Tabla 2. Esta se corresponde con la mezcla de los antigenos HBsAg y

HBcAg (variante HBcM492) disueltos en PBS en una proporcion 1:1.
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Tanto la formulacidon nasal combinada como el resto de las formulaciones empleadas se
inocularon a pH 6,8-7,2 y se conservaron a 4°C hasta su uso. En los estudios de
inmunogenicidad realizados con antigenos homologos o heterdlogos, la composicion de
la formulacién nasal descrita en la Tabla 2 s6lo varid por la sustitucion o adicion de los
nuevos antigenos, los que se emplearon en alguna de las proporciones descritas
anteriormente.

Los antigenos HBcRIV-2, HBsAg-BB, TT, TD y la bacterina Bp, también se disolvieron
en PBS y se mezclaron con los antigenos de la superficie o de la cépsida del VHB,
atendiendo a las caracteristicas del esquema de inmunizacion.

Por via parenteral se emplearon las formulaciones monovalentes del HBsAg adsorbido al
ALOOH o a los adyuvantes compuestos de ALOOH y vy-inulina. También se empleo6 la
formulacion monovalente Heberbiovac HB, que contiene al HBsAg, y la tetravalente
Trivac-HB (CIGB, Cuba), que contienen al HBsAg y los antigenos TT, TD, Bp. En

ambas formulaciones los antigenos estan adsorbidos al ALOOH (0,5 mg/mL).

Tabla 2. Composicion por mililitro de la formulacién nasal que contiene a los antigenos de la
nucleocapsida y de la superficie del VHB empleados en una proporcion 1:1.

Ingredientes Cantidad por 1 mL
HBsAg 0,1 mg

HBcAg (HBcM492) | 0,1 mg

EDTA 1,74 mg

NaCl 4,2 mg

NaH,PO,4 2H,0 1,25 mg
Na,HPO,2H,0 1,4 mg

Agua para inyeccion | hasta 1 mL

La dosis de cada uno de los antigenos empleados en formulaciones por via nasal o
parenteral se describe en los estudios de inmunogenicidad descritos en el acapite 3.13.

3.9 Péptidosy proteinas

Se emplearon un total de 31 péptidos sintéticos, de 12 aa cada uno, sobrelapados en 6 aa
y conjugados a membrana de celulosa. Estos péptidos abarcaron la secuencia integra de la

proteina HBcAg, variante HBCRIV-2.
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El péptido utilizado en el estudio de la respuesta celular anti-HBsAg Sz.39) cuya
secuencia es IPQSLDSWWTSL, se sintetizé en el Departamento de Sintesis de Péptidos
del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), de acuerdo al método de
sintesis en fase solida (121) en la resina de 4-metilbenzhidrilamina 1 mmol/g (Fluka,
Suiza), usando la estrategia del terc-butiloxicarbonilo/Benzilo. El conjunto resina-péptido
se separo con fluoruro de hidrogeno usando el procedimiento "Bajo-Alto" en presencia de
los reactivos adecuados y se lavo 3 veces con éter. Los péptidos se extrajeron con acido
acético al 30%, se purificaron en cromatografia liquida de fase reversa de alta resolucion
(Vydac C18, 10x250 mm) y se solubilizaron en PBS a una concentracion de 2 mg/mL.
Las siguientes proteinas se utilizaron como patrones de peso molecular en la
electroforesis en geles de poliacrilamida: Aprotinina (6,5 kDa), Lisosima (14 kDa), -
lactoglobulina (18 kDa), Inhibidor de tripsina (21 kDa), Quimotripsinégeno (25 kDa),
Anhidrasa carbonica (31 kDa), Albumina de huevo (43 kDa), Albumina de suero bovino
(67 kDa), Fosforilasa b (97 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), Miosina (200 kDa).

3.10 Anticuerpos y conjugados empleados

Los anticuerpos y conjugados empleados se obtuvieron de las firmas Becton Dickinson
(EUA), Sigma (EUA) y Amersham-Pharmacia-Biotech (Inglaterra). Los conjugados se
emplearon en diluciones de trabajo que oscilaron en un rango de 1:1000 a 1: 10 000, en
dependencia del andlisis previo de la dilucion 6ptima de trabajo.

Los conjugados utilizados en las evaluaciones de ELISA y ELISPOT se encuentran los
conjugados a peroxidasa o biotina de los anticuerpos anti-inmunoglobulinas de raton (IgG
e [gA) y contra las subclases de IgG de raton (IgG1, I[gG2a e IgG2b).

Adicionalmente, en la evaluacion de los niveles de IFN-y en sobrenadantes de cultivo o
en la determinacion de la frecuencia de células secretoras de IFN-y por la técnica de
ELISPOT, se utilizé el par de anticuerpos monoclonales especificos para el IFN-y: el
anticuerpo de captura y el anticuerpo biotinilado. Ambos reconocen a esta molécula por
determinantes diferentes y son comercializados por la firma Becton-Dickinson (EUA)

para su empleo en la técnica de ELISA/ELISPOT.
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3.11 Obtencion de la nucleoproteina particulada HBcM492
La proteina HBcM492 se purifico a partir de la cepa W3110 transformada con el
plasmidio de expresion correspondiente a la construccion genética pHBcM492 (122). La

proteina codificada por dicho plasmidio se denomin6 HBcM492.

El proceso de fermentacion y purificacion de esta proteina se realizé de conjunto con otro
compaiiero del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, en cuya tesis se reflejaran
los detalles del proceso. En sintesis, la cepa transformada se inoculdé a dos tubos de
precultivo con 5 mL de medio LB con Kanamicina (LBKW) y se incub6 durante 12 h a
37 °C en agitador orbital (Retomed, Cuba). Posteriormente se inocul6 1 mL del precultivo
en 500 mL de medio LBKW y se incub¢ el cultivo durante 6 h a 37 °C y 200 g. Una vez
crecido el cultivo hasta la fase logaritmica se inocul6 el fermentador de 5 L (Marubishi,
Japon) en medio LBKW a 200 rpm. El cultivo comenz6 con una DO de 0,4 a 530 nm y
fue crecido durante 6 h. Posteriormente se realizd la inoculacién en un fermentador de 50
L modelo MSJ-U; (Marubishi, Japon) de medio M9 y se incub6 durante 16 horas a 100
rpm. Culminado este tiempo se centrifug6 el cultivo para recuperar la biomasa, la cual se
lavo con un homogenizador Ultraturrax® (IKA, Japon) a una concentracién de 1 g de
biomasa hiimeda por cada mL de solucién tampdn fosfato, pH 6,0. Se centrifugd la
biomasa por 15 minutos a 10 000 rpm y 4°C. El precipitado se fracciond en porciones de

130 g, las que se guardaron a -20 °C hasta el siguiente paso.

El precipitado celular se resuspendi6 en 30 mL de buffer TE y se realizd la ruptura
celular mediante tres pases del material resuspendido por un homogeneizador de alta
presion (Avestin, Canadd). Posteriormente, la preparacion se centrifugd a 10 000 rpm por
10 min a la temperatura de 4°C para eliminar el debris celular. El sobrenadante obtenido

se almacend a 4°C hasta el siguiente paso.

Se realizo una precipitacion diferencial con sulfato de amonio ((NH4),SO4) al 15% y al
35% de saturacion. El precipitado se resuspendié en tampon de equilibrio de la
cromatografia de intercambio i6nico (50 mM Na,HPO4; 6 mM EDTA; 250 mM NaCl; pH
6,0), la homogenizacion se realizd con el homogenizador mecénico tipo Politron y se

centrifug6 el resuspendido por 15 min, 4°C a 12 000 rpm.
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El material se aplicé a una columna de Fractogel TMAE 650 S (Merck, EUA). La
columna se equilibré con una solucién tampén compuesta por Na,HPO, 50 mM; EDTA 6
mM; NaCl 250 mM; pH 6,0. De esta manera el HBcAg se fijo a la matriz. Posteriormente,
se realizaron dos lavados consecutivos, el primero con la solucién tampdn con que se
equilibré la columna y el segundo con solucion de fosfato de sodio 50 mM; 6 mM
EDTA; 400 mM NacCl; pH 6,0. A continuacion, se procedi6 a la elucién con una solucion
tampon que contiene una fuerza idnica mayor (fosfato de sodio 50mM; EDTA 6 mM;
NaCl 700 mM; pH 6,0). El flujo de trabajo fué¢ de 100 cm/h. Al finalizar, el eluato de
intercambio i6nico se concentrd por ultrafiltracion hasta un volumen final de 90 mL, a la
temperatura de 4°C, en un concentrador Amicon 8200 con una membrana plana cuyo

limite de exclusion fué de 300 000 Da .

El concentrado del paso anterior se aplicé a una columna de 5,0 cm x 80 cm, empacada
con matriz Sepharosa CL-4B (Pharmacia, Suecia) y equilibrada con una solucién tampén
que contiene Tris 0,1 M, NaCl 0,15 M y ditiotreitol (DTT) 2 mM a pH 7,5. La corrida se
realizé a un flujo de elucion de 0,2 mL/min, controlado por una bomba peristaltica P1
(Pharmacia, Suecia). Para colectar las fracciones se us6 un colector Redifrac (Pharmacia,
Suecia), y se colectaron fracciones de 2 mL. Al terminar la corrida se chequearon por
electroforesis en SDS-PAGE las fracciones correspondientes a los maximos de los picos
obtenidos y asi se selecciond aquella en que eluyd el HBcAg. Las fracciones que
conforman fueron mezcladas, dializadas contra PBS, concentradas 10 veces en un
concentrador Amicon 8200, y almacenadas a -20°C.

3.12 Obtencion del antigeno HBCRIV-2

La construccion pRIV-2HBc para la expresion del HBcAg en Escherichia coli (cepa
W3110), asi como el proceso para su cultivo y purificacion fué establecido previamente
en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (123). Esta proteina se obtuvo
originalmente para su uso en sistemas de diagnostico. En sintesis, el cultivo se realiz6 en
medio LB suplementado con 50 pg/mL de ampicilina y 20 pg/mL de kanamicina en un
volumen de 30 mL durante 12 h a 28 °C hasta una DO de 1,0. La induccion de la
expresion se realizé sometiendo al cultivo a 42°C de temperatura, por espacio de 4h, en

agitacion. Luego se centrifugd el cultivo a 10 000 g por 10 min, las células se
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resuspendieron en TE y se realizaron tres pases del material por el homogeneizador de
alta presion.

El sobrenadante de la ruptura se sometio a precipitacion diferencial con sulfato de amonio
al 10% y al 40% de saturacion. El precipitado del 40% de saturacion se resuspendio en
tampon Tris 0,1M, NaCl 0,15M, DTT 2mM y 0,01% de azida sédica, pH 7,5. Este
material concentrado se aplicO a una columna cromatografica de filtraciéon en gel,
utilizando una matriz Sepharosa CL-4B y una columna de dimensiones 1,6 cm x 80 cm,
equilibrada con el mismo tampoén. Las fracciones correspondientes a la proteina se
colectaron, mezclaron, concentraron y almacenaron a -20°C. Con este proceso se
obtuvieron niveles de pureza superiores al 90%.

3.13 Estudios de inmunogenicidad

Se realiz6 la evaluacion de la inmunogenicidad de formulaciones monovalentes y
combinadas en las que se coadministraron los antigenos del VHB con otros antigenos de
interés vacunal por diferentes rutas de inoculacion. Todos los estudios en animales se
realizaron en ratones Balb/c hembras de 8 a 12 semanas de edad, excepto en un estudio
en el que se utilizaron ratones C57/B16.

3.13.1 Inmunizaciones

La formulaciones administradas parenteralmente se inocularon por las via IP, IM y SC,
todas estas administraciones se realizaron en un volumen de 0.1 mL y sin necesidad de
anestesia. La administracion IP se realiz6 situando al ratén en posicion dectbito supino e
inclinandolo para situar al ratén con la cabeza por debajo del nivel de las patas traseras, e
inyectando la formulacion luego de que el intestino se acomodara al moverse en direccion
hacia el toérax. Las inyecciones IM y SC se realizaron en la zona de la espalda,
controlando convenientemente el nivel de penetracion de la aguja o insertando la aguja
debajo de la piel, respectivamente.

Las inoculaciones mucosales se realizaron con una micropipeta P200 (Gibson, EUA) en
un volumen de 0,05 mL. So6lo se procedié a anestesiar a los ratones en el caso de las
formulaciones inoculadas por vias IN, oral y SL, y esto se hizo inyectando por via IP un
volumen de 0,03 mL de ketamina a 10 mg/mL. En el caso de las rutas oral, [Vag, IR y SL
este volumen de ketamina se depositd en la mucosa. En el caso de la administracion

nasal, los ratones fueron anestesiados y la administracion de las formulaciones se llevo a
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cabo situando al ratdon en posicion decubito supino y dejando caer cantidades de
aproximadamente 5 pL con espacios de tiempo entre gota y gota, permitiendo la
localizacién de la inoculacion a la mucosa nasofaringea.
3.13.2 Extracciones de sangre y lavados mucosales
La sangre se extrajo mediante puncidn en el plexo retrorbital para un volumen maximo de
hasta 0,1 mL por raton y se deposité en tubos Eppendorf®. Se realizé incubacion de la
sangre a 4°C durante al menos 1 h y luego fue centrifugada a 6 000 g por 10 minutos en
una centrifuga de tubos Eppendorf® (Eppendorf, Alemania), desechando el precipitado
celular y trasladando el sobrenadante a tubos limpios. El suero se conservo a -20°C hasta
su evaluacion.
El lavado de la mucosa vaginal se realizé utilizando una micropipeta P200, lavando
varias veces el interior de la vagina con el reflujo en tres ocasiones de 0,1 mL de PBS
estéril. Se tomo el contenido del lavado y se centrifugd a 6000 g durante 10 minutos en
centrifuga Eppendorf para eliminar particulas y mucus insoluble. El sobrenadante se
guardo a -20°C hasta su evaluacion.
El homogenato de la mucosa pulmonar se realizd luego de sacrificados los ratones,
extrayendo y homogenizando los pulmones, previamente lavados, en 1 mL de PBS
estéril. Posteriormente, se separd el debris mediante centrifugacion a 6000 rpm por 10
minutos en una centrifuga Eppendorf. El sobrenadante se guarddo a -20°C hasta su
evaluacion.
3.13.3 Evaluacion de la inmunogenicidad de la nucleoproteina recombinante
HBcM492 en ratones Balb/c
Para evaluar la inmunogenicidad de la proteina HBcAg (variante HBcM492), 6 grupos de
8 ratones fueron inoculados por via intraperitoneal (IP) con dosis decrecientes de HBcAg.
Las administraciones se realizaron los dias 0 y 15, los sueros se colectaron los dias 10 y
25. La respuesta de IgG especifica anti-HBcAg se evaludé por ELISA. Las variantes
ensayadas se describen a continuacion (Esquema A):

I. Grupo 1: 5 pg de HBcAg en PBS.

II. Grupo 2: 1 ug de HBcAg en PBS.

III. Grupo 3: 0,2 ng de HBcAg en PBS.
IV. Grupo 4: 0,04 ng de HBcAg en PBS.
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V. Grupo 5: 0,008 ug de HBcAg en PBS.

VI. Grupo 6: PBS
Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad de la proteina HBcM492 cuando ésta es
administrada por diferentes rutas mucosales, se utilizaron 8 grupos de 8 ratones, los que
fueron inoculados por las vias: IP, intranasal (IN), oral, intravaginal (IVag), sublingual
(SL), intrarrectal (IR) y subcutanea (SC). Tres grupos fueron usados como controles del
experimento, un grupo placebo y dos grupos inmunizados por las rutas intraperitoneal
(IP) y subcutanea (SC), respectivamente. El esquema de inmunizacién tuvo 3
administraciones, los dias 0, 15, 30, y una dosis de refuerzo el dia 180, evaluandose la
cinética de la respuesta de anticuerpos y el efecto de la dosis de refuerzo por las
diferentes rutas. Diez dias después de cada dosis se realiz6 una extraccion de sangre por
via retro-orbital y se evalu6 por ELISA la respuesta de IgG especifica anti-HBcAg en
suero. Junto con la extraccion final se realizaron lavados pulmonares y vaginales, en los
cuales se evalud por ELISA la respuesta de IgA especifica anti-HBcAg. Las variantes
ensayadas se describen a continuacion (Esquema B):

I. Grupo 1: 5 ug de HBcAg en PBS via IP
II. Grupo 2: 5 ng de HBcAg en PBS via IN
II. Grupo 3: 5 nug de HBcAg en PBS via Oral.
IV. Grupo 4: 5 ng de HBcAg en PBS via SL
V. Grupo 5: 5 ug de HBcAg en PBS via [Vag.
VI. Grupo 6: 5 ug de HBcAg en PBS via IR
VII. Grupo 7: 5 ng de HBcAg en PBS via SC
VIII. Grupo 8: PBS via IP
3.13.4 Estudio de la respuesta inmune inducida en ratones Balb/c por formulaciones
combinadas del HBcAg y el HBsAg inoculadas por via IN
Se estudio el efecto de la coadministracion del HBcAg (variante HBcM492) sobre la
inmunogenicidad del HBsAg por via IN, en comparacion con otras formulaciones del
HBsAg adyuvadas con Acemanano —mandsido acetilado derivado de la planta Aloe
barbadensis, previamente utilizado como adyuvante nasal en nuestro departamento- o sin
adyuvar (en PBS). Se inocularon 6 grupos de 8 ratones. Las administraciones se
realizaron los dias 0 y 14. La extraccion se realizo el dia 24. Las variantes estudiadas

fueron las siguientes (Esquema A):
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I. Grupo 1: 10 ug de HBsAg en PBS, via IN
II. Grupo 2: 10 pg de HBsAg en Acemanano (3 mg/mL), via IN
1. Grupo 3: 10 ug de HBsAg/ 10 ug de HBcAg en PBS, via IN.
IV. Grupo 4: 10 pg de HBsAg en ALOOH (0,5 mg/mL), via SC
V. Grupo 5: 10 ng de HBcAg en PBS, via IN
VL. Grupo 6: ALOOH (0,5 mg/mL), via SC
En un segundo estudio de formulaciones combinadas de los antigenos de la superficie y de
la nucleocapsida del VHB se compar6 la inmunogenicidad del HBsAg en formulaciones que
contienen al HBcAg (variante HBcM492) con la inmunogenicidad inducida por otras
formulaciones del HBsAg, entre ellas la formulacion adyuvada con TC —adyuvante mucosal

mejor estudiado en modelos animales- por via IN y la formulaciéon con ALOOH por via IP.

Para cumplimentar el objetivo propuesto se inmunizaron 9 grupos de 8 ratones a los que se
les suministraron dos dosis de diferentes formulaciones antigénicas, los dias 0 y 22. Las
extracciones se realizaron diez dias después de cada inoculacion. En este estudio la
administracion parenteral del HBsAg adyuvado en ALOOH se realizd por via IP. Los
grupos ensayados fueron los siguientes (Esquema B):

I. Grupo 1: 1 pg de TC en PBS, via IN
II. Grupo 2: 5 ug de TC en PBS, via IN
II. Grupo 3: 1 ng de HBcAg en PBS, via IN.
IV. Grupo 4: 5 ng de HBcAg en PBS, via IN
V. Grupo 5: 5 ng de HBcAg /5 pg de HBsAg, via IN
VI. Grupo 6: 5 ug de HBsAg/ 1 ug de TC, via IN
VII. Grupo 7: 5 pg de HBsAg / Acemanano (3 mg/mL), via IN
VIII. Grupo 8: 5 ng de HBsAg en PBS, via IN
IX. Grupo 9: 5 pg de HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via IP

Se estudid del efecto de dos variantes del antigeno de la nucleocépsida del VHB
(variantes HBcM492 y HBcRIV-2), sobre la inmunogenicidad del HBsAg, cuando estos
antigenos son administrados en formulaciones nasales combinadas.

Un total de 7 grupos de 8 ratones fueron inoculados con diferentes formulaciones
antigénicas los dias 0 y 14. Las extracciones se realizaron los dias 10 y 24. Los
inmundgenos administrados por via IN fueron el HBcAg (variantes HBcM492 y

HBcRIV-2) y el HBsAg, estos antigenos se administraron de forma independiente en
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PBS o se coadministraron con el HBsAg. Por via parenteral (SC) se administrd igual
dosis de HBsAg (5 pg) adyuvado con ALOOH a una concentracion final de 0,5 mg/mL.
Como placebo se usé un grupo en el que los ratones recibieron PBS por via IN. Las
variantes estudiadas fueron las siguientes (Esquema C):
I. Grupo 1: 10 pg de HBcAg (variante HBcRIV-2) en PBS, via IN.
II. Grupo 2: 10 pg de HBcAg (variante HBcM492) en PBS, via IN.

II. Grupo 3: 10 ug de HBcAg (variante HBcRIV-2) / 5 pg de HBsAg en PBS, via IN.

IV. Grupo 4: 10 pg de HBcAg (variante HBcM492) / 5 ng de HBsAg en PBS, via IN.

V. Grupo 5: 5 ug de HBsAg en PBS, via IN

VI. Grupo 6: 5 ug de HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via SC

VII. Grupo 7: PBS via IN
Con el objetivo de estudiar el efecto del HBcAg sobre la inmunogenicidad del HBsAg a
diferentes dosis y estudiar la duracion de este efecto en el tiempo, se emplearon 7 grupos
de 6 ratones, los que fueron inoculados con diferentes formulaciones del HBsAg. En tres
grupos el HBsAg fue coadministrado con la variante HBcAg (HBcM492). El HBcAg se
evalud a tres niveles de dosis combinado con una misma dosis del HBsAg. El esquema
que se sigui6 fue de 3 inoculaciones los dias 0, 14 y 28, y las extracciones se realizaron
los dias 26, 42, 150 y 270. Los grupos ensayados fueron (Esquema D):
I. Grupo 1: 5 pg de HBsAg en PBS, via IN;
II. Grupo 2: 5 ng de HBsAg /5 ng de HBcAg en PBS, via IN
III. Grupo 3: 5 ng de HBsAg/ 10 ng de HBcAg en PBS, via IN
IV. Grupo 4: 5 ng de HBsAg /20 pg de HBcAg en PBS, via IN

V. Grupo 5: 5pug de HBsAg en Acemanano (0,3mg/mL) via IN
VI. Grupo 6: 5pug de HBsAg en ALOOH (0,5mg/mL) via IM.

Se realizé un estudio del patron de subclases de IgG generado en suero y de las
caracteristicas de la respuesta inmune celular inducida por la formulacién combinada
HBsAg: HBcAg. Cinco grupos de 10 ratones fueron inoculados con las distintas
formulaciones los dias 0, 14, 28 y 90. Las extracciones de sangre se efectuaron 10 dias
después de cada inoculacion y los estudios de respuesta celular se realizaron el dia 42.
Los grupos de estudio fueron (Esquema E):

I. Grupo 1: 5 pg de HBsAg en PBS, via IN.
II. Grupo 2: 5 ug de HBsAg /5 pug de HBcAg (HBcM492), via IN.
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II. Grupo 3: 5 ug de HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via IM.
IV. Grupo 4: 5 ng de HBcAg (HBcM492), via IN.
V. Grupo 5: PBS, via IN

Para examinar el comportamiento de la respuesta de subclases de IgG en una segunda
linea de ratones con diferente haplotipo, se desarroll6 un protocolo similar en ratones

C57/B16.

3.13.5 Evaluacion del efecto adyuvante del HBcAg sobre una variante del antigeno
de superficie obtenido en células de mamiferos
Se desarroll6 un estudio de inmunogenicidad con el objetivo de conocer el efecto del
HBcAg sobre la variante de antigeno de superficie HBsAg-BB, producido en células de
mamiferos por una compafiia europea (Berna Biotech, Suiza), cuando ambos antigenos
son coadministrados. Esta variante del antigeno de superficie del VHB contiene la
proteina S, asi como las regiones pre-S1 y pre-S2 ensambladas en particulas de 22 nm. El
estudio de inmunogenicidad se realizo en 7 grupos de 8 ratones inoculados los dias 0, 15,
30 y el suero se colectd diez dias después de cada inoculacion. Se emplearon en este
estudio las rutas IM e IN. El esquema de inmunizacidén contd con los siguientes grupos:
[. Grupo 1: 5 pg de HBsAg (CIGB) en ALOOH (0,5 mg/mL), via IM.
II. Grupo 2: 5 ug de HBsAg (CIGB) en PBS, via IN.
II. Grupo 3: 5 ug de HBsAg (CIGB) / 10 ng de HBcAg (HBcM492), via IN.
IV. Grupo 4: 5 ng de HBsAg-BB, en ALOOH (0,5 mg/mL), via IM
V. Grupo 5: 5 ng de HBsAg-BB, en PBS, via IN

VI. Grupo 6: 5 ug de HBsAg-BB / 10 ug de HBcAg (HBcM492), via IN
VII. Grupo 7: 5 ng de HBcAg (variante HBcM492) en PBS, via IN

3.13.6 Estudio de la respuesta inmune generada en ratones Balb/c por la
administracion de formulaciones combinadas del HBsAg y otros antigenos de
interés vacunal

Entre los antigenos vacunales que frecuentemente son coadministrados con el HBsAg en

formulaciones vacunales se encuentran los toxoides TD y TT, asi como la bacterina de

Bordetella pertussis (Bp). Estos antigenos se evaluaron en formulaciones combinadas con

el HBsAg para conocer el efecto de estas combinaciones sobre la inmunogenicidad por
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via IN de los antigenos presentes en las formulaciones. Para ello se inocularon 13 grupos
de ratones por las rutas IN 6 IP.
Es de notar que se inocularon 2 grupos control por via IP, uno con una formulacion del
HBsAg en ALOOH, asi como con una formulacion tetravalente que contiene todos estos
antigenos. Es bueno destacar que en el grupo control administrado por via IP (grupo 13),
las cantidades de TD, TT y Bp son superiores a las que se utilizaron por via IN ya que
estas dosis son las que se corresponden con la dosis equivalente de 5 ug del HBsAg en la
formulacion comercial tetravalente Trivac HB. El esquema de inmunizacién contd con 4
inoculaciones los dias 0, 14, 28 y 90, las extracciones se realizaron 2 semanas después de
la tercera dosis y los lavados se realizaron junto con una extraccion final el dia 100 de
iniciado el estudio. Las variantes ensayadas fueron (Esquema A):
I. Grupo 1: 5pg de HBsAg/ 10ug de TD, via IN
II. Grupo 2: 5ug de HBsAg /3,2 Unidades de opacidad (UOP) de Bp, via IN
1. Grupo 3: S5ug de HBsAg / 10pug de TT, via IN
IV. Grupo 4: 5ng de HBsAg/ 10ug de TD /3,2 UOP de Bp, via IN
V. Grupo 5: 5pugde HBsAg/ 10pug de DT/ 10pg de TT, via IN
VI. Grupo 6: Sug de HBsAg/ 3,2 UOP de Bp/ 10ug de TT, via IN
VII. Grupo 7: Spug de HBsAg/ 10ug de DT/ 10pg de TT /3,2 UOP de Bp, via IN
VIII. Grupo 8: Sug de HBsAg, via IN
IX. Grupo 9: 10ug de DT, via IN
X. Grupo 10: 3,2 UOP de Bp, via IN
XI. Grupo 11: 10pg de TT, via IN
XII. Grupo 12: 5pg de HBsAg / ALOOH 0,5 mg/mL, via IP

XII. Grupo 13: 5Sug de HBsAg /49,26 ng de DT /29,07 ug de TT / 8,0 UOP de Bp en
ALOOH 0,5 mg/mL, via IP.

En un segundo estudio de inmunogenicidad se evaluaron formulaciones combinadas del
HBsAg y la proteina de la nucleocapsida del VHC. Las formulaciones combinadas, y sus
respectivos controles, se inocularon por via IN o IM. En el estudio se emplearon 6 grupos
de 10 ratones. Las inoculaciones fueron los dias 0, 14 y 28 y las extracciones se
realizaron al inicio del estudio y el dia 42.

Los grupos ensayados fueron (Esquema B):

I. Grupo 1: 10 pg HCcAg en PBS, via IN
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II. Grupo 2: 5 pg HBsAg en PBS, via IN
II. Grupo 3: 10 ng HCcAg /5 ng HBsAg en PBS, via IN
IV. Grupo 4: 10 ug HCcAg en ALOOH 0,5 mg/mL, via IM
V. Grupo 5: 5 ug HBsAg en ALOOH 0,5 mg/mL, via IM
VL. Grupo 6: 10 pg HCcAg /5 ng HBsAg en ALOOH 0,5 mg/mL, via IM
VII. Grupo 7: ALOOH, via IM
3.13.7 Evaluacion de la respuesta inmune inducida en voluntarios saludables
inmunizados con la formulacion nasal combinada de HBsAg y HBCAg.
Se desarroll6 un estudio clinico como protocolo fase I, controlado, aleatorizado y a doble
ciegas, en el cual se evalu6 la seguridad y la inmunogenicidad preliminar de la
administracion IN de 50 pg de los antigenos HBsAg y HBcAg, en un volumen de 500 uL.
La composicion de la formulacion utilizada se describe en la Tabla 2. El estudio clinico
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Militar y se condujo segtn las Buenas
Practicas Clinicas.
Un total de 19 voluntarios saludables, de sexo masculino y con edades comprendidas
entre los 18 y 45 afios fueron seleccionados luego de un riguroso proceso que incluyé el
estudio de su historia médica y sus antecedentes patologicos personales, un examen fisico
riguroso y examenes serologicos para la deteccion de anticuerpos especificos anti-HBsAg
y anti-HBcAg. Adicionalmente, se evalu6 la presencia del HBsAg en el suero de los
voluntarios y se tuvo en cuenta que los resultados de los exdmenes de hematologia bésica
y quimica clinica se encontraran dentro del rango de la normalidad.
Entre los criterios de exclusion en el estudio, se considerd la presencia de signos o
sintomas de alguna enfermedad aguda o cronica de las vias respiratorias, la existencia de
alguna enfermedad descompensada, la vacunacidon previa contra la hepatitis B o la
presencia de alguno de sus marcadores serologicos. Los voluntarios con enfermedades
agudas o cronicas de las vias respiratorias y senos perinasales: rinofaringitis aguda
catarral, desviaciones del septum nasal, rinitis alérgica, sinusitis, polipos nasales,
faringitis, bronquitis, asma bronquial asi como aquellos con antecedentes de
amigdalectomia o adenoidectomia u otras intervenciones quirurgicas realizadas sobre el
complejo anatdémico rino-sinusal fueron descartados. También se consider6 como un
criterio de exclusion la presencia de alguna enfermedad inmunosupresora subyacente,

ingestion de drogas inmunosupresoras (incluyendo esteroides) o medicamentos
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inmunoestimuladores (interferon, gammaglobulinas, factor de transferencia, levamisol)
actual o en los seis meses previos al estudio. Adicionalmente fueron descartados aquellos
voluntarios con fiebre (temperatura mayor o igual a 37.8°C) en el momento o 24 horas
antes de la vacunacion, la presencia de antecedentes alérgicos severos y la existencia
previa de reacciones adversas serias a otras vacunas.

Con posterioridad a la aprobacion del protocolo clinico por parte de las autoridades
regulatorias, un total de 9 voluntarios recibieron el candidato vacunal y 10 recibieron
solucion salina (NaCl, 0,9 %). Los pacientes fueron inoculados los dias 0, 7, 15, 30 y 60,
utilizando el dispositivo Accuspray (Becton-Dickinson, EUA) en cuatro aplicaciones
nasales de 125 pL, 2 descargas de este dispositivo en cada fosa nasal. Las extracciones de
sangre se realizaron los dias 30 y 75. Un total de 17 voluntarios culminaron el estudio, 8
de ellos en el grupo de estudio y el resto en el grupo control. Los grupos del estudio
fueron:

I. Grupo 1: 50 ng de HBsAg /50 ug de HBcAg (HBcM492) en PBS, via IN
II. Grupo 2: Solucion salina fisioldgica (NaCl 0.9%)

Se consider6 como criterio de fracaso la aparicion de alguna reaccion adversa grave en
cualquiera de los sujetos vacunados con la formulacion en estudio.

La evaluacion de los eventos adversos después de aplicar cada dosis de la vacuna se
realizd por recoleccion de la informacion referida por el voluntario en la entrevista
médica, interrogatorio, examen fisico y a través de la observacion clinica estrecha. Para
ello, la reactogenicidad se evalud luego de cada dosis: a la hora de aplicado el producto,
asi como a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas posteriores a la vacunacion. Las dos primeras
dosis de vacuna fueron aplicadas bajo régimen de ingreso hospitalario de 24 horas. En
cada observacion se registrd la temperatura axilar del sujeto y demas signos vitales,
realizdndose un examen fisico general e inspeccion detallada de las fosas nasales, asi
como rinoscopia anterior si el voluntario refiere alguna molestia o se observa cualquier
signo/sintoma de irritacion local. Los eventos adversos se registraron en los cuadernos de
eventos adversos de forma activa y en todos los casos por médicos especialistas.

Se enfatiz6 en la busqueda de eventos y reacciones adversas locales (rinitis, obstruccion
nasal, eritema nasal, epistaxis, faringitis, etc.) y sistémicas (fiebre, malestar general,

cefalea, fatiga, sintomas gastrointestinales). Los sintomas se catalogaron como: ausentes
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(cuando no estuvieron presentes), leves (molestia que no interfirid en una manera
significativa con el nivel de funcionamiento normal del sujeto), moderado (molesto y que
produce cierta limitacion del funcionamiento pero no es peligroso para la salud, o grave
(causante dafio significativo al funcionamiento del sujeto o incapacidad y que es
definitivamente peligroso para su salud). La fiebre se defini6 como una temperatura
axilar por encima de los 37.4 °C y se consider¢ ligera (37.5-38°C), moderada (38.1-39°C)
o grave (>39°C).

La inmunogenicidad de la formulacién en estudio se evalu6 por UMELISA (Centro de
Inmunoensayos, Cuba). Se emplearon los sistemas comerciales establecidos para
determinar los niveles de anticuerpos totales anti-HBs y anti-HBc en los sueros de los
voluntarios. Se evaluaron las muestras de suero de la extraccion preinmune asi como
aquellas obtenidas a partir de las extracciones los dias 30 y 75. Los niveles de anticuerpos
anti-HBsAg se cuantificaron tomando como referencia un patron internacional, segin el
cual, los niveles de anticuerpos por encima de 10 UI/L se consideran protectores,
estableciendo este valor como limite de seroproteccion. La reactividad positiva al HBcAg
se considerd como seroconversion, teniendo en cuenta que este ensayo se utiliza para la
deteccion de anticuerpos anti-HBcAg en pacientes que han padecido la enfermedad en
base a si existe o no respuesta anti-HBcAg.

En el presente trabajo de tesis se abordaran a profundidad los aspectos relacionados con
la inmunogenicidad de la formulacion cuando se administra en humanos dado que este
aspecto esta directamente relacionado con la prueba del concepto de que una formulacion
nasal puede inducir respuesta protectora por via nasal. Los resultados de seguridad de
esta preparacion solo seran considerados desde el punto de vista cualitativo teniendo en

cuenta que los mismos formaran parte de un trabajo de tesis especializado en el tema.

3.13.8 Evaluacion de la respuesta inmune inducida por la mezcla del HBsAg y del
HBCcAg por via parenteral en diferentes formulaciones.

Se evalu¢ el efecto del HBcAg sobre la inmunogenicidad del HBsAg cuando el mismo se
coadministré en PBS, ALOOH, y-inulina y en varias formulaciones de Algamulina. Un
total de 13 grupos de 8 ratones fueron inoculados con las diferentes preparaciones por la

ruta intramuscular. Adicionalmente, se emplearon tres grupos de 5 ratones a los que se les
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administraron 3 formulaciones placebo que no contenian al HBsAg. Las formulaciones
fueron inoculadas por via IM los dias 0 y 28 y las extracciones se realizaron antes del
inicio y el dia 56. Los grupos ensayados fueron los siguientes:

I.  Grupo 1: Heberbiovac HB (100 pL, 2 ng de HBsAg), via IM.

II.  Grupo 2: 2 ug de HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via IM.

III.  Grupo 3: 2 ng de HBsAg en Algamulina (AG48), via IM.

IV. Grupo 4: 2 ug de HBsAg en Algamulina (AG52), via IM.

V. Grupo 5: 2 ug de HBsAg en Algamulina (AG53c), via IM.

VI. Grupo 6: 2 pg de HBsAg en y-Inulina, via IM

VII. Grupo 7: 2 ng de HBsAg en PBS, via IM

VIII. Grupo 8: 2 ug de HBsAg /4 pg de HBcAg (HBcM492) en ALOOH, via IM

IX. Grupo 9: 2 ug de HBsAg /4 png de HBcAg (HBcM492) en AG48, via IM

X. Grupo 10: 2 ng de HBsAg /4 ng de HBcAg (HBcM492) en AGS52, via IM

XI. Grupo 11: 2 pg de HBsAg / 4 pg de HBcAg (HBcM492) en AG53c, via IM

XII. Grupo 12: 2 ng de HBsAg / 4 ug de HBcAg (HBcM492) en y-Inulina, via IM

XII. Grupo 13: 2 ug de HBsAg /4 ng de HBcAg (HBcM492) en PBS, via IM

XIV. Grupo 14: AG48, via IM

XV. Grupo 15: HBcAg, via IM

XVI. Grupo 16: AG48 + HBcAg, via IM

3.13.9 Estudio de la inmunogenicidad de formulaciones combinadas del HBsAg y el
HBCcAg en ratones transgénicos HBsAg (+)

Con el objetivo de evaluar si la respuesta inmune inducida por la combinacién de los
antigenos de superficie y de la nucleocapsida del VHB es capaz de subvertir la tolerancia
inmunologica al HBsAg en ratones transgénicos HBsAg (+), se realiz6 un estudio de
inmunogenicidad en el que se emplearon formulaciones combinadas de los antigenos del
VHB por las rutas IN y SC en ratones transgénicos HBsAg (+). Un grupo de ratones
Balb/c -no transgénicos-, fue inoculado con las mismas formulaciones, dosis y rutas de
inmunizacion como control. Los ratones transgénicos utilizados se obtuvieron en el CIGB
y se caracterizan por su expresion estable del HBsAg en sangre y en diferentes 6rganos.

Los ratones transgénicos HBsAg (+) y los ratones Balb/c, ambos de sexo femenino y de 8
a 14 semanas de edad, fueron sometidos a una serie de inmunizaciones, realizadas con un
intervalo de tiempo de dos semanas entre inoculaciones. Por la ruta IN se inocul6 la

formulacion combinada que tiene como base la mezcla de ambos antigenos en PBS y por
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la via SC se utilizd la misma formulacion adsorbida al gel de ALOOH (0,5 mg/mL),
administrando una dosis de 5 pg de cada antigeno, por ratén y por cada ruta. Las
administraciones IN y SC se realizaron de modo simultaneo. Los sueros fueron
colectados a los 10 dias de la 3ra, Sta, 6ta y 7ma inoculaciones.

Las variantes experimentales administradas fueron:

I . Grupo 1: 8 Ratones transgénicos HBsAg(+) y II. Grupo 2: 8 Ratones Balb/c normales:
Via Intranasal: 5 ng de HBsAg /5 pg de HBcAg en PBS

Via Subcutdnea: 5 ng de HBsAg /5 ng de HBcAg en ALOOH 0.5 mg/mL

II1. Grupo 3: 8 Ratones transgénicos HBsAg(+) y IV Grupo 4: 8 Ratones Balb/c:

Via Intranasal: PBS

Via Subcutanea: ALOOH

3.14 Meétodos analiticos

3.14.1 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas totales en los extractos de ruptura se determind segun el
método del acido bicinconico (124). En el caso de las muestras de mayor pureza, la
determinacion se realizo segtn la técnica descrita por Lowry y colaboradores (125).
3.14.2 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por
Sambrook y colaboradores (118).

3.14.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La electroforesis se realizé en gel del 12% de poliacrilamida. Se realizoé segtn la técnica
descrita por Laemli (126). Las muestras se prepararon en condiciones de reduccion y
desnaturalizacion mediante calentamiento a 100 °C durante 20 min en una solucion
tampon (Tris-HCI 1,21 g/L, EDTA 0,29 g/L, SDS 10 g/L, B-mercapto-etanol 5%, glicerol
20%, pH 8,0). Se aplico un total de 10 pg de proteina por muestra.

3.14.4 Tincion de geles de electroforesis de proteinas con Coomassie azul R-250

La tincion del gel se realizd durante una hora a temperatura ambiente en la solucion de
tincion (30% de metanol, 10% de 4cido acético y 1 g/L de colorante azul Coomassie R
250). Posteriormente, se eliminé el colorante mediante tratamiento con una solucién con
igual composicion que la anterior (excepto en que no contenia colorante), hasta obtener

una buena resolucion de las bandas proteicas sobre el fondo transparente.
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3.14.5 Inmunodeteccion mediante “Western blot”

Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida a
filtros de nitrocelulosa de 0,45 um, segin Towbin y colaboradores (127). La
inmunodeteccion se realizd segun lo reportado anteriormente (128). Brevemente, los
filtros fueron bloqueados con BSA al 3% en PBS, durante 1 h a 37 °C. Después de
lavarlos tres veces con PBS, éstos fueron incubados con un anticuerpo monoclonal
especificos para las proteinas HBcAg (CIGB, Cuba), durante 1 h a 37 °C. Posteriormente,
los filtros se incubaron con los conjugados de proteina A-peroxidasa durante 1h y la
reaccion inmunolégica se reveld utilizando como sustrato una solucion de H,O, que
contenia amino-etil-carbazole (AEC) a 1 mg/mL en acetato de sodio, como cromdgeno.
La reaccion fue detenida lavando los filtros con agua destilada.

3.14.6 Método para el estudio del reconocimiento de epitopes lineales

En el mapeo de epitopes lineales se realizo de acuerdo a un método previamente
reportado (129) para el analisis del reconocimiento de epitopes presentes en péptidos
lineales conjugados a membranas de celulosa. Se evaluaron sueros y lavados vaginales de
ratones inmunizados con las dos variantes de la proteina HBcAg, se emplearon 31
péptidos secuenciales y sobrelapados en 6 aa del HBcAg (variante HBcRIV-2). Para
hidratar la membrana se realizaron 2 lavados de 2 min con metanol y 3 lavados de 10
min con 0,05 % de Tween 20 en tampdén Tris-hidroximetil aminometano (Tris) salino
(Tris 1 M, NaCl 5 M, pH 7,0) (TBS-T). La membrana se bloque6 usando una soluciéon de
leche descremada al 5% en Tris 1 M, NaCl 5 M, pH 7,0 y se incub¢ toda la noche a 4°C.
Posteriormente, la membrana se incub6 por 3 h a 23 °C con un suero del ensayo, diluido
en una solucion de 5 % de leche descremada y 0,5 % de Tween 20. Posteriormente se
lavo la membrana con TBS-T. Transcurrido ese tiempo se incub6 la membrana con el
conjugado anti-IgG de raton fosfatasa alcalina (Amersham, Inglaterra) a una dilucion
1:3000 en la misma solucion, durante 1h a TA.

Durante la evaluacion de los lavados vaginales se incubd 2h a TA con el conjugado anti-
IgA-biotina diluido 1:500, luego se incub6 1h con el conjugado estreptavidina-fosfatasa
alcalina a una dilucion 1:1000. Después de cada paso se realizaron 4 lavados de 5 min de
duracién con TBS-Tween 20. Finalmente, se anadio la solucidon sustrato, compuesta por

Tris 0,1 M, MgCl, 2 mM, NaCl 0.1 M, pH 8,9. A 5 ml de esta solucion se anaden 30 ul
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de BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indoil fosfato) (Sigma, EUA), preparado a 50 mg/ml en
N,N’dimetil-formamida (DMF) y 50 ul de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2 il) 2,5 difenil
tetrasodio bromuro) (Sigma, EUA). A los 10 min se detuvo la reaccion lavando la
membrana con PBS. Los resultados obtenidos fueron fotografiados.

Para la reutilizacion de la membrana, los anticuerpos fueron removidos al terminar cada
ensayo segun el siguiente procedimiento: Se lavé la membrana 2 veces con agua destilada
por 5 min, Seguidamente se realizaron 3 lavados con DMF, el tltimo de ellos en bafio
ultrasonico Aquasonic (VWR, EUA) a una frecuencia de 9 Hz a 23 °C, hasta que
desaparecio6 el color. A continuacién se realizaron 3 lavados con agua destilada y se puso
la membrana en bafio ultrasonico embebida en una soluciéon que contiene 8 M urea, SDS
1 %, B mercaptoetanol 0,1 %, a 40 °C, empleandose 3 ciclos de 5 min. Luego se lavé 3
veces por 5 min con una solucion de Acido acético al 10 % y etanol al 25 %. Finalmente
se realizaron 2 lavados con etanol absoluto. Al término del proceso de regeneracion de
los péptidos la membrana se secd y se guardd a 4 °C en una bolsa plastica hasta el nuevo
el procedimiento de mapeo.

3.14.7 Microscopia electronica de transmision

Esta técnica se utilizé en la caracterizacion de la proteina HBcM492 y de la formulacion
de esta proteina y el HBsAg. La técnica se desarrolld segun el procedimiento descrito por
Falcon y colaboradores (130). Brevemente, 15 ul de muestra (HBcM492, HBsAg y la
mezcla de ambas proteinas) se colocaron sobre las rejillas de cobre (400 mesh),
recubiertas de formvar-carbon, en el evaporador a vacio (JEOL-JEE-4X, Japon)
previamente desionizadas durante 3 min (JEOL-Ion, Japon). Posteriormente, las rejillas
se incubaron por 30 s con una solucioén de acetato de uranilo al 1% y después de lavadas
con agua bidestilada estas fueron secadas. Se analizaron las particulas semejantes a virus
provenientes de las diferentes muestras. Por cada muestra se tomaron 3 campos aleatorios
por rejillas y se observaron varios cientos de cada una de las particulas.

Las muestras fueron visualizadas utilizando la microscopia electrénica de transmision. La
observacion se realizd en un microscopio electrénico de transmision (JEOL 2000 EX,
Japon) con aceleracion de voltaje de 80 a 100 kV y amplificacion entre 50 000 y 100 000

VECEs.
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3.14.8 Determinacion de la homogeneidad molecular del HBcAg purificado por
cromatografia liquida de alta resolucion

Para controlar la homogeneidad molecular del HBcAg sobre la base de la relacion entre
el peso molecular (tamafio) y el tiempo de retencion se realiz6 la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) a muestras del antigeno de la nucleocapsida y a su formulacion
liquida con el HBsAg en una columna TSK G5000 PW (7.5 x 600 mm) (Tosohaas,
Japon). El flujo utilizado (0,25 mL/min) se obtuvo con una bomba L7110 (Merck-
Hitachi, Japon) y la deteccion de los antigenos se realiz6 a la longitud de onda de trabajo
de 280 nm con un detector UV L7400 (Merck-Hitachi, Japon). La solucion de corrida fue
la solucion tampon fosfato-salina. Como interfase para la adquisicién de datos y el
analisis de los tiempos de retencion se utilizo el programa Biocrom (CIGB, Cuba).

3.14.9 Ensayo inmunoenzimatico en fase sélida

Los ensayos de ELISA se realizaron segiin un procedimiento desarrollado previamente
(131). Brevemente, las placas de ELISA (Costar, EUA) fueron recubiertas con 100 pl del
antigeno (entre ellos el HBsAg, el HBcAg, y demds antigenos ensayados) a 5 pg/mL,
diluidos en solucion de recubrimiento (solucién tampon carbonato 50 mM, pH 9.6) a 4 °C
durante 12 h. Las placas fueron lavadas cuatro veces con solucion de PBS 1X, que
contiene 0,05 % Tween 20 (PBS-Tween). Después de bloquear la placa con 2 % de leche
descremada en PBS, las diluciones 1:10; 1:100; 1:1000 y 1:10 000 de los sueros
ensayados en PBS-Tween con leche al 2 % fueron afiadidas en las placas previamente
recubiertas e incubados durante 1 h a 37°C. Después de lavar las placas, los anticuerpos
de tipo IgG fueron detectados por la adicion del conjugado de inmunoglobulinas
especificas anti-IgG de ratén conjugadas a peroxidasa (Sigma, EUA) a una dilucion
1:5000 en PBS-Tween con leche al 2 %. La incubacion se realizo durante 1 h a 37°C.
Después de lavar las placas, el sustrato H,O, + ortofenilendiamina (Sigma, EUA), diluido
a 1 mg/mL en solucién tampon de sustrato, fue usado para revelar la reaccidon antigeno-
anticuerpo y la DO fue leida a los 15 min a una longitud de onda de 492 nm. En el
experimento de determinacion de las subclases de IgG, se incubd con los anticuerpos
biotinilados anti-IgG1, anti-IgG2a y anti-IgG2b (Amersham, Inglaterra), durante 1 hora a
37 °C. Después se incubd con un conjugado estreptavidina-peroxidasa (Amersham,

Inglaterra) por 1 hora a 37°C. Los 3 conjugados fueron utilizados a una dilucion de
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trabajo de 1:5000. Por ultimo, el revelado y la lectura se realizaron como en el
procedimiento anterior.
En la evaluacion de los lavados mucosales, las diluciones de los lavados fueron
ensayadas en lugar del suero y el conjugado utilizado tuvo afinidad para la deteccion de
anticuerpo de isotipo IgA por ser este el isotipo predominante en lugar del isotipo IgG
predominante en suero. Se utilizé una dilucion de 1:10 para la evaluacion de las muestras.
El resto del ELISA siguid el mismo procedimiento previamente descrito.
Los titulos se definen como el valor de dilucién al cual la reaccion inmunoenzimatica se
hace negativa. Se tomo6 como criterio de positividad los valores de DO de las muestras
superiories en dos veces 0 mas a los valores de DO obtenidos en los controles negativos.
Para la representacion grafica de los titulos se utilizé el logaritmo decimal de los valores
de las medias geométricas y de los intervalos de confianza para un 95 % de
probabilidades. Cuando un grupo no indujo respuesta de anticuerpos detectable, se
represento por un guion en la minima dilucion ensayada.
3.14.10 Ensayo inmunoenzimatico en fase solida para la determinacion de IFN-y en
sobrenadantes de cultivos celulares
Las células del bazo (esplenocitos) de los ratones inmunizados fueron colectadas y
diluidas en RPMI 1640 (Gibco, Inglaterra), que contiene estreptomicina (100 pug/mL),
penicilina (100 U/mL) y 2B-mercaptoetanol (50 uM), suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB). La densidad celular fue ajustada a 2X10° células/pocillo en presencia
de 1-5 pg/mL/pocillo de cada antigeno, o el control negativo de acuerdo al experimento.
Como control mitogénico positivo se utilizo la Concanavalina A a 10 pg/mL. Ademas se
utilizaron controles de células que no recibieron ninguna estimulacion. Las células en
todos los pocillos fueron cultivadas en 220 uLL de medio. Las placas fueron incubadas en
atmosfera humeda a 37°C y CO, al 5%, durante 36 h. Al cabo de este tiempo el
sobrenadante fue colectado y guardado a -20°C hasta su evaluacion mediante la técnica
de ELISA. El método de deteccion mediante ELISA se basa en un sistema desarrollado
para la determinacion de IFN-y en sobrenadantes de cultivo (R & D Systems, EUA) de
acuerdo a lo reportado anteriormente (131). Se mantiene el criterio de positividad del
ELISA, considerando positivos aquellos valores de las muestras cuya DO promedio sea 2

veces superior a la de sus controles negativos.
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3.14.11 Ensayo de proliferacion linfocitaria

La respuesta linfoproliferativa se determind segin lo reportado por Alvarez-Obregon y
colaboradores (132). Las células del bazo (esplenocitos) de los ratones inmunizados
(n=3), fueron colectadas y diluidas en RPMI 1640 (Gibco, Inglaterra), que contiene
estreptomicina (100 pg/mL), penicilina (100 U/mL) y B-mercaptoetanol (50 uM),
suplementado con 10% de SFB. La densidad celular fue ajustada a 2x10° células/pocillos
en presencia de 1-5 pg/mL de cada antigeno por pocillo, o sus controles negativos de
acuerdo al experimento. Como control positivo se utilizo Con A a 10 pg/mL. Ademas se
utilizaron controles de células que no recibieron ninguna estimulacion. Las células en
todos los pocillos fueron cultivadas en 220 uLL de medio. Las placas fueron incubadas en
atmosfera huimeda a 37°C y CO, al 5%, durante 72 h. Las células fueron pulsadas con
timidina-tritiada (1 pCi/pocillo)-(Amershan-Pharmacia-Biotech, Inglaterra), durante las
ultimas 16 h de cultivo y posteriormente cosechadas en filtros (Pharmacia, Suecia). La
radioactividad incorporada fue determinada usando un contador de centelleo liquido,
modelo Rackbeta 1217 (LKB/Wallac, Suecia). El indice de estimulaciéon (IE) fue
calculado dividiendo los conteos por minutos de las células estimuladas por el promedio
de los conteos por minuto de los pocillos controles. Se tomd como criterio de positividad
del ensayo los valores de IE iguales o superiores a tres. Todas las muestras fueron
tratadas por triplicado. Los ensayos se replicaron al menos tres veces. Se representa
graficamente el resultado tipico del ensayo de proliferacion.

3.14.12 Método para determinar la frecuencia de células secretoras de IFN-y

mediante ELISPOT

La determinacién de la frecuencia de células secretoras de IFN-y mediante ELISPOT se
basd en un método descrito por Sun y colaboradores (133).

Preparacién de las células presentadoras y efectoras

Diez dias después de la tltima inmunizacion fueron sacrificados de 3 a 5 animales por
grupo, sus bazos fueron extraidos asépticamente y macerados. Los eritrocitos presentes
en la preparacion fueron lisados después de 5 minutos de incubacion con 0,83% de
NH4CI. Posteriormente, las células fueron lavadas varias veces, resuspendidas en medio
completo RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado con 10% de SFB, glutamina 2mM,

piruvato de sodio 2mM, 2-mercaptoetanol S0mM y antibidticos) y contadas.
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Por otro lado, células p815 provenientes de un mastocitoma H-2¢ fueron incubadas en
medio completo con 10 puM del péptido Spg3g) del HBsAg (secuencia
IPQSLDSWWTSL) por 1h a 37°C y en una atmosfera del 5% de CO,. Luego de este
periodo de incubacion las células p815 fueron incubadas por otros 15 minutos con
mitomicina C (Sigma, EUA). Posteriormente, las células fueron lavadas extensivamente
para evitar los restos de mitomicina C, resuspendidas en medio completo y contadas.
Paralelamente, células p815 recibieron el mismo tratamiento pero sin el péptido para ser
usadas como controles negativos del experimento.

Restimulacion in vitro de células CTL

Después de varios pasos de lavado, las células del bazo fueron contadas y distribuidas a
razon de 2x10° células/mL en frascos de cultivo de 25¢m’ y estimuladas con 10 pg/ml del
péptido Si2s.39). Después de ser cultivadas por 4 dias, la mitad del medio de cultivo fue
sustituido por medio nuevo al que se adicioné 2x10* U/ml de IL2. Al séptimo dia las
células fueron colectadas y contadas. Subsecuentemente, 10* y 5x10* células por pozo
fueron adicionadas a 10> células p815 previamente estimuladas con el mismo péptido por
1h. Como control positivo del experimento se empled la ConA a una concentracién de
2,5 pug/ml por pozo. Como control negativo para cada grupo analizado se usaron las
células de bazo incubadas con células p815 sin pulsar previamente con el péptido,
ademas se us6 un control negativo de células provenientes de animales no inmunizados.
Ensayo de ELISPOT

Las placas de 96 pocillos de ELISPOT recubiertas con nitrocelulosa (Millipore, EUA)

fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con 5 pg/ml del anticuerpo monoclonal
anti-INF-y R4-6A2 (Pharmingen, EUA). Las placas fueron lavadas 3 veces y bloqueadas
con medio completo por lh a 37°C. Tres diluciones (2x10°, 1x10° y 0.5x10%) de
esplenocitos recientemente aislados o restimulados y 1x10° células p815 estimuladas
fueron incubadas por 20 h a 37 °C y en atmoésfera de 5 % de CO,. Como controles
negativos se usaron células p815 sin pulsar con el péptido y como controles positivos los
esplenocitos fueron incubados con 2.5 pg/mL de Con A.

Las placas fueron lavadas tres veces con PBS y 5 veces con PBS-0,05% Tween20.

Posteriormente, las placas fueron incubadas con 0,5 pg/ml del anticuerpo anti-INF-y
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XMG1.2 conjugado a biotina (Pharmingen, EUA) por 2h a temperatura ambiente.
Seguidamente, las placas fueron lavadas 5 veces con PBS-0.05 % Tween 20 e incubadas
con un conjugado de streptavidina-peroxidasa a una dilucion 1:1000 por 1h. Finalmente,
las placas fueron lavadas con PBS-0.05 % Tween 20 y PBS 1X y los spot fueron
revelados adicionando 3,3 diaminobenzidina (Sigma, EUA) en tampoén Tris-HCl 50 mM;
pH 7,4 y 0,3% H>0,. Después de 15 min de incubacion con el sustrato las placas fueron
lavadas con agua corriente, secadas y contados usando un microscopio de diseccion. Los
resultados fueron expresados en namero de células secretoras de IFN-y por 10°
esplenocitos luego de sustraer los conteos de los pocillos negativos. Como criterio de
positividad se asumio6 que serian positivas aquellas determinaciones cuyo promedio de las
réplicas exceda en dos veces el promedio de los conteos del grupo control negativo y
ademas, la diferencia en el nimero de conteos promedio debe ser superior en al menos 10
conteos obtenidos mediante lectura directa de las placas.

3.15 Analisis estadisticos

Los resultados de los experimentos de ELISA y ELISPOT fueron procesados utilizando
el programa GraphPad Prism, version 4.00 (GraphPad Software, EUA). Los valores de
titulos obtenidos en ELISA asi como los conteos de ELISPOT fueron transformados a su
logaritmo decimal como método para obtener una distribucion normal. A los datos
obtenidos se les comprob6 la normalidad por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza por la prueba de Levene.

Cuando se detectdé normalidad en la distribucion de la variable y homocedasticidad, para
la comparacion de medias entre dos grupos se utilizo la prueba paramétrica t de Student y
para las comparaciones multiples se empled un andlisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple y como pruebas posteriores, la prueba de Newman-Keuls en caso de
que se cumplieran las condiciones de normalidad y homocedasticidad, en caso que no se
cumplieran estas condiciones se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. La
significacion estadistica considerada fue del 95 %.

La prueba t de Student se realizd en tres experimentos puntuales que identificamos a
continuacion:

a) En el esquema B, acépite 3.13.3, para la comparacion de los valores de las medias de

IgG1 e IgG2a en los grupos inoculados por diferentes rutas mucosales. Para evaluar si
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existia superioridad estadistica en alguna de las subclases de cada grupo de ratones
inmunizados por diferentes rutas de administracion, se realizd una prueba t de Student,
analisis de dos colas y pareado, en el que se compararon los niveles de IgG1 con sus
correspondientes niveles de IgG2a en cada grupo de ratones. Posteriormente, para los
grupos donde existieron diferencias significativas se realizo la prueba con el analisis de
una cola, con el objetivo de identificar si la superioridad encontrada fue significativa.

b) En el esquema B del acapite 3.13.4 se realizd la comparacion de la respuesta anti-
HBcAg entre los grupos de ratones inmunizados con este antigeno en PBS por via IN y
con la combinacion de este antigeno a la misma dosis y el HBsAg. El analisis estadistico
se realizd luego de comprobar que existian las condiciones de normalidad y
homocedasticidad en ambos grupos de valores, utilizando la prueba t de Student, analisis
no pareado y de dos colas.

c¢) En el esquema C del acépite 3.13.4 se realizo la comparacion de la respuesta anti-
HBcAg entre los grupos de ratones inmunizados con cada una de las variantes del
HBcAg y el grupo inmunizado con cada variante en combinacion con el HBsAg. La
comparacion de la media del grupo inmunizado con la combinacién con el grupo control
respectivo en cuanto a respuesta anti HBcAg se realizd luego de comprobar las
condiciones de normalidad y homocedasticidad en ambos grupos de valores, utilizando la
prueba t de Student, analisis no pareado y de dos colas.

En el resto de los experimentos presentados en este trabajo de tesis se realiz6 el analisis
de multiples (mas de dos) grupos de inmunizacion a partir de la realizacion del ANOVA
de clasificacion simple y como prueba posterior la prueba de Newman-Keuls. No fue

necesaria la aplicacion de pruebas no paramétricas.
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4 RESULTADOS
4.1 Evaluacion de la capacidad del HBcAg (variante HBcM492) para formar

particulas de naturaleza quimica nucleoproteica

La pureza de la proteina utilizada en nuestros estudios se verificd antes de comenzar este
trabajo por electroforesis en geles de poliacrilamida (Anexo 1A). Adicionalmente, se

verifico la identidad de esta proteina mediante ensayo de “western blot” (Anexo 1B).

Con la finalidad de conocer el aspecto fisico de esta proteina se examinaron muestras de
la proteina utilizando la técnica de microscopia electronica de transmision, descrita en el
acapite 3.14.7. Durante el estudio de microscopia se visualizaron multiples campos, en
los cuales se pudo comprobar que como resultado del proceso de purificacion se obtuvo
la proteina HBcM492 como una proteina con un aspecto fisico de PSV, de 25 a 30 nm de

diametro (Figura 2A).

El estudio del perfil cromatografico se realizé de acuerdo a la técnica descrita en el
acapite 3.14.8. El andlisis de las corridas realizadas por cromatografia de exclusion
molecular de alta resolucion mostr6 que la proteina HBcM492 tuvo un perfil
caracterizado por un pico maximo, cuyo tiempo de retencion fue similar al del HBsAg

(Figura 2B).

Se pudo detectar la presencia de material nuclear asociado a la proteina purificada
HBcM492 por el incremento en la absorbancia a 260 nm con respecto a otras proteinas
como el HBsAg y la seroalbimina bovina (BSA), las que en igualdad de concentracion
de proteinas poseen la mitad de la absorbancia a 260 nm comparado con el HBcAg
(resultados no mostrados). No obstante, para conocer si el material nuclear estaba
asociado a la particula se realiz6 una cromatografia en gel de agarosa y en presencia de
bromuro de etidio, en la que se pudo demostrar la presencia de material nuclear asociado,
presente en la misma zona en que se detecta la proteina. El tratamiento ulterior con
RNAsa permitié eliminar la mayor parte del material nuclear asociado a la particula,
evidenciando que el ARN constituye el mayor porcentaje del componente nuclear de esta
nucleoproteina (Figura 2C, carriles 2 y 3). En sintesis, estos resultados muestran el

aspecto fisico de PSV y la naturaleza nucleoproteica de la proteina recombinante

HBcM492.
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Figura 2. Estudio del aspecto fisico, perfil cromatografico y presencia de acidos nucleicos asociados
al HBcAg (variante HBcM492). A. Microscopia electronica de transmision, las barras miden 200
nm, B. Estudio de la talla y homogeneidad de la particula por HPLC, en el grafico superior se
muestra el perfil del HBsAg y en el grafico inferior el del HBcAg. Las corridas se realizaron en
columnas TSK-G6000, a un flujo de 0.25 mL/min en PBS, fueron aplicados 100 pg de cada
proteina. La deteccion se realizé a 280 nm. Ambas particulas tuvieron un tiempo de retencion de 73
minutos. El segundo pico en el cromatograma inferior se corresponde con un componente no
proteico de la solucion en que el HBcAg esta diluido (EDTA). C. Deteccion de la presencia de acido
nucleico asociado al HBcAg en electroforesis de agarosa. Carril 1. Patron de pesos moleculares de
ADN, 2. HBcAg, 3. HBcAg tratado con RNAsa (2 mg/mL) a 37°C durante 6 h. La concentracion del
HBcAg sometido a tratamiento fue de 0.447 mg/mL

4.2 Estudio de la inmunogenicidad del antigeno recombinante HBcM492
4.2.1 Evaluacién de la inmunogenicidad del HBcAg (variante HBcM492)

administrado por via parenteral

La evaluacion de la inmunogenicidad de la proteina HBcM492 se realiz6 como se
describe en el acapite 3.13.3 (Esquema A). Los resultados obtenidos luego de 10 dias de
la primera inoculacion mostraron la alta inmunogenicidad de esta variante del HBcAg, ya
que fue posible detectar respuestas de IgG especifica anti-HBcAg luego de una sola
administracion de 40 ng de la proteina (Figura 3A). Es importante destacar que estos
niveles de anticuerpos se generaron sin necesidad de utilizar adyuvantes en la preparacion

administrada.

Luego de la segunda dosis, en la extraccion realizada el dia 25, se pudo comprobar un
fuerte incremento en la respuesta de IgG anti-HBcAg en todos los animales inmunizados,

incluyendo el grupo al cual sélo se le administr6 8 ng en dos ocasiones (Figura 3B).
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Figura 3. Estudio de la inmunogenicidad del HBcAg (variante HBcM492) en ratones
inoculados con niveles de dosis decrecientes por via IP. A. Respuesta de IgG anti HBcAg diez
dias después de la primera inmunizacion (dia 10). B. Respuesta de IgG anti HBcAg, dia 25. Los
grupos de ratones recibieron: Grupo 1 (G1). 5 ug HBcAg en PBS, G2. 1 ug HBcAg en PBS,
G3. 0.2 pg HBcAg en PBS, G4. 0.04 ug HBcAg en PBS, G5. 0.008 ng HBcAg y G6. PBS. En
ambas figuras se representan los valores de logaritmo decimal de la media geométrica de los
titulos (Log MGT) y de los intervalos de confianza, para una probabilidad del 95 %.

La alta inmunogenicidad de la dosis de 5 pg luego de primera y segunda inoculaciones
por via IN nos permiti6 disefiar futuros estudios para evaluar la inmunogenicidad de este

antigeno cuando se administra por varias rutas de inmunizacion.

4.2.2 Evaluacion de la inmunogenicidad de la proteina HBcM492 administrada

por varias rutas mucosales

Con la finalidad de evaluar la inmunogenicidad de la proteina HBcM492 cuando ésta es
administrada por diferentes rutas mucosales, se desarrollo el estudio descrito en el acapite
3.13.3, (Esquema B). En este estudio la proteina HBcM492 demostrd que es capaz de
inducir una respuesta de IgG sérica por todas las rutas ensayadas a los 10 dias de la
primera inmunizacién. En general, se pudo apreciar que el nivel de la respuesta de
anticuerpos de tipo IgG anti-HBcAg en suero fue variable. Las ruta IN fue la ruta
mucosal por la que se indujo una mayor respuesta anti-HBcAg en suero con respecto al
resto de los grupos inmunizados por vias mucosales (p<0.05). La administracion de igual
dosis de HBcAg por las rutas oral e [Vag generaron los menores niveles de titulos de IgG
y la administracion del HBcAg por las rutas IR y SL resulté en la induccion de niveles de
intermedios de IgG anti-HBcAg en suero (Figura 4). El grupo administrado por via IN
generd niveles de respuesta estadisticamente similares a los grupos 1 y 7, en los que se

administr6 el antigeno por las rutas IP y SC, respectivamente.
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La dinamica de la respuesta de IgG en suero luego de cada administracion por via IN fue
similar a la que desarrollaron los grupos IP y SC (Figura 4), no existiendo diferencias

estadisticas entre estos grupos durante todo el ensayo (p>0.05).

Cinética de la respuesta de IgGanti-HBcAg en suero
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Figura 4. Dinamica de la respuesta de IgG anti-HBcAg (representada por el Log MGT) en ratones
inoculados con HBcM492 (5 pg) por diferentes rutas de administracion. Las inoculaciones fueron
los dias 0, 15, 30 y 180 y las extracciones se realizaron los dias 10, 25, 40, 178 y 190. Los sueros
de la extraccion preinmune y del grupo placebo no resultaron positivos a una dilucion 1:10.

El estudio de las subclases de IgG desarrolladas en el suero de todos los grupos
inmunizados evidencié que, de modo general, los niveles de IgG1 e IgG2a se encuentran
muy balanceados. Sin embargo, se pudo apreciar que el grupo administrado por la ruta
IVag gener6 niveles de IgGl significativamente superiores a los niveles de IgG2a
(p<0.05), contrario a lo ocurrido para el grupo inoculado por via IN, el que gener6 una
respuesta de IgG2a significativamente superior a la respuesta IgG1 (p<0.05). En el resto

de los grupos no existieron diferencias entre ambas subclases (Figura 5).

Relacion de subclases de 1gG luego de 4ta dosis Figura 5. Estudio de la respuesta de
subclases de IgG anti HBcAg (variante

FE = _ | |miGl HBcM492) en ratones inoculados con
i = B | | oloG2a HBcAg (5 pg) por diferentes rutas de

log Tit(L/dil)
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administracion. G1. IP, G2. IN, G3. oral,
G4. SL, G5. IVag, G6. IR, G7 SC. En la
figura se representan los valores del Log
MGT vy el intervalo de confianza (95%)
luego de la cuarta dosis. Los sueros de la

extraccion preinmune y los del grupo
1 2 3 4 5 6 7 9% | placebo (G8) no resultaron positivos en

estos ensayos a una dilucion 1:10.
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La respuesta de anticuerpos de tipo IgA se evalu6 al finalizar el estudio en muestras de
pulmones, en lavados vaginales y en suero de todos los grupos en estudio. El grupo
inmunizado por via IN generd una respuesta de IgA en secreciones vaginales que resulto
significativamente superior a la generada por al resto de los grupos en estudio (p<0.05),
incluso con respecto a la propia administracion IVag (Figura 6A). Un comportamiento
similar se evidenci6 en las muestras de pulmones, resultando significativamente superior
la respuesta inducida por el grupo inmunizado por via IN con el HBcAg con respecto al
resto de los grupos (Figura 6B). En el caso de la respuesta de IgA en suero, no existieron

diferencias entre los grupos inmunizados.

A. 1gA en lavados vaginales B. 1gA en homogenato de pulmones
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Figura 6. Estudio de la respuesta de IgA anti HBcAg (variante HBcM492) en ratones
inoculados con HBcAg (5 ug) por diferentes rutas de administracion. G1. IP, G2. IN, G3. oral,
G4. SL, G5. 1Vag, G6. IR, G7 SC. En la figura se muestra la D.O. a 492 nm obtenida por
ELISA (dil. 1:10): A. Lavados vaginales, B. Homogenatos de pulmones.

4.3 Estudio de la inmunogenicidad de formulaciones combinadas del HBsAg vy el
HBcAg inoculadas por la via IN
4.3.1 Comparacion de la inmunogenicidad del HBsAg en la formulacion
combinada, con formulaciones que contienen Acemanano (via IN) o ALOOH
(via SC)

Teniendo en cuenta la alta inmunogenicidad del HBcAg cuando es administrado por via
IN y la naturaleza nucleoproteica del mismo, se evalud si se produce algin efecto sobre la

inmunogenicidad del HBsAg cuando este antigeno es coadministrado por via IN con el

57



Resultados

HBcAg en ratones. Con esta finalidad se diseii¢ el estudio de inmunogenicidad que se

describe en el acapite 3.13.4 (Esquema A).

Luego de las administraciones los dias 0 y 14, se realizd una extraccion el dia 24 y se
evalud la respuesta de IgG anti-HBsAg en el suero de los ratones. Se pudo apreciar que la
respuesta de IgG anti-HBsAg en el grupo 3 fue similar a la respuesta de los grupos 2 y 4,
en los que se administr6 el HBsAg adyuvado con Acemanano por via nasal y con
ALOOH, por via SC (p>0.05). En este estudio no se pudo detectar respuesta inmune anti-
HBsAg luego de dos inoculaciones del HBsAg por via nasal sin adyuvante (Figura 7). El
grupo inmunizado con el HBcAg en PBS (grupo 5) fue utilizado como grupo placebo.
Este grupo no generd respuestas anti-HBsAg, descartdndose cualquier efecto de
incremento de la respuesta por reactividad cruzada. El grupo 6, al que sdlo se le

administr6 ALOOH, no produjo respuesta anti-HBsAg a la dilucion de 1:100.

Respuesta de 1gG anti-HBsAg Figura 7. Estudio d@ la respuesta de -IgG anti
= HBsAg en ratones inoculados con diferentes
é 6.00 formulaciones del HBsAg por via IN. Los
E 5.00 + grupos en estudio fueron: GIl. 10 pg de
;6 4.00 + HBsAg en PBS, via IN, G2. 10 pg de HBsAg
~ 3001 ; ) ) en Acemanano (3 mg/mL), via IN, G3. 10 pg

A . de HBsAg y 10 pg de HBcAg en PBS, via
' IN, G4.10 pg de HBsAg en ALOOH (0.5
1.00 mg/mL), via SC. G5. 10 pug de HBcAg en
0.00 | | | | PBS, via IN, G6. ALOOH (0.5 mg/mL), via
Gl G2 G3 G4 G5 SC (no mostrado). En la figura se muestran
Grupos las medias geométricas y los intervalos de
confianza (95 %) de los titulos de IgG en el

dia 24.

4.3.2 Comparacion de la inmunogenicidad del HBsAg en la formulacion
combinada con formulaciones que contienen toxina del célera (via IN) o
ALOOH (via IP)

Con el objetivo de comparar el efecto inmunopotenciador generado por la variante

HBcM492 sobre la inmunogenicidad del HBsAg con respecto al efecto inducido por la

TC por via IN y por el ALOOH, en este caso por via IP, se disefi6 el estudio de

inmunogenicidad que se describe en el acapite 3.13.4 (Esquema B). Este estudio tuvo
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como objetivo adicional evaluar la respuesta contra los distintos componentes de
naturaleza proteica en las formulaciones empleadas.

La respuesta sérica de anticuerpos anti-HBsAg a los 10 dias de la segunda inoculacion,
no mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los titulos de IgG anti-HBsAg
obtenidos cuando éste antigeno fue inoculado junto a la TC, el HBcAg o el acemanano
(grupos 5, 6 y 7, respectivamente). Este efecto potenciador fue significativo cuando se
compararon los niveles de anticuerpos anti-HBsAg obtenidos para los grupos 5, 6 y 7 con
el obtenido para el grupo control 8 (p<0.05), en el que se inoculd al HBsAg en PBS por
via IN. (Figura 8A).

En el caso del grupo 9 en el que el HBsAg se inocul6 adyuvado en ALOOH por via IP, se
obtuvieron titulos significativamente inferiores a los obtenidos para los grupos 5, 6 y 7
(Figura 8A).

Los grupos inmunizados con las dosis de 1 y 5 ng de HBcAg por via nasal (grupos 3 y 4)
generaron una respuesta de IgG anti-HBcAg a nivel sérico, detectable desde la primera
administracion (dia 10), reproduciendo los resultados obtenidos anteriormente. En el caso
de la TC, so6lo se encontr6 la seroconversion del grupo de 5 pg con niveles de IgG en
sueros significativamente inferiores a los obtenidos por el HBcAg (p<0.05, resultado no
mostrado).

También se estudid el efecto del HBsAg sobre la inmunogenicidad de los antigenos
HBcAg y TC, coadministrados por via IN en los grupos 5 y 6 (Figura 8B y C). Se gener6
una respuesta de IgG anti-HBcAg superior, con diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), en el grupo de la formulacion combinada (grupo 5) con respecto
al grupo inmunizado con igual cantidad del HBcAg en PBS (grupo 4). Sin embargo, la
respuesta de IgG anti—TC en suero no difiri6 significativamente entre el grupo inoculado
con la mezcla de la toxina con el HBsAg (grupo 6) y su control, en el que so6lo se
administro6 la TC (grupo 1).

Es importante destacar que la inoculacién de la TC en los ratones presentd signos
evidentes de reactogenicidad. En los reportes de estos estudios provenientes del Bioterio
del CIGB se registr6 que la administracion de la dosis de 5 pg de la TC generd
erizamiento del pelo en todos los animales inmunizados con posterioridad a la

administracion de esta toxina / adyuvante. Este efecto fue mucho menor en los animales
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inmunizados con 1 pg de TC y no se observd en ninguna de las dosis administradas de
HBcAg o de HBsAg, tanto en este estudio como en estudios anteriores o posteriores. Por
el conocimiento de este efecto y la experiencia previa (109) con la dosis de 1 pg de TC,

esta ultima fue la dosis empleada con el HBsAg en el presente estudio.
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Figura 8. Se representa el Log MGT de IgG anti-HBsAg (A), HBcAg (B) y TC (C) en suero y el
intervalo de confianza (95 %). Todos los grupos excepto el grupo 9, fueron inmunizados por via
IN. G1. 1 pg de TC, G2. 5 ug de TC, G3. 1 ug de HBcAg, G4. 5 ng de HBcAg, G5. 5 ug de
HBcAg y 5 ng de HBsAg, G6. 5 ug de HBsAg y 1 ug de TC, G7. 5 ug de HBsAg y Acemanano
(3 mg/mL), G8. 5 ug de HBsAg en PBS, G9. 5 ug de HBsAg en ALOOH (0,5 mg/mL), por via IP.

4.3.3 Inmunogenicidad por via IN de dos variantes del HBcAg y estudio de la

respuesta inmune de las formulaciones combinadas con el HBsAg.

El estudio de la respuesta inmune humoral inducida por dos variantes diferentes del
HBcAg obtenidas en el CIGB, asi como la evaluacion del efecto de la coadministracién
de ambas variantes sobre la respuesta inmune anti-HBsAg fue el objetivo del estudio de

inmunogenicidad descrito en el acapite 3.13.4 (Esquema C). En este experimento se
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administraron las dos variantes del HBcAg (HBcM492 y HBcRIV-2), asi como sus
respectivas combinaciones con el HBsAg. Se utilizo6 la proporcion HBcAg:HBsAg de 2:1

con 10 y 5 pg de antigeno por raton, respectivamente.

La evaluacion de la respuesta de IgG anti-HBsAg en el suero de los ratones inoculados
por via IN con las formulaciones combinadas (grupos 3 y 4), mostré6 un incremento
significativo en los titulos (p<0.05) con respecto al grupo inmunizado con el HBsAg en
PBS (grupo 5), en ambas preparaciones del HBcAg (Figura 9). La respuesta inmune
generada por los grupos inoculados con la formulacion combinada por via IN también
resultd superior a la generada en el grupo 6, en el que se administré el HBsAg adsorbido
en ALOOH por via SC. No existieron diferencias en los niveles de IgG anti-HBsAg

inducidos por ambas formulaciones combinadas.

Log(Tit(L/dil))

IgG anti HBsAg (Segunda Dosis)

Figura 9. Respuesta de IgG en suero contra el
HBsAg. Se ensayaron las siguientes variantes:
Gl. 10 pg de HBcRIV-2, G2. 10 pg de
HBcM492, G3. 10 pg de HBcRIV-2 / 5 ng de
HBsAg, G4. 10 pg de HBcM492 / 5 pg de
HBsAg, G5. 5 pg de HBsAg, G6. 5 ug de
HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via SC, G7.
PBS. Excepto el grupo 6, todos los grupos
fueron inmunizados por via IN. En la figura se
muestran los valores del Log MGT y del
intervalo de confianza para una probabilidad del
95 %.

El ELISA para la deteccion de respuesta anti-HBcAg se realizé recubriendo las placas
con ambas variantes del HBcAg. La respuesta de IgG anti-HBcAg en suero de ratones
inoculados por via IN con las dos variantes de este antigeno resultdé detectable desde el
dia 10, reproduciendo resultados anteriores. Adicionalmente, se pudo apreciar un
incremento significativo (p<0,05) de la respuesta de IgG anti-HBcAg para ambas
variantes en las formulaciones combinadas (grupos 3 y 4), respecto a los grupos 1y 2,
inoculados con las variantes de HBcAg correspondientes (resultados no mostrados). Este
incremento fue estadisticamente significativo (p<0,05) después de primera y segunda
dosis para ambas variantes del HBcAg. Como se aprecia, los resultados fueron similares

(Figuras 10 Ay B).
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Figura 10. Respuesta de IgG en suero contra el HBcAg, (A) variante HBcM492 y (B) variante
HBCcRIV-2. Se ensayaron las siguientes variantes: G1. 10 pug de HBcRIV-2, G2. 10 pg de
HBcM492, G3. 10 pg de HBcRIV-2 / 5 pg de HBsAg, G4. 10 ng de HBcM492 / 5 ug de
HBsAg, G5. 5 ug de HBsAg, G6. 5 pg de HBsAg en ALOOH (0.5 mg/mL), via SC, G7. PBS.
Excepto el grupo 6, todos los grupos fueron inmunizados por via IN. En la figura se muestran
los valores del Log MGT v del intervalo de confianza nara una nrobabilidad del 95 %.

4.3.4 Estudio del patron de reconocimiento de secuencias lineales del HBcAg de
sueros y secreciones de ratones y de los sueros de humanos infectados.
El uso de la tecnologia del mapeo epitdpico de proteinas sobre membranas de celulosa
permitid obtener un mayor nivel de caracterizacion de la respuesta inmune humoral
generada por la administracion del HBcAg. Uno de los objetivos de este experimento fue
conocer si el reconocimiento epitépico de los sueros de ratones inmunizados con la
proteina HBcM492 coincide, desde el punto de vista cualitativo, con la respuesta que
genera el HBcAg natural en humanos infectados por el VHB, lo cual seria una evidencia
del correcto ensamblaje de la particula recombinante. Esta tecnologia también fue
utilizada para evaluar el reconocimiento de las secuencias lineales expuestas en la
superficie de la particula del HBcAg por parte de los anticuerpos del suero de ratones
inoculados por via IN o SC con el HBcAg. Adicionalmente, se evalud el reconocimiento
de los anticuerpos de tipo IgA presentes en los lavados vaginales de ratones inmunizados
por via nasal. Por ultimo, se compar6 el reconocimiento de los anticuerpos séricos de tipo
IgG generados por la administracion de las dos variantes del HBcAg utilizadas en este

estudio.
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Para conocer si los sueros de ratones inmunizados con las variantes recombinantes del
HBcAg presentaban un patrén de reconocimiento similar al de la respuesta en humanos,
se ensayaron sueros humanos anti-HBcAg positivos procedentes de Bancos de Sangre. El
resultado, mostrado en el Anexo 2, evidencid un patron de reconocimiento similar para
los anticuerpos generados naturalmente (S4) y aquellos obtenidos mediante la
administracion de ambas variantes recombinantes (S1 y S2). Sin embargo, en el caso del
reconocimiento de los sueros de personas infectadas, el reconocimiento del péptido 30
fue mucho menor. De esta comparacion también se pudo evidenciar el reconocimiento
distintivo del péptido 13 en el grupo inoculado por via SC (S3), respecto al resto de los
grupos.

De modo general, los sueros y lavados vaginales positivos analizados poseen un patrén
de reconocimiento que se repite; encontrandose una respuesta positiva para los péptidos:
7,8,10, 11, 17, 18, 30 y 31. Es de destacar que el reconocimiento observado para los dos
ultimos péptidos es particularmente intenso en los sueros murinos analizados. Con el
objetivo de simplificar el analisis del experimento, se esquematizo este resultado de dos
formas, la intensidad del reconocimiento fue representada con lineas de mayor o menor
grosor sobre la secuencia de aa de la proteina (Figura 11). Por otra parte, se muestra el
resultado del reconocimiento visual de los péptidos, aquellos que fueron reconocidos con

mayor intensidad tuvieron un numero mayor de signos (+) (Figura 12).

MDIDPYKEFGATVELLSFLPSDFFPSVRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAILCWGELM

TLATWVGNNLEDPASRDLVVNYVNTNVGLKIRQLLWFHISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTPPG

YRPPNAPILSTLPETTVVRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQCKLGSVDLN

Figura 11. Secuencia de aa del HBcAg incluyendo los ultimos 8 aa de la variante HBcRIV-2. Las
lineas sefalan los péptidos reconocidos de manera general por los sueros y lavados vaginales de
ratones inmunizados con el HBcAg, en sus distintas formulaciones y variantes, durante el mapeo en
membrana de celulosa. La intensidad de cada linea se corresponde con la intensidad promedio del
reconocimiento del péptido en cuestion. Con linea de puntos se sefiala un péptido que so6lo es
reconocido cuando el HBcAg es administrado por via parenteral en ALOOH.
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Péptidos S1 S2 S3 S4 S5 S S7T LVl LV2
1- MDIDPYKEFGAT - - - - - - - + -
2- KEFGATVELLSF - - - - - - - - -
3- VELLSFLPSDFF - - - - - - - - -
4- LPSDFFPSVRDL - - - - + - - - -
5- PSVRDLLDTASA - - - - - - - - -
6- LDTASALYREAL - - - - - - - - -
7- LYREALESPEHC ++++ +H+ .+ + - - ++ -
8- ESPEHCSPHHTA ++ +++ 4+ + + - - + -
9- SPHHTALRQAIL - - - - - - - - -
10- LRQAILCWGELM ++++ A * +++  *

11- CWGELMTLATWV  + + + + - . + .
12- TLATWVGNNLED - + + - + - - + -
13- GNNLEDPASRDL - - ++ - - - - - -

14- PASRDLVVNYVN - - - - - - - - -
15- VVNYVNTNVGLK - - - - - - - - -

16- TNVGLKIRQLLW - - - + + - - + -
17- IRQLLWFHISCL ++ ++ ++ +++ 4+ * +++ ¥
18- FHISCLTFGRET S I 5 R S S ++ - - ++ -

19- TFGRETVLEYLV - - - - - - - - -
20- VLEYLVSFGVWI - - - - - - - - -
21- SFGVWIRTPPGY - - - - - - - - -
22- RTPPGYRPPNAP - - - + + - - + -
23- RPPNAPILSTLP - - - - - - - - -
24- ILSTLPETTVVR - - - - - - - - -

25- ETTVVRRRGRSP - - - + + - - - -
26- RRGRSPRRRTPS - - - + + - - - i,
27- RRRTPSPRRRRS - - - + + - - - -
28- PRRRRSQSPRRR - - - + + - - - -
29- QSPRRRRSQSRE - - - + + - - - -
30- RSQSRESQCKLG +++ -+ ++++ - - ++ -
31- SQCKLGSVDLN ++ ++++ +++ + ++++ - - ++ -

Figura 12. Reconocimiento de los péptidos sobrelapados que cubren la secuencia del HBcAg
(variante HBcRIV-2) por sueros y lavados vaginales de ratones inmunizados con este antigeno o sus
formulaciones combinadas y por suero de humanos infectados por el VHB. Se pudieron distinguir en
cada membrana hasta 4 niveles de intensidad de reconocimiento, representados con 1 a 4 signos (+)
por péptido en dependencia de la intensidad. Todos los sueros fueron ensayados a la dilucion 1:100 y
los lavados vaginales a la dilucién 1:10. Las muestras se obtuvieron después de 3 inoculaciones cada
14 dias. Los sueros (S) ensayados se correspondieron con ratones inmunizados con 5 pg de: S1.
HBCcRIV-2 via IN, S2. HBcM492 via IN, S3. HBcRIV-2 en ALOOH via SC, S5. HBcRIV-2 y HBsAg
via IN, S6. HBsAg via IN (reactividad negativa anti HBcAg). Los sueros humanos empleados fueron:
S4. Mezcla de sueros humanos con reactividad positiva anti-HBcAg y S7. Mezcla de sueros humanos
con reactividad negativa al HBcAg. Los lavados vaginales (LV) ensayados fueron obtenidos en
ratones inmunizados con: LV1. HBcM492 y HBsAg por via IN, LV2. HBsAg via IN (Lavados con
reactividad negativa anti-HBcAg). El simbolo (*) se corresponde con la aparicion de un color
amarillo, diferente a la coloracion azul positiva.
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En el caso de los sueros y lavados vaginales negativos analizados (Anexo 2, Figuras S6,
S7 y LV2), no se observd reaccidon positiva, sin embargo se observd una coloracion
amarilla para los péptidos 10 y 17, la cual no se corresponde con la coloracion azul que se
obtiene para los reconocimientos positivos. Esta coloracién ocurrid por reacciones
inespecificas y resulta imposible de eliminar con la regeneracion de la membrana.

Nuestros resultados sugieren que ambas variantes del HBcAg poseen una estructura
antigénica similar -y cercana a la estructura nativa. Nos basamos, primeramente, en la
similitud en la intensidad de reconocimiento cuando se cruzan los sueros obtenidos con
cada variante en ensayos de ELISA que utilizan como recubrimiento una u otra variante
de este antigeno (Figuras 10A y B). En segundo lugar, porque los sueros obtenidos
mediante la inoculaciéon de ambas variantes por via IN en ratones poseen un patron de
reconocimiento de secuencias lineales muy semejante entre si y con respecto al patron
generado por los sueros de personas infectadas con el VHB (Figura 12). Estos elementos

se adicionan al reconocimiento de la proteina HBcM492 por sueros de pacientes.

4.3.5 Efecto de la dosis del HBcAg en la inmunogenicidad del HBsAg y duracién
de la respuesta inmune contra ambos antigenos por via IN

El HBcAg evidencio tener efecto potenciador sobre la respuesta inmune del HBsAg
cuando ambos antigenos fueron coadministrados por la via IN. En estos experimentos el
HBcAg fue utilizado a dosis similares o dos veces por encima, indistintamente, entre 5 y
10 pg para ambos antigenos.

Con la finalidad de conocer si el incremento de la dosis del HBcAg implicaba un
incremento en la inmunogenicidad del HBsAg, se decidio realizar el estudio de
inmunogenicidad que se describe en el acapite 3.13.4 (Esquema D). En este estudio se
evaluaron 3 niveles de dosis del HBcAg en proporciones de 1:1; 1:2 y 1:4 para el HBsAg
y para el HBcAg, respectivamente. La dosis empleada de HBsAg fue de 5 pg. Este
estudio de inmunogenicidad fue seguido durante 270 dias con el objetivo de conocer la
dinamica de la respuesta de IgG en suero a partir de la administracién nasal de estas
formulaciones con cantidades crecientes de HBcAg de 5, 10 y 20 ug, respectivamente.
Después de la segunda dosis, la respuesta de IgG anti-HBsAg en suero para los tres
grupos inmunizados con la formulaciéon combinada (grupos 2, 3 y 4) fue superior, con

significacion estadistica, respecto a la que se obtuvo en el grupo inoculado por via IN con
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igual cantidad de HBsAg en PBS (p<0,01) y similar a la alcanzada por el grupo en que se
inocul6 al HBsAg en acemanano por via IN (grupo 5). La administracion IM del HBsAg
en ALOOH (grupo 6) generé niveles estadisticamente similares a los obtenidos por todos
los grupos inoculados por via IN (Figura 13 A). Sin embargo, el grupo inmunizado con la
dosis de 20 pg de HBcAg (grupo 4) generd la menor respuesta de anticuerpos en el suero
de los ratones inoculados, respuesta que fue significativamente inferior a la que se genero
por la dosis de 10 pg de HBcAg (grupo 3).

El analisis de la respuesta de IgG anti-HBsAg el dia 270 atn evidencid el efecto
potenciador del HBcAg sobre la respuesta inmune anti-HBsAg, al existir una diferencia
muy significativa (p<0.01) en los niveles de respuesta de los grupos inmunizados por via
IN con las formulaciones combinadas respecto al grupo 1, inoculado con HBsAg en PBS
(Figura 13 B). Ademas, se pudo verificar una lenta caida de la respuesta inmune en los
sueros de los ratones inmunizados con las formulaciones combinadas, tanto para los
titulos anti-HBsAg como en el caso de los titulos anti-HBcAg (Figuras 13 C, Dy E).

Otro aspecto de interés en este estudio fue la evaluacion de la respuesta inmune mucosal
contra ambos antigenos del VHB, obtenida a partir de la inoculacién de las diferentes
formulaciones empleadas en el estudio, luego de la tercera inoculacion (dia 40). Este
estudio permiti6 demostrar la presencia de una respuesta de IgA anti-HBsAg en los
lavados vaginales de todos los animales inmunizados por la ruta nasal con el HBsAg,
resultando imperceptible la respuesta inducida por la formulacion parenteral. Esta
respuesta resultd significativamente superior en los grupos inmunizados con las
formulaciones combinadas (grupos 2-4), con respecto al grupo 1, en el que se administro
al HBsAg en PBS (Figura 14A) y resulto similar a la obtenida con el HBsAg inoculado
con el Acemanano (grupo 5).

Con respecto a la respuesta anti-HBcAg, se pudo comprobar un incremento significativo
de la respuesta de IgA en secreciones vaginales en aquellos grupos inoculados con 10 y
20 ng de HBcAg (grupos 3 y 4) con respecto al grupo 2, el que recibio 5 pg de este
antigeno, todos estos grupos recibieron al HBcAg en formulaciones combinadas (Figura

14B).
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Figura 13. Efecto del incremento de la dosis del HBcAg en la respuesta inmune de la formulacion
combinada. A. Respuesta de IgG anti-HBsAg en suero, extraccion realizada el dia 26 (luego de la 2%
dosis). B. Respuesta anti-HBsAg el dia 270, C. Respuesta anti-HBcAg el dia 270, D. Dinamica de la
respuesta anti-HBsAg, E. Dinamica de la respuesta anti-HBcAg. Las variantes ensayadas fueron:
Gl. HBsAg 5 ng , G2. HBsAg 5 pg / 5 ng de HBcAg, G3. HBsAg 5 pug y 10 ug de HBcAg, G4.
HBsAg 5 nug v 20 ug de HBcAg, G5. HBsAg 5 ug y Acemanano 3 mg/mL (m:v), G6. HBsAg 5 ng
en ALOOH (0.5mg/mL) via IM. Los grupos 1-5 fueron inmunizados por via IN. En las figuras se
muestran los valores de Log MGT vy el intervalo de confianza para una probabilidad del 95 %. En los
graficos D y E s6lo se muestran los valores de Log MGT. La respuesta de IgG anti-HBsAg es
indetectable a los 10 dias de iniciado el estudio. consistente con su caracter T-denendiente.
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Figura 14. Evaluacion de la respuesta de IgA especifica para los antigenos HBsAg y HBcAg en
lavados vaginales. Los lavados vaginales se realizaron el dia 40. A. Respuesta de IgA anti-HBsAg,
B. Respuesta de IgA anti-HBcAg. Las variantes ensayadas fueron: G1. HBsAg 5 png , G2. HBsAg
5ug/5 pugde HBcAg, G3. HBsAg 5 ugy 10 pg de HBcAg, G4. HBsAg 5 ugy 20 pg de HBcAg,
G5. HBsAg 5 pug y Acemanano 3 mg/mL (m:v), G6. HBsAg 5 pg en ALOOH (0.5mg/mL) via
IM. Los grupos 1-5 fueron inmunizados por via IN. Las figuras muestran los valores de Log MGT
y los intervalos de confianza para una probabilidad de un 95 %.

4.4 Caracterizacion de la respuesta inmune inducida por la administracién nasal
de la formulacién combinada de los antigenos del VHB

4.4.1 Estudio de la respuesta de subclases de 1gG en suero

Con el objetivo de profundizar en las caracteristicas de la respuesta inmune inducida por
la formulacion nasal que contiene a los antigenos del VHB, se llevo a cabo el estudio de
inmunogenicidad que se describe en el acapite 3.13.4 (Esquema E). Un esquema similar
se desarroll6 en ratones C57/B16 con el objetivo de conocer las caracteristicas de la
respuesta inmune en otra linea de ratones.

La respuesta de IgG en suero de los ratones inmunizados con las formulaciones descritas
reprodujo las caracteristicas mencionadas con anterioridad para las comparaciones entre
estos grupos, verificdndose un incremento en la respuesta tanto de anti-HBsAg como de
anti-HBcAg, producto de la combinacion de ambos antigenos (datos no mostrados).

Para profundizar en el estudio del patron de subclases de IgG, se estudio el
comportamiento de las subclases de IgG en ratones Balb/c y C57/B16 inmunizados con la
formulacion combinada nasal, con el HBsAg en PBS por via IN y con la formulacion del
HBsAg en ALOOH.

El analisis del comportamiento de estas subclases de IgG anti-HBsAg mostré una

reduccion altamente significativa (p<<0.001) en las razones IgG1: IgG2a e IgG1: IgG2b en
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el grupo inmunizado con la formulacion IN combinada con respecto al grupo control
inoculado por via intramuscular con el HBsAg en ALOOH. En la Figura 15, se muestran
los niveles de titulos de las subclases IgG1, IgG2a e IgG2b para cada raton de los grupos
inmunizados por via IN con la combinacion HBsAg:HBcAg (Figura 15A), con el HBsAg
en PBS (Figura 15B) y ademas con el HBsAg en ALOOH por via IM (Figura 15C). Un
comportamiento similar en el patron de subclases se verifico en la linea C57/B16.

Respecto a la respuesta de subclases de IgG anti-HBcAg, se pudo verificar una potente
respuesta de IgG2a, superior a la respuesta de IgG1, aspecto que no fue modificado por la
combinacion con el HBsAg. Es decir, el mismo patrén que se obtiene con la

inmunizacion del HBcAg s6lo por via IN.

A. B.
HBsAg + HBCcAg Intranasal HBsAg Intranasal en PBS
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FiBsAg en ALOR Intramuscular Figura 15. Titulos de las subclases IgG1, 1gG2a e

IgG2b (representado por el Log Titulo) para cada
raton de los grupos inmunizados con A.
formulacion combinada de los antigenos
HBsAg: HBcAg, via IN B. HBsAg en PBS,
via IN, C. HBsAg en ALOOH. Las
inoculaciones se realizaron los dias 0, 14, 28 y
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4.4.2 Evaluacion de la respuesta celular inducida por la formulacion combinada de
los antigenos del VHB.

En el presente estudio se evalud la capacidad de las formulaciones combinadas

administradas por la via IN para inducir respuestas inmunes mediadas por células de bazo

de los ratones inmunizados. Con tal finalidad, se evalud la respuesta linfoproliferativa de

las células del bazo de animales inmunizados.
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Como resultado de este estudio, se demostr6 la existencia de una respuesta
linfoproliferativa positiva producto de la administracion de formulaciones nasales que
contienen el HBsAg, el HBcAg o su formulacion combinada. Se evidencid, ademas, un
fuerte incremento producto de la administracion de la formulacién combinada con
respecto a la respuesta generada por los grupos inmunizados con las formulaciones
nasales monovalentes (Figuras 16A y B). Es importante destacar que el incremento de la
respuesta linfoproliferativa se observo tanto en el caso de la estimulacion con el HBsAg
como con el HBcAg. Cada antigeno potencidé la inmunogenicidad celular del otro

antigeno presente en la formulaciéon combinada.

Actividad Proliferativa anti-HBsAg Actividad Proliferativa anti-HBcAg
IE 30 IE 1%
100 -
20 - 75 |
10 | 50 -
]
0 0 4 .  mmllem |
Gl G2 G3 G4 G5 cC+ G2 G4 G5
Grupos
A Grupos B

Figura 16. Actividad proliferativa a partir de la reestimulacion de células de bazo estimuladas
con: A. HBsAg 1 ng y B: HBcAg 0.1 pg. Los ratones fueron inmunizados con: G1. 5 ng HBsAg
en ALOOH, G2. 5 ng HBsAg y 5 ug HBcAg via IN, G3. 5 ug HBsAg, G4. 5 ug HBcAg, G5. PBS
IN. Las inoculaciones fueron los dias 0, 14 y 28 y los bazos se extrajeron el dia 42. Como control
positivo se emplearon células estimuladas con Con A por cada grupo de ensayo.

La administracion intramuscular del HBsAg en ALOOH indujo un bajo nivel de
actividad proliferativa con respecto al obtenido con la formulacion nasal monovalente, y
aun mucho menor al obtenido con la formulacion combinada (Figura 16A, G1). No
obstante a que los estudios de la actividad linfoproliferativa son experimentos que se
realizan estimulando una mezcla de las células del bazo de 3 ratones por grupo de
inmunizacion, los resultados mostrados se reprodujeron en al menos 3 ocasiones, ¢
incluso se pudo observar un comportamiento similar a los 30 dias de la ultima
inoculacién del antigeno (datos no mostrados). El resultado de los estudios de actividad
proliferativa fue consistente con los resultados alcanzados en el estudio de la respuesta

inmune humoral contra ambos antigenos.
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Como parte de la caracterizacion de la respuesta celular, se estudié la capacidad de la
formulacion nasal de potenciar la secrecion de IFN-y, a partir de la re-estimulacion in
vitro de células de bazo de ratones inmunizados, mediante un ensayo de ELISPOT que
utilizo al péptido S(2s.39) del HBsAg, reconocido por células CD8+, y de naturaleza
inmunodominante en ratones Balb/c. A diferencia de la determinacion de la actividad
linfoproliferativa, la determinacién de la frecuencia de células secretoras de IFN-y por
ELISPOT se realiz6 a partir de la estimulacion de células de ratones individuales. Como
resultado de este estudio, también se pudo apreciar una respuesta positiva para todos los
grupos presentes en el estudio e inmunizados con formulaciones simples o combinadas
del HBsAg. La formulacion combinada gener6 los mayores niveles de frecuencias de
células secretoras de IFN-y en respuesta al estimulo con el péptido. Esta respuesta resulto
estadisticamente superior a la obtenida con el grupo control inmunizado por la via IN sin
HBcAg (p<0.05), asi como respecto al control parenteral, en el que los ratones fueron
inmunizados con el HBsAg en ALOOH por via IM (p<0.05). En el caso que se representa,
la determinacion fue realizada 1 mes posterior a la dosis de refuerzo (Figura 17). La
reestimulacion de células del grupo inmunizado con el HBcAg y del grupo control

negativo no gener6 células viables.
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Figura 17. Ensayo de ELISPOT realizado 1 mes posterior a la dosis de refuerzo (dia 120). Los
esplenocitos fueron cultivados in vitro con el péptido Si3.39) del HBsAg y se detectaron las células
secretoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT individualizado (n=5). G1. HBsAg en
ALOOH, via IM, G2. HBsAg en PBS, via IN y G3. HBsAg:HBcAg, via IN. Inoculaciones 0, 14, 28,
los bazos se extrajeron al mes de la tltima dosis.
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4.5 Estudio de la formulacion combinada por técnicas de ME y cromatografia de
exclusion molecular de alta resolucion.
4.5.1 Estudio de la formulacién combinada por ME de transmision
La formulacién combinada del HBsAg y el HBcAg en PBS fue caracterizada mediante
ME de transmision con el objetivo de conocer las caracteristicas morfologicas de los
antigenos en la mezcla.
Inicialmente, las particulas del HBcAg habian sido estudiadas como parte de la
caracterizacion de la variante HBcM492, purificado para este trabajo. Este antigeno
mostrd una apariencia fisica de particulas semejante a virus, como se observa en la Figura
18A. El tamafio del HBsAg, resultd inferior en algunos nanémetros al del HBcAg (Figura
18B). Ambos antigenos tuvieron un rango de tallas entre los 20 y los 30 nm de diametro.
A partir del andlisis visual de la imagen del HBsAg y del HBcAg fue posible diferenciar
ambos antigenos, tomando como punto de comparacion el centro de la particula del
HBcAg (Figura 18A), el cual muestra una coloracion oscura o zona de mayor densidad
electronica, lo cual no se observa en la preparacion del HBsAg (Figuras 18B). Este
hecho permiti6 distinguir ambas particulas en los estudios de ME de la formulacion
combinada (Figura 18C). De este modo, fue posible observar con facilidad la agregacion
espontanea de ambas particulas en la formulacién utilizada en los estudios inmunoldgicos.
Es bueno destacar que esta agregacion espontdnea también fue observada en los

antigenos por separado, como se observa en las Figuras 18 A y B.

A B C

Figura 18. Estudio por ME de transmision de los antigenos HBsAg, HBcAg y de la combinacion de
ambos antigenos en PBS. A. HBsAg (0,1 mg/mL), B. HBcAg (0,1 mg/mL), C. HBsAg: HBcAg
(0,1 mg/mL de cada antigeno). Las barras miden 200 nm.
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4.5.2 Estudio del perfil cromatografico de la formulacion combinada mediante
técnica de cromatografia de exclusién molecular de alta presion.
Teniendo en cuenta que las particulas de HBsAg y de HBcAg poseen una tendencia a la
agregacion, y que tal comportamiento permite la existencia de un nivel de agregacion
entre ambos antigenos, se evaluod si la presencia de estos agregados modifica el perfil
cromatografico de ambos antigenos de modo apreciable. Las corridas se realizaron en
PBS, y por triplicado. Como proteina control se utiliz6 el HBsAg, el cual posee
naturaleza fisica de PSV y didmetro de aproximadamente 20 nm. El HBsAg posee un
perfil cromatografico conocido. Adicionalmente, se empled como control una variante de
HBsAg agregado, obtenido por tratamiento quimico, el cual modifico el perfil
cromatografico del HBsAg por un corrimiento en el sentido de la agregacion de hasta 14
minutos en las condiciones ensayadas. La evaluacion de la formulacion combinada de los
antigenos HBsAg y HBcAg no mostro6 modificacion del perfil cromatografico en las
condiciones ensayadas, no se observo corrimiento del pico o aparicion de una fraccion
agregada de ambos antigenos, s6lo el ensanchamiento caracteristico de la base del pico

del HBsAg (Figura 19).

Figura 19. Perfil cromatografico del
HBcAg, el HBsAg y de la formulacion
combinada de ambos antigenos en
cromatografia de exclusion molecular en
sistema de alta presion. La corrida se

b - - - J\A realiz6 en una columna TSK G6000 de

dimensiones 7.5x600 mm con A. 100 ug de
HBsAg, B. 100 pg de HBcAg, C. 100 pg

de HBsAg y 100 pg de HBcAg, D. HBsAg

— —] —] I I agregado mediante tratamiento quimico

C. con ciclodextrinas Las corridas se
I realizaron en PBS, a un flujo de 0.25

| ] 1 ! mL/min para un tiempo total de 90 min.

por corrida y la deteccion de la seial se

= realiz6 a una longitud de onda (A)=280 nm.
o | Los tiempos de retencion de los picos
| correspondientes a los antigenos fueron:
T ! ! TR(A)=72.23 min, TR(B)=72.51 min,
TR(C)=73.15 min, TR(D)= 59.31 min.

Tiempo (minutos)
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4.6 Evaluacion del efecto del HBcAg sobre la inmunogenicidad de una segunda
variante del HBsAg por via IN.

Con el objetivo de conocer si el HBcAg es capaz de potenciar la respuesta anti-HBsAg de
una segunda variante del HBsAg obtenida en células de mamiferos, se dise6 el estudio
de inmunogenicidad descrito en el acdpite 3.13.5 en el cual se evaluaron formulaciones
combinadas de la proteina HBcM492 y las dos variantes de HBsAg.

El resultado de la evaluacion del nivel de I1gG anti-HBsAg en el suero de los ratones
inmunizados evidencio la capacidad del HBcAg para potenciar la respuesta de ambas
variantes del HBsAg por la via IN (Figuras 21, grupos 3 y 6). Sin embargo, se pudo
comprobar un mayor efecto potenciador del HBcAg sobre la inmunogenicidad del
HBsAg producido en el CIGB (grupo 3) respecto al producido por Berna Biotech
(HBsAg-BB), representado por el grupo 6 (p<0.05), no obstante a no existir diferencias

en la respuesta inmune inducida por la ruta IM (Figuras 21, grupos 1 y 4).

IgG anti HBsAg (dia 25)
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Figura 21. Respuesta de IgG anti-HBsAg en suero de ratones inoculados con formulaciones nasales
del HBcAg (variante HBcM492) y dos variantes del HBsAg a los 10 dias de la 2da dosis, La dosis
empleada para todos los antigenos fue de 5 pg/ratén siguiendo un esquema de inoculaciones los dias 0,

15 y 30. En la figura se representan los valores de Log MGT vy el intervalo de confianza para un 95%
de probabilidades.
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4.7 Estudio del efecto de la inoculacion intranasal de formulaciones combinadas
del HBsAg con antigenos heterdlogos de interés vacunal
4.7.1 Evaluaciéon del efecto del HBsAg sobre la inmunogenicidad del toxoide
tetanico, el toxoide diftérico y Bordetella pertussis inactivada

A pesar de que los antigenos TD, TT y Bp han sido inoculados por rutas mucosales con
anterioridad, no existe en la literatura ningiin antecedente de la administracion mucosal
de formulaciones combinadas de estos antigenos con el HBsAg. Adicionalmente se debe
sefialar que los antigenos TD, TT y Bp son antigenos que han sido empleados
frecuentemente en combinacion con el HBsAg por la ruta parenteral como parte de
formulaciones vacunales combinadas. Con la finalidad de conocer el efecto de la
combinacion de antigenos vacunales sobre la inmunogenicidad de cada uno en la
formulacion, se disend el estudio de inmunogenicidad que se presenta en el acéapite 3.13.6,
en el que se estudiod el efecto de la coadministracion nasal de las combinaciones de estos
antigenos con el HBsAg. La respuesta inmune fue evaluada por ELISA para la deteccion
de IgG especifica contra estos antigenos en suero, lavados vaginales y homogenatos de
pulmones de los ratones inmunizados.

Como resultado de la evaluacion de la respuesta inmune a las 2 semanas de la tercera
administracion se verificd un incremento significativo de la respuesta de IgG en suero de
los grupos inoculados por via IN con las formulaciones combinadas con respecto a la
respuesta inducida por el HBsAg en solucion (grupos 1-7 vs grupo 8, Figura 22A). El
grupo inoculado por via IP con la formulacion tetravalente indujo niveles de respuesta
anti-HBsAg superior a la obtenida por los grupos 1-8 sugiriendo que aunque existe un
efecto potenciador, este no es tan intenso como el que induce el HBcAg, que ha llegado a
estar al nivel de los grupos 12 y 13, administrados por via parenteral (Figura 22A).

Con respecto a la respuesta de IgG anti-TT y anti-TD en suero, se aprecio un incremento
altamente significativo en la inmunogenicidad resultante de la combinacion de estos
antigenos con el HBsAg, ya sea en formulaciones bivalentes que no contenian Bp
(Figuras 22B y C, grupos 1 y 3, respectivamente) como en formulaciones trivalentes con
o sin Bp. Se debe reconocer que la presencia de la Bp fue un factor adicional en la
respuesta generada contra los toxoides en las formulaciones combinadas. Estas respuestas

anti-TT y anti-TD llegaron a ser 10° veces superior (p<0.001) con respecto a la inducida

75



Resultados

por los grupos inoculados con igual dosis de los toxoides en PBS por via IN cuando los
toxoides fueron coadministrados con el HBsAg como con la bacterina Bp (Figuras 22B y
O).

La respuesta inmune contra la bacterina Bp fue evaluada mediante la deteccion de los
titulos contra la bacteria. La respuesta de IgG anti-BP en suero fue muy elevada en todos
los grupos que recibieron este antigeno, sin embargo, el grupo 2, que recibio la mezcla de
la Bp y el HBsAg genero6 una respuesta anti-Bp significativamente superior a la generada
por la Bp en solucion, representado en el grupo 10, (Figura 22D), manifestando un efecto

potenciador atn sobre este antigeno que es tan inmunogénico.
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Figura 22. Evaluacion de la respuesta de IgG en suero especifica para: A. HBsAg, B. TT, C. TD, D. Bp.
Los ratones fueron inmunizados con formulaciones combinadas nasales (grupos 1-7) del HBsAg: G1.
HBsAg y TD, G2. HBsAg y Bp, G3. HBsAg y TT, G4. HBsAg, TD y Bp, G5. HBsAg, TD y TT, G6.
HBsAg, TT y Bp, G7. HBsAg, TT, TD y Bp. Los grupos del 8 al 11 recibieron los antigenos por
separado: G8. HBsAg, G9 TD, G10. Bp, G11. TT. Los grupos 12 y 13 recibieron formulaciones
parenterales G12. HBsAg via IP, G13. HBsAg, TD, TT y Bp, adyuvadas en ALOOH. En la figura se
reoresentan los valores de Log MGT v el intervalo de confianza nara un 95% de orobabilidades.
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La respuesta de IgA evaluada en los lavados vaginales y en pulmones mostrd un

comportamiento similar en el caso de los toxoides, cualquier combinacion de los toxoides

y el HBsAg administrada por via IN gener6 una respuesta de IgA anti-toxoides altamente

significativa

con respecto al grupo administrado en su formulaciéon no combinada,

representados por los grupos 9y 11 (Figuras 23B y C y 24By C, respectivamente).

En el caso de la respuesta anti-Bp, también se evidencid su alta inmunogenicidad en la

respuesta de IgA anti-Bp. Tanto en las formulaciones combinadas como en la simple se

generaron fuertes respuestas, que s6lo evidenciaron significacion estadistica a favor de

los grupos inmunizados con las formulaciones combinadas en el caso de la respuesta de

IgA anti-Bp en lavados vaginales (Figura 23D y 24D).
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Figura 23. Evaluacion en lavados vaginales de la respuesta de IgA especifica para: A. HBsAg, B. TT,
C. TD, D. Bp. Los ratones fueron inmunizados con formulaciones combinadas nasales (grupos 1-7)
del HBsAg: G1. HBsAg y TD, G2. HBsAg y Bp, G3. HBsAg y TT, G4. HBsAg, TD y Bp, G5.
HBsAg, TD y TT, G6. HBsAg, TT y Bp, G7. HBsAg, TT, TD y Bp. Los grupos del 8 al 11 recibieron
los antigenos por separado: G8. HBsAg, G9 TD, G10. Bp, G11. TT. Los grupos 12 y 13 recibieron
formulaciones parenterales G12. HBsAg via IP, G13. HBsAg, TD, TT y Bp, adyuvadas en ALOOH.
Se representan los valores de Log MGT vy el intervalo de confianza para un 95% de probabilidades.
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Figura 24. Evaluacion en homogenatos pulmonares, de la respuesta de IgA especifica para: A.
HBsAg, B. TT, C. TD, D. Bp. Los ratones fueron inmunizados con formulaciones combinadas nasales
(grupos 1-7) del HBsAg: G1. HBsAg y TD, G2. HBsAg y Bp, G3. HBsAg y TT, G4. HBsAg, TD y
Bp, G5. HBsAg, TD y TT, G6. HBsAg, TT y Bp, G7. HBsAg, TT, TD y Bp. Los grupos del 8 al 11
recibieron los antigenos por separado: G8. HBsAg, G9 TD, G10. Bp, G11. TT. Los grupos 12 y 13
recibieron formulaciones parenterales G12. HBsAg via IP, G13. HBsAg, TD, TT y Bp, ambos en
ALOOH. Se representan los valores de Log MGT y el intervalo de confianza (95% de probabilidades).

La respuesta de IgA anti-HBsAg en lavados vaginales y muestras de pulmones fue
similar en los grupos inmunizados con las formulaciones combinadas con respecto al
grupo inmunizado con el HBsAg solo. Es bueno tener en cuenta que el efecto potenciador
sobre el HBsAg en suero no fue tan pronunciado como el efecto obtenido sobre los
toxoides producto de estas combinaciones. Para el dia 100 en que se realizaron los
lavados, la respuesta anti-HBsAg en suero no fue diferente entre los grupos inmunizados
con las combinaciones (grupos 1-7) y la variante inmunizada con el HBsAg en solucion
(grupo 8) por lo que de cierta forma este resultado reproduce el comportamiento de la

IgG anti-HBsAg en el suero.
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4.7.2 Evaluacion del efecto del HBsAg sobre la inmunogenicidad del antigeno de la
nucleocépsida del virus de la hepatitis C (HCcAQ).
Previamente se demostr6 que dos variantes del HBcAg son capaces de potenciar
significativamente la inmunogenicidad del HBsAg cuando ambos antigenos son
coadministrados por la via nasal y que a su vez el HBsAg ejerce efecto potenciador sobre
el HBcAg coadministrado. También se comprobd que el HBcAg es capaz de potenciar
una variante de HBsAg relativamente diferente (que incluye las regiones Pre-S1 y Pre-
S2). En el estudio de inmunogenicidad descrito en el acapite 3.13.5.2 se estudio la
combinacion del HBsAg y el antigeno de la nucleocéapsida del virus de la hepatitis C,
(HCcAg-120). Este antigeno contiene 120 aa de la secuencia del VHC y se purifica como
un antigeno particulado recombinante producido en Escherichia coli.
El estudio de la respuesta de IgG anti-HBsAg mostré un incremento significativo
(p<0.05) en los titulos de los grupos inoculados por ambas rutas con las formulaciones
combinadas, grupos 3 y 6, con respecto a los grupos en los que el HBsAg se administro
en PBS por via IN o en ALOOH por via IM, grupos 2 y 4, respectivamente (Figura 25A).
Como resultado de este estudio de inmunogenicidad se pudo comprobar que el HCcAg es
inmunogénico cuando se administra por via IN en PBS o adyuvado al ALOOH vy
administrado por via IM. La coadministracion con el HBsAg favorecid la respuesta de
IgG anti-HCcAg, tanto por ruta IN como IM, sin embargo esta diferencia fue significativa
solo a partir de la coadministracion de ambos antigenos por la via IM adsorbidos al
ALOOH (Figura 25B).
Con respecto a la respuesta de subclases de IgG anti-HBsAg, se pudo apreciar que esta es
fundamentalmente de tipo IgG1 cuando el HBsAg se inocula en formulaciones simples,
sin embargo la combinacion con el HCcAg favorecid la induccion de una respuesta de
tipo IgG2a de modo que por ambas rutas se redujo la razon IgGl / IgG2a de modo
significativo, incluso por la ruta IN el incremento de la respuesta de tipo IgG2a cambi¢ el
caracteristico patron en el que predomina la IgG1 por un patron asociado a respuesta Thl
en el que la IgG2a fue la subclase dominante (Figuras 25C y E).
El analisis de la razon IgG1 / IgG2a de la respuesta anti-HCcAg no evidencié cambio ni
variaciones significativas entre los grupos inmunizados con las combinaciones y sus

respectivos controles. La respuesta anti-HCcAg induce niveles de IgG2a por encima de

79



Resultados

los niveles de respuesta especifica de tipo IgGl (Figuras 25 D y F). Tanto la

inmunogenicidad de esta particula como la modulacion en el sentido de la IgG2a en su

patron de subclases de IgG son caracteristicas comunes del HBcAg y el HCcAg.
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Figura 25. Respuesta de 1gG especifica para el HBsAg y el HCcAg en el suero de ratones inmunizados
con formulaciones simples y combinadas. A. IgG anti-HBsAg, B. IgG anti-HCcAg, C. IgG1 anti-
HBsAg, D. IgG1 anti-HCcAg, E. IgG2a anti-HBsAg, F. IgG2a anti-HCcAg. Las variantes ensayadas
fueron: G1. HCcAg (IN), G2. HBsAg (IN), G3. HBsAg y HCcAg (IN), G4. HCcAg (IM), G5. HBsAg
(IM), G6. HBsAg y HCcAg (IM). Por la via IM los antigenos se inocularon adsorbidos en ALOOH 0.5
mg/mL. Las dosis empleadas fueron de 5 ng HBsAg y 10 ug de HCcAg por raton. Se representan los
valores de Log MGT y el intervalo de confianza para un 95% de probabilidades.
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4.8 Inmunogenicidad por via nasal de una formulacion que contiene al HBsAg y al
HBcAg en voluntarios saludables

Como parte del desarrollo de un candidato vacunal que contiene a los antigenos de la

superficie y de la nucleocapsida del VHB se decidid evaluar la seguridad y la

inmunogenicidad preliminar de una formulacion de ambos antigenos en un estudio

clinico Fase I, controlado, aleatorizado y a doble ciegas. Para este estudio fueron

seleccionados 19 voluntarios saludables, los cuales recibieron la formulaciéon combinada

del HBsAg y el HBcAg o placebo de acuerdo a lo descrito en el acépite 3.13.7. Como

resultado de la administracion del preparado se evidencidé la seguridad de esta

preparacion al no existir eventos adversos de consideracion en el grupo inmunizado con

la formulacién combinada. Por otra parte, los eventos adversos no difirieron en

proporcion o intensidad entre ambos grupos de voluntarios.

No se produjeron reacciones adversas serias o inesperadas, ni desviaciones del rango

normal de los parametros hematologicos y de quimica clinica. Los eventos adversos

locales fueron ligeros en un 97 % de los casos, reportandose fundamentalmente

estornudos (34.1 %), rinorrea (12.2 %) y congestion nasal (9.8%). Sélo hubo un reporte

de reaccion vagal en un sujeto del grupo de estudio, sin embargo fue un evento de corta

duracién cuya relacion con la administracion del producto se considerd poco probable.

Tabla 4. Resumen de los resultados de inmunogenicidad del estudio clinico fase I de la formulacion

nasal combinada de los antigenos HBsAg y HBcAg. Se muestran los porcientos de seroconversion

anti-HBcAg y de seroproteccion anti-HBsAg (valores mayores de 10 UI/L de anticuerpos anti-
HBsAg) en el suero de los voluntarios involucrados en el estudio.

Grupo/Dia e la | Vacuna HBcAg-HBsAg Placebo
extraccion Dia 0 Dia 30 Dia 90 Dia 0 Dia 30 Dia 90
N 9 8 8 10 9 9

% Seroconversion - 8 (100%) | 8(100%) - -

anti-HBcAg

% Seroproteccion B 2(25%) 6 (75%) } B

anti-HBsAg >10 IU/L

MGT anti-HBsAg - 7849.6 | 332.38 ) 3
(UIL)
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El estudio de la respuesta humoral evidenci6 la capacidad de la formulacion combinada
para generar una respuesta inmune contra ambos antigenos en voluntarios sanos, dado por
un 100% de seroconversion anti-HBcAg en el suero de los vacunados desde la extraccion
posterior a la tercera dosis -al mes de comenzado el estudio. No se observo respuesta
anti-HBcAg o anti-HBsAg en el grupo placebo. Por su parte la respuesta anti-HBsAg en
voluntarios inmunizados alcanz6 un 25% de titulos protectores (mas de 10 UI/L) al mes
de iniciado el estudio y un 75% después de la Gltima dosis (Tabla 4).

4.9 Evaluacion de la respuesta inmune inducida por formulaciones combinadas

del HBsAg y del HBCcAg por via parenteral.

Con la finalidad de estudiar la capacidad del HBcAg para potenciar la respuesta de tipo
Thl de formulaciones administradas por via parenteral, se disefio el estudio de
inmunogenicidad que se describe en el acapite 3.13.8. En el protocolo desarrollado se
evaluaron varias formulaciones del HBsAg adsorbido a distintas variantes del adyuvante
Algamulina. Adicionalmente, se evalué la combinaciéon del HBsAg y el HBcAg

adsorbido a todas las variantes de Algamulina, e incluso una variante en PBS.

La evaluacion de la respuesta de subclases de IgG anti-HBsAg después de la segunda
dosis mostrd una respuesta de IgG1 similar en todas las formulaciones adyuvadas del
HBsAg (p>0.05) (Figura 27A). Ademas, se pudo observar un incremento significativo de
las subclases IgG2a e IgG2b para los grupos de ratones inoculados con la combinacion
del HBsAg y el HBcAg (Figura 27B y C, grupos 8-13), con respecto a los grupos en los
que el HBsAg se administré sin el HBcAg (grupos 1-7). Este resultado evidencié que el
HBcAg ejerce su efecto modulador también por la ruta parenteral, respecto al incremento
de la subclases [gG2a e IgG2b. Los grupos placebo (14-16) no generaron respuesta de Ac.
Posteriormente, se evaludé directamente en ensayos de respuesta celular si esta
modulacion en el patron de subclases estuvo asociada a un incremento en la capacidad de
secrecion de IFN-y y en la actividad linfoproliferativa. Result6é interesante comprobar
que el grupo administrado con la combinacién de antigenos del VHB (grupo 8) fue el
unico que generd respuestas positivas en el experimento de deteccion de IFN-y en el
sobrenadante de cultivo como resultado de la estimulacién con el HBsAg, de los tres
grupos inoculados con este antigeno, resultando positivas el 80% de las muestras (Figura

28A). En el caso del HBcAg se pudo comprobar una respuesta positiva en los ratones
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inmunizados con este antigeno (grupo 8), y no se evidencid respuesta positiva en los

ratones no inmunizados con el HBcAg (grupos 2 y 4).

La evaluacion de la actividad linfoproliferativa anti-HBsAg también evidencié un
incremento en el indice de estimulacion de las células provenientes de los ratones
inmunizados con la combinacion de los antigenos (Figura 28B). La actividad proliferativa
del antigeno de superficie evidencié un nivel bajo, no obstante resultd positivo de
acuerdo al criterio de corte de indice de estimulacion (IE)= 3, establecido en este estudio

para el indice de estimulacion.

A. :
1gG1 anti-HBsAg Grupos
Log Tit 1- Heberbiovac HB
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6- 3- HBsAg/AG48
oa, v e e T, T e o X 4- HBsAg/AG52
R T s L, W wp I T o 5- HBsAg/AG53c
“ * 6- HBsAg/ y-Inulina
5 A 7- HBsAg/PBS 1X
8- HBsAg + HBcAg / Alhydrogel
a 9- HBsAg + HBcAg / AG48
10- HBsAg + HBcAg / AG52
11- HBsAg + HBcAg / AG53c
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13- HBsAg + HBcAg / PBS
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Log Tit Log Tit
(1/dil) (1/dil)
R v o x4 X 4.0 = . v x
404 « * v:w R x§ _i 39 1:_ IS4 :o o
. o — 2 o . * <
35 * o e e 1., . . v e : Sore
Lo . x 304" i o 00 voe T — .
3.0 " ' v hd A . o +
. N e o N - o g x; + *
. _ X ] Yvv L¢
254 — = ~— P 2.5 _ « 4 0
" ! . AL : “n . o
2.0 *e 2.0 v - . *
:‘ : . . “gu a ° i A4 YYY ¢ eme OO0 AW oo
15 15
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Grupos Grupos

Figura 27. Evaluacion de las subclases de IgG anti-HBsAg en suero de ratones inoculados con
distintas formulaciones del HBsAg y el HBcAg adsorbidas a variantes de adyuvantes basados en el
ALOOH o en PBS. A. IgG1, B. IgG2a y C. IgG2b. Los grupos ensayados se muestran en el cuerpo
de la figura. La dosis empleada fue de 2 ug de HBsAg y de 4 ug de HBcAg. Los adyuvantes
empleados se utilizaron a 0.5 mg/mL. Las inoculaciones se realizaron los dia 0 y 28 y la extraccion
el dia -2 y el dia 56. En la figura se representan el logaritmo de los valores de titulo individuales.
Los grupos placebo (14-16) no generaron respuesta de Ac detectable, no se representaron.
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IFN-y en sobrenadantes . . . .
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Figura 28. Estudio de la respuesta celular inducida por la formulaciéon combinada del HBsAg y el
HBcAg por via IM. A. Evaluacién de la secrecion de IFN-y por células de bazo en cultivo
estimuladas con HBsAg, HBcAg, Con A y sin estimular. Los grupos estudiados fueron
inmunizados con G2. 2 ug de HBsAg en 0.5 mg/mL de ALOOH, G4. 2 ug de HBsAg en AG52,
G8. 2 pg de HBsAg y 4 nug de HBcAg en ALOOH. La estimulacion de las células con los
antigenos se realiz6 a 1 pg/mL y la Con A se utiliz6 a 5 pg/mL. Se representan los valores de DO
resultantes del ELISA.B. Evaluacion de la actividad proliferativa anti-HBsAg. Ademas de los
grupos 2 y 8 se utilizoé un grupo placebo (grupo 15) que recibio HBcAg en ALOOH (IM).

4.10 Respuesta inmune anti-HBsAg en ratones Balb/c y en ratones transgénicos

inmunizados con las formulaciones combinadas administradas por via INy SC

Con el objetivo de conocer si la administracion de las formulaciones combinadas del
HBsAg y el HBcAg es capaz de subvertir la tolerancia inmunologica anti-HBsAg e
inducir la produccion de respuesta de anticuerpos contra el HBsAg, se diseiid un estudio
de inmunogenicidad en el que se inmunizaron ratones transgénicos que expresan el
HBsAg de forma estable en suero y tejidos. La caracterizacion previa de estos ratones
mostro la expresion del HBsAg en el suero durante més de 20 meses de vida y la ausencia
de respuesta anti-HBsAg luego de 10 administraciones de la vacuna preventiva

convencional que solo contiene al HBsAg en ALOOH.

Como parte de este estudio, se inocularon ratones transgénicos simultdneamente con las
formulaciones combinadas por las vias IN y SC, de acuerdo a lo descrito en el acapite

3.13.9.

El grupo de ratones Balb/c (no transgénicos) inoculados como control con las

formulaciones combinadas generaron una respuesta de IgG anti-HBsAg que se
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caracterizd por su rapidez e intensidad. Fue posible generar en ellos un 100% de
seroconversion luego de una primera dosis, y titulos cercanos a los niveles de saturacion

(10% después de la tercera dosis (Datos no mostrados).

En el caso de los ratones transgénicos, se detectd seroconversion anti-HBsAg en los
ratones inoculados con el tratamiento combinado y simultaneo por las vias IN y SC. La
seroconversion comenzd desde la extraccion posterior a la tercera dosis (Figura 30). De la
tercera a la 6ta inoculaciones se observd la seroconversion a niveles bajos -entre 2 y 4
ratones (25%-50% del total). En la extraccién posterior a la séptima dosis se logro
detectar respuesta de IgG anti-HBsAg en el 100% de los ratones inmunizados. La media
de los titulos estuvo por encima de 1:500 (1/dil). No se detectd respuesta de IgG en los
ratones transgénicos o no transgénicos inoculados con las formulaciones placebo (No
mostrado). Las extracciones luego de tercera, quinta y sexta inoculaciones se
caracterizaron por niveles de respuesta cercanos al valor de corte (1:50), con
negativizacion posterior a la seroconversion en dos casos. Fue después de la séptima
dosis que culminan las fluctuaciones y se incrementan los niveles de titulos de modo

generalizado (Figura 29).

Figura 29. Respuesta de 1gG anti lgG anti HBsAg en suero de ratones HBSAg(+)
HBsAg en suero de los ratones ~ 1
HBsAg(+), inmunizados con las 5 35 e
formulaciones combinadas del s ;] a3
HBsAg y el HBcAg, simultanea- = - a4
mente por las rutas IN y SC. Las S

inoculaciones fueron cada 14 dias 21 B
y la sangre se colect6 a los 10 dias 15 ——0
después de la 3ra, la Sta, la 6ta y 1 7
la 7ma dosis. Cada curva repre- 05 —8
senta la dinamica de aparicion de 0

la IgG en el suero de los ratones 0 o 40 o 80 100
transgénicos. Sobre la linea de

puntos, los valores son positivos Tiempo

con un titulo > 1:50.

El valor de 1.5 a tiempo 0 representa un nivel de titulo por debajo del valor de
seroconversion, tomado arbitrariamente para representar la no existencia de Acs de tipo

IgG anti-HBsAg al inicio del estudio en los ratones HBsAg(+).
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5 DISCUSION

Los resultados presentados en este documento demuestran que es posible purificar al
HBcAg como una PSV de naturaleza nucleoproteica y con un alto grado de pureza, lo
que permiti6 desarrollar los estudios inmunolégicos planificados.

Posteriormente, como resultado de los estudios de inmunogenicidad, se pudo demostrar
en el modelo murino la generacion de una respuesta inmune potente y de larga duracion
contra los antigenos HBsAg y HBcAg, a partir de la administracion IN y parenteral del
HBcAg y de las formulaciones combinadas del HBsAg y el HBcAg. Adicionalmente, se
colectaron evidencias de seguridad e inmunogenicidad como resultado de la
administracion de la formulacion combinada de ambos antigenos en humanos.

En otro grupo de resultados, se demostr6 la capacidad de la ruta nasal para inducir una
respuesta inmune potente cuando varios antigenos de interés vacunal fueron
administrados por via IN en formulaciones combinadas. Una caracteristica importante de
estas formulaciones lo constituyd la capacidad de unos antigenos para potenciar la
respuesta de otros antigenos coadministrados.

5.1 Obtencion de la nucleoproteina HBcM492 como PSV y con alta pureza

La experiencia internacional en el desarrollo de antigenos vacunales indica que la
naturaleza fisico-quimica de los antigenos esta directamente relacionada con la intensidad
y las caracteristicas de la respuesta inmune inducida. En este sentido se ha podido
demostrar que los antigenos capaces de formar particulas son muy inmunogénicos (134-
138).

El proceso de purificacion descrito en el acapite 3.11 permiti6 obtener al HBcAg como
una nucleoproteina con un aspecto fisico de PSV y con una talla muy similar a la del
HBsAg (20-30 nm) segun los resultados de ME y HPLC. La obtencién de la proteina con
estas caracteristicas reprodujo resultados de otros laboratorios que han obtenido variantes
de la nucleocéapsida del VHB similares en cuanto a diametro y aspecto fisico (139). La
importancia de este resultado radica en que una de las razones que explican la alta
inmunogenicidad del HBcAg, natural o recombinante, es su estructura tridimensional
(21). La disposicion repetitiva, rigida y equidistante de las protuberancias en la superficie
de la particula del HBcAg favorece el entrecruzamiento de los receptores

inmunoglobulinicos de una familia de células B que tiene un alto nivel de representacion
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en el repertorio inmunoldgico de ratones y humanos. Las células B que reconocen a este
antigeno son capaces de activarse y convertirse en células presentadoras profesionales
muy eficientes. Esta interaccion de la particula con la célula B permite su activacion
directa y justifica el comportamiento de este antigeno como un antigeno T-dependiente y
T-independiente al mismo tiempo (21).
Por otra parte, la proteina HBeAg, que no forma particula sino que es soluble, se
relaciona con procesos de induccion de tolerancia, que incluso han sido reportados como
uno de los principales mecanismos de persistencia de este virus (31).
Previo al inicio de este trabajo, prevalecid en los reportes de la literatura especializada la
tendencia a purificar una variante truncada del HBcAg que no posee la region C-terminal.
Esta region es responsable de la union a los 4cidos nucleicos. La eliminacion de esta
region de la proteina permitié eliminar el componente nucleotidico asociado (22). Sin
embargo, en el desarrollo de este trabajo se preservo esta zona, y su material nuclear para
su potencial uso como adyuvante, ya que se conocia desde antes del inicio de nuestro
trabajo que el acido nucleico proveniente de procariontes posee efecto
inmunoestimulante, aunque las evidencias experimentales mostraban que este efecto se
asociaba al ADN (140).
La presencia de material nuclear asociado a la particula del HBcAg, especificamente
ARN, concuerda con reportes previos que plantean que es el ARN el material
predominante en el HBcAg recombinante (141). Tomando como referencia el PPM de
ADN, la migracion en el gel de agarosa para esta proteina fue similar a la reportada por
Riedl y colaboradores (22), quienes ademas demostraron la presencia del material nuclear
asocuado a la proteina en geles de agarosa y su degradacion producto del tratamiento con
RNAsa (22).
5.2 Estudio de la inmunogenicidad de la proteina HBcM492 administrada a
ratones Balb/c por diferentes vias de inoculacion.
Un elemento inmunoldgico que caracteriza al HBcAg, natural o recombinante, es su alta
inmunogenicidad en el modelo murino, asi como en personas que han sido infectadas por
el VHB (21). En humanos, la respuesta de IgG anti-HBcAg en suero se mantiene elevada

muchos afos después de la infeccion aguda. Por otra parte, en aquellos pacientes que
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desarrollan la enfermedad crénica también se produce una fuerte respuesta anti-HBcAg
que coexiste con niveles indetectables de anticuerpos anti-HBsAg (142).

Como resultado de la inoculacion parenteral de niveles decrecientes de dosis de
HBcM492 se pudo detectar respuestas de IgG contra este antigeno en suero de ratones
inoculados con dosis muy bajas y a s6lo 10 dias de la primera inoculacion. Este resultado
evidencid la alta inmunogenicidad del HBcAg y la rapida generacidén de anticuerpos de
tipo IgG anti-HBcAg, aspectos consistentes con las caracteristicas inmunologicas del
HBcAg reportadas en la literatura (20).

El papel fisiologico de la respuesta humoral anti-HBcAg es poco importante en la
proteccion contra la infeccion por el VHB, entre otras cosas porque el mismo es un
antigeno interior de este virus (142). Sin embargo, la respuesta humoral anti-HBcAg se
utilizd en este estudio como un pardmetro indicativo de la inmunogenicidad de este
antigeno por las diferentes rutas. En adicion, el estudio de las subclases de IgG a partir
del calculo de la razon IgG1: IgG2a puede ser utilizado por su asociacion con el balance
Th1:Th2 en el desarrollo de la respuesta inmune. De modo general, el balance de
subclases de IgG1l e IgG2a inducido por la administracion mucosal y parenteral del
HBcAg es muy similar. La inoculaciéon IN del HBcAg evidencié un reforzamiento en el
perfil de subclases de IgG asociado al patron de respuesta Thl (20, 22). Este tipo de
respuesta estd asociada al incremento en la capacidad de secrecion de IFN-y e IL-12 por
las células T y a la potenciacion de la actividad citolitica de las células CD8+, que a su
vez se relaciona con la resolucion de la infeccion créonica por el VHB asi como con el
control viral durante la infeccion aguda (15).

La induccion de una respuesta inmune antiviral en los compartimentos mucosales del
sistema inmune requiere de la administracion mucosal de los antigenos. Esto esta
relacionado con la compartimentalizacion del sistema inmune mucosal (143-145). Este
fenomeno explica la pobre respuesta inmune inducida en mucosas por la inoculacion
parenteral del HBcAg comparada con la generada por el grupo inmunizado con la
proteina HBcM492 por via IN, no obstante a que ambos grupos indujeron niveles de
respuesta en suero que fueron similares durante todo el estudio. Este hecho es relevante si
tenemos en cuenta que la transmision del VHB ocurre en gran medida por contacto

sexual (146, 147), y que aunque este virus tiene como organo diana al higado, se conoce
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de la existencia de maultiples sitios de replicacion extra-hepaticos localizados en
compartimentos mucosales (Revisado en 148).
La superioridad de la respuesta inmune inducida en suero y en mucosas por via IN con
respecto a la generada por las otras vias de inmunizacién mucosal es consistente con los
resultados obtenidos con otros antigenos en ratones y humanos (149, 150).
Las similitudes en el reconocimiento de epitopes lineales por sueros de los ratones
inmunizados con las variantes HBcM492 y HBcRIV-2, y por sueros de pacientes
infectados con el VHB, constituyen evidencias del correcto ensamblaje de la proteina
HBcM492. La propiedad de activar células B especificas e inducir en ellas una fuerte
actividad como CPA depende de la estructura de la particula (20, 21). Es posible que este
mecanismo sea util en el escenario de la enfermedad cronica, ya que el HBcAg podria ser
procesado por esta via alternativa.
El presente trabajo es el primer estudio de inmunogenicidad realizado con la variante
nucleoproteica del HBcAg administrada por via mucosal. La respuesta inducida por la
variante completa HBcM492 contrastdé con un reporte previo que refiere la pobre
inmunogenicidad de una proteina truncada y quimérica cuando es inoculada por la ruta
IN (151). Estos resultados develan nuevas potencialidades para el uso del HBcAg en su
variante nucleoproteica y particulada como inmunoégeno y proteina portadora por la via
de inmunizacién IN. En la actualidad no existe ninguna proteina portadora para la
inmunizacion IN que reuna las caracteristicas de esta proteina.
5.3 Estudio de la inmunogenicidad de formulaciones combinadas del HBsAg vy el
HBcAg inoculadas por la via IN
La potenciacion de la respuesta inmune de anticuerpos anti-HBsAg en el suero de los
ratones inmunizados por via IN con la formulacién combinada del HBcAg con el HBsAg
se pudiera explicar por el efecto adyuvante del material nuclear asociado al HBcAg o por
el efecto local de activacion del sistema inmune producido por la alta inmunogenicidad
del HBcAg. Independientemente de la causa, este resultado constituyd la primera
demostraciéon de la capacidad potenciadora del HBcAg empleado en una mezcla
antigénica. En el momento en que se obtuvo este resultado se conocia la capacidad del

HBcAg como proteina portadora (Revisado en 152), sin embargo, esta fue la primera
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ocasion en que se utilizé al HBcAg como parte de una mezcla simple, coadministrado
con un segundo antigeno, en este caso el HBsAg.

El adyuvante que con mayor frecuencia se utiliza a nivel internacional como referencia
para evaluar el efecto potenciador por las rutas mucosales es la TC. Esta proteina ejerce
un efecto potenciador muy fuerte, pero no es posible utilizarla en seres humanos por sus
efectos toxicos (153). E1 HBcAg mostré un efecto potenciador de la respuesta sérica de
IgG anti-HBsAg similar al obtenido con la TC. Este resultado evidencia que el efecto
adyuvante del HBcAg tiene suficiente fortaleza como para considerar el uso de este
antigeno como inmunopotenciador de formulaciones vacunales por via IN.

El estudio de la respuesta contra las proteinas utilizadas como adyuvantes (HBcAg y TC)
corrobor6 la alta inmunogenicidad mucosal de ambas proteinas e, incluso, evidenci6 el
efecto potenciador del HBsAg sobre la inmunogenicidad del HBcAg. No por inesperado
este efecto deja de ser logico. Se conoce que el HBsAg posee una naturaleza fisico-
quimica proteoliposomal/virosomal y este tipo de compuestos ha demostrado tener
actividad adyuvante con anterioridad (154-156). Sin embargo, la coadministracion con el
HBsAg no incrementd la respuesta de IgG anti-TC en el suero de los animales
inmunizados, por lo que podria sugerirse la existencia de un caracter selectivo en esta
actividad potenciadora. No existe precedente en la literatura de este efecto adyuvante del
HBsAg, aunque esta proteina también ha sido utilizada ampliamente como proteina
portadora (157).

La introduccién de un adyuvante en una formulacion vacunal suscita el problema de la
induccién de una respuesta inmune contra el adyuvante. En el caso de un adyuvante
proteico, —como es el caso de los toxoides empleados como adyuvantes mucosales (158),
se generaria una respuesta inmune tanto humoral como celular que no esta dirigida contra
el patogeno contra el cual se pretende inmunizar. En el caso del HBcAg, se introduce en
la formulacion un antigeno cuya capacidad adyuvante se suma al efecto de la respuesta
inmune especifica. Se ha demostrado que la respuesta celular anti-HBcAg puede ser til
desde el punto de vista terapéutico en el control del VHB (101).

Un articulo publicado durante el desarrollo de este trabajo evidencid una diferencia
importante en la respuesta inmune y la capacidad adyuvante del HBcAg completo (183

aa) y el truncado. La eliminacion de la regién de unién a los acidos nucleicos varié el
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patron de subclases de IgG inducido por esta proteina, favoreciendo la generacion de una
respuesta de tipo Th2, y eliminando la capacidad de potenciar al HBsAg cuando ambos
antigenos son coadministrados por via parenteral (22). Este resultado fue muy
esclarecedor, y ofrecid explicacion a los resultados obtenidos en nuestro trabajo. El efecto
del ARN como adyuvante e inmunomodulador se explica por su capacidad de unirse a
receptores especificos para el ARN en la superficie de células presentadoras (receptor
Toll 3), y a la sefial de activacion resultante (20).

El reconocimiento del péptido que contiene los 8 aa finales de la region C-terminal en la
variante HBcRIV-2 por los sueros de los ratones inmunizados con esta variante, permite
predecir que la insercion de epitopes B homoélogos o heterdlogos en esta region es viable
por su exposiciéon, y ademas por preservar la capacidad adyuvante y la alta
inmunogenicidad mucosal del HBcAg recombinante. Esta region es la mas alejada del
epitope inmunodominante (aa 78-83), responsable del reconocimiento y activacion
directa de las células B especificas y del caracter T-independiente de esta particula. Este
reconocimiento estd directamente relacionado con su potente inmunogenicidad (159) y no
descartamos que también esté relacionado con su actividad adyuvante.

Uno de los elementos en el estudio de los adyuvantes o de cualquiera de los componentes
de una formulacion es la racionalidad de las dosis empleadas. Desde el punto de vista
experimental, no encontramos que el incremento de la dosis de HBcAg, evaluado en tres
proporciones respecto al HBsAg (1:1, 1:2 y 1:4) haya favorecido la respuesta inmune
contra el HBsAg o contra el HBcAg de modo significativo, ni en suero ni en lavados
mucosales. Por esta razon, el desarrollo ulterior de la formulacién nasal se basd en la
variante de proporciones 1:1 entre ambos antigenos. Esta variante ofrece una mayor
economia de recursos.

Otro elemento de importancia, relacionado con el anterior, es la larga duraciéon de la
respuesta inmune inducida por las formulaciones combinadas administradas por via IN. A
los 270 dias de iniciado el estudio, atin es detectable el efecto adyuvante sobre la
respuesta de anticuerpos anti-HBsAg. Este es un elemento fundamental, pues la
inmunizacion contra el VHB debe garantizar una inmunidad duradera, sobre todo un

nivel de anticuerpos que garantice la seroproteccion por un largo tiempo (160).
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El hecho de que esta evaluacion se realizara de conjunto con la evaluacion de los distintos
niveles de dosis del HBcAg permitid asegurar que la respuesta anti-HBsAg va
disminuyendo con igual pendiente en todos los grupos, por lo que tampoco se justifica un
incremento en la cantidad de “HBcAg adyuvante” para garantizar una respuesta mas
duradera de IgG anti-HBsAg en suero.

5.4 Estudio de la respuesta celular inducida por la administracién nasal de la

formulacién combinada de los antigenos del VHB

La reduccion que se evidencid en la razon IgG1:1gG2a anti-HBsAg puede ser explicada
por la contribucion del efecto modulador del componente ARN. Este efecto ha sido
reportado para distintos adyuvantes de naturaleza nucleotidica (161). La reduccion en la
razon IgGl:IgG2a fue tan marcada que se invirtio el patron de las subclases de IgG,
induciéndose una respuesta en la que predomind la subclase IgG2a para las dos lineas de
ratones evaluadas. Este resultado fue consistente con el incremento en la respuesta celular
producto de la inmunizacién con la formulaciéon combinada. El resultado del ELISPOT
también fue consistente con los resultados anteriores de patron de subclases y con el
incremento de la actividad proliferativa. La deteccion de este tipo de respuestas abre las
potencialidades de la inmunizacién IN con la formulacién combinada al area de la
inmunizacion terapéutica, y especificamente en el caso del tratamiento de la infeccion
cronica por el VHB. El control de este virus se relaciona con el desarrollo de una
respuesta inmune celular potente y multiespecifica (4).

La deteccion por técnicas de ME de transmision de la presencia de agregados de las
particulas del HBsAg y el HBcAg en las formulaciones combinadas, pudiera explicar el
comportamiento inmunolégico de la formulacion. La agregacion entre ambos antigenos
puede ser el resultado de la tendencia natural a la agregaciéon observada para ambos
antigenos por separado, los que pudieran interactuar entre si en un medio liquido por
medio de interacciones no covalentes. Con anterioridad se ha descrito que el HBsAg
producido en Pichia pastoris tiene la capacidad de formar agregados de particulas (162)
durante el proceso de produccion. También se ha descrito que la union natural entre el
HBsAg y el HBcAg ocurre a partir de la interaccion de la proteina de la envoltura del
virus con la nucleocapsida (163). No descartamos que este mecanismo también esté

relacionado con la agregacion, sin embargo, la particula de HBsAg producida en el CIGB
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no posee las regiones pre-S, donde se encuentran sitios importante en el reconocimiento
entre ambos antigenos (163). La union del HBsAg al HBcAg puede beneficiar la
inmunogenicidad del HBsAg puesto que la union fisica del antigeno al adyuvante
produce un incremento en la inmunogenicidad del antigeno (164).
Por otra parte, se conoce que el HBcAg es rapidamente asimilado del medio por las
células B en un proceso mediado por el entrecruzamiento de receptores en la superficie
de esta cé¢lula y el envio de sefiales intracelulares de activacion que provocan la secrecion
de IgM e IgG, y la regulacion positiva de la produccion de moléculas coestimulatorias
por las células B (21, 23). No descartamos que al estar unido el HBsAg al HBcAg, ambas
particulas transiten por este tipo de mecanismo, lo cual podria ser una via alternativa en el
procesamiento del HBsAg. En un escenario donde las células dendriticas tienen
afectaciones funcionales (165), como es el caso de la hepatitis B cronica, este mecanismo
podria constituir una via alternativa de presentacion antigénica.
La inmunizacién de la formulacion combinada del HBcM492 y el HBsAg producido en
células de mamiferos demostrd que el efecto potenciador del HBcAg no se limita a su
interaccion con el HBsAg producido en el CIGB. No obstante, fue posible apreciar que el
efecto potenciador sobre la respuesta de IgG anti-HBsAg en suero fue superior en la
combinacion con el HBsAg producido en Pichia pastoris. Consideramos que esto ocurre
por la mayor inmunogenicidad mucosal del HBsAg-CIGB con respecto al HBsAg-BB,
que se pudo apreciar después de la segunda dosis (resultado no mostrado)
55 Estudio del efecto de la inoculacion IN de formulaciones combinadas del
HBsAg con antigenos heterdlogos de interés vacunal
La demostracion previa del efecto potenciador del HBsAg sobre la respuesta inmune anti-
HBcAg inducida por la formulacion nasal combinada propicid el estudio de nuevos
antigenos cuya naturaleza fisico-quimica difiere respecto al HBcAg. Este es el caso de los
toxoides tetanico y diftérico, asi como de la bacteria inactivada Bp. La experiencia previa
de estudios realizados con estos antigenos no recoge una formulacién que combine al
HBsAg por la via IN con ninguno de estos antigenos. De hecho el HBsAg es utilizado por
la ruta IN a nivel mundial con posterioridad a los estudios iniciales realizados en el CIGB
(109), por lo que la evaluacion de formulaciones multivalentes por la via IN con este

antigeno resultaba un campo desconocido. Sin embargo, la combinacién del HBsAg con
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el HBcAg sugeria la capacidad de la ruta IN para favorecer la respuesta de ambos
antigenos cuando eran coadministrados, contrario a quienes pudieran pensar que podria
existir una competencia entre los antigenos por los sitios de captura como las criptas a
nivel de amigdalas y las células M asociadas al epitelio mucosal (166).

La capacidad inmunopotenciadora del HBsAg, demostrada por el incremento de la
respuesta de IgG en suero y de IgA en mucosas contra los antigenos coadministrados,
demostrd que es posible el disefio de formulaciones multivalentes en las que pueden
coinocularse no sélo PSV, sino también pudieran incluirse antigenos solubles y bacterias
inactivadas, los que podran recibir un efecto potenciador como resultado de esta
coadministracion. En este estudio se pudo observar que, aparte del efecto potenciador que
reciben los antigenos solubles ensayados -el TT y el TD-, por el cual la respuesta de 1gG
anti-TT y anti-TD en suero se potencia entre 50 y 100 veces debido a la coadministracion
de los mismos con el HBsAg, la adicion de la Bp increment6 los niveles de respuesta a
valores similares a los obtenidos con la vacuna tetravalente control. Este efecto se reporta
por primera vez en la literatura.

Este tipo de interaccidon entre antigenos vacunales podria evitar el uso de adyuvantes
mucosales, optimizando la respuesta inmune a partir del efecto potenciador entre los
propios antigenos de la composicion. El uso de adyuvantes siempre es un riesgo de
toxicidad adicional que en ocasiones ha obstaculizado el desarrollo de vacunas inoculadas
por via IN (167).

Los resultados de IgG en suero obtenidos a partir de la coadministracion del HBsAg y el
HCcAg por la via IN mostraron una gran similitud con aquellos obtenidos a partir de la
coadministracion del HBsAg y el HBcAg. A la luz de nuestros resultados y el reporte de
Riedl y colaboradores (22), este comportamiento resulta 16gico si se tiene en cuenta que
ambas nucleocapsidas se obtuvieron en Escherichia coli como nucleoproteinas, con
aspecto fisico de PSV y utilizando un método de purificacién que preservé el contenido
nucleotidico y la estructura particulada de este antigeno.

También se pudo comprobar un efecto potenciador por parte del HBsAg sobre la
respuesta anti-HCcAg a nivel de IgG total, lo que fue consistente con el efecto
potenciador del HBsAg sobre el HBcAg, sobre los antigenos solubles y sobre la

bacterina. En nuestra opinion, este efecto adyuvante del HBsAg sobre diferentes tipos
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antigénicos nos aleja de una posible explicacion relacionada con la afinidad natural al
HBcAg, y nos sugiere que se relaciona con su naturaleza lipoproteica / virosomal (168).
5.6 Inmunogenicidad por via nasal de una formulacién que contiene al HBsAg y al
HBCcAg en voluntarios saludables
La realizacion del estudio clinico Fase I, controlado, aleatorizado y a doble ciegas
evidenci6 la seguridad de la formulacion combinada de los antigenos del VHB
administrada por via IN. El andlisis de la respuesta inmune inducida en los voluntarios
mostrd la capacidad del HBcAg para inducir una répida respuesta inmune. Todos los
voluntarios que recibieron la formulacidon generaron respuesta de anticuerpos anti-HBcAg
en suero a s6lo un mes de iniciado el estudio.
El nivel de respuesta anti-HBsAg inducido por la administracion IN de los antigenos del
VHB no es comparable atin con la intensidad de los titulos que se generan con la vacuna
parenteral. Sin embargo los resultados obtenidos son alentadores al existir un alto
porciento de seroproteccion en humanos. Este no fue el primer estudio que se realizé con
el HBsAg por via IN. Anteriormente, se ensay6 la formulacion basada en el HBsAg y el
polisacarido inmunopotenciador Acemanano, en un estudio promovido por el CIGB. Ese
estudio evidenci¢ la seguridad de la formulacién, sin embargo, logré un porciento bajo de
respuesta anti-HBsAg en suero, solamente 1 voluntario (10%) resultd seroprotegido
(169).
El resultado alcanzado en este trabajo con la formulacion combinada de los antigenos
HBsAg y HBcAg es relevante, dado que aun existen varios aspectos de la formulacion
que deben ser optimizados. Por ejemplo, se deben optimizar aspectos como la cantidad de
antigeno por dosis, el nimero de inoculaciones, y la frecuencia de las inmunizaciones.
Desde el punto de vista de la formulacion se debe estudiar la posibilidad de utilizar
mucoadhesivos y otros compuestos promotores de la absorcion, de igual forma se pueden
explorar las potencialidades de la inmunizacién con formulaciones en polvo, que
actualmente es un area de rapido desarrollo (170). El uso de dispositivos que favorecen
una mejor deposicion de los antigenos y una mayor nebulizacion en cada actuacion (171)
también es motivo de estudio a nivel internacional.
En la actualidad no existen alternativas terapéuticas efectivas y las que existen son

extremadamente costosas, y se encuentran lejos del alcance de la mayor parte de los
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pacientes. A partir de los resultados obtenidos en ratones y en humanos, consideramos
que la inoculacién mucosal de los antigenos del VHB puede aplicarse en el campo de la
inmunizacion terapéutica contra este virus. La inmunoterapia contra la hepatitis B es un
campo que se desarrolla con fuerza, no obstante los resultados atin son modestos (172).
En sus condiciones actuales este producto puede combinarse con la estimulacion
parenteral para favorecer un reforzamiento de su inmunogenicidad. Se ha descrito
previamente que la administracion simultanea mucosal-parenteral permite la potenciacion
de la respuesta inmune a los antigenos en ambos compartimentos del sistema inmune
(173).

Existen multiples razones cientificas que hacen de un candidato vacunal administrado por
via mucosal un producto atractivo para su uso en la terapéutica. Aproximadamente el
80% de las células del sistema inmunologico estan asociadas al sistema inmune mucosal.
Aunque la administracion parenteral induce una fuerte respuesta en compartimentos
sistémicos, solo induce una respuesta marginal a nivel de mucosas, -lo cual se comprueba
con los resultados presentados en este trabajo. Sin embargo, la inoculacion mucosal de
antigenos puede generar una respuesta tanto en compartimentos sistémicos como
mucosales (174).

Para seleccionar un candidato vacunal terapéutico que potencie la respuesta inmune por
via de mucosas se han tenido en cuenta algunas caracteristicas de la infeccion por el
VHB. Por ejemplo, el VHB es un virus hepatotropico, sin embargo, existen 6rganos
asociados al sistema inmune mucosal que son infectados, como el estdbmago, el colon, las
gonadas y las glandulas salivales, entre otros (Revisado en 148). También se ha
comprobado que el HBeAg se secreta en la saliva (175), lo que pudiera ser considerado
como una via de de utilizacién del mecanismo de induccion de tolerancia oral como una
estrategia viral para la induccion de tolerancia contra sus antigenos. La potenciacion de
una respuesta anti-HBV con un patrén Thl por via intranasal podria ejercer un efecto
modulador sobre la respuesta inmune que se genera a partir del reconocido efecto
tolerogenizante del HBeAg en sangre (25), controlando de una manera mas efectiva al
virus presente en los compartimentos sistémico y mucosal.

Por tltimo, un elemento importante que no debe dejarse de mencionar es el relacionado

con la fuerte respuesta de anticuerpos anti-HBcAg en sangre de los pacientes cronicos. El
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alto nivel de anticuerpos anti-HBcAg en el suero de los pacientes portadores cronicos del
VHB coexiste con un estado de tolerancia inmunoldgica en la respuesta celular anti-
HBcAg (25). Este estado de tolerancia se manifiesta de diferentes formas que van desde
la deplecion de células efectoras, la regulacion negativa de sus funciones hasta niveles de
regulacion tan finos como la desorganizacion de los lipidos asociados al receptor de las
células T, lo que regula negativamente la sefial resultante (176). La respuesta de
anticuerpos contra el HBcAg se sugiere que constituye un mecanismo para impedir que el
HBcAg sea detectado por las células B, cuya presentacion eficiente es contraproducente
para el virus (21). De este modo la administracion parenteral del HBcAg pudiera estar
limitada por la presencia de importantes niveles de anticuerpos anti-HBcAg que podrian
impedir su procesamiento 0ptimo. La inmunizacion mucosal (IN) ofrece compartimentos
en los que el encuentro de los antigenos con las células presentadoras no se afecta por la
inmunidad sistémica concomitante, este es el caso de las invaginaciones de las células M
en el epitelio mucosal. Estas estructuras han evolucionado para favorecer que el antigeno
pueda entrar en contacto con las células presentadoras de forma rapida y protegida de la
inmunidad sistémica (177). Este aspecto podria ser fundamental en la subversion de una
respuesta inmune en la que existen multiples afectaciones, tanto entre las células
presentadoras como entre las efectoras (178-184).

5.7 Evaluacion de la respuesta inmune inducida en ratones por formulaciones

combinadas del HBsAg y el HBcAg inoculadas por via parenteral

El HBcAg impuso su patron de respuesta por via parenteral, no obstante a estar
coadministrado de conjunto con multiples adyuvantes simultaneamente. Se favoreci6é un
incremento en el nivel de los titulos de las subclases asociadas a la respuesta Thl, lo cual
fue consistente con el efecto del HBcAg por via IN. Este resultado también es consistente
con la modulaciéon de la respuesta cuando otros adyuvantes son combinados en
formulaciones adyuvantes con el ALOOH (60).

El incremento en los valores de IFN-y es muy importante en una estrategia terapéutica
contra la infeccion cronica por el VHB, ya que se ha descrito el fendomeno conocido como
“eliminacion viral mediada por citoquinas”, que explica la eliminacion viral sin causar

dafio celular producto de la secrecion de IFN-y y de otras citoquinas asociadas a la
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respuesta Th1 (185-187). Este tipo de respuesta seria muy conveniente producto de que lo
ideal es eliminar al virus sin generar dafio histologico.
Por su parte la respuesta proliferativa corrobor6 los resultados obtenidos en los
experimentos de evaluacion de subclases y en el ELISA de IFN-y en sobrenadantes de
cultivo. Podemos concluir de este grupo de experimentos que la coadministracion del
HBcAg por via parenteral también favorece un reforzamiento del tipo de respuesta Th1.
Reproduciendo el efecto potenciador inducido por via IN a partir de la coadministracion
de los antigenos del VHB con antigenos heter6logos, se han obtenido una serie de
resultados a nivel de laboratorio que muestran el efecto potenciador e inmunomodulador
de estos antigenos sobre proteinas heterdélogas coadministradas. Estos resultados son
objeto de tesis de otro compaiiero (188, 189).
5.8 Respuesta inmune anti-HBsAg en ratones transgénicos inmunizados con las
formulaciones combinadas administradas simultaneamente por las vias IN y
SC
En el escenario en los ratones transgénicos el HBsAg se comporta como un autoantigeno.
Este modelo animal ha sido empleado con frecuencia durante el desarrollo de candidatos
vacunales terapéuticos y en estudios de la inmunopatogénesis viral (190-193).
Los resultados de la literatura especializada, en ratones que han sido inmunizados con
proteinas, han sido modestos (194-195). Aunque se ha publicado que es posible inducir
respuesta anti-HBsAg en suero, esto solo se logré mediante la administracion de 12
inoculaciones de 10 pg del HBsAg en adyuvante completo de Freund por via IP,
generando aproximadamente un 15% de seroconversion. A partir de la imposibilidad del
uso de este adyuvante en humanos por su alta reactogenicidad (196), se desarrollaron
estrategias vacunales como la inmunizacion con ADN, lipopéptidos y con células
dendriticas (197-199), las que también han tenido resultados modestos y contradictorios.
La obtencion en nuestros estudios de un nivel de seroconversion del 100% luego de la
séptima dosis sugiere que aun existen posibilidades para el uso terapéutico de los
inmunogenos proteicos. No obstante, se deben realizar nuevos estudios para conocer
aspectos de la respuesta inmune celular inducida por las formulaciones combinadas.
La dindmica de aparicion de los anticuerpos en estos ratones transgénicos aporta datos de

interés a la polémica actual relacionada con el numero de inoculaciones requeridas para
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lograr un tratamiento inmunoterapéutico eficaz en pacientes con infeccion crénica por el
VHB. Los estudios clinicos desarrollados hasta este momento han evaluado un rango
muy amplio de inoculaciones, sin embargo la tendencia actual es a conducir estudios con
multiples inoculaciones por paciente (200, 201). Observando la dindmica de desarrollo de
la respuesta humoral en este modelo animal y teniendo en cuenta los ensayos fallidos que
han sido realizados, consideramos que los tratamientos vacunales disefiados con finalidad
terapéutica podrian beneficiarse de la inclusion del HBcAg a las formulaciones vacunales
y del incremento en el nimero de administraciones.

5.9 Consideraciones generales

La coadministracion de los antigenos recombinantes HBsAg y HBcAg, tanto por via IN
como por vias parenterales, favorece el incremento en la respuesta inmune contra ambos.
De modo general, la coadministracion de antigenos nucleoproteicos y el HBsAg modula
la respuesta anti-HBsAg en el sentido Thl. Finalmente, la administracion de la
formulacion de los antigenos HBsAg y HBcAg permitio subvertir la tolerancia a la
respuesta inmune anti-HBsAg en un modelo de raton transgénico que expresa el HBsAg
en suero. Consideramos que estos resultados pueden ser utiles en el desarrollo de
candidatos vacunales con interés terapéutico. Un segundo uso de estas formulaciones
podria estar dirigido al disefio de candidatos vacunales para situaciones particulares que
no encuentran soluciodn a partir del uso de la vacuna preventiva actual, como es el caso de
los pacientes con inmunodeficiencias, los individuos vacunados que no responden a la
vacuna actual, asi como los pacientes con afecciones renales en servicios de hemodialisis
y otros grupos de riesgo.

En el futuro préximo se requerird de la implementacion de nuevas tecnologias de
administracion IN, asi como el desarrollo de la formulacion combinada. Se requerira del
estudio de diferentes esquemas de administracion y la evaluacion de diferentes dosis de
los antigenos en humanos. La ruta parenteral podria utilizarse en el desarrollo de
formulaciones preventivas, asi como en el uso combinado con las formulaciones nasales
en los estudios de vacunacion terapéutica. La optimizacion de las formulaciones actuales
y el desarrollo de una estrategia clinica adecuada permitirdn obtener nuevos productos a

partir de los resultados anteriormente expuestos.
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CONCLUSIONES

La proteina HBcM492 se obtiene como una nucleoproteina con aspecto fisico de PSV
y caracteristicas antigénicas similares al antigeno de la nucleocapsida natural, lo que
favorece su empleo como candidato vacunal.

La administracion IN del HBcAg induce en ratones una potente respuesta inmune
anti-HBcAg, tanto en el compartimento sistémico como a nivel de mucosas,
caracterizada por una rapida respuesta de IgG y la coexistencia de una fuerte
respuesta humoral y celular.

La coadministraciéon nasal o parenteral del HBsAg con antigenos de naturaleza
nucleoproteica en ratones produce un incremento en la respuesta inmune contra
ambos antigenos, caracterizada por su larga duracion y el reforzamiento del patron
Thl.

La coadministracion nasal del HBsAg y otros antigenos de interés vacunal incrementa
la inmunogenicidad de los antigenos presentes en la formulacion, este fenémeno se
produce para combinaciones del HBsAg con antigenos disimiles como PSV,
proteinas solubles y bacterinas, y ocurre tanto a nivel de mucosas como en el
compartimento sistémico, lo que pone de manifiesto la adyuvanticidad del HBsAg.

La inoculacion intranasal de la formulaciéon combinada HBsAg: HBcAg en humanos
induce una respuesta inmune humoral contra ambos antigenos en un porciento
elevado de los voluntarios inmunizados.

La inoculacion simultdnea y repetida de formulaciones combinadas del HBsAg y el
HBcAg por las rutas IN y SC permite subvertir la tolerancia de las células B en los

ratones transgénicos que expresan al HBsAg.



RECOMENDACIONES

Estudiar en los ratones transgénicos al HBsAg y al VHB, que son tolerantes al
HBcAg, la importancia relativa de la via IN y la parenteral, asi como los aspectos
relacionados con la respuesta celular inducida en estos animales y las posibles
afectaciones sobre sus 6rganos.

Emplear las propiedades adyuvantes de los antigenos de la superficie y de la
nucleocapsida del VHB en el desarrollode una estrategia de inmunizacion
terapéutica contra la hepatitis B cronica, que se beneficie de las propiedades
inmunologicas de las formulaciones combinadas de ambos antigenos.

Emplear las propiedades adyuvantes de los antigenos del VHB en el desarrollo de
formulaciones vacunales contra patogenos en los que se requiere inducir una potente
respuesta humoral y celular, o contra aquellos que tienen en las mucosas su puerta de
entrada o un sitio de replicacion.

Implementar estudios en animales robustos durante la optimizaciéon de las
formulaciones intranasales y propiciar el empleo de dispositivos que mejoren la
disponibilidad del antigeno, su localizacién en la mucosa y la dispersion de la

formulacion.



8 Anexos
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Anexo 1. Analisis por electroforesis de proteinas y western blot de la pureza e identidad molecular del
HBcAg, purificado de acuerdo al proceso descrito en 3.11. A. Estudio por electroforesis de proteinas
de la pureza de los lotes de HBcAg al final del proceso de purificacion. Carril 1. PPM, 2-5. Lotes
producidos de HBcAg. 6. Control positivo, B. Estudio de la identidad molecular del HBcAg mediante
electroforesis y western blotting contra un suero policlonal de conejo con reactividad anti-HBcAg.
Carril 1. 5 pg de HBcAg (HBc M492), 2 y 3. Biomasas de Fermentaciones de 50L y de 5L que
expresan HBcM492. 4. Biomasa negativa.



ST. LV.1 LV.2

Anexo 2. Reconocimiento de los péptidos sobrelapados que cubren la secuencia del HBcAg (variante
HBCcRIV-2) por sueros y lavados mucosales de ratones inmunizados con este antigeno o su formulacién con
el HBsAg. Los sueros (S) ensayados se correspondieron con ratones inmunizados con 5 pg de: S1. HBcRIV-
2 via IN, S2. HBcM492 via IN, S3. HBcRIV-2 en ALOOH via SC, S5. HBcRIV-2 y HBsAg via IN, S6.
HBsAg via IN (reactividad negativa anti HBcAg). Los sueros humanos empleados fueron: S4. Mezcla de
sueros humanos con reactividad positiva anti-HBcAg y S7. Mezcla de sueros humanos con reactividad
negativa al HBcAg. Los lavados vaginales (LV) ensayados fueron obtenidos en ratones inmunizados con:
LV1. HBcM492 y HBsAg por via IN, LV2. HBsAg via IN (Lavados con reactividad negativa anti-HBcAg).
El simbolo (*) se corresponde con la aparicion de un color amarillo, diferente a la coloracion azul positiva.
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