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SINTESIS

La preparacion vacunal CIGB-230 esta constituida por la combinacién de un plasmidio que
expresa las proteinas estructurales del virus de la hepatitis C (VHC), con una variante
recombinante de la proteina de la capsida del propio virus. Esta preparacion ha demostrado su
inmunogenicidad en modelos animales, con proteccion en modelo de reto con virus sustituto
en ratones. En el presente trabajo se estudid por primera vez la respuesta inmune especifica
contra antigenos del VHC en pacientes cubanos cronicamente infectados, inmunizados con la
preparacion vacunal CIGB-230, como monoterapia y en combinacion con la terapia con IFN-
a-2b y ribavirina, respectivamente. Desde antes del tratamiento la respuesta humoral fue
detectable contra varios de los antigenos evaluados en la mayoria de los pacientes. La
respuesta celular fue poco frecuente, no sostenida y generalmente monoespecifica. Se
demostro6 por primera vez la capacidad de la preparacion vacunal para incrementar la actividad
de los anticuerpos neutralizantes contra el VHC, en el contexto de monoterapia y en triterapia
con IFN-a-2b y ribavirina, asi como la diversificacion antigénica de la respuesta celular por la
monoterapia. En el contexto de la terapia antiviral se observd ademds la induccion de
respuestas de secrecion de IFN-y y proliferativas de novo contra antigenos virales. Ademas se
evidencid que esta preparacion vacunal en esquema de 6 dosis a partir de la semana 12 de la
terapia antiviral indujo incrementos en la respuesta de anticuerpos neutralizantes y de
secrecion de IFN-y que se asociaron a la respuesta viroldgica sostenida. Este trabajo hace
aportes a la caracterizacion de la respuesta inmune especifica contra el VHC en pacientes
cubanos cronicamente infectados, asi como al conocimiento de la capacidad de la preparacion
vacunal CIGB-230 para modificarla y contribuye a la proyeccion de estrategias racionales de

intervencion activa en los pacientes cronicamente infectados por el VHC.
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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico
ALAT: alanina aminotransferasa
ARN:: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico
mensajero

CFP: células formadoras de puntos
CFSE: del inglés
carboxyfluorescein  succinimidyl
ester

CMV: citomegalovirus

Con A: concanavalina A

DE: desviacion estandar

DO: densidad optica

ELISA: del inglés enzyme linked
immunosorbent assay

ELISPOT: del inglés enzyme linked
immunospot assay

HLA: del inglés human leucocyte
antigen

IE: indice de estimulacion

IFN: interferon

IFN-peg: interferon pegilado

IL: interleuquina

NK: del inglés natural killer

PBS: del inglés phosphate buffered
saline

psVHC: pseudoparticulas del VHC
RHV1: region hipervariable 1

RNT: region no traducible

RQ: rango intercuartilico

RVS: respuesta virologica sostenida
RVTec: respuesta viroldgica
temprana completa

S6: grupo de tratamiento con seis
dosis de CIGB-230 a partir de la
semana 0 de la terapia antiviral

S9: grupo de tratamiento con nueve
dosis de CIGB-230 a partir de la
semana 0 de la terapia antiviral
SFB: suero fetal bovino

SIER: sitio interno de entrada al
ribosoma

SR-B1l: del inglés scavenger
receptor class B type 1
TO:  tiempo de  evaluacion

correspondiente a la linea base

T6: grupo de tratamiento con seis
dosis de CIGB-230 a partir de la
semana 12 de la terapia antiviral
T9: grupo de tratamiento con nueve
dosis de CIGB-230 a partir de la
semana 12 de la terapia antiviral
T24: tiempo de evaluacion
correspondiente a la semana 24 de
tratamiento

T48: tiempo de  evaluacion
correspondiente a la semana 48 de
tratamiento

T72: tiempo de evaluacion
correspondiente a la semana 72 de
tratamiento

TAED-C: terapia antiviral
especificamente dirigida contra el
VHC

TGF-B: del inglés transforming
growth factor beta

Th: del inglés T helper

TLR: del inglés toll like receptor
Trl: del inglés T regulator 1

UFF: unidades formadoras de focos
UI: unidades internacionales

VHA: virus de la hepatitis A

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C
VHCcc: particulas del VHC
obtenidas de cultivo celular

VIH: virus de inmunodeficiencia
humana







Introduccion

INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC) constituye un grave problema de salud mundial, ya que se
estima que infecta aproximadamente a 170 millones de personas en todo el orbe (Naggie,
2012). En nuestro pais, segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 1997
el 0,8% de la poblacion poseia anticuerpos anti-VHC, mientras que en grupos especiales,
como los hemodializados, la detecciéon de anticuerpos podia llegar hasta un 60% (World
Health Organization, 1997). Este virus causa infeccion cronica en la mayoria de los infectados,
con frecuente progresion a cirrosis y cancer de higado, por lo cual es el principal motivo de
trasplante hepatico (Hoofnagle, 2002).

En los altimos afnos ha ocurrido un desarrollo vertiginoso de agentes antivirales especificos
(Hezode y cols., 2009; Sarrazin y cols., 2007), que incluye la adicion de compuestos ya
licenciados, boceprevir y telaprevir, a la terapia combinada con interferén alfa pegilado (IFN-
peg-a) y ribavirina, con una tasa de respuesta viroldgica sostenida (RVS) de aproximadamente
70% en individuos virgenes a tratamiento (Hezode y cols., 2009; Kwo y cols., 2010). Sin
embargo, las terapias actuales, ademas de no ser efectivas en el 100% de los pacientes,
conllevan numerosos efectos adversos que conducen a su contraindicacion en muchos casos
(Hezode y cols., 2009; Kwo y cols., 2010) y no proveen proteccion a largo plazo contra la
reinfeccion. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos tratamientos e intervenciones profilacticas es
una prioridad del presente.

Hasta el momento no existe vacuna preventiva o terapéutica alguna contra este virus.
Diferentes candidatos vacunales terapéuticos se han evaluado en individuos créonicamente
infectados. Estos han estado basados en proteinas recombinantes, péptidos sintéticos, vectores

virales, levaduras recombinantes y ADN desnudo con electroporacion (Roohvand y Kossari,



Introduccion

2012). Han demostrado ser seguros e inmunogénicos, pero las modificaciones en la respuesta
inmune pre-establecida contra el virus, aunque no han sido perjudiciales, tampoco han tenido
un impacto significativo en el resultado del tratamiento desde el punto de vista virologico, ni
histolégico (Feinstone y cols., 2012). Esto probablemente se ha debido a que no han sido
capaces de generar efectores humorales y celulares simultaneamente, en concordancia con sus
respectivos conceptos de inmunizacion.

Ademas, es importante tener en cuenta que la inmunizacion terapéutica se enfrenta al reto de
que el VHC es altamente variable, capaz de generar mutaciones que le permiten escapar tanto
a la respuesta humoral como a la celular (Brown y cols., 2007; Seifert y cols., 2004). También,
se han descrito una serie de alteraciones en la respuesta inmune especifica que constituyen
elementos distintivos de la infeccion crénica por el VHC. Estas incluyen el agotamiento de las
células T CD8" especificas, que resultan incapaces de ejercer sus mecanismos efectores
(Spangenberg y cols., 2005), insuficiente colaboracion por parte de las células T CD4" (Urbani
y cols., 2006) y la generacion de células T reguladoras (Alatrakchi y Koziel, 2009; Smyk-
Pearson y cols., 2008), entre otras. Con respecto a la respuesta de anticuerpos neutralizantes,
se han podido identificar epitopos cuyos anticuerpos especificos tienen una potente capacidad
neutralizante, pero son regiones pobremente inmunogénicas en la infeccion natural (Tarr y
cols., 2007). Adicionalmente puede ocurrir el enmascaramiento de los epitopos neutralizantes
por los glicanos presentes en la glicoproteinas de la envoltura (Helle y cols., 2010) o por
asociacion de los viriones con lipidos (Tao y cols., 2009), entre otros mecanismos de escape.
También se ha comprobado que en los pacientes cronicos ocurre subversion de la respuesta
antiviral innata (Foy y cols., 2003; Thimme y cols., 2006) y tienen lugar afectaciones a las
células presentadoras de antigenos (Averill y cols., 2007). Todos estos dafios se producen

progresivamente en el curso tipicamente inadvertido de la infeccion y son dirigidos por las
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propias proteinas virales, que contribuyen al establecimiento de la cronicidad. El objetivo
primordial de los candidatos vacunales terapéuticos es modificar la respuesta inmune pre-
establecida contra el virus, mediante la generaciéon de nuevas respuestas funcionales. No
obstante, para alcanzar el control viral, no es descartable la utilidad del rescate de la
funcionalidad celular o de la eliminacién de respuestas cualitativamente inadecuadas, lo que
esta obstaculizado en presencia de los mecanismos de persistencia del virus.

A estos obstaculos se suma el hecho de que los correlatos de proteccion inmunoldgica y de
clarificacion viral no han podido ser completamente establecidos (Alvarez-Lajonchere y
Duefias-Carrera, 2012). No obstante, se considera que para lograr el control viral es importante
la induccion temprana de respuestas de células T, CD4" y CDS8", duraderas, multifuncionales y
dirigidas contra numerosos epitopos (Cox y cols., 2005; Thimme y cols., 2002). Ademas,
existen evidencias de la participacion de los anticuerpos neutralizantes en la clarificacion viral
(Pestka y cols., 2007).

Una de las nuevas tecnologias que resultan prometedoras en la vacunacion es la inmunizacion
con acido desoxirribonucleico (ADN). Esta ha permitido la inducciéon de respuestas, tanto
humorales como celulares, en diferentes modelos animales y en humanos (Lowrie, 2003) y ha
sido evaluada en el campo de la vacunacién contra el VHC (Sallberg y cols., 2009).
Especificamente la preparacion vacunal CIGB-230 estd constituida por la mezcla de un
plasmidio para la inmunizacién con ADN, que expresa las proteinas estructurales del VHC
(Duenas-Carrera y cols., 2002), con una variante recombinante de la proteina de la capsida de
este virus (Duenas-Carrera y cols., 1999). Esta preparacion vacunal apuesta por la induccion
tanto de respuesta de anticuerpos neutralizantes, como de respuestas celulares. En dicha
mezcla la proteina de la capsida juega el doble papel de inmundgeno y sistema de proteccion

del plasmidio. Su capacidad para la induccion de una respuesta inmune tanto humoral como
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celular ha sido demostrada en modelos animales (Acosta-Rivero y cols., 2006; Alvarez-
Lajonchere y cols., 2006). Particularmente la respuesta celular inducida ha sido capaz de
proteger a ratones frente al reto con un virus vaccinia recombinante para la region estructural
del VHC (Acosta-Rivero y cols., 2006; Alvarez-Lajonchere y cols., 2006). La funcionalidad
de la respuesta inmune inducida por esta preparacion parece estar relacionada con la reducida
degradacion del ADN por su interaccion con la proteina de la capsida y la mejor activacion y
presentacion de antigenos por las células presentadoras, debido a la presencia de motivos CpG
en el plasmidio y a la naturaleza particulada de la proteina.
Teniendo en cuenta estos resultados promisorios y los elementos antes expuestos, el presente
trabajo se plantea la siguiente hipdtesis: Las intervenciones terapéuticas que incluyen la
preparacion vacunal CIGB-230, basada en la mezcla de un plasmidio que expresa las
proteinas estructurales del VHC y una variante de la proteina de la capsida del propio
virus, modifican la respuesta inmune especifica pre-establecida en individuos
crénicamente infectados por el VHC, con induccion de respuestas celulares de novo y de
anticuerpos neutralizantes, lo cual tiene impacto favorable en las respuestas virologica e
histologica al tratamiento.
Para validar o refutar la hipotesis planteada, se proponen los siguientes objetivos:
Objetivos:
1.  Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular, especificas contra antigenos del
VHC, en pacientes no respondedores a la terapia combinada con IFN-a-2b y ribavirina, antes
y 24 semanas después de iniciado el tratamiento con la preparacion vacunal CIGB-230.
Tareas:
a) Evaluacion del perfil de clases de anticuerpos contra antigenos del VHC, asi como de la

capacidad neutralizante de los mismos.
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b) Evaluacion de la respuesta de secrecion de IFN-y y proliferativa de células
mononucleares de sangre periférica, contra antigenos del VHC.
2. Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular, especificas contra antigenos del
VHC, en pacientes bajo la terapia combinada con IFN-a-2b y ribavirina e inmunizados con la
preparacion vacunal CIGB-230, antes y después de 48 semanas de tratamiento.
Tareas:
a) Evaluacion del perfil de clases de anticuerpos contra antigenos del VHC, asi como de la
capacidad neutralizante de los mismos.
b) Evaluacion de los conteos de leucocitos y linfocitos, asi como de la respuesta de
secrecion de IFN-y y proliferativa de células mononucleares de sangre periférica, contra
antigenos del VHC.
3. Realizar el andlisis de las posibles asociaciones entre las diferentes variables de
respuesta inmune evaluadas y las respuestas virologica e histologica en los diferentes grupos
de pacientes cronicamente infectados por el VHC tratados con terapias que incluyan la

preparacion vacunal CIGB-230.

Este trabajo presenta resultados con novedad cientifica. En el mismo se demostrd por primera
vez la capacidad de una preparacion vacunal contra el VHC (CIGB-230), basada en una
mezcla de ADN y proteina, para modificar la respuesta inmune especifica en pacientes
crénicos. Se puso de manifiesto por primera vez la induccion de diversificacion antigénica de
la respuesta celular por la preparacion vacunal CIGB-230 en el contexto de la monoterapia.
Por primera vez se evidencié la generacion de anticuerpos neutralizantes en pacientes
cronicamente infectados por el VHC, tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como

monoterapia y en el contexto de la terapia antiviral. Ademas se demostrd que la respuesta
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inmune inducida por dicha preparacion vacunal, en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina
tiene impacto sobre el curso de la respuesta virologica.

En su conjunto, estos resultados tienen importancia practica. La demostracion de que las
caracteristicas de la respuesta inmune inducida por la preparacion vacunal CIGB-230
dependen del numero de dosis y del momento de su administracion con respecto a la terapia
con IFN-a-2b y ribavirina permitira proyectar estrategias racionales de intervencion activa en
los pacientes crénicamente infectados por el VHC. El disponer de una vacuna terapéutica
contra el VHC es sin duda una necesidad imperiosa tanto en el mundo como en nuestro pais.
Los resultados que conforman este trabajo forman parte de dos articulos cientificos publicados
en revistas internacionales (Autobibliografia). Ademas han sido incluidos en dos premios de la
Academia de Ciencias de Cuba y han sido objeto de nueve presentaciones en eventos
internacionales. La investigacion descrita en esta tesis se desarrolld en el Centro de Ingenieria

Genética y Biotecnologia (CIGB, La Habana, Cuba).



Revision bibliogrdfica

1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Virologia molecular

El VHC es un virus de 4cido ribonucleico (ARN) de simple cadena con polaridad positiva,
perteneciente a la familia Flaviviridae y dentro de esta al género Hepacivirus (Simmonds y
cols., 2005). Su genoma de 9,6 kb codifica para una poliproteina de aproximadamente 3000
aminodcidos, la cual es procesada proteoliticamente en proteinas estructurales y no
estructurales, por la accion combinada de proteasas celulares y virales (Bartenschlager y
Lohmann, 2000). La secuencia traducible est4 flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por regiones
no traducibles (RNT) conservadas, que contienen elementos estructurales, que constituyen
importantes sefiales que actiian en cis, en la iniciacion de la replicacion y la traduccion del

genoma viral (Friebe y cols., 2001) (Figura 1).
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RNT-5 RNT-3"

Figura 1. Representacion esquematica del genoma del VHC con el marco abierto de lectura que
codifica para la poliproteina viral. Se representan las proteinas estructurales y las no estructurales en
su posicion relativa dentro de la poliproteina viral. RNT, region no traducible; SIER, sitio interno de
entrada al ribosoma.

Tomado de Niepmann M. [Cell Cycle 8(10):1473-1477; 15 May 2009]; ©2009 Landes Bioscience.

El primer producto liberado a partir de la poliproteina viral es la proteina de la capsida, que

tiene un papel importante en el ensamblaje del viridon (Ashfaq y cols., 2011). De hecho se ha
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demostrado que variantes recombinantes de esta proteina tienen la capacidad de ensamblarse
formando particulas (Acosta-Rivero y cols., 2004). También se ha evidenciado que la proteina
de la capsida es capaz de intervenir en numerosas vias de sefializacion intracelular (Hosui y
cols., 2003; Ohkawa y cols., 2004), lo que incluye el bloqueo de la via de sefializacion del
IFN-0 (Thimme y cols., 2006).

El corrimiento del marco de lectura en la regién de la proteina de la capsida da origen a una
proteina llamada “proteina de marco de lectura alternativo” (Xu y cols., 2001), contra la cual
se han detectado respuestas celulares (Bain y cols., 2004) y de anticuerpos (Morice y cols.,
2009) en pacientes infectados. No obstante, se considera que su presencia es dispensable para
la replicacion viral (Brass y cols., 2006).

Las proteinas de la envoltura E1 y E2 son liberadas de la poliproteina viral por accion de
peptidasas sefial de la célula y contienen cinco y once sitios potenciales de glicosilacion,
respectivamente (Penin y cols., 2004). E1 y E2 son glicoproteinas transmembrana de tipo |
(Penin y cols., 2004) y forman un heterodimero unido no covalentemente (Dubuisson y cols.,
1994), el cual es considerado la unidad estructural de la envoltura viral (Brass y cols., 2006).
Ambas glicoproteinas juegan numerosos papeles fundamentales en los diferentes pasos del
ciclo replicativo viral, entre ellos la entrada a la célula blanco, la unién a receptores, la
induccién de la fusion con la membrana celular y el ensamblaje de las particulas virales (Penin
y cols., 2004). Los primeros 27 aminoacidos del ectodominio de E2 forman la region
hipervariable 1 (RHV1), la cual difiere hasta en un 80% entre los diferentes genotipos del
VHC y su variabilidad parece ser consecuencia de la seleccion de variantes de escape a la
respuesta humoral (Penin y cols., 2004). A pesar de la variabilidad de su secuencia, las
caracteristicas fisico-quimicas de los residuos en cada posicion y la conformacién general de

esta region estan altamente conservadas entre los diferentes genotipos (Penin y cols., 2001).
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También se ha descrito otra region hipervariable, la RHV2, dentro de la proteina E2 de las
cepas del genotipo 1, constituida por siete aminoacidos (posiciones 91-97) que muestran un
100% de diversidad de secuencia (Kato, 2001). Ambas regiones hipervariables modulan la
unién de E2 al receptor, posiblemente a través de interacciones intramoleculares (Roccasecca
y cols., 2003).

La proteina p7 (63 aminoacidos) se encuentra ubicada entre las proteinas estructurales y las no
estructurales en el precursor proteico. Parece funcionar como canal i6nico y tiene una funcion
esencial para la infeccion in vivo, segun se ha observado en experimentos en chimpancés
(Sakai y cols., 2003). Por su parte, la proteina NS2 no es esencial para la replicacion, pero si lo
es para el ensamblaje (Coller y cols., 2012).

NS3 es una proteina de 630 aminoacidos, cuyo extremo amino tiene actividad serino proteasa,
mientras que los otros dos tercios poseen actividad helicasa de ARN. La actividad proteasa es
mas eficiente en presencia de su cofactor no covalente NS4A. La actividad helicasa, la cual
probablemente incluye separar el intermediario replicativo de doble cadena de ARN, eliminar
estructuras secundarias en el ARN y separarlo de proteinas que se unen a acidos nucleicos, es
indispensable para la replicacion viral (Brass y cols., 20006).

Ademas de funcionar como cofactor de NS3, NS4A interviene en la replicacion del ARN viral
(Lindenbach y cols., 2007). Algunos trabajos sugieren que puede modular la funciéon de
NSS5B, reclutar otras proteinas no estructurales hacia compartimientos celulares de tipo balsas
lipidicas, mediar la transformacion celular e inducir la formacion de estructuras membranosas
intracelulares que han sido propuestas como sitios de ensamblaje del complejo de replicacion

(Saxena y cols., 2012). Se ha identificado a la proteasa NS3/4A como un factor importante

para la interrupcion de la activacion del IRF-3 (del inglés IFN regulatory factor 3), ya que esta

corta moléculas adaptadoras importantes para la induccion del IFN por la via intracelular
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clasica (IPS-1, del inglés interferon-B-promoter stimulator 1) y la via endosomal

desencadenada por el receptor de tipo Toll 3 (TLR3 del inglés Toll Like Receptor). NS3

ademas interactua con TBK1 (del inglés TANK-binding kinase-1) e inhibe su asociacion con

el IRF-3 y su activacion (Thimme y cols., 2006).

NSS5A es una metaloproteina cuyo papel en el ciclo viral no ha sido totalmente esclarecido. No
obstante, se ha observado que su fosforilacion tiene impacto en la eficiencia de la replicacion,
por lo que puede jugar un papel regulador (Appel y cols., 2005). Se ha demostrado que NS5A
se une directamente y reprime a la proteina quinasa R, a través de una interaccion que
involucra un fragmento de 40 aminoacidos, denominado regién de sensibilidad al IFN
(Thimme y cols., 2006).

NSS5B tiene actividad polimerasa de ARN dependiente de ARN, su estructura cristalina revelo
que el dominio polimerasa tiene una estructura cldsica de “dedos, palma y pulgar” formada
por el extremo amino. La region C-terminal forma un dominio transmembrana en hélice a que
es responsable del direccionamiento post-traduccional hacia el lado citosolico del reticulo
endoplasmatico, donde se expone el dominio funcional (Schmidt-Mende y cols., 2001). Se han
descrito interacciones de NS5B con componentes celulares que son importantes en la

formacion del complejo de replicacion (Pawlotsky y cols., 2007).

1.2 Ciclo viral

Se sugiere que los glucosaminoglicanos de la superficie celular pueden servir como sitio de
anclaje inicial para la union del VHC (Koutsoudakis y cols., 2006). También se propone al
receptor de lipoproteinas de baja densidad como factor potencial de unién del virus a las
células, dada la asociacion de lipoproteinas con las particulas virales (Dubuisson y cols.,

2008). Dentro de los factores de entrada especificos, el primero en ser identificado y
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caracterizado fue la tetraspanina CDS81, demostrandose que interactua con la glicoproteina
viral E2 (Pileri y cols., 1998). Los modelos de replicacion in vitro revelan que las
interacciones del VHC con los glucosaminoglicanos ayudan en la infeccion eficiente de
células Huh7 y que CD81 acttia en pasos posteriores (Koutsoudakis y cols., 2006).

Después de la identificaciéon de CD81 como factor importante, se propuso al receptor SR-BI

(del inglés Scavenger Receptor Class B Type I) como otro factor de entrada (Scarselli y cols.,

2002). Es probable que el contacto con el SR-BI sea necesario antes de que la particula pueda
interactuar con CD81 (Dubuisson y cols., 2008). Se ha demostrado la interaccion directa entre
la proteina E2 y SR-BI, especificamente a través de la RHV1 (Scarselli y cols., 2002). No
obstante, también se propone que las lipoproteinas asociadas pueden interactuar con este
factor de entrada. Esta interaccion no es bloqueada por anticuerpos anti-E2 o anti-RHV1, de
manera tal que esta via alternativa puede promover la adhesion del virus atin en presencia de
anticuerpos neutralizantes (Maillard y cols., 2006). De hecho se ha demostrado que la proteina
celular ApoE, asociada a la envoltura de las particulas virales, es capaz de mediar la adhesion
del virus a las células por interaccién con moléculas de heparan sulfato de la superficie celular,
mientras que la proteina E2 actiia en pasos posteriores de adhesion y entrada (Jiang y cols.,
2012).

Otro probable factor de entrada identificado es la proteina de uniones estrechas Claudina-1, asi
como algunos otros miembros de la familia de las claudinas. No se ha demostrado la
existencia de interacciones directas entre las claudinas y las glicoproteinas de la envoltura del
VHC, pero no se descartan interacciones que requieran cambios conformacionales
desencadenados por una primera interaccion con otro factor de entrada (Dubuisson y cols.,

2008). Adicionalmente, se ha identificado que la proteina EWI-2wint, perteneciente a la
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familia de proteinas semejantes a inmunoglobulinas, bloquea la interaccion E2-CD81, lo cual
pudiera ser determinante en el tropismo de este virus (Dubuisson y cols., 2008).

Se ha observado que la particula del VHC entra a las células blanco por endocitosis y se
propone que la fusion ocurre en endosomas tempranos, donde el pH &acido induce cambios
conformacionales en las proteinas de la envoltura (Dubuisson y cols., 2008). Se ha propuesto
que diferentes regiones, tanto de E1, como de E2, cooperan en el completamiento de este
proceso (Lavillette y cols., 2007).

Como resultado de la fusion de las membranas viral y celular, la nucleocapsida sale al
citoplasma y el ARN gendmico de polaridad positiva es liberado y sirve, junto al ARN de
nueva sintesis, como ARN mensajero (ARNm) para la sintesis de la poliproteina viral
(Pawlotsky y cols., 2007). La traduccion del genoma viral ocurre bajo el control del sitio
interno de entrada al ribosoma (SIER) (Figura 1), el cual media la iniciacion de la traduccion
de la poliproteina, reclutando proteinas celulares como los factores de iniciacion eucaridticos
elF 2 y 3, asi como a proteinas virales (Otto y Puglisi, 2004). Se sugiere que la region 3" no
traducible también modula la traduccidén dependiente del SIER (Song y cols., 2006).

Al menos dos peptidasas celulares son necesarias para el procesamiento de las proteinas
estructurales del VHC. En el reticulo estas peptidasas actian liberando una forma inmadura de
la proteina de la capsida, la cual participa en el ensamblaje del virus (Vauloup-Fellous y cols.,
2006). El posterior procesamiento produce la forma madura de la proteina de la capsida y
libera a las proteinas E1, E2 y p7 (Pawlotsky y cols., 2007). Méas adelante, las glicoproteinas
de la envoltura transitan por subsiguientes pasos de maduracion, los cuales incluyen N-
glicosilacion, adquisicion de conformacion y ensamblaje de los heterodimeros E1E2 (Penin y

cols., 2004).
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La autoproteasa dependiente de zinc, NS2-3, asegura el corte en cis entre NS3 y NS2. Una vez
ensamblada con su cofactor NS4A, NS3 cataliza el corte en cis en la union NS3-NS4A y los
cortes en frans de las uniones NS4A-NS4B, NS4B-NS5A y NS5A-NS5B (Lindenbach y Rice,
2005).

Se considera que la replicacion del VHC es semiconservativa y asimétrica, con dos pasos
catalizados, ambos, por NS5B. La cadena de polaridad positiva sirve de molde para la sintesis
del intermediario de cadena negativa en el primer paso; en el segundo, las cadenas negativas
son el molde para la produccion de numerosas copias de cadena positiva que se emplean en la
traduccion de la poliproteina, en la sintesis de nuevos intermediarios replicativos, o en el
empaquetamiento de nuevos viriones (Pawlotsky y cols., 2007).

La infeccion por el VHC conduce a una reorganizacion del sistema de membranas
intracelulares, un prerrequisito para la formacion del complejo de replicacion, que asocia a las
proteinas virales, los componentes celulares y las hebras de ARN nacientes. La proteina viral
NS4B parece ser suficiente para inducir la formacién de la “red membranosa”, la cual contiene
a todas las proteinas no estructurales del VHC (Egger y cols., 2002). Especificamente, se ha
descrito la capacidad del VHC para replicarse asociado a membranas autofagosomales, aunque
todavia no esta clara la relacion entre las redes membranosas y los autofagosomas (Sir y cols.,
2012). Ademas se conoce que la maduracion, con el paso por el complejo de Golgi, y la
secrecion de las particulas virales tiene puntos en comiin con la secrecion de las lipoproteinas

de muy baja densidad (Coller y cols., 2012).

1.3 Historia natural

Se estima que aproximadamente el 10% de las personas infectadas por el VHC manifiestan

hepatitis aguda sintomatica y el 80% de los casos desarrolla infeccion cronica (Liang y cols.,
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2000). Los resultados parecen apuntar hacia una mayor tasa de resolucion espontanea de la
infeccion en los casos de infecciones agudas sintomaticas, que en las asintomaticas (Gerlach y
cols., 2003). Los sintomas de la infeccion crénica son poco especificos, siendo la fatiga
probablemente el mas comtn (Delahooke, 2004).

Una vez que la etiologia de la enfermedad hepatica se ha determinado, los datos histologicos,
obtenidos por biopsia, proveen al especialista de informacioén esencial para el manejo del
paciente. El sistema de puntuacion de Ishak (Ishak y cols., 1995) es ampliamente usado en
Cuba para la clasificacion de la hepatitis cronica. De acuerdo a este sistema, el término grado
se usa para describir la intensidad de la actividad necroinflamatoria, mientras que el estadio es
una medida de la fibrosis y de la alteracion de la arquitectura histologica, por ejemplo la
progresion estructural de la enfermedad (Ishak y cols., 1995). La exactitud con que el grado y
el estadio pueden ser correctamente definidos en una biopsia estd limitada por el error
potencial de la toma de la muestra, por lo que deben ser tomados como aproximaciones que
dependen del tamafio y la calidad de la muestra. No obstante, tienen valor prondstico e
influyen en el tratamiento que se le da al paciente (Ishak y cols., 1995). Especificamente este
sistema propone una puntuacion de 0-6 para la fibrosis (0= no fibrosis, 6= cirrosis) y de 0-18
para la necroinflamacion, elemento al cual contribuyen cuatro aspectos: A) hepatitis periportal
o periseptal, B) necrosis confluente, C) necrosis focal litica, apoptosis e inflamacion focal y D)
inflamacion portal; cada uno con un maximo de 4 puntos, excepto la necrosis confluente, que
puede alcanzar un maximo de 6 (Ishak y cols., 1995).

La probabilidad de desarrollo de cirrosis, la cual se manifiesta generalmente en un periodo de
veinte afios después de la infeccion, depende de la edad en el momento de la infeccion,
aumentando de 5% en menores de cuarenta afios, hasta un 20% en aquellos que se infectan

siendo mayores (World Health Organization, 2004). En una proporcion significativa de los
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pacientes cirréticos se manifiesta el carcinoma hepatocelular en el transcurso del tiempo,
estimandose la tasa de progresion anual en 1,6% (World Health Organization, 2004). La
esteato-hepatitis parece ser un cofactor importante que favorece el avance de la fibrosis y los
pacientes con niveles normales de transaminasas muestran una progresion mas lenta de la
enfermedad (Lavanchy, 2009). No obstante, con respecto a las caracteristicas de los pacientes
con niveles normales de transaminasas existen contradicciones, muchas de las cuales surgen
del hecho que los estudios no son homogéneos en cuanto a los valores de corte que utilizan
para estos parametros. Algunos autores consideran que los valores de transaminasas
persistentemente normales no excluyen la presencia de una enfermedad hepatica progresiva,
ya que han demostrado que solo unos pocos pacientes mantienen realmente las transaminasas
en niveles normales a lo largo de la enfermedad y describen las fluctuaciones en los niveles de
las mismas como lo mas comun (Lawson, 2010). En correspondencia con esto han observado
que la tasa de progresion de la fibrosis es similar entre pacientes con transaminasas
persistentemente normales y aquellos con transaminasas elevadas (Lawson, 2010). Por otro
lado, otros datos apoyan la nocion de que existen pacientes en los que las transaminasas se
mantienen normales por al menos 12 afios y en ellos la progresion hacia la cirrosis es nula
(Persico y cols., 2006).

Se considera que la influencia del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), en la
coinfeccion, depende del conteo de células T CD4" y el riesgo relativo de desarrollo de
cirrosis entre los pacientes coinfectados con el VIH y el VHC se duplica. Por otro lado, en la
coinfeccion con el virus de la hepatitis B (VHB) y el VHC el riesgo de desarrollar carcinoma
hepatocelular es mayor que en los casos monoinfectados; sin embargo, se desconoce si esto es
el reflejo del efecto de ambos virus en ausencia de interaccion o si se trata de un efecto

sinérgico (World Health Organization, 2004).
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El consumo de alcohol por encima de 50 g/dia acelera la progresion de la cirrosis (Harris y
cols., 2001) y también existen evidencias de que el cigarro influye en el desarrollo del
carcinoma hepatocelular (Fujita y cols., 2006). También el sexo masculino se ha asociado a la
progresion del dafo en la infeccion cronica (Freeman y cols.,, 2001); de hecho, se ha
observado un predominio del sexo femenino en los pacientes con niveles de transaminasas
persistentemente normales (Lawson, 2010). Otro factor que se ha encontrado asociado a la
alteracion de las transaminasas en los pacientes infectados es un indice de masa corporal
elevado (Lawson, 2010).

Los alelos del HLA de los individuos parecen influir en la probabilidad de clarificacion viral
(Barrett y cols., 1999). Sin embargo, los resultados obtenidos por Lauer y colaboradores
(Lauer y cols., 2002) indican que el tipo de HLA no predice la existencia de respuestas
inmunes dominantes en individuos seropositivos, que los epitopos reconocidos se distribuyen
en todo el genoma y que no existen regiones preferentemente reconocidas por la mayoria de

los pacientes.

1.4 Epidemiologia

Los datos disponibles relacionados con los diferentes aspectos epidemiologicos del VHC se
encuentran fuertemente influenciados por la metodologia de estudio, las regiones geograficas
y grupos poblacionales muestreados, entre otros factores. En general, se estima que la
prevalencia de la infeccién por el VHC es de aproximadamente 2,2-3,0% de la poblacion
mundial (130-170 millones de personas); mientras que los estimados de paises individuales
indican que la mayor prevalencia se encuentra en Africa y la region del Mediterraneo Oriental

(Shepard y cols., 2005).
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Un estudio realizado aplicando modelos matematicos estim6 que las personas nacidas entre
1940 y 1965 tuvieron el mayor riesgo de infeccion por el VHC, con un pico de incidencia
entre los 20 y 35 afios (Armstrong y cols., 2000). Desde 1990 ha habido un decremento en la
incidencia de la hepatitis aguda en los Estados Unidos y Europa. Esta disminucion se atribuye
a la mejoria en las técnicas de andlisis de sangre, programas de recambio de jeringuillas y
agujas, asi como en la educacion entre los individuos adictos a las drogas inyectables
(Maheshwari y cols., 2008).

La via fundamental de transmision del VHC es la parenteral. La introduccion de pruebas de
rutina a la sangre de donantes ha eliminado virtualmente la transmision por transfusiones en
los paises desarrollados. En estos el consumo de drogas inyectables ilicitas es la principal
fuente de infeccion en la actualidad. En los paises en vias de desarrollo la transmision
nosocomial es un problema fundamental debido a la reutilizacion de jeringuillas y agujas no
adecuadamente esterilizadas (revisado por Lavanchy, 2009). Por otro lado, en grupos de riesgo
como los hemodializados la infeccion cronica por el VHC es comun, con prevalencias entre 10
y 33% (KDIGO, 2008).

Otros modos de transmision tienen menor relevancia. La transmision sexual ocurre poco
frecuentemente y el riesgo de transmision perinatal es muy bajo (revisado por Lavanchy,
2009). Sin embargo, una carga viral de mas de 10° copias/ mL en la madre se asocia con un
incremento en el riesgo de transmision vertical y la coinfeccién con VIH incrementa el riesgo
en 15-22% (revisado por Maheshwari y cols., 2008). También se ha estudiado el riesgo de
transmision por procedimientos cosméticos, tatuajes, acupuntura, entre otros, pero su
contribucion a la diseminacion de la infeccion aun es incierta (revisado por Maheshwari y

cols., 2008).
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1.5 Respuesta inmune
1.5.1 Respuesta innata

Se conoce que los interferones de tipo I son efectivos contra los sistemas de replicones del
VHC (Frese y cols., 2001) y se ha documentado la existencia de varias proteinas inducidas por
IFN, con actividad anti-VHC, a saber, la proteina quinasa R y la adenosina desaminasa 1
especifica de ARN, entre otras (revisado por Thimme y cols., 2006). La proteina quinasa R es
una quinasa de tipo serina-treonina, que fosforila la subunidad alfa del factor eucaridtico de
iniciaciéon de la traduccion elF2. Consecuentemente, la traduccion de los ARNm celulares y
virales es bloqueada. La adenosina desaminasa 1 especifica de ARN cataliza la desaminacion
de la adenosina en los ARN de doble cadena dando lugar a inopina, lo que trae como resultado
que la estructura secundaria se desestabiliza por la formacion de pares de bases inestables y se
acumulan las mutaciones en el genoma viral (revisado por Thimme y cols., 2006).

Con relacion a las células NK (del inglés Natural Killer), se ha observado que su funcion
citolitica en pacientes cronicos, evaluada ex vivo, no parece estar atenuada en comparacion
con la de personas sanas, pero si se detecta una disminucion en el nimero de este tipo de
células, con capacidad citolitica activada, circulantes en sangre periférica (Morishima y cols.,
2006). En el trabajo de Morishima y cols. (Morishima y cols., 2006) no se evalu¢ la capacidad
de las células NK circulantes para secretar IFN-y, pero no se descarta la posibilidad de que la
infeccion cronica por el VHC pudiera afectar dicha funcion, sin afectar la capacidad citolitica.
De cualquier manera, ain no se ha podido definir cudl de las funciones de estas células,
citolisis o secrecion de citoquinas, es la mas relevante para el control del VHC (revisado por
Koziel, 2006).

También se ha documentado que las células NK de pacientes infectados por el VHC tienen

afectada su capacidad para activar a las células dendriticas, debido a la expresion
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incrementada del receptor CD94-NK2A y la produccion de interleuquina 10 (IL-10) y TGF-

(del inglés Transforming Growth Factor beta) (Jinushi y cols., 2004). Adicionalmente, se ha

detectado que la proteina E2 del VHC puede inhibir la capacidad citolitica y secretora de
citoquinas de las células NK a través del entrecruzamiento de CD81 (revisado por Koziel,
2006). Sin embargo, Yoon y cols. (Yoon y cols., 2009) observaron que las proteinas de la
envoltura de genotipo la y 2a, expresadas como parte de particulas infecciosas, no modulan la

funcion de las células NK.
1.5.2 Respuesta de anticuerpos

La infeccion por el VHC trae como resultado la produccion de anticuerpos contra virtualmente
todas las proteinas virales en casi la totalidad de los individuos inmunocompetentes (Farci y
cols., 1991). Estos anticuerpos son usualmente detectables entre siete y ocho semanas después
de la infeccion, por lo que su aparicion se considera de curso lento. Los primeros anticuerpos
que aparecen son aquellos dirigidos contra la proteina de la capsida (Chen y cols., 1999). Se
ha encontrado que las inmunoglobulinas especificas contra las proteinas de la superficie del
VHC (E1 y E2) se producen mas frecuentemente en las infecciones persistentes que en las de
duracién limitada (Prince y cols., 1999). Los antigenos inmunodominantes con respecto a la
respuesta humoral son las proteinas de la capsida, NS3 y NS4 (Neville y cols., 1997) y se ha
demostrado que la respuesta de IgG contra los diferentes antigenos virales se restringe
fundamentalmente a la subclase IgG1, excepto contra la proteina de la capsida (Chen y cols.,
1999; Hirayama y cols., 2001).

Se ha observado que la infeccion crénica por el VHC se asocia a un patrén distintivo de
inmunoglobulinas séricas, con niveles significativamente superiores de IgM, IgG y sus

subclases en comparacion con los individuos sanos. No obstante, estos incrementos parecen
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ser independientes del dafio hepatico, ya que no han podido ser correlacionados con el estado
patologico o bioquimico en estos pacientes (Lotfy y cols., 2006).

Hasta el momento no parece existir un consenso respecto a la relacion entre el perfil de la
respuesta humoral especifica contra el VHC y la respuesta frente a la terapia antiviral.
Algunos estudios asocian la ausencia de respuesta contra determinados antigenos con
propension a la resolucion de la infeccion (Yuki y cols., 1995a), mientras que otros asocian la
presencia de determinadas inmunoglobulinas con la RVS (Chu y cols., 2004; Sakugawa y
cols., 1998). Los anticuerpos especificos contra la proteina de la cépsida han sido de los mas
estudiados, encontrandose una alta frecuencia de IgM e IgG en todos los pacientes cronicos,
independientemente de la actividad histologica (Nagayama y cols., 1994; Quiroga y cols.,
1995). No obstante, en general se observa que la eliminacién del virus, en respuesta a la
terapia antiviral, se asocia a la desaparicion o disminucion en los niveles de IgM anti-capsida,
mientras que sus niveles se incrementan en los pacientes no respondedores (Nagayama y cols.,
1994; Quiroga y cols., 1995), igualmente se ha encontrado correlacién entre niveles
indetectables de IgM anti-capsida antes del tratamiento y una respuesta favorable después de
este (Negro y cols., 1995). Asimismo, se ha observado una correlacion positiva entre la
viremia y la presencia de anticuerpos IgM anti-capsida (Yuki y cols., 1995b). Por lo tanto, las
inmunoglobulinas de la clase IgM anti-capsida se consideran un marcador seroldgico de
relevancia para el desenlace de la infeccion en respuesta al tratamiento antiviral.

Sin embargo, el papel de la respuesta humoral en la proteccion es controvertido. Los
resultados de algunos estudios muestran que no previenen una segunda infeccion en
chimpancés o humanos (Farci y cols., 1992; Lai y cols., 1994). En otros, la presencia de
anticuerpos anti-VHC, como marcadores de una infeccidon previa, se asocid con la eliminacion

de la infeccion después de una re-exposicion (Mehta y cols., 2002). Ademas, los anticuerpos
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especificos contra el VHC no han podido ser correlacionados con un desarrollo favorable de la
enfermedad (Chen y cols., 1999) y se conocen casos de clarificacion espontanea de la viremia
sin seroconversion (Post y cols., 2004).

Los anticuerpos contra las proteinas de la envoltura se consideran los candidatos
fundamentales para la neutralizacion viral. En la proteina E2, dentro de la RHV 1, adyacentes a
esta y en la region de uniéon a CDS81 se han identificado varios epitopos reconocidos por
anticuerpos con actividad neutralizante. También se han reconocido epitopos de potencial
importancia dentro de la proteina E1 (revisado por Zeisel y cols., 2007).

Se ha demostrado la capacidad de los anticuerpos neutralizantes para prevenir la replicacion
en sistemas de cultivo in vitro (Yiy cols., 2006) y para modular la infeccion por el VHC in
vivo (Eren y cols., 2006). Asimismo, se demostré la proteccion pasiva en un grupo de
pacientes a los que se les administré una preparacion de inmunoglobulinas derivada de una
muestra de plasma con ARN del VHC detectable, que contenia anticuerpos neutralizantes (Yu
y cols., 2004). Sin embargo, en la mayoria de los pacientes la infeccion por el VHC se
establece a pesar de la induccion de una respuesta humoral dirigida contra varios epitopos de
las glicoproteinas de la envoltura (Logvinoff y cols., 2004; Steinmann y cols., 2004). Los
estudios funcionales que analizan la respuesta de anticuerpos neutralizantes han demostrado la
ausencia de estas inmunoglobulinas en la mayoria de los pacientes con infeccion aguda
(Logvinoff y cols., 2004; Steinmann y cols., 2004). No obstante, estos estudios han estado
sesgados por el hecho de que el ligando viral sustituto se deriva de un aislamiento diferente al
del virus presente en el paciente, lo que limita la deteccion de anticuerpos especificos de ese
aislamiento. En otros casos se ha podido demostrar que los anticuerpos neutralizantes son
inducidos en la fase temprana de la infeccion en aquellos pacientes que eliminan el virus

(Pestka y cols., 2007) o controlan la infeccion (Lavillette y cols., 2005). Por el contrario, los
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individuos en los que se establece la infeccion crénica se caracterizan por la ausencia o bajos
titulos de anticuerpos neutralizantes en la fase temprana de la infeccion (Pestka y cols., 2007).
Todos estos elementos sugieren que una respuesta amplia y temprana de anticuerpos
neutralizantes puede contribuir al control del VHC y apoyar la respuesta celular en la
eliminacion viral.

Los pacientes que no eliminan el virus desarrollan altos titulos de anticuerpos con actividad de
neutralizacion cruzada durante la infeccion cronica (Logvinoff y cols., 2004; Steinmann y
cols., 2004), pero estos no son capaces de controlar la infeccién por el VHC. A este respecto
se propone que puede ocurrir escape viral a diferentes niveles, desde la propia existencia del
VHC como cuasiespecie altamente variable, la interaccion de las proteinas de la envoltura con
lipoproteinas de alta densidad, hasta la combinacion de diversos mecanismos como las
mutaciones puntuales y cambios en el patron de glicosilacion de E1 y E2, entre otros (revisado

por Zeisel y cols., 2007).
1.5.3 Respuesta celular

Desde los primeros estudios en pacientes con infeccion aguda por el VHC se conoce que las
respuestas vigorosas, multiespecificas y sostenidas de células T CD4" se asocian a un curso
limitado de la infeccion (Gerlach y cols., 1999). En las primeras fases de la infeccion el
repertorio de células T CD4" es amplio e incluye epitopos dominantes y altamente promiscuos
(Schulze Zur y cols., 2005).

Igualmente, la respuesta de células T CD8" en la infeccién aguda de duracion limitada es
vigorosa y multiespecifica, dirigida hacia aproximadamente una decena de epitopos (Gruner y
cols., 2000). Se ha demostrado que estas células pueden ser sensibilizadas mediante
presentacion cruzada por las células dendriticas (Accapezzato y cols.,, 2005) vy

subsiguientemente llevar a cabo funciones efectoras, que no solo incluyen mecanismos
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citotoxicos, sino ademas la secrecion de citoquinas como el IFN-y y el TNF-a (del inglés

Tumor Necrosis Factor alpha), que pueden inhibir la replicacion viral sin eliminar a la célula

infectada (Guidotti y Chisari, 2001). Esto ultimo refleja el potencial curativo de las células T
CDS8", que en un principio fueron consideradas meramente citotoxicas.

Algunas investigaciones en pacientes bajo tratamiento antiviral sugieren que la estimulacion
de la actividad de las células T CDS8", de conjunto con un perfil de citoquinas de tipo Th1 (del
inglés T helper 1), puede estar asociado con un pronostico favorable (Kamal y cols., 2004).
Otros indican que la magnitud y amplitud de las respuestas de células T anti-VHC previas a la
terapia no permiten predecir el resultado del tratamiento y que la supresion viral exitosa se
asocia a una disminucidén de estas respuestas, probablemente debido a que la estimulacion
antigénica es eliminada (Lauer y cols., 2005).

Los estudios realizados en chimpancés infectados experimentalmente muestran que las células
T CD4" y CD8" especificas del VHC se acumulan en el higado entre ocho y catorce semanas
después de la infeccion y este hecho coincide con la eliminacion viral y la inflamacion
hepatica (Thimme y cols., 2002). Tanto las células T CD4" como las CD8" juegan un papel
crucial en la inmunidad protectora (Grakoui y cols., 2003; Shoukry y cols., 2003). Después de
la eliminacion de la infeccion, ambos tipos celulares permanecen en niveles detectables
durante décadas, mientras que los anticuerpos circulantes pueden hacerse indetectables
(Takaki y cols., 2000).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el fallo en la respuesta de células T, que
conduce a la persistencia de la infeccion. El fallo primario para inducir la respuesta de células
T o el agotamiento de una respuesta inicialmente vigorosa son identificados como importantes
factores predictores de la persistencia viral (Neumann-Haefelin y cols., 2005). De hecho,

varios estudios muestran que los pacientes que desarrollan infeccién cronica tipicamente
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tienen respuestas de células T CD4" y CD8" débiles y oligo/mono especificas en ambas fases,
aguda y cronica, de la infeccion (Neumann-Haefelin y cols., 2005). Adicionalmente se ha
documentado la pérdida directa, por agotamiento, de las respuestas de células T CD4" y CD8"
durante la hepatitis aguda en pacientes que controlaron temporalmente la infeccion, pero que
subsiguientemente progresaron hacia la persistencia viral (Lechner y cols., 2000a). Los
mecanismos responsables del fallo primario de las células T o de su agotamiento no estan
claros aun. Se sugiere, por ejemplo, que la presentacion antigénica por la célula dendritica y
los macrofagos puede estar afectada en la infeccion por el VHC (Sarobe y cols., 2002), lo que
trae como resultado una inefectiva sensibilizacion de las células T o el mantenimiento fallido
de las células de memoria. Otra explicacion para el agotamiento de las células T pudiera ser la
eliminacion de células especificas contra el virus, en presencia de alta carga viral persistente,
segun ha sido demostrado para la infeccion por el virus de la coriomeningitis linfocitica en
ratones adultos (Moskophidis y cols., 1993) o la muerte rapida inducida por activacion, por
ejemplo, en el higado (Nuti y cols., 1998).

También se describe con frecuencia la anergia funcional de las células T especificas contra
antigenos virales en los pacientes infectados por el VHC. Varios estudios han demostrado que
la disfuncion de las células T CD8" ocurre tanto en la fase aguda como en la crénica (Lechner
y cols., 2000a; Thimme y cols., 2001). A este respecto se ha descrito un fenotipo de célula T
CDS8" denominado “aturdido” que se caracteriza por deficiencias en la capacidad proliferativa,
la citotoxicidad y la secrecion de TNF-a e IFN-y (Thimme y cols., 2006).

La disfuncion de las células T se ha observado en el curso temprano de la infeccion en todos
los pacientes, independientemente del posterior desenlace viroldgico (Lechner y cols., 2000a;
Thimme y cols., 2001). Sin embargo, en los pacientes en los que la infeccion tiene un curso

limitado, la recuperacion de la funcionalidad de las células T CD8" se asocia temporalmente
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con la caida de la viremia y la resolucion de la enfermedad (Lechner y cols., 2000a; Thimme y
cols., 2001). Por el contrario, la funcionalidad de dichas células permanece suprimida en los
pacientes que progresan hacia la infeccion crénica (Urbani y cols., 2002).

La disfuncion de las células T CD8" también estd asociada con un fenotipo inmaduro; estas
son mayormente CD28" y/o CD27", lo que indica que permanecen en un estado de
diferenciacion temprano (Appay y cols., 2002). En los pacientes cronicos también se ha
detectado que las células T CDS8" especificas de citomegalovirus (CMV) expresan un fenotipo
menos maduro, lo que sugiere que la influencia negativa del VHC se extiende a células con
otras especificidades. (Lucas y cols., 2004). Sin embargo, dichas células especificas de CMV
no muestran afectacion funcional en los experimentos in vitro y nunca se ha observado una
reactivacion de la infeccion por CMV debido a inmunodeficiencia en los pacientes con
hepatitis C cronica (Thimme y cols., 2006). En relacién con esto, un estudio muestra que las
células T CD8" especificas del VHC, y no de influenza, tienen afectada su capacidad para
secretar IFN-y, a pesar de su acumulacién en el higado (Spangenberg y cols., 2005).

Se conjetura que los diferentes mecanismos de fallo de las células T CD8" son el resultado
directo de la disfuncién de las células T CD4", que es comun en la infeccion persistente por el
VHC (Day vy cols., 2003; Semmo y cols., 2005). También se ha documentado el desarrollo de
células CD8" productoras de IL-10 y especificas de antigenos virales, conocidas como células
T reguladoras tipo 1 (Trl), las cuales se desarrollan entre uno y dos meses después de la
presentacion clinica aguda (Kaplan y cols., 2008). A pesar de ser especificas de antigeno en su
fase de induccion, en la fase efectora ejercen la supresion de forma no especifica de antigeno,
mediante la produccion de IL-10 (Accapezzato y cols., 2004). Esta respuesta se asocia
inversamente con los niveles de alanina aminotransferasa (ALAT) y positivamente con la

. . , ., . ., , + ..
viremia, asi como con la supresion de la proliferacion de células CD4 " antivirales durante la
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infeccion aguda (Kaplan y cols., 2008). Ademas, la frecuencia de las células T CD8"
secretoras del IL-10 correlaciona inversamente con el indice de actividad histologica total,
mientras que la correlacion con las productoras de IFN-y es directa (Accapezzato y cols.,
2004), con coincidencia en frecuencia, magnitud y amplitud de especificidad. Estos datos
sugieren que la respuesta de este tipo de células se induce como un mecanismo compensatorio
que limita la inflamacioén y la inmunopatologia, conlleva la supresion de las células CD4", el
incremento de la viremia y la evolucion hacia la cronicidad.

También se ha documentado que en los pacientes cronicos la mayoria de los linfocitos T
citotoxicos intrahepaticos, especificos contra el VHC, no son capaces de comportarse como
efectores completamente diferenciados, a pesar de la expresion de altos niveles de perforina
(Accapezzato y cols., 2004). No obstante, estan directamente relacionados con el indice de
actividad histolégica total, pero no con los niveles de ALAT, lo cual sugiere que estan
principalmente involucrados en el reclutamiento de células inflamatorias, méas que en la lisis
de hepatocitos (Accapezzato y cols., 2004).

Adicionalmente, se describe la existencia de subpoblaciones de células T CD4'CD25", que se
activan especificamente a través del receptor de célula T. Estas se encuentran en nimeros
elevados en la sangre periférica de los pacientes infectados que presentan niveles normales de
ALAT y dafio hepatico minimo, en comparaciéon con los pacientes con niveles alterados de
enzimas hepaticas y hepatitis avanzada (Bolacchi y cols., 2006). Esta poblacion también se ha
encontrado enriquecida en los pacientes cronicos en comparacion con los individuos que se
han recuperado de la infeccidén o que no han sido infectados (Boettler y cols., 2005; Cabrera y
cols., 2004).

Se ha observado una correlacién inversa entre la reactividad de las células CD4" y la

frecuencia de este tipo de células supresoras y la produccion de TGF-B por las mismas y el
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grado de inflamacion hepatica (Bolacchi y cols., 2006). Ademads, se ha descrito que la
produccion de IFN-y en respuesta a la estimulacion con péptidos, asi como la proliferacion de
las células T CD8" se ven inhibidas por las células CD4'CD25" y el efecto es dependiente del
contacto célula-célula (Boettler y cols., 2005; Cabrera y cols., 2004). Se plantea que en los
pacientes cronicos estas células reguladoras pueden estar preferentemente redistribuidas hacia
el higado, sitio principal de la presentacion antigénica, donde establecen una inflamacion de
bajo nivel y larga duracion, critica para la supervivencia tanto del paciente como del patdégeno

(Bolacchi y cols., 2006).

1.6 Tratamientos antivirales

Actualmente, el tratamiento antiviral estandar contra la infeccion por el VHC se basa en la
combinacion del IFN-peg-a y ribavirina. Se han descrito una serie de mecanismos mediante
los cuales el IFN-a puede ejercer su accion antiviral (Hoofnagle y Seeff, 2006). En particular,
la proteina NS5A se considera un factor importante en la sensibilidad del VHC al IFN-a
(Thimme y cols., 2006). La ribavirina es un analogo de nucledsido cuya incorporacion al
genoma viral produce mutaciones, ademas de que inhibe la actividad de la enzima celular
inosina monofosfato deshidrogenasa, afectando la disponibilidad de GTP (del inglés

guanosine triphosphate), con lo cual se inhibe la replicacion in vitro de varios flavivirus y

paramiovirus (Manns y cols.,, 2006). El IFN-a se considera principalmente un
inmunorregulador, aunque también, al igual que la ribavirina, tiene actividad antiviral (De
Clercq, 2007).

Dos tipos de IFN-peg-o se encuentran disponibles: IFN-peg-a-2b (PEG-Intron; Schering-
Plough, Kenilworth, EE.UU.) e IFN-peg-a-2a (PEGASYS; Hoffmann-La Roche Inc, Basel,

Suiza). La pegilacion ha mejorado la farmacocinética del IFN-a, permitiendo reducir su
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administracion a una Unica vez semanal y, aunque ambos IFN-peg-a tienen diferente
farmacocinética, no se encuentran diferencias entre ambos en cuanto a la tasa de RVS
alcanzada por los individuos tratados (McHutchison y cols., 2009). El tratamiento con [FN-a y
ribavirina tiene numerosos efectos adversos que obligan en muchos casos a ajustar las dosis,
interrumpir el tratamiento o contraindicarlo totalmente en determinados pacientes (Manns y
cols., 2006).

La carga viral inicial, asi como la cinética temprana del ARN viral permiten predecir el éxito
del tratamiento. Especificamente, se considera que los pacientes con una carga viral inicial
<400 000 UI/mL del genotipo 1 tienen mayores probabilidades de responder
satisfactoriamente ante tratamientos abreviados (Zeuzem y cols., 2012). Asimismo, los
individuos infectados por el genotipo 1, en los que no se alcance la respuesta virologica
temprana (RVT), la cual se define como ARN viral indetectable (RVT completa) o con una
reduccion de al menos dos logl0 (RVT parcial) después de 12 semanas de terapia no tienen
oportunidad de alcanzar la RVS y se recomienda la suspension del tratamiento (Davis y cols.,
2003). Para el caso de la terapia con IFN-peg-a y ribavirina la RVT es alcanzada en el 69-76%
de los individuos tratados y la RVS es alcanzada en el 67-80% de los que alcanzan la RVT
(Davis y cols., 2003). Esta disminucién en el porciento de respuesta virologica se debe a que
la viremia puede reaparecer en alrededor del 20% de los pacientes que la logran controlar en la
semana 12. La reaparicion puede ser durante el tratamiento o durante el periodo de las 24
semanas siguientes al final del mismo.

Especificamente para la terapia con IFN-a y ribavirina la tasa de RVS es de aproximadamente
40% para el caso de los individuos infectados por virus de genotipo 1 (Poynard y cols., 1998),
mientras que los pacientes con genotipos 2 y 3 pueden ser curados en mas del 75% de los

casos (McHutchison y cols., 2009). También se han descrito factores del hospedero, tales
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como la edad, la raza y el sexo, como factores asociados a la respuesta al tratamiento (Akram
y cols., 2011). Ademas se ha comprobado que ciertos polimorfismos genéticos cerca del gen
IL28B, que codifica para el IFN-A-3 y en el gen SLC2941, que codifica para la molécula
transportadora de la ribavirina, influyen en la respuesta al tratamiento (Ge y cols., 2009;
Tsubota y cols., 2012).

El conocimiento acerca del ciclo replicativo del VHC ofrece oportunidades para la
intervencion terapéutica y una serie de moléculas, dirigidas especificamente contra las
diferentes enzimas virales, muestran resultados promisorios en escenarios pre-clinicos y
clinicos en el presente. Estas moléculas reciben en colectivo el nombre de terapia antiviral
especificamente dirigida contra el VHC (TAED-C). Dos inhibidores de la proteina NS3 se
encuentran en la actualidad a la cabeza del desarrollo de la TAED-C: el boceprevir (Malcolm
y cols., 2006; Sarrazin y cols., 2007) y el telaprevir (Hezode y cols., 2009; Lin y cols., 2006).
Estos han sido aprobados para su uso clinico, aunque solo limitados al tratamiento del
genotipo 1 y en combinacidén con IFN-peg-a y ribavirina, dada su baja barrera genética para la
generacion de mutantes de resistencia (Pawlotsky, 2012). En la clinica, la combinacion de
estos antivirales con la terapia estdndar ha mostrado mayores tasas de RVS y menores tasas de
rebote viral que la terapia estdndar sola en pacientes infectados por el genotipo 1 (Hezode y
cols., 2009; Kwo y cols., 2010) y se propone la triterapia como alternativa promisoria para
pacientes no respondedores a la terapia convencional (Hayashi y cols., 2012). De hecho, la
triterapia se ha convertido en el nuevo tratamiento estandar contra el genotipo 1 del VHC
(Pawlotsky, 2012). No obstante, el genotipo 1 permanece persistente en alrededor del 30% de
los individuos tratados y estas terapias también comprenden numerosos efectos adversos (Kwo

y cols., 2010).
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En el desarrollo de la TAED-C también se destacan los inhibidores de la polimerasa NS5B, los
cuales pueden estar basados en analogos de nucleotidos/nucledsidos (interactiian con el sitio
catalitico de NS5B) y no nucledsidos (interactiian con diferentes sitios alostéricos de NS5B).
De estos algunos han llegado a la clinica, solos (Guedj y cols., 2012) o en combinacién con
IFN-peg-a y ribavirina (Nelson y cols., 2012; Pockros y cols., 2008). En general han mostrado
un efecto antiviral significativo en comparacion con la terapia estandar, pero en algunos casos
no han manifestado un perfil de seguridad satisfactorio y su posterior evaluacion ha sido
suspendida (Nelson y cols., 2012). Especificamente, los inhibidores no nucleosidicos por el
momento restringen su accion al genotipo 1 y se ha descrito que tienen elevada capacidad para
la generacidn de resistencia cruzada entre compuestos diferentes. Por su parte, los analogos de
nucleotidos/nucledsidos son efectivos contra todos los genotipos virales descritos y muestran
una alta barrera frente a la generacion de resistencia in vivo (Pawlotsky, 2012).
Adicionalmente, se proponen las ribozimas (Ryoo y cols., 2012) y los ARN de interferencia
(Ansar y cols., 2011), entre otros, como mecanismos de silenciamiento génico especifico y la
proteina p7 se considera un blanco potencial de diversas moléculas inhibidoras (De Clercq,
2007).

También se trabaja en la obtencion de inhibidores de ciclofilinas, proteinas del hospedero que
juegan un papel importante en la replicacion viral (Pawlotsky, 2012). Algunos de estos
compuestos han logrado suprimir la replicacion viral en el escenario clinico, asi como inducir
la expresion de IFNs de tipo I en pacientes infectados por el genotipo 1 (Hopkins y cols.,
2012). Debido a que su blanco son proteinas del hospedero, estos compuestos tienen una
amplia cobertura de genotipos virales y baja capacidad para la generacion de mutantes de

resistencia (Pawlotsky, 2012).
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Como consecuencia del reciente desarrollo de la TAED-C, los factores asociados a la RVS
frente a la misma no se conocen a profundidad, pero ya se cuenta con evidencias de que el
polimorfismo genético cerca del gen IL28B juega también un papel determinante en la
respuesta frente a la triterapia (Poordad y cols., 2012). A pesar de los resultados promisorios,
estos inhibidores tienen entre sus desventajas fundamentales el efecto aditivo en cuanto a
eventos adversos y el incremento del nimero de medicamentos a combinar, que
potencialmente afectan la adherencia de los pacientes al tratamiento. Ademas ciertos genotipos
suelen ser mas resistentes a su accion. Efectivamente, ya se ha observado que muchas de las
mutaciones descritas para la TAED-C estan presentes en las cepas circulantes desde antes de
la terapia y en ocasiones, la secuencia consenso para un genotipo o subtipo es la mutacion de
resistencia a la droga (Gaudieri y cols., 2009). Por lo tanto, muy probablemente se deberan
desarrollar estrategias que conlleven la combinacién simultanea de varios de estos enfoques,
siempre que su toxicidad no implique una disminucion severa de la calidad de vida de los
pacientes. En este sentido se exploran con gran expectativa regimenes libres de IFN-a, con

resultados alentadores hasta el momento (Poordad y Dieterich, 2012).

1.7 Desarrollo de vacunas terapéuticas contra el VHC

Hasta el presente, no existe ninguna vacuna profilactica o terapéutica contra el VHC. Se ha
descrito el desarrollo de sistemas de replicacion in vitro donde se logra la produccion de
particulas virales con capacidad de infeccion (Lindenbach y cols., 2005; Wakita y cols., 2005);
no obstante, no se cuenta atin con un modelo de cultivo celular asequible para la obtencion de
vacunas basadas en virus atenuados. Por lo tanto, los esfuerzos se centran en vacunas
compuestas por uno o varios antigenos o epitopos representativos, ya sea en forma de

proteinas recombinantes, péptidos sintéticos o vectores. Basicamente, los enfoques tienen
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como objetivos la induccion de inmunidad mediada por células B especificas y/o la induccion
de inmunidad celular, ademas de la modulacion de la inmunidad existente en los individuos ya
infectados.

Multiples candidatos vacunales contra el VHC han sido o estan siendo evaluados en diferentes
fases, la mayoria en estado de estudio de inmunogenicidad en modelos animales. Los estudios
en chimpancés marcan pautas particulares, por la capacidad de esta especie para soportar la
replicacion del VHC, aunque el curso posterior de la infeccion transcurra con diferencias
importantes con relacion a los humanos (Inchauspe y Michel, 2007).

El primer candidato vacunal en alcanzar la evaluacion clinica fue el desarrollado por la
compafiia Chiron (Emeryville, EE.UU.). Este candidato basado en las glicoproteinas de la
envoltura E1 y E2, formuladas en MF59 demostré su capacidad para generar anticuerpos
neutralizantes y respuestas proliferativas de células T, con un patron de citoquinas
predominantemente de tipo Th1 en voluntarios sanos (Resumenes ISVHLD, 2006).

Otro candidato vacunal basado en proteinas de la envoltura del VHC fue desarrollado por la
compafiia Innogenetics (Ghent, Bélgica). Este candidato consistid en una variante truncada
recombinante de la proteina E1 del VHC, formulada en hidroxido de aluminio (Nevens y cols.,
2003) y demostro su capacidad para inducir respuestas humorales y de proliferacion de células
T, con secrecion de IFN-y, tanto en individuos sanos como en pacientes cronicos (Leroux-
Roels y cols., 2004; Nevens y cols., 2003). En los pacientes vacunados se observd una
disminucién de los niveles de ALAT. Al final del estudio, el indice de Ishak total mejord o se
estabilizo en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, algunos resultados posteriores con este
candidato vacunal evidenciaron su incapacidad para mejorar sostenidamente la histologia
hepatica, y confirmaron su insuficiencia para reducir los niveles de ARN viral circulante

(Nevens y cols., 2003).
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El primer ensayo en probar la validez del concepto de inmunizacion con péptidos sintéticos
del VHC en humanos fue llevado a cabo por la compania Intercell (Viena, Austria). Esta
disefi6 y desarrollo el candidato vacunal IC41, constituido por péptidos de epitopos
reconocidos por linfocitos T citotoxicos restringidos por el HLA-A2 y tres epitopos altamente
promiscuos de células T CD4" auxiliadoras formulados con poli-L-arginina. Este candidato
demostr6 su capacidad para inducir respuestas proliferativas de células T CD4" y de secrecion
de IFN-y, tanto en células CD4" como CDS8" en voluntarios sanos (Firbas y cols., 2006) y en
pacientes infectados cronicamente por el VHC y no respondedores a la terapia antiviral (Klade
y cols., 2008). No obstante, solo se observaron tres individuos que redujeron temporalmente
su carga viral en suero, en mas de 1 logl0, encontrdndose asociacion positiva entre este
resultado y las respuestas mas vigorosas de secrecion de IFN-y (Klade y cols., 2008).
Lamentablemente, en este estudio no se ofrecieron resultados de la evaluacioén del impacto de
la inmunizacion sobre la histologia hepatica.

Otros candidatos basados en péptidos han sido probados en pacientes infectados cronicamente
por el VHC de genotipo 1b, no respondedores a la terapia basada en IFN-o (Yutani y cols.,
2007; Yutani y cols., 2009). Estos candidatos fueron capaces de inducir respuestas, tanto
humorales como celulares, en un nimero significativo de los pacientes y se observd una
tendencia hacia la correlacion positiva entre la induccion de respuestas celulares y un curso
clinico favorable, basado en los niveles de ALAT y el conteo de plaquetas (Yutani y cols.,
2007). Estos estudios no ofrecieron resultados de evaluacion histoldgica y ninguno de los
pacientes logrd erradicar el ARN viral (Yutani y cols., 2007; Yutani y cols., 2009).

También el concepto de inmunizacién con vectores virales recombinantes contra el VHC ha
llegado al escenario clinico. Dos vectores adenovirales basados en serotipos raros (adenovirus

6 humano y adenovirus 3 de chimpancé) y que expresan las proteinas no estructurales del
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VHC del genotipo 1b demostraron ser seguros en un estudio fase I en voluntarios sanos
(Barnes y cols., 2012). Ademas, ambos vectores estimularon la respuesta de células T, CD4"y
CDS", secretoras de citoquinas y capaces de reconocer multiples proteinas del VHC, tanto del
genotipo homologo, como de genotipos heterdlogos y de mantener la polifuncionalidad y la
capacidad proliferativa, por al menos un afio después de una dosis de refuerzo (Barnes y cols.,
2012). Estos resultados resultan alentadores, pero el efecto de estos vectores en pacientes
cronicamente infectados es atn desconocido. Por otra parte, también se ha estudiado la
seguridad e inmunogenicidad de un vector poxviral basado en virus vaccinia Ankara
modificado que expresa las proteinas NS3, NS4 y NS5B del genotipo 1b del VHC
(Habersetzer y cols., 2011). Se realizé un estudio clinico fase I para escalado de dosis de este
vector en pacientes cronicamente infectados por el VHC de genotipo 1b. Se demostrd que las
tres dosis evaluadas fueron bien toleradas y se indujo respuesta inmune celular especifica,
secretora de IFN-y en el 33% de los inmunizados. No obstante, el efecto de reduccion de la
carga viral, ademas de modesto, fue solo temporal (Habersetzer y cols., 2011).

En general todos los candidatos vacunales evaluados en humanos hasta el momento
(incluyendo otros de reciente evaluacion clinica inicial basados en levaduras recombinantes o
inmunizacion con ADN) han demostrado que es posible estimular la respuesta inmune
especifica en los pacientes cronicamente infectados por el VHC. Sin embargo, el objetivo
principal de los mismos, que en Ultima instancia es la erradicacion del virus, no ha sido
logrado. El efecto sobre la reduccion de la carga viral ha sido generalmente nulo o solo se han
logrado reducciones temporales de la misma. Por otro lado, lamentablemente, no todos los
estudios han estado enfocados hacia la evaluacion del efecto de estas intervenciones en la
histologia hepatica, cuya mejoria se considera ventajosa, aun cuando no se logre la

erradicacion total de la infeccion, pues repercute directamente en la calidad de vida del

34



Revision bibliogrdfica

paciente. Un obstaculo importante en este sentido es el desconocimiento acerca de la calidad y
la magnitud 6ptimas de la respuesta inmune para la resolucion de esta infeccion. Parece
evidente considerar que cualquier intervencidén terapéutica que se conciba deba comprender
repetidas inoculaciones, incorporando novedosos adyuvantes y combinando varias estrategias,

incluidos tratamientos antivirales, concomitante o secuencialmente.

1.8 Generalidades de la vacunacion con ADN

Las vacunas de ADN son plasmidios bacterianos construidos para expresar proteinas de
interés después de su administracion in vivo y la subsiguiente transfeccion de las células, ya
que cuentan con un promotor para la expresion de proteinas en células de mamiferos. Son
consideradas herramientas confiables para simular la sintesis de proteinas que ocurre durante
una infeccion. Permiten la exclusion de genes no necesarios 0 no convenientes, sin
afectaciones por inmunidad previa contra el vector, ni riesgos de una infeccion secundaria o
aquellos asociados a la reversion de los virus atenuados. Tienen como ventajas adicionales los
costos relativamente bajos de produccion, su estabilidad y la posibilidad de obtener
preparaciones altamente puras.

Se ha demostrado que la tecnologia del ADN recombinante permite la induccion de respuestas
inmunes tanto humorales como celulares en modelos animales y en humanos (Hiszczynska-
Sawicka y cols., 2012; Kalams y cols., 2012; Kharfan-Dabaja y cols., 2012; Mohler y cols.,
2012) y tres vacunas de ADN han sido licenciadas para uso veterinario hasta el momento,
mientras que ninguna ha sido licenciada para uso en humanos (Liu, 2011). Especificamente la
inmunizacion con ADN ha demostrado ser segura y bien tolerada en el escenario clinico
contra diferentes enfermedades. Sin embargo, la robustez de la potencia alcanzada en modelos

animales ain no ha podido ser igualada en humanos (Kalams y cols., 2012; Vasan y cols.,
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2010), por lo que actualmente se investigan multiples enfoques para incrementar la estabilidad
del ADN en la sangre, la capacidad de transfeccion y la expresion de los genes, asi como
dirigir su distribucion a los tejidos u 6rganos de interés (Liu, 2011).

En este sentido, la electroporacion, que incrementa la magnitud, duracién, multifuncionalidad
y amplitud de la respuesta celular contra multiples antigenos en comparacion con la
inoculacién intramuscular estdndar, ha demostrado ser un método bien tolerado y seguro para
uso en humanos (Vasan y cols., 2011). Adicionalmente ofrece la ventaja de requerir una
menor dosis de vector para alcanzar la respuesta (Vasan y cols., 2011). Asi mismo se
desarrollan nuevos dispositivos para administracion sin agujas, tales como la pistola de genes,
los sistemas de parches y la inyeccion a propulsion. En el ultimo caso, la desventaja
fundamental es el limitado volumen que se puede administrar, lo cual predetermina que las
preparaciones deben tener una alta concentracion del material (Hutnick y cols., 2011). Por su
parte, la pistola de genes ha demostrado ser muy efectiva para la induccion de respuestas de
anticuerpos, incluso con bajas cantidades de ADN, aunque también tiene como limitante el
volumen que es posible administrar (Hutnick y cols., 2011).

Otro enfoque dirigido a incrementar la inmunogenicidad de las vacunas de ADN es la
coadministracion de plasmidios que expresan citoquinas con efecto adyuvante, estrategia con
éxito en modelos animales, pero cuyos resultados en humanos no siempre han sido los
esperados (Kalams y cols., 2012). Sin embargo, se cuenta con evidencias alentadoras acerca
de la importancia de una mayor profundizacién en el estudio de las dosis, momento para la
administracion, entre otros aspectos (Baden y cols., 2011). Ademas se ha documentado que la
modificacioén de los plasmidios por adicion de motivos CpG y secuencias de moléculas que
participan en la sefnalizacion a través de los TLR mejora su inmunogenicidad (Coban y cols.,

2011).
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También se ha observado que las estrategias de sensibilizacion-refuerzo, que combinan la
inmunizacion con ADN, con vectores virales y proteinas recombinantes pueden tener un
efecto sinérgico de potenciacion de la respuesta inmune. Particularmente, la estrategia de
sensibilizacion con ADN y refuerzo con un vector viral ha demostrado ser potente en la
induccion de respuestas de células T CDS8", altamente especificas, y permite reducir los efectos

de la inmunidad contra el vector viral (Hutnick y cols., 2011).

1.9 Preparacion vacunal CIGB-230

La preparacion vacunal CIGB-230 estd basada en la mezcla de ADN plasmidico para
inmunizacioén, que expresa los primeros 650 aminoacidos de la poliproteina del VHC de un
aislamiento cubano de genotipo 1b (pIDKE2, (Duefias-Carrera y cols., 2002)) y una variante
recombinante de la proteina de la capsida, truncada en el aminoacido 120 (Co.120, (Duefias-
Carrera y cols., 1999)). Esta preparacion vacunal apuesta por la induccion tanto de respuesta
de anticuerpos neutralizantes, como de respuestas celulares. En estudios in vitro se demostrd
que Co.120 interactiia con el plasmidio pIDKE2, originando particulas semejantes a virus, de
morfologia heterogénea (Acosta-Rivero y cols., 2005; Acosta-Rivero y cols., 2006). Por lo
tanto, en dicha mezcla la proteina de la capsida juega el doble papel de inmunogeno y sistema
de liberacion del plasmidio. La adicion de Co.120 a la formulacién de pIDKE2 estimul6 la
respuesta inmune inducida por la administracion del plasmidio en ratones Balb/c, en los que se
detecté una potente respuesta humoral y de proliferacion de células de bazo (Alvarez-
Lajonchere y cols., 2006). Ademas, la preparacion vacunal CIGB-230 indujo una reduccioén
significativa del titulo viral en el modelo de infeccidon por virus vaccinia recombinante en
ratones (Alvarez-Lajonchere y cols., 2006), el cual constituye un modelo sustituto que permite

evaluar la respuesta celular in vivo. La funcionalidad de la respuesta inmune inducida por esta
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preparacion parece estar relacionada con la reducida degradacion del ADN por su interaccion
con la proteina y la mejor activacion y presentacion de antigenos por las células presentadoras,
debido a la presencia de motivos CpG en el plasmidio y a la naturaleza particulada de la
proteina.

El perfil de seguridad de esta preparacion vacunal fue evaluado en roedores. El estudio de
biodistribucion, realizado en ratones después de la administracion repetida del mismo, mostrd
que el plasmidio se distribuyd ampliamente en diferentes 6érganos. Sin embargo, tres meses
después de la administracion no pudo ser detectado en ninguno de los érganos evaluados
(Bacardi y cols., 2009). El analisis toxicologico se realizd en ratas que recibieron dosis hasta
cincuenta veces superiores a la dosis terapéutica propuesta a ser empleada en humanos y no se
detectaron efectos adversos en los parametros toxicologicos, ni danos en los oOrganos
evaluados (Bacardi y cols., 2009). Estos resultados mostraron que la preparacion vacunal
CIGB-230 no es toxica a nivel local o sistémico y no se tienen evidencias de que pueda

persistir indefinidamente en el organismo, lo cual valida su uso en humanos.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Proteinas recombinantes

Se utilizaron las proteinas recombinantes Co.120 (comprende los aminoacidos 1-120 de la
poliproteina del VHC) (Duenas-Carrera y cols., 1999), E1.340 (comprende los aminoacidos
192-340 de la poliproteina del VHC) (Lorenzo y cols., 2000) y NS3 (comprende los
aminoacidos 1234-1432 de la poliproteina del VHC) (Palenzuela y cols., 2006). Todas se
obtienen a partir de la cepa BL-21(DE3) de Escherichia coli transformada con los plasmidios
correspondientes. Ademas se utilizd la proteina recombinante E2.680 (comprende los
aminoacidos 384-680 de la poliproteina viral), que se obtiene de la levadura Picchia pastoris
transformada con el plasmidio correspondiente (Martinez-Donato y cols., 2006). Todas se
purifican a mas de un 85% de pureza y su secuencia se deriva de un aislamiento cubano de

genotipo 1b del VHC.

2.2 Muestras de sangre

En el presente trabajo se realizaron evaluaciones inmunolégicas a partir de muestras de sangre
de un total de 97 pacientes cronicamente infectados por el VHC de genotipo 1b, o sea con
ARN viral detectable en sangre durante mas de 6 meses, determinado por ensayo cualitativo
basado en transcripcion reversa y en la reaccion en cadena de la polimerasa (UMELOSA,
limite de deteccion 101,7 Ul/mL, Centro de Inmunoensayo, La Habana, Cuba).

Quince de los 97 pacientes, declarados no respondedores a la terapia antiviral combinada con
IFN-0-2b y ribavirina, participaron voluntariamente en un ensayo clinico fase I, no
aleatorizado y no controlado, sin cegamiento, de la preparacion vacunal terapéutica CIGB-230

contra el VHC (Coédigo del protocolo clinico: IG/'VHI/HC/0503; Cddigo del registro publico:
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RPCEC00000043). El tratamiento con CIGB-230 consisti6 en seis inoculaciones
intramusculares de la preparacion vacunal, una cada cuatro semanas. Las muestras utilizadas
para las evaluaciones inmunologicas del presente estudio corresponden a estos pacientes antes
de la primera inoculacion de la preparacion vacunal (T0) y 4 semanas después de finalizadas
las inmunizaciones (T24).

Los restantes 82 pacientes participaron voluntariamente en un ensayo clinico fase II
aleatorizado, controlado y a doble ciegas de la preparacion vacunal terapéutica contra el VHC,
CIGB-230 (Cédigo del protocolo clinico: IG/VHI/HC/0701; Coédigo del registro publico:
RPCEC00000074). En el momento de su inclusién en dicho ensayo todos los individuos eran
virgenes a tratamiento antiviral especifico contra el VHC y todos recibieron el tratamiento
convencional basado en IFN-a-2b (3x10° UI, por la via subcutanea, tres veces por semana) y
ribavirina (1000 o 1200 mg diarios, de acuerdo al peso corporal), durante 48 semanas.
Adicionalmente los pacientes se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos que se
diferenciaron en cuanto al tratamiento con la preparacion vacunal (Figura 2). El grupo control,
de 30 individuos, recibi6é 12 inoculaciones de placebo de la preparacion vacunal, una cada 4
semanas, durante todo el periodo de tratamiento. Otros dos grupos recibieron seis
inoculaciones de la preparacion vacunal, una cada 4 semanas; uno de ellos, de 16 pacientes,
comenzando simultdineamente con el tratamiento antiviral (administracion simultanea) y el
otro de 15 pacientes, en la semana 12 del mismo (administracion tardia). Los dos grupos
restantes recibieron nueve inoculaciones de la preparacion vacunal, una cada 4 semanas, uno
de ellos, de 16 pacientes, comenzando simultaneamente con el tratamiento antiviral y el otro
de 15 pacientes, en la semana 12 del mismo. Las muestras utilizadas para las evaluaciones
inmunologicas del presente estudio provienen de los pacientes que completaron el estudio y

corresponden a antes del inicio (TO0) y al final del mismo (T48).
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Figura 2. Representacion del esquema de inmunizaciéon del estudio clinico fase II de la preparacion
vacunal CIGB-230 en pacientes cronicamente infectados.

Todos los grupos recibieron tratamiento con IFN-a-2b (3x10° UI, por la via subcutanea, tres veces por
semana) y ribavirina (1000 o 1200 mg diarios, de acuerdo al peso corporal). Para mantener el
cegamiento, durante todo el estudio se administraron dosis de placebo de la preparacion vacunal en
todas las semanas en las que, por el disefio del mismo, no correspondiera inmunizacién con la misma.
S= grupo de administracion simultanea de la preparacion vacunal CIGB-230, T= grupo de
administracion tardia de la preparacion vacunal CIGB-230, P= Placebo de la preparacion vacunal
CIGB-230, PV= de la preparacion vacunal CIGB-230. Los nimeros que acompaian las letras S y T
indican el nimero de inoculaciones de la preparacion vacunal en cada caso.

En ambos ensayos clinicos el tratamiento con la preparacion vacunal, CIGB-230, consistié en
inoculaciones intramusculares de 0,5 mg del plasmidio pIDKE2 y 0,05 mg de la proteina
Co0.120, en solucion salina. La toma de todas las muestras de sangre se realizd bajo
consentimiento informado firmado por los pacientes y se emplearon materiales estériles
desechables, garantizando la proteccion de los individuos participantes. El presente estudio fue
conducido de acuerdo a la Declaracion de Helsinski y conto con la aprobacion del Comité de
Etica de los centros asistenciales de donde provenian los pacientes.

En todos los pacientes la presencia de infecciones concomitantes por VHB, virus de hepatitis
A (VHA) y VIH fue descartada por ensayos diagndsticos del tipo ultramicroELISA
fluorescente (UMELISA, Centro de Inmunoensayos, La Habana, Cuba).

En las tablas 1 y 2 se muestran las caracteristicas demogréaficas, histologicas y virologicas de

los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia y en
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combinacion con IFN-a-2b y ribavirina, respectivamente. Los datos de la histologia hepatica
de cada paciente fueron obtenidos por biopsia, realizada dentro de un periodo de un afo
anterior al momento del inicio de los tratamientos y un mes después de finalizada la
monoterapia con la preparacion vacunal CIGB-230 o seis meses después de finalizada la
triterapia con IFN-a-2b, ribavirina y CIGB-230. Todas las biopsias fueron analizadas de
acuerdo al indice de Ishak (Ishak y cols., 1995). En ninguna de las biopsias iniciales de los

pacientes se evidenciaba cirrosis o carcinoma hepatocelular.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, histologicas y virologicas de los pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia

Parametro Valores p*
Edad (afios)
Media + DE 49,7+ 17,1 -
Mediana (RQ) 52,0 (13,0)
Color de la piel (N/%0)
Blanca 13/ 86,6 -
Negra 0
Otra 2/13,3
Sexo (N/%)
Femenino 7/46,6 -
Masculino 8/53,3
Histologia hepatica *
Necroinflamacion (Mediana / TO 3,0/2
0,7
RQ) T24 3,0/2,5
. . . TO 1,0/2
Fibrosis (Mediana / RQ) T4 0/1 0,3
Respuesta virologica
ARN viral (% indetectable) T0 0
T24 0 ]

¥ De acuerdo al indice de Ishak (Ishak y cols., 1995)

*Se consideran diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05, Prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas.

Abreviaturas: DE, desviacion estandar; N, numero de pacientes o muestras evaluadas; RQ, rango
intercuartilico.
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas, histologicas y virologicas de los pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina

Grupo control  GrupoS6 GrupoS9 Grupo T6 Grupo T9

N 30 16 16 15 15
Parametro
Edad (afios)
Media + DE 485+ 7,4 474+£9,1 42,679 473+75 453+73
Mediana £ RQ 485+ 11 50,5+ 10 43,0+ 7 49,0+ 13 46,0 £ 10
Color de la piel (n/%0)
Blanca 16 (53,3%) 12 (75,0%) 11 (68,8%) 10 (66,7%) 8 (53,3%)
Negra 4 (13,3%) 3(18,8%) 3 (18,8%) 4(26,7%) 3 (20,0%)
Otra 10 (3,3%) 1(63%)  2(12,5%)  1(6,7%)  4(26,7%)
Sexo (n/%)
Femenino 12 (40%) 11(68,8%) 8(50,0%) 11(73,3%) 9 (60%)
Masculino 18 (60%) 5031,3%)  8(50,0%) 4(26,7%) 6 (40%)

Histologia hepética ®

Necroinflamacion TO

(Mediana + RQ) 6,0+6 7,0+ 4 555 40+£5 6,08
Necroinflamacion T72
(Mediana = RQ)) 2,0+3 3,0+3 2,63 50£6 6,06
Valor de p* 0,006 0,007 0,026 0,201 0,078
Fibrosis TO (Mediana + RQ) 1,0£1 20x2 1,01 1,0£2 1,0£2
Fibrosis T72 (Mediana +
RQ) 1,0+£2 2,02 1,0+ 1 2,0+3 2,5+3
Valor de p* 0,684 0,864 0,527 0,783 0,429
Respuesta virolégica’
RVTc 18 (60,0%) 10 (62,5%) 9(56,3%) 7(46,7%) 4 (26,7%)
RVS 14 (46,7%) 8 (50%) 8 (50%) 7(46,7%) 2 (13,3%)

¥ De acuerdo al indice de Ishak (Ishak y cols., 1995). T Por intencion de tratar

*Se consideran diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05, Prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas.

Abreviaturas: DE, desviacion estandar; N, numero de pacientes o muestras evaluadas; RQ, rango
intercuartilico; RVTc, respuesta virologica temprana completa (ARN viral indetectable en semana 12);
RVS, respuesta viroldgica sostenida (ARN viral indetectable en semana 72); TO, evaluacion realizada
en semana 0; T72, evaluacion realizada en semana 72.

2.3 Obtencion de muestras de suero

La sangre extraida a los individuos, sin ser tratada con anticoagulante, se procesd en un
periodo maximo de 2 horas después de la toma de la muestra. Una vez ocurrida la coagulacion
de la sangre, se someti6 a centrifugacion a 900 g durante 10 minutos. El suero se separ6 del

codgulo y en el caso de las muestras a ser utilizadas en las evaluaciones de respuesta de
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anticuerpos especificos, se sometid a inactivacion por calor a 65°C en bafio termostatado
(MGW Lauda, Dusseldorf, Alemania), durante 4 horas. Posteriormente las muestras de suero
fueron centrifugadas en las condiciones ya descritas, se elimino el precipitado y se conservo el

suero a -20°C hasta su uso.

2.4 Ensayo inmunoenzimadtico en fase solida contra antigenos del VHC

La respuesta de anticuerpos contra los antigenos de la region estructural del VHC y la proteina

NS3, se estudié mediante ELISAs (del inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Para

ello se recubrieron micro placas de poliestireno de 96 pocillos, de fondo plano y alta capacidad
de union (Costar, Corning Incorporated, EE.UU.) con 100 pL de una solucion de la proteina
recombinante correspondiente en cada caso: Co.120 (10 ug/mL), E2.680 (10 ug/mL) y NS3 (5
pg/mL), diluidas en tampodn para recubrimiento (tampdn carbonato-bicarbonato 50 mmol/L,
pH 9,6). Tras la incubacion a 4°C durante 14-16 horas, los pocillos se lavaron cuatro veces con
tampon fosfato salino (NaCl 0,27 mol/L, KCI 0,005 mol/L, Na,HPO4 0,016 mol/L, KH,PO4

0,003 mol/L) (PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline) con Tween-20 al 0,1% (v/v) (PBS-

To.1) y se bloquearon con 200 pL. de una solucion de leche descremada (Oxoid Ltd, England)
al 2% vy suero de carnero al 5% (Bioterio, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia,
Cuba) en PBS-Ty ;. Después de una hora de incubacion a 37°C los pocillos se lavaron cuatro
veces con PBS-Ty ;. Las diluciones de las muestras de suero de los pacientes, a partir de 1:10,
se prepararon en la solucion de bloqueo, luego se adicionaron a la placa 100 pL de las mismas,
y se incubaron a 37°C por una hora. Posteriormente, las placas fueron lavadas cuatro veces con
PBS-Ty;. Para la evaluacion de la presencia de diferentes isotipos de anticuerpos, se
adicionaron 100 pL de una solucion de leche descremada al 2% en PBS-Ty; que contenia los

anticuerpos anti-IgG humano, anti-IgA humano o anti-IgM humano, todos conjugados a la
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peroxidasa de rdbano picante (Sigma, St Louis, EE.UU.) en dilucion 1:30 000, 1:25 000 y
1:10 000, respectivamente y se incub6 a 37°C por una hora.

Las reacciones positivas se visualizaron con una solucion de orto-fenilendiamina al 0,05%
(p/v) (Sigma, St Louis, EE.UU.) en tamp6n para revelado (&cido citrico 0,1 mol/L, NaH,PO4
0,2 mol/L, pH 5,0, H,O, 0,1% (v/v) (Merck, Alemania)). La reaccion se detuvo a los 10
minutos con 50 pL. de una soluciéon de H,SO4 2,5 mol/L. La medicion de la densidad optica
(DO) a 492 nm se realiz6 en un lector de placas (Sensldent Scan, Merck, Alemania).

El valor de corte se determind en cada caso con el uso de un panel de 48 sueros anti-VHC
negativos (UMELISA, Centro de Inmunoensayo, Cuba), provenientes de la seroteca del
Departamento de Hepatitis C (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba) y se
establecié que una muestra, para ser considerada positiva, debia mostrar una DO que superara
como minimo 3 veces la DO promedio de los controles negativos. Adicionalmente, para
comprobar la consistencia de los ensayos, en cada ocasion se emplearon al menos tres sueros
humanos anti-VHC negativos (UMELISA, Centro de Inmunoensayo, Cuba), los cuales se
diluyeron en las mismas condiciones que las muestras de los pacientes y como control positivo
se usé un suero de probada reactividad positiva contra el antigeno especifico, obtenido de la
referida seroteca. La titulacion de las muestras se llevé a cabo mediante interpolacion en una
curva control positivo, obtenida por diluciones seriadas de una muestra de suero cuyo titulo de
anticuerpos especificos fue determinado mediante diluciones dobles. La estimacion de los
titulos se llevd a cabo a partir de diluciones de las muestras que mostraran una DO

correspondiente al rango de linealidad de la curva.
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2.5  Purificacion de anticuerpos a partir de muestras de suero

Para la evaluacion de la capacidad neutralizante de los anticuerpos especificos contra el VHC
se realizd la purificacion de las inmunoglobulinas totales por cromatografia de afinidad por
proteina A-Sepharosa 4 Fast flow, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Amersham
Biosciences, Reino Unido), a partir de muestras de suero de los pacientes incluidos en el
estudio. Luego de la purificacion, las inmunoglobulinas se renaturalizaron mediante dialisis

contra PBS (Leong y Middelberg, 2006).
2.6 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos neutralizantes

2.6.1 Ensayo de inhibicion del numero de unidades formadoras de focos (UFF) de

pseudoparticulas del VHC (psVHC)

La produccion de las psVHC y los ensayos de infeccion se realizaron segin se ha descrito

previamente (Bartosch y cols., 2003). Las células 293T (American Type Culture Collection:

CRL-11268) fueron co-transfectadas con un plasmidio que codifica para las proteinas de
empaquetamiento Gag-Pol del virus de la leucemia murina, un vector de transferencia que
codifica para la luciferasa (Op De y cols.,, 2004) y un vector que codifica para las
glicoproteinas de la envoltura del VHC, phCMV-E1E2 (Bartosch y cols., 2003). La
transfeccion se llevd a cabo siguiendo un protocolo basado en PEI Exgen 500 (Euromedex,
Strasbourg, Francia). Las pseudoparticulas contenidas en el sobrenadante de cultivo fueron
colectadas a las 48 h después de la transfeccion, se filtraron por membranas de tamafio de poro
de 0,45 um y se usaron 50 pL para los ensayos de infeccion. Luego de incubar las psVHC con
los anticuerpos durante 3 h, fueron puestas en contacto con las células Huh-7 e incubadas a
37°C durante 3 h. Posteriormente el medio de cultivo se remplazé por medio fresco y las

células se mantuvieron en cultivo durante 48h. El ensayo de la luciferasa se realiz6 segun las
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indicaciones del fabricante (Promega, Madison, WI, EE.UU.), 48h después. La respuesta se
considera negativa cuando la muestra, evaluada en el rango de concentracion de anticuerpos
1-50 pg/mL, no es capaz de inhibir al menos el 50% del nimero de UFF de las psHCV. Las
muestras pareadas y enmascaradas de cada paciente se evaluaron simultdneamente para evitar

la variabilidad inter-experimento.

2.6.2 Ensayo de inhibicion del numero de UFF de particulas del VHC obtenidas de

cultivo celular (VHCcc)

Los ensayos de neutralizacion de las VHCcc se realizaron esencialmente como se ha descrito
en trabajos anteriores (Helle y cols., 2010). Las VHCcc (quimera formada por la region
estructural del VHC de genotipo 1a y la region no estructural de genotipo 2a) y los anticuerpos
purificados (50 pg/mL) se pre-incubaron durante 2 horas a 37°C en incubadora (Binder,
Tuttlingen, Alemania), antes de ser puestos en contacto con las células blanco Huh-7 (linea
celular de hematoma humano; (Nakabayashi y cols., 1982)). Después de 4 horas se remplazé
el medio de cultivo con medio fresco y las células se cultivaron por 48 horas mas. Finalmente,
se realizo la inmunoidentificacion de la proteina E1 con un anticuerpo especifico contra la
misma y un anticuerpo secundario marcado con fluor6foro (anti-raton Alexa 488, Life
Technologies; CA, EE.UU.). Las UFF se contaron en un microscopio Axiophot 2 (Carl Zeiss;
Alemania). Los resultados se ofrecen como porciento de UFF de las VHCcc= (UFF en
presencia de anticuerpos/UFF en ausencia de anticuerpos) x 100. La respuesta se considera
negativa cuando la muestra, evaluada en el rango de concentracion de anticuerpos 1—
50 pg/mL, no es capaz de inhibir al menos el 50% del nimero de UFF de las HCVcc. Las
muestras pareadas y enmascaradas de cada paciente se evaluaron simultineamente para evitar

la variabilidad inter-experimento.

47



Materiales y métodos

2.7 Conteos de leucocitos y linfocitos

Los conteos de leucocitos y linfocitos a partir de sangre total fueron realizados en un
analizador hematologico ABX Micros 60 (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia). Estos
analisis de llevaron a cabo en el laboratorio clinico del Instituto Nacional de Gastroenterologia

de La Habana mediante métodos validados en dicha institucion.

2.8 Aislamiento, conservacion y preparacion de células mononucleares de sangre
periférica

La sangre tratada con acido citrato dextrosa (1:9) como anticoagulante, se proces6 en un
periodo maximo de 2 horas después de la toma de la muestra. Las células mononucleares de
sangre periférica se aislaron mediante centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll-Paque
PLUS (Amersham, Oslo, Noruega) (Islam y cols., 1995), y se conservaron en medio de
congelacion que contenia nueve partes de suero fetal bovino (SFB; Hyclone, EE.UU.) y una
parte de dimetil sulféxido (DMSO; Sigma, Deisenhofen, Alemania). Las células aisladas se
mantuvieron durante 16 horas en contenedores de congelacion (Nalgene Nunc International,
Rochester, EE.UU.) a -80°C y luego se transfirieron a un tanque de nitrégeno liquido hasta su
uso.
Previamente a la realizacion de los experimentos de evaluacion de respuesta celular, las
cé¢lulas mononucleares de sangre periférica criopreservadas se descongelaron rapidamente por
inmersion en un bafio termostatado (MGW Lauda, Dusseldorf, Alemania) a 37°C y se lavaron
dos veces con medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) con 10% de SFB.
Posteriormente se ajustaron a una concentracion de 2x10° células/mL y se sometieron a un
periodo de reposo de 16 horas en RPMI 1640 con 10% de SFB, a 37°C y en atmosfera de 5%

de CO; en incubadora (Binder, Tuttlingen, Alemania).
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2.9 Evaluacion de la respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre

periférica contra antigenos del VHC

Para analizar las respuestas especificas de las células mononucleares de sangre periférica
contra antigenos del VHC se realizaron ensayos de proliferacion contra las proteinas Co.120,
E1.340, E2.680 y NS3. Posteriormente a su descongelacion y periodo de reposo las células se
lavaron dos veces con PBS y se ajustaron a 20 x 10° células/mL. Luego se realizo la tincion

con 4 umol/L de CFSE (del inglés carboxyfluorescein succinimidyl ester) durante 8 minutos a

24-26°C, protegido de la luz. La reaccion de tincion se detuvo por adicion de 1 volumen de
suero humano AB (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU). Subsiguientemente, las células se
lavaron dos veces con PBS y una vez con medio RPMI 1640. Las células, a una concentracion
final de 1x10° células/mL en RPMI, se estimularon con las proteinas a 2 ug/mL, excepto en el
caso de NS3, la cual se usd a 5 pg/mL. La estimulacién se mantuvo durante seis dias a 37°C y
en atmosfera de 5% de CO; en incubadora (Binder, Tuttlingen, Alemania). Las células de cada
paciente, incubadas con medio solamente, se consideraron como control negativo. Como
control positivo se usaron las células de cada paciente estimuladas con Concanavalina A
(ConA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU, 5 pg/mL). Ademas se contd con muestras de
células mononucleares de sangre periférica, provenientes de 17 pacientes cronicamente
infectados por el VHC, no respondedores a la terapia con IFN-0-2b y ribavirina. Estas
muestras provenian del banco de células del Departamento de Hepatitis C (Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba) y se estudiaron contra los mismos
antigenos, en las mismas condiciones, como referencia de la respuesta proliferativa contra
estos antigenos en pacientes cronicamente infectados por el VHC, no respondedores a la
terapia con IFN-a-2b y ribavirina. Después del periodo de estimulo, las células se colectaron y

se marcaron con los anticuerpos monoclonales anti-CD4-aloficocianina (clon # 11 830) y anti-
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CD8-ficoeritrina (clon # 37 006) (R&D Systems, Minneapolis, EE.UU) en concentraciones de
4 ng/mL y 2,5 pg/mL, respectivamente. Posteriormente se analizaron por citometria de flujo
(Partec Pass III, Alemania). El indice de estimulacion (IE) se calculd de la siguiente forma: (%
de células con baja intensidad de fluorescencia por CFSE en presencia del antigeno/% de
células con baja intensidad de fluorescencia por CFSE en ausencia de antigeno)*100. Para la
estimacion del valor de corte para cada antigeno en el ensayo, se evaluaron las muestras de
células mononucleares de sangre periférica de 10 donantes sanos (ARN del VHC indetectable
segin UMELOSA, Centro de Inmunoensayos, La Habana, Cuba), provenientes del banco de
células del Departamento de Hepatitis C (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La
Habana, Cuba) en las condiciones ya descritas. El indice de estimulacion se considerd positivo

cuando fue > 2.5.

2.10 Evaluacion de la respuesta de secrecion de IFN-y de células mononucleares de

sangre periférica contra antigenos del VHC

2.10.1 Evaluacion de muestras de pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-

230 como monoterapia

La respuesta de secrecion de IFN-y frente a la estimulacion con antigenos del VHC se evalu6

mediante ELISPOT (del inglés Enzyme Linked Immunospot Assay). Se trabajé con

microplacas de 96 pozos de difluoruro de polivinilideno (Millipore, MA, EE.UU.). Como
anticuerpo de captura se utilizdo el anticuerpo monoclonal anti-IFN-y (clon NIB42, BD
Biosciences, ON, Canadd) a una concentraciéon de 3 pg/mL diluido en PBS. Las placas se
incubaron con la solucidon del anticuerpo de recubrimiento durante 14 a 16 horas, a 4°C y
después se lavaron y bloquearon con medio RPMI-1640 con 10% de SFB, durante 2 horas a

37°C. Se estimularon un total de 2x10° células/pozo, por duplicados, con cinco mezclas de
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péptidos solapados correspondientes a las proteinas virales de la cépsida, E1, E2 y NS3
(Sigma-Genosys, ON, Canadd). La secuencia de los péptidos corresponde al genotipo la
(genoma de referencia H77, Numero de acceso al Gene Bank: AF009606). Los péptidos se
usaron a una concentracion final de 3 pg/mL (cada péptido individual) diluido en medio AIM-
V (Invitrogen, ON, Canadd), con 2% de suero humano AB (Wisent, QC, Canadd). La
estimulacion se mantuvo durante 40 horas a 37°C y en atmdsfera de 5% de CO; en incubadora
(Binder, Tuttlingen, Alemania). Al final de la incubacidn, las placas se trataron con una
solucion del anticuerpo de deteccion anti-IFN-y biotinilado (clon 4S.B3; BD Biosciences, ON,
Canadd) a una concentracion de 0,5 ug/mL diluido en PBS con 0,5% de albimina de suero
bovino (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.) y se incubaron a 24-26°C durante 2 horas.
Después se anadio el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina (Laboratorios Bio-Rad, ON,
Canadd) en dilucién 1:1 000 en PBS con 0,5% de BSA vy las placas se incubaron durante 1
hora a 24-26°C. Para el revelado de los puntos se afiadieron 100 pL/pozo de la solucion
sustrato de p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3'-indolilfosfato/cloruro de tetrazolio nitro-azul
(BCIP/NBT, Laboratorios Bio-Rad, ON, Canadd) y la reaccion se detuvo después de cinco
minutos, lavando con agua corriente. El conteo de los puntos se llevé a cabo usando un
contador automatico (Immunospot Analyzer, Cellular Technology Ltd., OH, EE.UU.). Las
células incubadas con medio solo se tomaron como controles negativos. Como control
positivo no especifico se usé Forbol 12-miristico 14-acetato (PMA, Sigma, St. Louis, EE.UU.)
a 50 ng/mL e Ionomicina (Sigma, St. Louis, EE.UU.) a 1 ug/mL y como control positivo

especifico, la mezcla de péptidos CEF (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program,

MD, EE.UU.) que incluye péptidos de los virus de influenza, Epstein-Barr y CMV (Currier y
cols., 2002). Para la estimacion del valor de corte para cada antigeno en el ensayo, se

evaluaron las muestras de células mononucleares de sangre periférica de 10 donantes sanos
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(ARN del VHC indetectable segin UMELOSA, Centro de Inmunoensayos, La Habana,
Cuba), provenientes del banco de células del Departamento de Hepatitis C (Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba) en las condiciones ya descritas. Los
resultados se consideraron positivos cuando el promedio del nimero de puntos fuera al menos
tres veces superior al promedio del numero de puntos en los pozos de los controles negativos y
hubiera al menos 50 puntos especificos (valor obtenido después de restar el nimero de puntos

en los controles negativos) por cada 10° células.

2.10.2  Evaluacion de muestras de pacientes tratados con la preparacion vacunal

CIGB-230 en combinacion de IFN-a-2b y ribavirina

La respuesta de secrecion de IFN-y frente a la estimulacion con antigenos del VHC se evalu6
mediante ELISPOT en placas de 96 pozos con membrana de nitrocelulosa (Millipore,
Molsheim, Francia). Las placas se recubrieron con 100 pL/pozo de una solucién del
anticuerpo anti-IFN-y humano (clon 1-D1K; Mabtech, Estocolmo, Suecia) diluido a 5 pg/mL
en PBS y se incubaron a 4°C, durante 14 a 16 horas. Luego se lavaron seis veces con PBS y se
incubaron, para su bloqueo, con medio RPMI 1640 con SFB al 10% (v/v), a 37°C durante una
hora. Transcurrido ese tiempo se lavaron tres veces con medio RPMI 1640.

Posteriormente a su descongelacion y periodo de reposo, las células se sometieron a un
periodo de estimulacion previa con los antigenos proteicos, a 37°C y en atmodsfera de 5% de
CO; en incubadora (Binder, Tuttlingen, Alemania), durante 72 horas. Para ello se lavaron dos
veces con medio RPMI 1640 y se adicionaron a razon de 0,3 % 10° células/pozo, en medio
RPMI 1640 con suero humano AB (Sigma, St. Louis, EE.UU.) al 5% (v/v), en placas de 96
pozos con fondo en U. Los estimulos proteicos se usaron a una concentracion final de
8 ug/mL en igual medio de cultivo. Como control negativo de estimulacion se utilizo RPMI

con suero humano AB al 5%.
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Después de la preincubacion, se pasaron 0,2 x 10°células/pozo a la placa de ELISPOT
previamente bloqueada. En este momento se afiadio la ConA (Sigma, St. Louis, EE.UU.), a
una concentracion final de 5 pg/mL en RPMI con 5% de suero humano AB, en los pozos
correspondientes, de acuerdo al disefio del experimento. Las células se incubaron finalmente
en la placa de ELISPOT, a 37°C y en atmodsfera de 5% de CO, en incubadora (Binder,
Tuttlingen, Alemania), durante 24 horas.

Después de eliminar las células y lavar las placas dos veces con agua destilada, tres veces con
PBS y cinco veces con PBS con 0,05% de Tween-20 (v/v; PBS-Ts), se adicionaron 100 pL
de una solucién del anticuerpo anti-IFN-y conjugado a biotina (clon 7-B6-1; Mabtech,
Estocolmo, Suecia) a una concentracion de 0,5 pg/mL en PBS y se incub6 a 4°C, durante 14 a
16 horas. Luego las places se lavaron cinco veces con PBS-Ty s y se anadieron 100 pL de una
solucion de extravidina conjugada a la peroxidasa de rabano picante (Sigma, St. Louis,
EE.UU.), en diluciéon 1:800 (v/v) en PBS-T(os. Después de incubar a 24-26°C durante una
hora, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tyys y tres veces con PBS. El revelado de las
placas se llevo a cabo con 100 uL de una soluciéon de aminoetil carbazol (AEC; Sigma-
Aldrich, St. Louis, EE.UU.) a una concentracion final de 0,5 mg/mL en solucidon tampon para
AEC (CH3COONa 0,021 mol/L; CH;COOH 0,079 mol/L) con 0,05% (v/v) de H,O,. La
reaccion se detuvo a los veinte minutos, lavando con agua corriente por ambas caras de las
placas. Las placas se dejaron secar al aire, protegidas de la luz, antes de efectuar el conteo de
los puntos en un microscopio estereoscopico (Carl Zeiss, Alemania).

Para la estimacion del valor de corte para cada antigeno en el ensayo, se evaluaron las
muestras de células mononucleares de sangre periférica de 10 donantes sanos (ARN del VHC
indetectable segin UMELOSA, Centro de Inmunoensayos, La Habana, Cuba), provenientes

del banco de células del Departamento de Hepatitis C (Centro de Ingenieria Genética y
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Biotecnologia, La Habana, Cuba) en las condiciones ya descritas. Una respuesta se considero
positiva cuando el nimero de puntos en la condicion de estimulo especifico fuera superior al
doble de los puntos en la condicion sin estimulo y mayor que 50 puntos por 10° células para

los casos de E2.680 y NS3; y mayor que 180 puntos por 10° células para Co.120.

2.11 Anadalisis estadistico

Los datos se procesaron con el programa estadistico SPSS 16.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago, EE.UU.). La normalidad de los datos se comprobd mediante la Prueba de Shapiro-
Wilk y la homogeneidad de varianzas, mediante la Prueba de Bartlett. Las diferencias entre
variables cuantitativas, entre grupos de pacientes se evaluaron mediante la Prueba t de Student
no pareada o la Prueba U de Mann-Whitney, como prueba paramétrica y no paramétrica,
respectivamente. Las diferencias en un mismo grupo, entre ambos momentos de evaluacion, se
analizaron mediante la Prueba t de Student o la Prueba de Wilcoxon, ambas para muestras
pareadas, como prueba paramétrica y no paramétrica, respectivamente. Las comparaciones de
la magnitud de la respuesta entre varios grupos se llevaron a cabo mediante ANOVA de
clasificacion simple (con la Prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls) o la
Prueba de Kruskal-Wallis (con la Prueba de comparaciones multiples de Dunn), como prueba
paramétrica y no paramétrica, respectivamente. Los datos de frecuencias se analizaron
mediante la Prueba Exacta de Fisher para las comparaciones entre diferentes grupos de
individuos y mediante la Prueba Chi Cuadrado de Mc Nemar para las comparaciones de un
mismo grupo de pacientes en diferentes momentos de evaluacion. La posible relacion entre las
variables de respuesta inmune y las variables histologicas y la respuesta viroldgica se exploro
mediante Analisis de correspondencias y la Prueba de Correlaciones por Rangos de Spearman.

Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Respuesta inmune detectada en muestras de pacientes tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 como monoterapia y su asociacion con las respuestas

virologica e histologica
3.1.1 Evaluacion de la presencia de anticuerpos especificos contra el VHC

En el grupo de pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia se
evalud la respuesta de los anticuerpos de los isotipos IgM, IgA e IgG especificos contra los
antigenos de la capsida, E2 y NS3. Las evaluaciones se realizaron con muestras de suero
tomadas al inicio del estudio (T0) y un mes después de finalizado el mismo (T24). En general,
la respuesta que se detecté con mayor frecuencia contra todos los antigenos fue la de IgG,
seguida por el isotipo IgM, sin que se observaran cambios significativos en cuanto al nimero
de pacientes con respuesta detectable entre ambas evaluaciones realizadas, para ninguno de los
antigenos (Tabla 3). Tampoco se manifestaron cambios significativos en cuanto a la magnitud

de estas respuestas en el tiempo del estudio (Figura 3).

Tabla 3. Porcientos de respuestas de anticuerpos detectables de las principales clases contra los
antigenos de la capsida, E2 y NS3 en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como
monoterapia

Isotipo  Antigeno TO T24
IgM Céapsida 100 93,3
E2 35,7 40

NS3 933 866
IgG  Capsida 100 100

E2 64,2 60

NS3 100 100

IgA Capsida 73,3 66,6
E2 0 0

NS3 100 86,6
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Figura 3. Respuesta humoral de las principales clases de anticuerpos contra los antigenos de la capsida,
E2 y NS3 en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia.

Los resultados se muestran como el reciproco del titulo de anticuerpos. En el grafico las cajas se
extienden desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se extienden
hasta los valores maximo y minimo, respectivamente.
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También se evalud6 la capacidad neutralizante de los anticuerpos detectados mediante
experimentos de inhibicién del nimero de UFF de psVHC de genotipo 1b heterdlogo en
células Huh-7. Cuatro individuos (28,5%) mostraron respuesta de anticuerpos neutralizantes
antes de iniciar el tratamiento con la preparacion vacunal. Después del tratamiento se indujo
respuesta de anticuerpos neutralizantes de novo en seis individuos (42,8%), aunque no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al porciento de individuos
con respuesta detectable entre ambos momentos de evaluacion (30,7 % vs. 64,3 %). Sin
embargo, si se detectd un incremento significativo en la actividad neutralizante de los
anticuerpos en T24, en comparacion con TO (Figura 4) (p=0,04, Prueba t de Student para

muestras pareadas).
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Figura 4. Actividad neutralizante de anticuerpos purificados de suero de pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia.

Los resultados se muestran como porciento de unidades formadoras de focos (UFF) de las psVHC=
(UFF en presencia de anticuerpos/UFF en ausencia de anticuerpos) x 100. La respuesta se considera
negativa cuando la muestra, evaluada en el rango de 1-50 pg/mL, no es capaz de inhibir al menos el
50% del nimero de UFF de las psVHC. Las barras representan la media de los valores de cada grupo y
las barras de error, la desviacion estandar de la media. ‘Indica diferencias estadisticamente
significativas entre ambos momentos de evaluacion (p=0,04, Prueba t de Student para muestras
pareadas). Abreviaturas: AcN, anticuerpos neutralizantes; TO, evaluacion realizada en semana 0; T24,
evaluacion realizada en semana 24.
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3.1.2 Evaluacion de la respuesta de secrecion IFN-y por células mononucleares de

sangre periférica especificas contra el VHC

La presencia de células de sangre periférica secretoras de IFN-y se evalu6 antes de la primera
dosis de la preparacion vacunal y un mes después de la sexta dosis. Tanto antes del
tratamiento, como al final de las inmunizaciones, el mayor porciento de respuestas se detecto
contra el antigeno de la capsida (33,3% en TO y 60% en T24) (Tabla 4). Antes de iniciar el
tratamiento, el 46,6% de los pacientes tenia una respuesta detectable de secrecion de IFN-y
contra al menos un antigeno estructural (33,3% contra el antigeno de la capsida, 20% contra
El y 13,3% contra E2) (Anexo 1). Un mes después de la ultima inmunizacion, el 73,3% de los
individuos mostraron respuesta positiva contra al menos un antigeno estructural (60% contra
el antigeno de la cépsida, 26,6% contra E1 y 6,6% contra E2) (Anexo 1 y Tabla 4).
Especificamente, cinco pacientes desarrollaron respuestas positivas de novo contra el antigeno
de la capsida después de la inmunizacion (33,3%) y en un individuo esta respuesta desaparecio
después del tratamiento (Anexo 1). En total, se observo que en seis de los pacientes (40%) se
indujo respuesta de novo contra al menos uno de los antigenos presentes en la preparacion
vacunal (antigeno de la capsida o E1) después de la inmunizacion. El andlisis de la respuesta
contra NS3 mostro que en TO, esta era detectable en un solo individuo y al final del
tratamiento cuatro individuos tuvieron una respuesta detectable, siendo tres de ellos

respondedores de novo (Anexo 1).
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Tabla 4. Frecuencia de muestras con respuesta celular de secrecion de IFN-y detectable, en pacientes
tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia

Respuesta evaluada TO T24
Capsida 5/15 (33,3%) 9/15 (60%)
El 3/15 (20%) 4/15 (26,6%)
E2 2/15 (13,3%) 1/15 (6,6%)
NS3 1/15 (6,6%) 5/15 (33,3%)
PMA 15/15 (100%) 15/15 (100%)
CEF 10/15 (66,6%)  11/15(73,3%)

Los datos se exponen como numero de muestras con respuesta detectable/ total de muestras evaluadas
(% de muestras con respuesta detectable).

La evaluacion se realizéo mediante ensayos de secrecion de [FN-y mediante ELISPOT.

Abreviaturas: TO, evaluacion correspondiente a la semana 0; T24, evaluacion correspondiente a la
semana 24 del tratamiento; CEF, mezcla de péptidos de los virus de influenza, Epstein-Barr y CMV
(Currier y cols., 2002); PMA, Forbol 12-miristico 14-acetato.

Especificamente, aunque no se observaron cambios significativos en la frecuencia de respuesta
contra ninguno de los antigenos, si se detectd un incremento significativo en la magnitud de la
respuesta contra los antigenos E1 y NS3 después de la inmunizacion (p=0,02 y p=0,04,

respectivamente; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas) (Figura 5).
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Figura 5. Respuesta de secrecion de IFN-y contra antigenos del VHC por parte de células
mononucleares de sangre periférica de los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230
como monoterapia.

Los resultados se muestran como ntiimero de células formadoras de puntos/10° células. En el gréfico las
cajas se extienden desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se
extienden hasta los valores méaximo y minimo, respectivamente. Indica diferencias estadisticamente
significativas entre TO y T24 (p=0,02 y p=0,04 vs. E1 y NS3, respectivamente, Prueba de Wilcoxon
para muestras pareadas).
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3.1.3 Evaluacion de la respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre

periférica CD4" y CD8" especificas contra el VHC

El estudio de la respuesta proliferativa de células T CD4" y CD8" en los pacientes tratados con
la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia no mostré6 cambios significativos en
cuanto a la frecuencia de respuestas detectables contra ninguno de los antigenos individuales,
a nivel grupal durante el transcurso del estudio (Tabla 5).

Antes de la inmunizacion el 25% de los individuos mostré respuestas proliferativas de células
CD4" contra mas de un antigeno estructural, mientras que ninguno de ellos mostré este tipo de
respuesta para el caso de las células CDS" (Figura 6). No obstante, después de finalizadas las
inmunizaciones, se observé un 28,5% de respuestas proliferativas de células CD8" contra mas
de un antigeno estructural. Esta diversificacion antigénica de la respuesta celular constituyd
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al inicio de la terapia (p=0,04;

Prueba Exacta de Fisher) (Figura 6).

Tabla 5. Frecuencia de muestras con respuesta celular proliferativa detectable, en pacientes tratados
con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia

Respuesta evaluada TO T24

CD4" capsida 2/15 (13,3%) 6/15 (40%)
El 3/12 (25%) 6/14 (42,8%)
E2 3/7 (42,8%) 5/12 (46,6%)
NS3 3/15 (20%) 3/14 (21,4%)
ConA 14/15 (93,3%)  14/15 (93,3%)

CD8" capsida 3/15 (20%) 5/15 (33,3%)
El 2/12 (16,6%) 5/14 (35,7%)
E2 0/8 (0%) 1/12 (8,3%)
NS3 4/15 (26,6%) 3/14 (21,4%)
ConA 13/14 (92,8%)  13/14 (92,8%)

Los datos se exponen como niimero de muestras con respuesta detectable/ total de muestras evaluadas
(% de muestras con respuesta detectable).

La evaluacion se realizéo mediante ensayos de proliferacion por tincion con CFSE.

Abreviaturas: T0, evaluacidon correspondiente a la semana 0; T24, evaluacion correspondiente a la
semana 24 del tratamiento.
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Figura 6. Frecuencia de muestras con respuestas proliferativas detectables de células CD4" y CD8"
contra antigenos estructurales del VHC en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230
como monoterapia.

“Indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la respuesta de células CD8"
especificas contra mas de un antigeno estructural en TO (p=0,04; Prueba Exacta de Fisher).
Abreviaturas: NR, no respuesta contra antigenos estructurales; 1 Ag, respuesta detectable contra al
menos un antigeno estructural; Multi Ag, respuesta detectable contra mas de un antigeno estructural;
TO, evaluacion correspondiente a la semana 0; T24, evaluacidén correspondiente a la semana 24 del
tratamiento.

Con respecto a la magnitud de la respuesta proliferativa, en concordancia con lo observado
para la frecuencia de respuesta se detecté un incremento significativo en la proliferacion de
células CD8" contra el antigeno de la capsida, en la evaluacion realizada en T24, en
comparacion con su tiempo inicial (p=0,02; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas)

(Figura 7 B).
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Figura 7. Respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre periférica CD4" y CD8"
contra antigenos del VHC en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como
monoterapia.

Los resultados se muestran como indice de estimulacion. En el grafico las cajas se extienden
desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se extienden hasta
los valores méaximo y minimo, respectivamente. Indica diferencias estadisticamente significativas
entre TO y T24 (p=0,02, Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).

En aras de profundizar en el analisis de estos cambios significativos detectados a nivel de la
respuesta celular proliferativa en los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230,

se estudié el comportamiento de este tipo de respuesta en 17 pacientes no respondedores a la

terapia antiviral, cuyas muestras de similar periodo de tiempo sin intervencion activa estaban
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disponibles como referencia. No se detectaron diferencias significativas en cuanto a la
frecuencia de muestras con respuesta de células CD4" ni CD8" detectable frente a cada
antigeno individual entre ambos momentos evaluados. En general se detectaron respuestas
positivas en muy baja frecuencia, tanto para células CD4" como CDS8", para cada antigeno. En
la Figura 8 se observa que ningtin paciente mostré respuestas positivas de células CD4 " contra
mas de un antigeno estructural. Solo dos pacientes (11,8%) mostraron una respuesta positiva
de células CD8" contra los antigenos de la capsida y E1, simultdneamente en la evaluacion de
tiempo 0, pero esto no se mantuvo en T24. La Figura 9 muestra que no se detectaron
diferencias en cuanto a la magnitud de la respuesta, tanto para las células CD4" como para las

—+ . 4
CDS8’, para ninguno de los antigenos entre los momentos evaluados.
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Figura 8. Frecuencia de muestras con respuestas proliferativas detectables de células CD4" y CD8"
contra antigenos estructurales del VHC en pacientes cronicamente infectados, no respondedores a la
terapia con IFN-a-2b y ribavirina, que no se encuentran bajo intervencion terapéutica.

Abreviaturas: NR, no respuesta contra antigenos estructurales; 1 Ag, respuesta detectable contra al
menos un antigeno estructural; Multi Ag, respuesta detectable contra mas de un antigeno estructural;
TO, evaluacion correspondiente a la semana 0; T24, evaluacion realizada 24 semanas después de
iniciado el tratamiento.
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Figura 9. Respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre periférica CD4" y CD8" contra
antigenos del VHC en pacientes cronicamente infectados, no respondedores a la terapia antiviral, que
no se encuentran bajo intervencion terapéutica.

Los resultados se muestran como indice de estimulacion. En el grafico las cajas se extienden desde el
percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se extienden hasta los valores
maximo y minimo, respectivamente.

3.1.4 Asociaciones entre la respuesta inmune y las respuestas virologica e histologica

en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia.

En la Tabla 1 se muestra que en los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230

como monoterapia, no se observd reduccion significativa de ninguno de los parametros
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histologicos a nivel grupal. No obstante, en el 46,6% de los pacientes de este estudio se
observdo mejoria o estabilizacion de la actividad histologica total (necroinflamaciéon mas
fibrosis) (Anexo 2), a pesar de que todos los pacientes permanecieron con ARN viral
detectable al final de la terapia (Tabla 1).

No se evidenciaron asociaciones significativas entre la respuesta inmune humoral ni de
secrecion de IFN-y contra antigenos individuales y las variables de histologia hepatica. Sin
embargo, la Figura 10A muestra que en estos pacientes la necroinflamacién observada al
inicio del estudio correlaciond positivamente con la proliferacion de las células CD8" frente a
la estimulacién con el antigeno NS3 (p=0,55, p= 0,04, Prueba de Correlaciones por Rangos de
Spearman). Esta asociacion no se mantuvo al final del tratamiento. Especificamente se
observd que la respuesta proliferativa contra el antigeno NS3 se modifico cualitativamente en
siete de los pacientes, haciéndose indetectable en cuatro de ellos, mientras que se indujo de
novo en tres (Anexo 3). Ademas, cuantitativamente esta respuesta se modificd en al menos un
factor igual a 2 en sentido inverso al comportamiento histolégico en dos de los pacientes
(Anexo 3). Al final del estudio la necroinflamacion correlaciond positivamente con la
proliferacion de las células CD4" frente a la proteina E1 (p=0,7, p=0,01, Prueba de
Correlaciones por Rangos de Spearman; Figura 10B). Esta asociacion no se observaba al
inicio del estudio. En este caso la respuesta inmune se modificd cualitativamente en nueve de
los pacientes, con induccion de novo en seis y disminucion por debajo del valor de corte en
tres (Anexo 3). Ademas, cuantitativamente esta respuesta se modifico en al menos un factor
igual a 2 en el mismo sentido del comportamiento histolégico en seis de los pacientes (Anexo
3).

A pesar de estas asociaciones positivas entre la respuesta celular contra antigenos individuales

y la necroinflamacion, se constatd que la estabilizacion o mejoria (reduccion) de la fibrosis se
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asocio a la presencia de respuestas celulares (secrecion de IFN-y + linfoproliferacion) contra

mas de un antigeno al final del tratamiento (p= 0,009; Analisis de Correspondencias, Anexo

4).
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Figura 10. Relacion entre la respuesta proliferativa contra antigenos del VHC y la necroinflamacién en
pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia.

Se consideran asociaciones estadisticamente significativas cuando p<0,05, Prueba de Correlaciones por
rangos de Spearman. Abreviaturas: IE, indice de estimulacion, T0, evaluacion realizada en semana 0;
T24, evaluacion realizada en semana 24.

Estos resultados indican que la preparacion vacunal CIGB-230 resulta promisoria como
estrategia terapéutica contra la infeccion cronica por el VHC, en pacientes no respondedores a
la terapia con IFN-a-2b y ribavirina, ya que es capaz de contribuir a la diversificacion
antigénica de la respuesta inmune mediada por células, lo cual estuvo relacionado con la

mejoria en la histologia hepatica.
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3.2 Respuesta inmune detectada en muestras de pacientes tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina y su asociacion con

las respuestas virolégica e histologica
3.2.1 Evaluacion de la presencia de anticuerpos especificos contra el VHC

En los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b
y ribavirina se evalud la respuesta de los anticuerpos de los isotipos IgM, IgA e IgG
especificos contra los antigenos de la capsida, E2 y NS3. Las evaluaciones se realizaron con
muestras de suero tomadas al inicio del estudio (T0) y un mes después de finalizado el mismo
(T48). Los porcientos de seroconversion contra los antigenos de la capsida, E2 y NS3 en los
diferentes grupos de tratamiento se muestran en la Tabla 6. A lo largo del estudio, las
respuestas de IgG e IgM fueron las mas frecuentemente detectadas, con mas del 80% de los
pacientes de todos los grupos con respuesta detectable contra los antigenos de la capsida y
NS3. En el caso de la proteina E2, también fue mayormente reconocida por anticuerpos IgG.
Ademas, frecuentemente se detectaron respuestas de IgA contra el antigeno de la capsida
(Tabla 6). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
frecuencia de respuestas detectables contra ninguno de los antigenos evaluados, entre los

diferentes grupos de pacientes, en ninguno de los momentos de evaluacion.
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Tabla 6. Porcientos de respuestas de anticuerpos detectables contra antigenos del VHC en pacientes
tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina

Grupo Grupo S6 Grupo S9 Grupo T6 Grupo T9
control
TO T48 TO T48 TO T48 TO T48 TO T48
Capsida IgM 96,1 96,1 100 100 100 100 100 100 100 100
IgA 84,6 73,1 86,6 66,6 86,6 86,6 92,8 85,7 100 91,6
IgG 96,1 96,1 100 100 100 100 100 100 91,6 91,6
E2 IgM 34,6 19,2 333 26,6 13,3 13,3 57,1 35,7 25 333
IgA 153 11,5 6,6 6,6 6,6 0 14,2 0 0 0
IgG 61,5 80,7 464 66,6 86,6 86,6 71,4 71,4 66,6 83,3
NS3 IgM 923 84,6 100 100 93,3 86,6 100 92,8 100 91,6
IgA 76,9 50* 66,6 60 66,6 26,6* 57,1 42,8 83,3 75
IgG 96,1 96,1 100 100 100 100 100 100 100 100

Los resultados se muestran como porciento de respuestas detectables contra cada antigeno individual.

* Indica diferencias estadisticamente significativas con la respuesta detectada en el mismo grupo en TO
(p<0,05, Prueba Chi cuadrado de McNemar)

Con respecto a los titulos de anticuerpos, se observaron reducciones estadisticamente
significativas en varios de los grupos, para las tres clases, contra el antigeno de la capsida y
NS3 (Figura 11-13). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
los titulos de anticuerpos entre los diferentes grupos, en ninguno de los dos momentos
evaluados. Sin embargo, la administracion tardia de la preparacion vacunal CIGB-230 (grupos
T6 y T9) fue capaz de prevenir la caida de la respuesta de IgM contra los antigenos de la
capsida y NS3, observada en el grupo control (Figura 11) y de forma similar, el grupo S9 no
mostrd reduccion en la respuesta de IgG especifica contra el antigeno de la céapsida, a
diferencia del grupo control (Figura 12).

En aras de evaluar la funcionalidad de los anticuerpos detectados, se realizo el analisis de la
respuesta de anticuerpos neutralizantes, mediante experimentos de inhibicion del nimero de
UFF de particulas de VHCcc. No se detectaron diferencias con respecto al porciento de
individuos con respuesta positiva, entre los grupos, o en cada grupo entre ambos momentos de
evaluacion (Tabla 7). En cuanto a la magnitud, en el grupo T6 se observé un incremento en la
respuesta de anticuerpos neutralizantes (p=0,04; Prueba t de Student para muestras pareadas),

que no fue observado en el grupo control (Figura 14).
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Figura 11. Respuesta humoral de la clase IgM contra los antigenos de la capsida, E2 y NS3 en
pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina.
Los resultados se muestran como el reciproco del titulo de anticuerpos. En el grafico las cajas se
extienden desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se extienden
hasta los wvalores maximo y minimo, respectivamente. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en un mismo subgrupo, entre ambos tiempos de evaluacion (*p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).
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Figura 12. Respuesta humoral de la clase IgG contra los antigenos de la capsida, E2 y NS3 en pacientes

tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina.

Los resultados se muestran como el reciproco del titulo de anticuerpos. En el grafico las cajas se
extienden desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se extienden

hasta los valores maximo y minimo, respectivamente. Los asteriscos

indican diferencias

estadisticamente significativas en un mismo subgrupo, entre ambos tiempos de evaluacion (*p<0,05;

** p<0,01; *** p<0,001 Prueba de los rangos de Wilcoxon).
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Figura 13. Respuesta
humoral de la clase IgA
contra los antigenos de
la capsida, E2 y NS3 en
pacientes tratados con la
preparacion vacunal
CIGB-230 en
combinacion con IFN-o-
2b y ribavirina.

Los resultados se
muestran como el
reciproco del titulo de
anticuerpos. En el
grafico las cajas se
extienden  desde el

percentil 25 al 75 y la
linea interior representa
la mediana. Los brazos
se extienden hasta los

valores  maximo 'y
minimo,
respectivamente. Los
asteriscos indican
diferencias
estadisticamente
significativas en un
mismo subgrupo, entre
ambos  tiempos  de
evaluacion (*p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001

Prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas).

Tabla 7. Porcientos de pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con
IFN-a-2b y ribavirina con respuestas de anticuerpos neutralizantes detectables

Grupo
Respuesta detectable (%) control Grupo S6 Grupo S9 Grupo T6 Grupo T9
TO 46,2 66,7 35,7 23,1 41,7
T48 46,7 58,3 14,3 30,8 41,7

Abreviaturas: T0, evaluacion realizada antes de iniciar el tratamiento; T48, evaluacion realizada al final

del tratamiento
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Figura 14. Actividad neutralizante de anticuerpos purificados de suero de pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina.

Los resultados se muestran como porciento de unidades formadoras de focos (UFF) de las VHCcc=
(UFF en presencia de anticuerpos/UFF en ausencia de anticuerpos) x 100. La respuesta se considera
negativa cuando la muestra, evaluada en el rango de 1-50 pg/mL, no es capaz de inhibir al menos el
50% del nimero de UFF de las VHCcc. Las barras representan la media de los valores de cada grupo y
las barras de error, la desviacion estandar de la media. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas en un mismo subgrupo, entre ambos tiempos de evaluacion (*p=0,04; Prueba t de
Student para muestras pareadas).

3.2.2 Evaluacion de la respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre

periférica especificas contra el VHC

Segun se esperaba, la respuesta linfoproliferativa fue escasamente detectada en los pacientes
crénicos antes de iniciar el tratamiento (Tabla 8). Se observo que después de finalizado el
mismo en el grupo control no se detectaron respuestas positivas contra el antigeno de la
capsida, ni NS3 y en los grupos S9, T6 y T9 no se detectaron respuestas contra las proteinas
E2 ni NS3. La comparaciéon entre los grupos no mostro diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la frecuencia de respuestas detectables contra antigenos individuales
en ninguno de los momentos de evaluacion. No obstante, solo en los grupos inmunizados con
la preparacion vacunal todas las respuestas detectadas contra los antigenos estructurales del

VHC fueron generadas de novo después del tratamiento, mientras que en el grupo control se
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evidencid una ausencia completa de respuestas contra el antigeno de la cépsida (Figura 15).
De hecho, se detectdo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
inmunizados desde el inicio de la terapia (S6 + S9) y el control, con relacion a la frecuencia de
respuestas positivas contra este antigeno en T48 (p=0,04, Prueba Exacta de Fisher) (Figura
15). Adicionalmente se observo que en el grupo S6, uno de los individuos respondedores de
novo contra el antigeno de la capsida, fue también respondedor de novo contra E2 y este

paciente, aunque respondi6 viroldgicamente de forma tardia, alcanzo6 la RVS.

Tabla 8: Frecuencia de respuesta proliferativa especifica contra el VHC en pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina

Antigeno Grupo Grupo S6 Grupo S9 Grupo T6 Grupo T9
control
TO T48 TO T48 TO T48 TO T48 TO T48
Céapsida  Muestras 25 25 14 13 14 14 13 14 12 11
evaluadas
Positivas (%) 4 0 7,1 154 214 143 38,5 7,1 8,3 18,2
E2 Muestras 25 23 13 9 13 10 13 10 12 9
evaluadas
Positivas (%) 16 8,7 7,7 11,1 23,1 0 23,1 0 16,6 0
NS3 Muestras 24 21 13 9 13 10 13 10 12 8
evaluadas

Positivas (%) 8,3 0 7,7 11,1 7,7 0 30,8 0 8,3 0

Los datos de porciento de muestras positivas se presentan como porciento del total de muestras evaluadas.
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Respuesta linfoproliferativa en T48
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Figura 15. Frecuencia de respuestas proliferativas en pacientes tratados con la preparacion vacunal
CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina en T48.

* Indica diferencias estadisticamente significativas (grupos S6 + S9) con respecto al grupo control
(p=0,04; Prueba Exacta de Fisher).

En la Figura 16 se observa que en varios de los grupos la respuesta proliferativa se redujo,
pero esto solo ocurri6 de forma significativa en los grupos S9 contra la proteina E2 y T6
contra la proteina NS3 (p= 0,04 y p= 0,03; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).
Ademas, en concordancia con lo observado para el caso de la frecuencia de respuesta contra el
antigeno de la cépsida, en los grupos inmunizados desde el inicio de la terapia (S6 + S9) la
magnitud de esta respuesta en T48 fue significativamente superior a la del grupo control (1,04

vs. 0,79; p=0,018; Prueba U de Mann-Whitney).
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Figura 16. Respuesta
proliferativa de células
mononucleares de sangre
periférica contra antigenos
del VHC en pacientes
tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 en
combinacion con [FN-a-2b
y ribavirina.

Los resultados se muestran
como indice de
estimulacion. En el grafico
las cajas se extienden
desde el percentil 25 al 75
y la linea interior
representa la mediana. Los
brazos se extienden hasta
los valores maximo 'y
minimo, respectivamente.
Los asteriscos indican
diferencias
estadisticamente
significativas en un mismo
subgrupo, entre ambos
tiempos de evaluacion
(*p<0,05; Prueba de
Wilcoxon para muestras
pareadas).

3.2.3 Evaluacion de la respuesta de secrecion IFN-y por células mononucleares de

sangre periférica especificas contra el VHC

De acuerdo con la disponibilidad de células, se evalu6 también la secrecion de IFN-y contra

los antigenos del VHC. Segtin lo esperado en los pacientes cronicamente infectados, desde TO
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la respuesta se detectd en baja frecuencia (Tabla 9). En la mayoria de los grupos se observo
reduccion de la respuesta en T48 desde el punto de vista del nimero de respuestas detectables
(Tabla 9). Sin embargo, en ningin grupo los cambios en la frecuencia de respuestas
detectables alcanzaron la significacion estadistica, tampoco se encontraron diferencias entre
los grupos, en cuanto a la frecuencia de respuestas. Entre los diferentes grupos no se
detectaron diferencias significativas en cuanto a la magnitud de la respuesta en ninguno de los
dos momentos evaluados. Solo se observaron disminuciones estadisticamente significativas en
el niimero de células formadoras de puntos contra los antigenos evaluados entre TO y T48 en
el grupo control (p<0,05; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas) (Figura 17). Al unificar
todos los individuos que recibieron la triterapia que incluy¢ la preparacion vacunal CIGB-230,
tampoco se detectd una disminucion estadisticamente significativa en la secrecion de IFN-y

contra los antigenos de la capsida y NS3 en estos pacientes (Anexo 5).

Tabla 9. Frecuencia de respuesta de secrecion de IFN-y especifica contra el VHC en pacientes tratados
con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina

Antigeno Grupo Grupo S6  Grupo S9 Grupo T6 Grupo T9
control
TO T48 TO T48 TO T48 TO T48 TO T48
Cépsida  Muestras 24 22 13 9 11 8 12 11 9 7
evaluadas
Positivas (%) 16,7 9,1 23,1 0 27,3 12,5 8,3 273 333 0
E2 Muestras 15 16 10 7 5 4 6 5 2 4
evaluadas
Positivas (%) 20 12,5 10 0 0 0 0 20 50 0
NS3 Muestras 13 12 9 4 1 4 7 3 4 3
evaluadas
Positivas (%) 15,4 8,3 11,1 0 100 O 0 0 25 0

Los datos de nimero de muestras positivas se presentan como porciento del total de muestras evaluadas.
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Figura 17. Respuesta de secrecion de IFN-y contra antigenos del VHC por parte de células
mononucleares de sangre periférica de los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en

combinacion con IFN-a-2b y ribavirina.

Los resultados se muestran como numero de células formadoras de puntos/106 células. En el grafico
las cajas se extienden desde el percentil 25 al 75 y la linea interior representa la mediana. Los brazos se
extienden hasta los valores maximo y minimo, respectivamente. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en un mismo subgrupo, entre ambos tiempos de evaluacion (*p<0,05;
Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).
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Se destaca el hecho que en T48, el grupo T6 mostré6 una mayor frecuencia de respuestas de
secrecion IFN-y de novo contra el antigeno de la capsida, que el grupo control (p= 0,03;

Prueba Exacta de Fisher) (Figura 18).

Respuesta de secrecion de IFN-gamma en T48
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Figura 18. Frecuencia de respuestas de secrecion de IFN-y en pacientes tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-0-2b y ribavirina en T48.

* Indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la respuesta inducida de novo (p=
0,03, Prueba Exacta de Fisher).

Estos cambios en la respuesta mediada por células, tanto la linfoproliferacion como la
secrecion de IFN-y contra antigenos virales, ocurrieron en el contexto de una significativa
leucopenia inducida por el tratamiento con IFN-a-2b y ribavirina, la cual fue detectable desde
la semana 12 de la terapia en todos los grupos del estudio (p<0,05; Prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas; Tabla 10). Con respecto a los conteos de linfocitos, solo el grupo control
mostrd una disminucién significativa en T48 (p=0,004; Prueba t de Student para muestras

pareadas; Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de los conteos de leucocitos y linfocitos en pacientes tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 en combinacién con IFN-0-2b y ribavirina

Grupo Grupo S6 Grupo S9 Grupo T6 Grupo T9

control
Numero total de pacientes 30 16 16 15 15
Conteos de Mediana + 6,4+3,0 7,3+2.8 7,5+3,0 6,1 +25 6,8+2,0
leucocitos en  RQ
semana 0 (Min; Max)  (3,5;12,1)  (42;9,0) (3,8;12,2)  (4,0;11,1)  (2,0; 10,5)
Conteos de  Mediana+  43+1,9  4,1+24 51+32 35+1,8 44+13
leucocitos en  RQ
semana 12 (Min; Max)  (2,3;9,0)  (2,3;84)  (3,1;7,3) (2,7;5,1) (3.:4;6,8)
Conteos de Mediana + 3,9+1,8 3,34+0,9 42424 32+14 52+1,3
leucocitos en RQ
semana 48 (Min; Max)  (2,5;7,6)  (1,6;6,7)  (2,3;7,6) (2,5; 6,6) (2,9; 5.8)
Valordep ' <0,001 0,001 <0,001 0,001 0,013
Valordep <0,01 0,001 0,001 0,001 0,023
Conteos de  Media + 378+8,6 357+76 33,7+75 36,7+10,7 37,6+8,7
linfocitosen  DE
semana 0 (Min; Max) (22,8;8,8) (21,8;2,5) (19,8;53,8) (18,3;51,4) (25,4;50,7)
Conteos de  Media + 382+9,7 346+69 30,5+80 36,1+95 365+75
linfocitosen  DE
semana 12 (Min; Max) (20,3;52,9) (22,0;4,1) (158;47.4) (22,5;552) (25,3;52,0)
Conteos de Media + 320£89 37,1+£83 31,2+£69 349+11,3 33,1£6,2
linfocitosen  DE
semana48  (Min; Max) (13,3;57,8) (19,5;0,9) (21,3;45,0) (19,8;54,0) (23.5;42,3)
Valordep ' 0,676 0,574 0,183 0,351 0,614
Valor de p * 0,004 0,581 0,784 0,400 0,248

" Semana 12 vs. semana 0 en un mismo grupo
¥ Semana 48 vs. semana 0 en un mismo grupo
Las comparaciones se realizaron con la Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas en el caso de los conteos de
leucocitos y la Prueba t de Student para muestras pareadas en el caso de los conteos de linfocitos. Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05.
Abreviaturas: RQ, rango intercuartilico; DE, desviacion estandar, Min, minimo; Max, maximo

3.2.4 Respuesta inmune especifica contra el VHC en pacientes tratados con la

preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina, en

dependencia de la respuesta virologica al tratamiento

En la Tabla 2 se muestran los datos de la respuesta viroldgica de los pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina. Se observa que en

todos los grupos de tratamiento, excepto en el grupo T9, mas del 46% de los pacientes

79



Resultados

alcanzaron la RVTc y solo en el grupo T6 no se detectd disminucion del porciento de
pacientes con ARN viral indetectable al final del seguimiento después del tratamiento (semana
72), con respecto a la semana 12.

Especificamente en el grupo T6 se encontrd una asociacion positiva cercana a la significacion
estadistica (p= 0,067, Analisis de correspondencias) (Anexo 6) entre el incremento en un
factor de al menos 1,5 en la capacidad neutralizante de las inmunoglobulinas y la RVS.
Ademas, se pudo comprobar que en este grupo de individuos, el incremento en la actividad de
los anticuerpos neutralizantes fue exclusiva de los pacientes que lograron alcanzar la RVS (%
de infeccion de VHCcc en TO: 79,2 vs. T48: 55,5; p=0,02, Prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas), a diferencia de los que no lograron eliminar el virus (% de infeccion de VHCcc en
TO: 69,9 vs. T48: 69,9; p=0,99, Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas). Ademas, en este
mismo grupo se detectd una asociacion positiva, cercana a la significacion estadistica (p=0,06;
Analisis de Correspondencias; Anexo 7) entre el incremento en la secrecion de IFN-y contra el
antigeno de la cépsida en un factor de al menos 1,5 y la capacidad para alcanzar la RVS.
Adicionalmente, al tener en cuenta de conjunto los pacientes que en el grupo T6 mostraron
incremento en la respuesta de anticuerpos neutralizantes y/o de secrecion de IFN-y, se detectd
una asociacion estadisticamente significativa entre la estimulacion de dichos mecanismos
efectores y la RVS (p=0,026; Analisis de correspondencias; Anexo 8), dado que ninguno de
los pacientes con ARN viral detectable en la semana 72 mostrd incrementos en estas
respuestas.

Con respecto a la respuesta proliferativa contra el antigeno de la capsida, en los pacientes con
RVS de los grupos inmunizados desde el inicio de la terapia (S6 + S9) la magnitud de esta
respuesta fue significativamente superior a la inducida en los pacientes con RVS del grupo

control (1,13 vs. 0,65; p=0,008; Prueba U de Mann-Whitney). Por otra parte, el analisis de
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correspondencias indico que en el grupo control, la respuesta proliferativa contra la proteina
E2, en ambos momentos de evaluacion estuvo asociada a la presencia de ARN viral en sangre
en T48 (p<0,05, Analisis de correspondencias) (Anexos 9y 10).

También se investigd acerca de las posibles diferencias en la respuesta inmune especifica
contra el VHC, de acuerdo a la respuesta virologica al tratamiento (respondedor virologico:
con ARN indetectable; no respondedor viroloégico: con ARN detectable) en pacientes
inmunizados y no inmunizados con la preparaciéon vacunal CIGB-230 (grupo control). Solo
los pacientes inmunizados que mostraron reaparicion de la viremia después de haber
alcanzado niveles indetectables en T48 mostraron una disminucidon significativa de la
respuesta de IgG contra la proteina E2 (Tabla 11; p=0,04, Prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas).

En cuanto a la respuesta de secrecion de IFN-y, se detecté una reduccion estadisticamente
significativa en los individuos no respondedores virolégicos en la semana 72, tanto
inmunizados, como del grupo control (Tabla 11; p<0,05, Prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas). En el caso de la respuesta proliferativa, especificamente contra el antigeno E2, en el
grupo control se observo que los no respondedores virolégicos mostraron antes de iniciar el
estudio una respuesta significativamente mayor que los respondedores (1,4 vs. 0,8; p=0,05,
Prueba U de Mann-Whitney). Por su parte, en los individuos inmunizados con la preparacion
vacunal, que alcanzaron la RVS, se observé una tendencia hacia la disminucién de esta
respuesta (Tabla 11; p=0,05, Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas). Esta tendencia no

se detectd en los pacientes no respondedores.
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Tabla 11. Respuesta inmune en pacientes cronicamente infectados, bajo la terapia combinada con IFN-

a-2b y ribavirina e inmunizados con la preparacion vacunal, de acuerdo a la respuesta viroldgica al
tratamiento

Inmunizados  Con reaparicion de viremia Con ARN (-) enT72 Con ARN (+)en T72
TO T48 Valor TO T48 Valor TO T48 Valor
dep dep dep

IgG  Céapsida 44396,0 22209,0 0,002 321933 15486,7 0,003 22920,0 15131,0 0,004
E2 791,6 401,7 0,04 138,8 103,1 0,10 254,3 138,7 0,47
NS3 18022,0  6659,0 0,002 8013,1 2900,1 0,002  7264,0  5555,0  0,0002

I[FN-y Capsida 217,8 39,0 0,11 68,8 18,3 0,20 76,3 43,6 0,04
E2 66,8 30,7 0,09 22,5 5,2 0,75 10,8 5,8 0,38
NS3 31,0 13,9 0,06 15,0 0 - 26,3 15,2 0,13
IE  Cépsida 1,5 1,7 0,85 1,3 1,0 0,04 1,4 1,0 0,74
E2 2,3 1,1 0,16 1,0 0,8 0,05 0,9 1,2 0,22
NS3 1,8 1,2 0,46 1,2 1,1 0,76 1,1 0,9 0,09
Grupo control ~ Con reaparicion de viremia Con ARN (-) en T72 Con ARN (+) en T72
TO T48 Valor TO T48 Valor TO T48 Valor
dep dep dep
IgG  Capsida 174042  7565,5 - 28066,9 12800,0 0,002 14779,0 8873,0  0,0005
E2 401,3 292.,6 - 85,7 185,0 0,97 3394 155,0 0,10
NS3 242723 44480 - 5150,3 2856,7 0,003 15004,0 8578,0 0,11
IFN-y Capsida 60,8 11,7 - 80,4 35,0 0,11 60,4 14,0 0,02
E2 61,3 2,6 - 36,2 7,5 0,30 32,5 2,5 0,13
NS3 14,2 4,2 - 47,7 13,0 0,25 13,0 42 0,25
IE Cépsida 0,8 1,3 - 1,0 0,7 0,11 1,1 1,0 0,30
E2 0,9 1,4 - 0,8* 0,7 0,85 1,4% 1,4 0,76
NS3 0,8 1,1 - 0,8 0,7 0,73 1,2 1,1 0,70

Abreviaturas: IE, indice de estimulacion; T, tiempo de evaluacion en semanas; ARN (-), ARN indetectable; ARN
(+), ARN detectable

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05; Prueba de Wilcoxon para muestras
paredas. No se realizaron las comparaciones pareadas TO vs. T48 en los individuos con reaparicion de viremia del
grupo control, debido a que eran solo 4 casos.

* Muestran diferencias estadisticamente significativas (p=0,02, Prueba U de Mann-Whitney)

3.2.5 Asociaciones entre la respuesta inmune y la histologia hepatica en pacientes

tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-0-2b y

ribavirina

En la Tabla 2 se muestran los datos de las evaluaciones histologicas realizadas a los pacientes
tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina. No
se detectaron cambios estadisticamente significativos en cuanto a la fibrosis en ninguno de los
grupos. Sin embargo, tanto en el grupo control, como en los grupos en que la administracion

de la preparacion vacunal se inicié simultineamente con la terapia (S6 y S9) se aprecid una
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disminucién significativa de la necroinflamacion (p<0,05, Prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas).

No se encontraron asociaciones significativas entre la repuesta humoral, de anticuerpos
neutralizantes o de secrecion de IFN-y y las variables de la histologia hepatica en estos
pacientes. Tampoco se encontraron correlaciones significativas entre la respuesta inmune
detectable después de la terapia y la histologia hepatica en el grupo control ni en los
individuos inmunizados con la preparacion vacunal, atendiendo a la respuesta viroldgica.

El analisis de las asociaciones entre la respuesta proliferativa y las variables histologicas
mostré que en TO la proliferacion contra la proteina E2 correlacioné positivamente con la
fibrosis (p=0,24, p=0,03; Prueba de Correlaciones por Rangos de Spearman; Figura 19). Esta
asociacion no se observo al final del tratamiento. En este caso la respuesta inmune se modificé
cualitativamente en once de los pacientes, con inducciéon de novo en uno y disminucion por
debajo del valor de corte en diez (Anexo 11). Ademas, cuantitativamente esta respuesta se
modificé en al menos un factor igual a 2 en sentido inverso del comportamiento histologico en

16 de los pacientes (Anexo 11).

Figura 19. Correlacion entre
la respuesta proliferativa
contra la proteina E2 del
VHC vy la fibrosis en TO en
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Estos resultados muestran que en los pacientes cronicamente infectados por el VHC, la terapia
con IFN-a-2b y ribavirina induce una reduccidn significativa en los niveles de anticuerpos
especificos, asi como en la secrecion de IFN-y contra antigenos virales. Por su parte, la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con la misma, es capaz de inducir la aparicion
de novo de respuesta de secrecion de IFN-y y linfoproliferativa. Ademas se pudo observar que
las caracteristicas de la respuesta inmune inducida por la preparacion vacunal CIGB-230 en su
combinacion con la terapia con IFN-a-2b y ribavirina dependen del numero de dosis, asi como
del momento de su administracion con relacion a la terapia antiviral. Especificamente el
incremento en la respuesta de anticuerpos neutralizantes y de secrecion de IFN-y inducido por
esta preparacion vacunal en esquema de 6 dosis a partir de la semana 12 de la terapia antiviral

se asocid a la RVS.
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4 DISCUSION

El conocimiento sobre la respuesta inmune en los individuos crénicamente infectados por el
VHC es todavia insuficiente y los pardmetros inmunolégicos que pudieran estar asociados con
el curso de la infeccidon cronica y el tratamiento no se han definido. Adicionalmente, no esta
claro como se comporta la respuesta inmune en el tiempo, una vez que se ha establecido el
estado cronico y durante el tratamiento antiviral. Si queda claro que la infeccion por el VHC,
una vez que se ha hecho cronica, no es eliminable sin intervencion terapéutica. Las estrategias
vacunales de este tipo, sobre la base de las evidencias aportadas por los estudios en individuos
que resuelven espontaneamente la infeccion por el VHC (Cox y cols., 2005; Thimme y cols.,
2002), apuestan generalmente por la potenciacion de la respuesta celular (Klade y cols., 2008;
Wedemeyer y cols., 2009; Yutani y cols., 2009). No obstante, también resulta racional tener en
cuenta la respuesta de anticuerpos neutralizantes, dada su potencialidad para reducir la
probabilidad de infeccion de nuevas células.

En este trabajo se evalud la respuesta inmune especifica contra el VHC a partir de muestras de
suero y células mononucleares de sangre periférica de un grupo de 97 pacientes cronicamente
infectados por este patdogeno. Quince de estos pacientes, tratados fallidamente con la terapia
combinada con IFN-a-2b y ribavirina, posteriormente fueron inmunizados con la preparacion
vacunal CIGB-230. Los otros 82 pacientes, inicialmente virgenes a tratamiento, fueron
tratados con la terapia combinada con IFN-a-2b y ribavirina, de conjunto con la preparacion
vacunal CIGB-230.

La evaluacion de la respuesta de anticuerpos contra antigenos virales recombinantes revelo
que todos los pacientes mostraron una respuesta positiva contra varios de los antigenos
evaluados. En la mayoria de los casos, la reactividad estuvo dominada por los isotipos IgG e

IgM, tanto con respecto al nimero de pacientes con reactividad positiva, como a la magnitud
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de la respuesta detectada. Estos resultados estdn en concordancia con trabajos previos que
reflejan una elevada prevalencia de ambas clases de inmunoglobulinas, IgG e IgM, especificas
contra el VHC, en pacientes infectados cronicamente (Hirayama y cols., 2001; Quiroga y
cols., 1995). Dichos estudios solo se refieren a la respuesta especifica contra el antigeno de la
capsida y los resultados obtenidos en este trabajo extienden este hecho ademas a la proteina
NS3.

En el presente estudio no se detectaron cambios significativos en la frecuencia de deteccion y
la magnitud de la respuesta humoral de las clases de anticuerpos estudiadas, inducidos por la
preparacion vacunal terapéutica CIGB-230 administrada como unica terapia. Esto se pudiera
deber a las caracteristicas propias de este inmunogeno: mezcla de una proteina recombinante
sin adyuvante y un plasmidio para inmunizacion con ADN. En estas condiciones pudiera estar
favorecida la induccion de respuesta celular, mas que la humoral, a diferencia con estudios
previos en los que se inocularon variantes proteicas y peptidicas formuladas con adyuvantes,
lo cual si logré incrementar la respuesta humoral especifica en pacientes cronicos (Nevens y
cols., 2003; Yutani y cols., 2007; Yutani y cols., 2009), aunque sin impacto en la RVS.

Debe destacarse que en los pacientes tratados con IFN-a-2b y ribavirina la disminucion de la
respuesta humoral especifica contra el VHC fue usual, a pesar de que esta respuesta era
diversa y frecuente antes de iniciar el tratamiento. Otros trabajos documentan disminuciones
significativas en la respuesta humoral especifica contra antigenos virales, en pacientes
respondedores al tratamiento con IFN-a, o IFN-a y ribavirina (Zhang y cols., 1997). En el
presente estudio se observd que solo en los individuos que recibieron nueve dosis de la
preparacion vacunal CIGB-230, administradas desde el inicio de la terapia antiviral (grupo
S9), no disminuy6 la respuesta de IgG contra el antigeno de la cépsida. Otros analisis

revelaron una disminucion significativa de la IgG contra E2 solo en los individuos
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inmunizados con reaparicion de la viremia, lo cual pudiera indicar que dichos anticuerpos son
importantes para el control viral. De hecho, se ha descrito que varios epitopos de la proteina
E2 son blancos de anticuerpos neutralizantes (Zeisel y cols., 2007).

Resulta interesante que en el presente estudio la respuesta de anticuerpos neutralizantes solo se
modificéd en pacientes inmunizados con la preparacion vacunal CIGB-230. Especificamente, la
monoterapia con la preparacion vacunal CIGB-230 indujo un incremento significativo en la
respuesta de anticuerpos neutralizantes a nivel grupal y esta se generd de novo en el 42,8% de
los pacientes. Se ha demostrado que la respuesta de anticuerpos neutralizantes evaluada por el
sistema de inhibicion de la infeccion de psVHC tiene una relacion funcional con la proteccion
frente al virus en individuos que lo eliminan espontaneamente (Pestka y cols., 2007). Por lo
tanto, la induccidn de novo de una respuesta inmune similar durante el tratamiento con CIGB-
230 indica que esta preparacion vacunal puede tener un papel activo en la modificacion de la
respuesta inmune establecida en los individuos cronicos.

Por otra parte, el grupo que recibi6 seis dosis de la preparacion vacunal CIGB-230 desfasadas
con respecto al inicio de la terapia (grupo T6) mostré un incremento significativo de la
actividad neutralizante de los anticuerpos, no detectado en el grupo control. En el grupo T6 no
se detecto la tipica reduccion en el porciento de respuesta virologica que se ha descrito para la
terapia con IFN-peg-a y ribavirina, entre la semana 12 y la 72 (Davis y cols., 2003), lo cual
evidencia el impacto favorable de la administracioén de la preparacion vacunal CIGB-230 en la
modificacion del patron de respuesta viroldgica. Esto pudiera estar relacionado, en parte, con
el incremento en la actividad neutralizante de los anticuerpos, ya que se evidencid una
tendencia hacia la asociacion positiva entre el incremento de este mecanismo efector y la
capacidad para alcanzar la RVS. Ademads, el incremento en la respuesta de anticuerpos

neutralizantes se constatd solo en los pacientes que alcanzaron la RVS, a diferencia de los
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individuos no respondedores. Se podria considerar que los niveles incrementados de
anticuerpos neutralizantes circulantes contribuyen a evitar la reaparicion de la viremia durante
el tratamiento y en los seis meses posteriores al final del mismo.

En este trabajo también se estudid la respuesta proliferativa de células mononucleares de
sangre periférica especificas contra antigenos del VHC en los pacientes cronicamente
infectados. La frecuencia de deteccion de la misma fue baja. En la literatura se refieren
frecuencias de deteccion bajas, tanto para células T CD4" como CDS8" especificas del VHC
(Schlaphoff y cols., 2007; Spangenberg y cols., 2005; Urbani y cols., 2006). Varios estudios
muestran que en los pacientes cronicos muchas de las células T especificas contra antigenos
virales tienen afectada su capacidad para proliferar y secretar IFN-y (Ishii y Koziel, 2008;
Schlaphoft'y cols., 2007). En contraste, en los pacientes con infeccion aguda, sintomatica y de
duracion limitada, las respuestas celulares son detectables hasta en el 100% de los casos
(Schirren y cols., 2000) y se caracterizan por una amplia especificidad de epitopos, tanto de las
proteinas estructurales como de las no estructurales (Urbani y cols., 2006). También se plantea
que el vigor de la respuesta celular se incrementa y su especificidad epitopica se amplia en los
pacientes que clarifican el virus espontdneamente, mientras que la respuesta permanece
afectada e incluso puede desaparecer en los pacientes que cursan hacia la cronicidad (Urbani y
cols., 2006).

En la generalidad de los pacientes descritos en este trabajo, desde antes de iniciar las terapias,
la respuesta celular estuvo frecuentemente limitada a un tinico antigeno, lo cual concuerda con
lo observado por otros investigadores (Guglietta y cols., 2009; Urbani y cols., 2006). Al
parecer, en la infeccidon cronica por el VHC, Ia restriccion de especificidad no es tnica de las
células periféricas, ya que estudios previos refieren haber encontrado el mismo fendmeno

usualmente en el higado (Penna y cols., 2002). El antigeno de la capsida es considerado el mas
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inmunogénico para las células T especificas del VHC, tanto intrahepaticas como periféricas
(Penna y cols., 2002) independientemente de la respuesta del paciente frente a la terapia
antiviral (Alvarado y cols., 2002). No obstante, algunos autores refieren encontrar la respuesta
fundamentalmente enfocada hacia la region no estructural (Urbani y cols., 2006).

Se debe destacar que la inmunizacion con la preparacion vacunal CIGB-230 como
monoterapia fue capaz de incrementar significativamente el numero de pacientes con
respuesta proliferativa de células CD8" contra mas de un antigeno y producir un aumento
significativo en la magnitud de esta respuesta contra el antigeno de la capsida, un mes después
de finalizado el tratamiento en comparacion con T0O. Un fendémeno similar en cuanto al
aumento de la frecuencia de células especificas se observd en un estudio realizado en
pacientes cronicos, inmunizados con el candidato vacunal peptidico IC41. Este candidato,
dirigido por su disefio a la generacion de respuesta celular, solo fue capaz de inducir una débil
funcionalidad celular en el caso de los linfocitos CD4" y ninguna en los CD8", en cuanto a la
secrecion de IFN-y (Schlaphoff 'y cols., 2007). La falta de efecto antiviral de dicho candidato
vacunal se atribuy¢ a este fallo de funcionalidad (Schlaphoff'y cols., 2007).

Por otra parte, en el presente trabajo en el contexto de la terapia con IFN-a-2b y ribavirina la
respuesta celular se redujo hasta niveles indetectables en algunos casos. Varios estudios
describen el mismo fendmeno (Barnes y cols., 2009; Hammond y cols., 2011), mientras que
otros han observado incrementos en la respuesta celular durante el tratamiento basado en IFN-
a (Abdel-Hakeem y cols., 2010; Badr y cols., 2008). Estas diferencias probablemente se deben
a la duracidon que ha tenido la infeccion hasta el momento en que se aplica la terapia, ya que el
rescate de la respuesta inmune especifica se ha observado con mayor frecuencia en el
tratamiento de infecciones agudas o cronicas tempranas (Abdel-Hakeem y cols., 2010; Badr y

cols., 2008). No obstante, las propiedades inmunomoduladoras y antiproliferativas del IFN-a y
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de la ribavirina han sido claramente descritas (Bergamini y cols., 2001; Rigopoulou y cols.,
2007) y la toxicidad hematologica es un evento adverso comun del tratamiento con IFN-a y
ribavirina (Dormann y cols., 2000; Pawlowska y cols., 2011). En correspondencia con esto, en
los pacientes tratados con la terapia combinada con IFN-a-2b y ribavirina, sola o de conjunto
con la preparacion vacunal CIGB-230, desde la semana 12 y hasta la 48, todos los grupos de
individuos mostraron una reduccion significativa en los conteos de leucocitos. Sin embargo,
los conteos de linfocitos no se redujeron significativamente en ninguno de los grupos
inmunizados con la preparacion vacunal, a diferencia del control. Esta diferencia pudiera
indicar un posible efecto inmunoestimulador de la preparacion vacunal CIGB-230.

Ademas, a pesar de la leucopenia inducida por el IFN-a, la administracion de la preparacion
vacunal CIGB-230 fue capaz de inducir un mayor numero de respuestas proliferativas y de
secrecion de IFN-y de novo contra el antigeno de la capsida, que la terapia antiviral sola. Debe
destacarse que el tratamiento que incluy6 la administracién de seis dosis de la preparacion
vacunal, desfasadas con respecto al inicio de la terapia, indujo respuestas de secrecion de IFN-
vy de novo contra el antigeno de la capsida en una frecuencia significativamente superior en
comparacion con el grupo control. Coincide que en este grupo inmunizado no se observo la
disminucién en el porciento de pacientes con respuesta viroldgica que ha sido descrito para el
periodo entre semana 12 y 72 del tratamiento antiviral (Davis y cols., 2003). Se puede
considerar que este mecanismo efector, inducido por la administracion de la preparacion
vacunal, incidi6é de forma directa en el comportamiento de la respuesta viroldgica, ya que en
dicho grupo de inmunizacion se detectd una asociacion estadisticamente significativa entre la
estimulacion de la secrecion de IFN-y y/o de los anticuerpos neutralizantes y la RVS. De
hecho, la secrecion de IFN-y es una funcion efectora que se ha encontrado positivamente

asociada a la eliminacién de la infeccion (Smyk-Pearson y cols., 2006). Los resultados del
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presente trabajo apoyan estas evidencias, ya que los pacientes que mostraban ARN viral
detectable en la semana 72, ya fueran del grupo control o inmunizados con la preparacion
vacunal, manifestaron una disminucion significativa de la secrecion de IFN-y contra el
antigeno de la capsida.

Dados los resultados de induccion de respuesta celular de novo en los pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia, era de esperar una mayor frecuencia de
induccion de este tipo de respuestas en los pacientes tratados con la preparacién vacunal
CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina, ya que estos eran virgenes a
tratamiento. Sin embargo, no ocurrid6 asi, probablemente debido a los efectos
inmunomoduladores de la terapia antiviral combinada. Contrariamente, Wedemeyer y
colaboradores mostraron que la inmunogenicidad de la preparacion vacunal peptidica IC41 no
se afectd cuando esta fue administrada tardiamente durante la terapia antiviral (Wedemeyer y
cols., 2009). La discrepancia puede ser atribuible a las diferencias en los mecanismos de
accion de ambas preparaciones vacunales: péptidos, que no requieren procesamiento para la
presentacion vs. ADN, que requiere atravesar el proceso de expresion y procesamiento antes
de que los antigenos sean presentados. También los grupos de pacientes analizados difieren:
respondedores virologicos tempranos en el trabajo de Wedemeyer y cols. (Wedemeyer y cols.,
2009) vs. pacientes virgenes a tratamiento en el presente trabajo.

Las caracteristicas de la poblacion de individuos estudiada en cada caso pueden ser
determinantes criticos del resultado del tratamiento, ya que numerosos factores del hospedero
se han encontrado asociados con la respuesta a la terapia (Poordad y cols., 2012; Tsubota y
cols., 2012). En el presente trabajo, en el caso del estudio exploratorio en que la preparacion
vacunal CIGB-230 fue administrada de conjunto con la terapia antiviral no se realizo

aleatorizacion de los individuos atendiendo a los polimorfismos de simple nucle6tido, el HLA,
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la carga viral o el dafio hepatico. Resulta interesante la predisposicion diferencial que
mostraron los grupos de pacientes de este estudio con respecto a la RVTc. Nétese que hasta la
semana 12 del tratamiento el grupo control y los grupos T6 y T9 habian recibido exactamente
el mismo tratamiento (IFN-a-2b y ribarivina); y sin embargo el grupo control mostré en ese
momento una diferencia de mas de un 20% en la RVTc con respecto a la observada en los
grupos T6+T9. Por este motivo, la comparacion entre diferentes grupos de pacientes puede ser
engafiosa y el efecto de las intervenciones terapéuticas debe ser analizado dentro de cada
grupo, teniendo en cuenta cada variable antes y después del tratamiento.

El estudio de la respuesta especifica mediada por células contra el VHC ha mostrado
frecuentemente que la proliferacion y la secrecion de citoquinas no estan comunmente
asociadas (Barnes y cols., 2009; Wedemeyer y cols., 2009) y que pueden ser afectadas
diferencialmente por la terapia basada en IFN-a (Alvarado y cols., 2002). Los resultados de
este trabajo sugieren que los diferentes esquemas de inmunizacién con la preparacion vacunal
CIGB-230 difieren en su capacidad para inducir respuestas linfoproliferativas y de secrecion
de IFN-y de novo. Este fendmeno pudiera estar directamente relacionado con el momento en
que se administra la preparacion vacunal, con respecto a la terapia antiviral. En este sentido se
ha documentado que el ambiente leucopénico promueve cambios en la fisiologia linfocitaria e
induce la proliferacion de las células T, a través del mecanismo de expansion homeostatica
periférica (Tchao y Turka, 2012). Se ha sugerido que la etapa de linfopenia inmediata a la
citorreduccion propicia un periodo de ventana terapéutica Unico para la inmunoterapia
(Gattinoni y cols., 2005), pero la intensidad de la proliferacion y las caracteristicas de las
células resultantes, en términos de capacidad para secretar citoquinas, dependen del grado y la
duracion de la linfopenia (Min y cols., 2005; Onoe y cols., 2010). En el presente trabajo, en el

esquema de administracion temprana de la preparacion vacunal, el antigeno comienza a ser
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administrado antes de la estabilizacion de la linfopenia en su nadir. Estas condiciones pueden
ser favorables para estimular el desarrollo de células que proliferan sin capacidad para ejercer
ninglin mecanismo efector, mientras que en el contexto de la administracion tardia, el
ambiente linfopénico mas estable puede ser mas adecuado para la generacion de células
proinflamatorias secretoras de IFN-y.

Ademas, no se puede descartar que la naturaleza de las variables inmunologicas evaluadas en
el estudio de la combinacion de la preparacion vacunal CIGB-230 con la terapia antiviral
dependa también de las caracteristicas de cada esquema de inmunizacidn, en cuanto al periodo
en que se inyecta la preparacion vacunal y el momento en que se realiza la evaluacion, con
relacion al final del tratamiento. De hecho, cada esquema de inmunizacion evaluado se
sustenta en una racionalidad diferente. En los esquemas de administracion temprana, la
preparacioén vacunal se comienza a administrar en un momento en que no se ha instaurado la
supresion inmunologica provocada por la terapia antiviral. Sin embargo en ese momento las
cargas viral y antigénica son elevadas, lo que puede ser desfavorable para el rescate o
induccion de la funcionalidad de la respuesta inmune, dados los efectos perjudiciales que
pueden tener las proteinas virales sobre la respuesta inmune especifica (Hosui y cols., 2003;
Macdonald y Harris, 2004). Luego el momento de evaluacion en la semana 48 del tratamiento
implica que se estdn evaluando respuestas de memoria, ya que han transcurrido 24 y 12
semanas desde la tltima inoculacidn en los grupos S6 y S9, respectivamente. En el caso de los
esquemas de administracion tardia de la preparacion vacunal, esta se comienza a inocular en
un momento en que la carga viral y, por lo tanto, la antigénica se han reducido producto de la
terapia antiviral, pero también es un momento en que es evidente la supresion inmunologica.
En este caso podemos considerar que la evaluacion de la respuesta inmune en semana 48 mide

fundamentalmente respuesta de tipo efectora, por la proximidad del final de la inmunizacion al
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momento de evaluacion. Evidentemente es importante ganar mas en la comprension de los
diferentes mecanismos que gobiernan la induccion diferencial de la proliferacion y la
secrecion de citoquinas especificas contra el VHC, en el contexto de la triple terapia con la
preparacion vacunal CIGB-230 e IFN-a-2b y ribavirina. El objetivo fundamental es la
generacion de células multifuncionales, como las que han sido encontradas positivamente
asociadas a la resolucion de la infeccion, a diferencia de las monofuncionales (Kaplan y cols.,
2007).

En el presente trabajo, la evaluacion de la relacion entre las variables histoldgicas y las de
respuesta inmune evidencié una correlacion positiva entre el dafio hepatico y las respuestas
proliferativas especificas contra proteinas virales individuales. Las intervenciones terapéuticas
evaluadas cambiaron la relacion entre estas variables, probablemente mediante la
modificacién de la respuesta celular proliferativa especifica observada en una parte de los
pacientes tratados.

Los datos acumulados en la literatura hasta el momento acerca de la influencia que tiene la
respuesta inmune en la histologia hepatica durante la infeccion cronica por el VHC parecen
contradictorios. Por un lado, se han obtenido evidencias de que la secrecion de IFN-y por parte
de las células T CD4" de tipo Thl y CDS8" periféricas se asocia negativamente con el
desarrollo de fibrosis/cirrosis durante la infeccion por el VHC (Sreenarasimhaiah y cols.,
2003). Sin embargo, este tipo de respuesta predomina en los pacientes en cuya histologia
hepatica prevalece la inflamacion (Sreenarasimhaiah y cols., 2003). También se ha observado
que en los pacientes con respuestas especificas de secrecion de IFN-y por las células CD8"
intrahepaticas, el grado de fibrosis y su tasa de progresion son significativamente menores que
en los individuos en que estas respuestas no se detectan (Bonilla y cols., 2006). Sin embargo,

otros autores han encontrado que en la fase cronica los niveles de expresion intrahepatica del
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ARNm de IFN-y e IL-2 estdn incrementados y correlacionan positivamente con la fibrosis y la
inflamacion del tracto portal en los pacientes, en comparacion con los controles (Napoli y
cols., 1996).

Ademas de la influencia que pueden tener las células efectoras especificas del VHC en el dafio
hepatico, se conoce que las células no especificas también son determinantes para el destino
final de la infeccion. Por ejemplo, se ha detectado una asociacion estadisticamente
significativa entre los niveles de la proteina 10 inducida por IFN (IP-10) y la actividad
necroinflamatoria, con inflamacion focal y portal (Romero y cols., 2006), asi como con el
indice de necroinflamacion lobular (Harvey y cols., 2003). Se ha confirmado que los linfocitos
atraidos por esta via son casi exclusivamente CD8" (Harvey y cols., 2003) y su especificidad
esta aun por definir (Abel y cols., 2006). Adicionalmente, se ha encontrado correlacion entre
la inflamacion hepatica, portal y lobular, y el infiltrado de células T que expresan
CXCR3/CCRS (Larrubia y cols., 2008).

Aparentemente, una vez que la respuesta especifica falla en eliminar la infeccion, por ser
cualitativa y cuantitativamente subOptima, las quimioquinas y los mediadores inflamatorios
también atraen células T no especificas. Estas son incapaces de eliminar el virus, pero pueden
desencadenar la muerte de células espectadoras a través de diferentes vias apoptoticas, con lo
que contribuyen a la inflamacion hepdtica y a la iniciacion y perpetuacion de la fibrogénesis.
Por el contrario, una respuesta celular mas balanceada y de mas amplio espectro antigénico,
que incluya mecanismos efectores antivirales, puede ser mas eficiente para lograr la
clarificacion o al menos el control viral, con minimo dafio histolégico. En este sentido uno de
los mecanismos efectores antivirales al cual se le han demostrado estas propiedades es la
secrecion de IFN-y. En individuos con infeccion aguda de duracion limitada, la secrecion de

esta citoquina se ha visto asociada a la eliminacion viral, sin dafio histologico significativo
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(Lechner y cols., 2000b). En estudios en chimpancés se ha observado que la infeccion
experimental por el VHB puede ser eliminada con la contribucion del IFN-y, sin que haya
destruccion masiva de las células infectadas y, por consiguiente, sin exacerbacion de la
enfermedad hepatica (Guidotti y cols., 1999). Este fendmeno de eliminacion viral no citolitico
puede ser explicado por la activacion de la via Jak/Stat que culmina en la expresion de genes
que controlan la replicacion viral (Burdeinick-Kerr y cols., 2009). Ademas se conoce que el
IFN-y es antifibrogénico e inhibe la activacion de las células estrelladas hepaticas (revisado
por Mabher, 2001).

En correspondencia con estos elementos, mas que simplemente potenciar la respuesta celular
que ya existe, el objetivo de las intervenciones vacunales terapéuticas debe ser la
diversificacion antigénica de la misma, con la induccion de su funcionalidad antiviral.
Ademas, no se debe descartar la potencial utilidad de la eliminacion de respuestas pre-
existentes que sean cualitativamente inefectivas. Es importante sefialar que en la evaluacion
final, en el grupo tratado con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia, la
induccion de respuestas celulares, incluyendo respuestas proliferativas y de secrecion de IFN-y
contra mas de un antigeno se asocid a la estabilizacion o la reduccion de la fibrosis, aun
cuando no se detectd clarificacion viral. En total, en el 46,6% de los pacientes de este estudio
se observo mejoria o estabilizacion de la actividad histologica total (necroinflamacion mas
fibrosis). Este valor resulta mas alto que el observado en el estudio conducido por Nevens y
colaboradores con la preparacion vacunal contra el VHC basada en la proteina E1, en el cual
el indice de Ishak total mejord o se estabilizo en el 28% de los pacientes no respondedores a la
terapia antiviral, mientras que en los virgenes a tratamiento la mejoria llegd a un 67% (Nevens
y cols., 2003). Dichos datos reflejan una vez mas que existen diferencias entre los grupos de

pacientes infectados cronicamente por el VHC, las cuales pueden incidir directamente en el
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resultado final de las intervenciones terapéuticas implementadas. En especifico, los pacientes
crénicos, una vez que no responden a la terapia basada en IFN-a, resultan un grupo dificil de
tratar y existen controversias al respecto de la factibilidad de llevar a cabo intervenciones
vacunales verdaderamente terapéuticas en ellos y, en general, en pacientes cronicos en los que
el sistema inmune ha estado sometido a estimulacion antigénica especifica por décadas
(Ferrari, 2008).

Adicionalmente se debe sefialar que en el caso de los pacientes tratados con IFN-a-2b y
ribavirina junto a la asociacion positiva observada entre la fibrosis y la linfoproliferacion
especifica contra la proteina E2 en T0, esta ultima también se asocio a la presencia de ARN
viral en sangre. Estos resultados sugieren que la respuesta inmune proliferativa especifica
contra esta proteina ademds de estar posiblemente implicada en la generacion y/o el
mantenimiento del dafio histologico pudiera constituir un elemento de prondstico desfavorable
para la resolucion de la infeccion. La confirmacion de la causalidad de esta relacion demanda
una caracterizacion profunda de su especificidad epitdpica, para identificar los determinantes
involucrados en la clarificacion viral y en su persistencia.

En general estos resultados muestran que en los pacientes cronicamente infectados por el
VHC, ya sean virgenes a tratamiento o no respondedores a la terapia combinada con IFN-a-2b
y ribavirina, las respuestas celulares proliferativas y de secrecion de IFN-y son raramente
detectadas, débiles y dirigidas generalmente contra un Unico antigeno. Mientras, la respuesta
humoral se detecta en elevada frecuencia y se caracteriza por el reconocimiento de varios
antigenos. En particular, la preparacion vacunal CIGB-230 resulta una estrategia terapéutica
promisoria, ya que su administracion a individuos cronicamente infectados es capaz de inducir
respuestas proliferativas y de secrecion de IFN-y de novo, asi como incrementar la respuesta

de anticuerpos neutralizantes, con evidencias de impacto positivo en el curso de la respuesta
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virologica al tratamiento. Especificamente el incremento en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes y de secrecion de IFN-y inducido por esta preparacion vacunal en esquema de 6
dosis a partir de la semana 12 de la terapia antiviral se asocio a la RVS. Estos resultados hacen
aportes al conocimiento de la capacidad de la preparacion vacunal CIGB-230 para modificar
la respuesta inmune pre-establecida contra el VHC en individuos crénicamente infectados y
contribuyen a la proyeccion de estrategias racionales de intervencion activa en este tipo de
pacientes. La potencialidad de esta novedosa preparacion vacunal para el tratamiento de la
hepatitis C cronica deberd ser confirmada en un mayor numero de pacientes y su efecto debera

evaluarse a més largo plazo.
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1.

CONCLUSIONES

En los pacientes no respondedores a la terapia con IFN-a-2b y ribavirina, la
monoterapia con la preparacion vacunal CIGB-230 estimuld la respuesta de
anticuerpos neutralizantes y contribuyé a la diversificacion antigénica de la
respuesta proliferativa de células CD8", elemento integrante de la respuesta celular
multiespecifica que estuvo asociada a la mejoria de la fibrosis, aunque fue
insuficiente para alcanzar la clarificacion viral.

Las caracteristicas de la respuesta inmune generada por la preparacion vacunal
CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina dependieron del niimero de
dosis, asi como del momento de su administracion con relacion a la terapia
antiviral, lo cual pudiera ser el resultado de la influencia de la leucopenia y la
reduccion de la carga viral inducidas por la terapia.

Solo el esquema de 6 administraciones de la preparacion vacunal CIGB-230 a
partir de la semana 12 de la terapia con IFN-a-2b y ribavirina propicio la induccion
de secrecion de IFN-y de novo contra el antigeno de la cépsida y el incremento de
la actividad de anticuerpos neutralizantes, elementos efectores que estuvieron
asociados a la respuesta virologica sostenida.

En los pacientes cronicamente infectados por el VHC la respuesta inmune celular
proliferativa contra antigenos virales individuales se asocio positivamente al dafio
hepatico, lo que sugiere que este tipo de respuesta inmune, cuando no logra la
eliminacion viral, contribuye al dafio histoldégico, pero las intervenciones
terapéuticas evaluadas cambiaron la relacion entre estas variables, probablemente
mediante la modificacion de la respuesta celular proliferativa especifica observada

en una parte de los pacientes tratados.
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1.

RECOMENDACIONES

Profundizar en la caracterizacion del curso temporal y de la reactividad cruzada de
la respuesta de anticuerpos neutralizantes en pacientes cronicamente infectados por
el VHC, incluyendo pacientes que no estén bajo terapia antiviral, asi como
pacientes que se encuentren recibiendo intervenciones terapéuticas que incluyan la
preparacion vacunal CIGB-230, para ganar en el conocimiento de la contribucion
de los mismos en la respuesta al tratamiento.

Realizar una caracterizacion fenotipica, epitopica y funcional de las poblaciones de
células efectoras especificas del VHC en muestras tomadas a los pacientes
incluidos en el estudio clinico fase II de la preparacion vacunal CIGB-230, antes
del inicio del tratamiento y en los diferentes momentos de evaluacion, incluyendo
el final del seguimiento, para conocer el posible impacto de la terapia en las
caracteristicas de la respuesta inmune detectada en este estudio y su relacion con la

histologia hepatica y la clarificacion viral.
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ANEXOS

Anexo 1. Respuesta de secrecion de IFN-y en los pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-
230 como monoterapia

T0
Paciente Capsida E1 E2 NS3 CEF PMA
1 0 0 0 0 1 1
2 0 0 0 0 0 1
3 0 1 0 0 1 1
4 0 0 0 0 1 1
5 0 0 0 0 0 1
6 0 0 0 0 1 1
7 1 0 0 0 1 1
8 0 0 0 0 0 1
9 1 0 0 0 1 1
10 1 1 0 0 1 1
11 0 0 0 0 0 1
12 1 0 1 1 1 1
13 0 1 1 0 1 1
14 0 0 0 0 1 1
15 1 0 0 0 0 1
T24
Paciente Capsida E1 E2 NS3 CEF PMA
1 1 0 o 0 1 1
2 0 1 0 0 0 1
3 1 1 0 1 1 1
4 0 0 O 0 1 1
5 0 0 O 0 0 1
6 0 0 O 0 1 1
7 1 0 O 0 1 1
8 0 0 O 0 0 1
9 1 0 O 1 1 1
10 0 1 0 1 1 1
11 1 0 o 1 1 1
12 1 0 O 1 1 1
13 1 1 1 0 1 1
14 1 0 O 0 1 1
15 1 0 O 0 0 1

Los resultados se muestran de acuerdo a si la respuesta fue detectable (1) o no detectable (0).

El ensayo de ELISPOT se realizd con mezclas de péptidos solapados correspondientes a las proteinas
virales de la capsida, E1, E2 y NS3. PMA y CEF fueron los controles positivos inespecifico y
especifico, respectivamente.
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Anexo 2. Datos primarios de la histologia hepatica de los pacientes tratados con la preparacion
vacunal CIGB-230 como monoterapia

Necroinflamacion Fibrosis Actividad histologica total
Paciente TO T24 TO T24 TO T24
1 4 5 0 1 4 6
2 6 7 2 1 8 8
3 3 1 0 1 3 2
4 1 3 1 0 2 3
5 3 4 1 1 4 5
6 2 4 2 3 4 7
7 2 2 1 0 3 2
8 7 ne 5 ne 12 ne
9 4 2 2 0 6 2
10 2 0 2 0 4 0
11 2 4 0 0 2 4
12 3 1 1 0 4 1
13 2 3 1 0 3 3
14 4 ne 0 ne 4 ne
15 3 4 1 2 4 6
Promedio 3,2 3,08 1,27 0,69 4,47 3,77
DE 1,6 1,9 1,3 0,9 2,6 2,5
Estos resultados se obtuvieron por biopsia hepatica analizada de acuerdo al indice de Ishak (Ishak y

cols., 1995).

Actividad histologica total= Necroinflamacion + Fibrosis. Se sefialan en negritas los valores que
indican estabilizacion (no variacion) o mejoria (reduccion) de la actividad histologica total.
Abreviaturas: DE, desviacion estandar; ne, No evaluado; T0, evaluacion realizada antes de iniciar
el tratamiento; T24, evaluacion realizada en semana 24.
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Anexo 3. Datos primarios de la respuesta proliferativa contra los antigenos NS3 y El y de la
necroinflamaciéon de pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como

monoterapia
Prolif Prolif Prolif Prolif

Paciente NS3 0 NS3 24 E1 0 El 24 necroinfl 0 necroinfl 24
1 nd nd 0,16 6,27 4 5
2 1,43 0,52 2,08 3,41 6 7
3 1,13 1,62 4,02 2,84 3 1
4 0,35 2,38 1,35 3,07 1 3
5 1,64 1,81 1,84 3,29 3 4
6 1,04 nd nd nd 2 4
7 5,40 0,65 nd 2,74 2 2
8 10,90 2,07 nd 1,17 7 nd
9 4,83 2,37 4,17 0,98 4 2
10 0,90 0,93 2,49 0,96 2 0
11 0,69 5,86 0,76 4,14 2 4
12 1,22 1,18 1,68 2,57 3 1
13 1,88 472 3,04 1,08 2 3
14 511 1,99 2,75 1,04 4 nd
15 0,50 4,33 0,58 2,42 3 4

Promedio 2,65 2,34 2,08 2,57 3,20 3,08

Los datos de proliferacion se ofrecen como indice de estimulacién. Los resultados de
necroinflamacién se obtuvieron por biopsia hepatica analizada de acuerdo al indice de Ishak (Ishak y

cols., 1995).

En negritas se indican los valores de linfoproliferacion que se encuentran por encima del valor de corte
del ensayo (2,5). En cursivas se indican los valores que se modificaron en al menos un factor igual
a 2 en sentido inverso al comportamiento histologico para el caso de NS3 y en el mismo
sentido, para el caso del antigeno E1.
Abreviaturas: nd, no disponible; necroinfl, necroinflamacion; prolif, proliferacion.
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Anexo 4. Salida de resultados del analisis de correspondencias entre la respuesta celular contra
mas de un antigeno estructural y la mejoria o estabilizacion de la fibrosis hepatica en pacientes
tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 como monoterapia.

Correspondence Table

fibosis_mejor_e multiAg

stab 0 1 Active Margin

0 3 2 5

1 0 9 9

Active Margin 3 11 14

Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value

Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,701 ,491 1,000 1,000(,167
Total ,491 6,873|,009° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom
Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)

Anexo 5. Respuesta inmune especifica contra antigenos del VHC en pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y ribavirina

Grupo control

Grupos inmunizados

TO T48 Valorde TO T48 Valor de
PJr PJr
Titulo de capsida 30056 17914 <0,001 43335 29243 <0,001
anticuerpos IgG E2 3259 222,8 0,12 421,8 310,6 0,08
NS3 15907 9684 0,002 11058 6152 <0,001
CFP/10° células capsida 160,5 65,28 0,005 2272 67,87 0,13
E2 74,45 35,61 0,04 90,3 17,73 0,02
NS3 82,62 32,79 0,03 98,87 16,15 0,13
IE capsida 1,192 0,8128 0,06 1,710 1,644 0,01
E2 1,531 1,654 0,67 1,49 1,005 0,27
NS3 1,258 0,9595 0,78 1,409 1,291 0,06

Abreviaturas: CFP, células formadoras de puntos; IE, indice de estimulacion
" Se refiere a la comparacion entre TO y T48. Se consideran diferencias estadisticamente
significativas cuando p<0,05; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas.
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Anexo 6. Salida de resultados del analisis de correspondencias entre el aumento en un factor
de al menos 1,5 en la actividad neutralizante de los anticuerpos y la capacidad para alcanzar la
respuesta viroldgica sostenida en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en
combinacion con [FN-a-2b y ribavirina (grupo T6).

Correspondence Table

RVS
Aum_AcN 0 1 Active Margin
0 4 10}
1 3 3
Active Margin 7 13
Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value
Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,507 ,257 1,000 1,000(,155
Total ,257 3,343|,067° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom
Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)
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Anexo 7. Salida de resultados del andlisis de correspondencias entre el aumento en un factor de
al menos 1,5 en la secrecion de IFN-y y la capacidad para alcanzar la respuesta virologica
sostenida en pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacidon con
IFN-0-2b y ribavirina (grupo T6).

Correspondence Table

aum_15_ELlIcor ARN_72_g4
e_g4 1 Active Margin
0 3 7 10]
1 2 0 2
Active Margin 5 7 12
Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value
Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,529 ,280 1,000 1,000/,180
Total ,280 3,360/,067° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom

Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)
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Anexo 8. Salida de resultados del analisis de correspondencias entre el aumento en un factor de
al menos 1,5 en la secrecion de IFN-y y/o la respuesta de anticuerpos neutralizantes y la
capacidad para alcanzar la respuesta virologica sostenida en pacientes tratados con la
preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con [FN-a-2b y ribavirina (grupo T6).

Correspondence Table

g4_aumAcNyELI
g4ARN_72 0 1 Active Margin
0 3 4 7
1 6 0 6
Active Margin 9 4 13
Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value
Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,617 ,381 1,000 1,000(,157
Total ,381 4,952|,026° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom
Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)
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Anexo 9. Salida de resultados del analisis de correspondencias entre la respuesta proliferativa
contra la proteina E2 en TO y la capacidad para eliminar el ARN viral en T48 en pacientes
tratados con IFN-0-2b y ribavirina (grupo control).

Correspondence Table

control_IE_E2_ ARN_pos_control_T48
T0 0 1 Active Margin
0 16 5 21
1 1 3 4
Active Margin 17 8 25
Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value
Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,402 ,162 1,000 1,000(,197
Total ,162 4,046|,044° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom
Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)
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Anexo 10. Salida de resultados del analisis de correspondencias entre la respuesta proliferativa
contra la proteina E2 en T48 y la capacidad para eliminar el ARN viral en T48 en pacientes
tratados con IFN-a-2b y ribavirina (grupo control).

Correspondence Table

control_IE_E2_t ARN_pos_control_T48
48 0 1 Active Margin
0 16 5 21
1 0 2 2
Active Margin 16 7 23
Summary
Confidence
Proportion of Inertia Singular Value
Dimensi Standard
on Singular Value Inertia Chi Square Sig. Accounted for | Cumulative Deviation
1 ,467 218 1,000 1,000(,155
Total ,218 5,007(,025° 1,000 1,000

a. 1 degrees of freedom
Estos resultados se obtuvieron con el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

EE.UU.)
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Anexo 11. Datos primarios de la respuesta proliferativa contra el antigeno E2 y de la fibrosis
de pacientes tratados con la preparacion vacunal CIGB-230 en combinacion con IFN-a-2b y
ribavirina (todos los pacientes)

Paciente | prolif E2 0 prolif E2 48 Fibro 0 Fibro 72
1 0,98 0,71 1 5
2 3,15 2,30 2 1
3 1,38 1,39 1 1
4 1,50 2,11 2 2
5 0,29 0,05 1 1
6 3,45 1,04 3 5
7 0,50 1,42 1 1
8 4,64 3,07 1 1
9 2,29 0,09 1 0
10 0,42 0,44 0 0
11 1,47 1,08 3 2
12 0,59 0,31 1 2
13 0,82 0,87 4 0
14 0,86 0,99 0 1
15 1,40 0,52 2 2
16 0,40 0,96 0 0
17 1,11 0,44 0 0
18 2,23 0,43 2 2
19 1,10 3,75 1 1
20 0,44 1,59 1 3
21 0,96 0,63 2 2
22 0,88 0,64 3 3 Los datos de proliferacion se
23 1,10 0.48 1 > ofrecen como indice de
24 271 0,00 5 ) estimulacion. Los resultados de
25 1.43 0.20 0 1 fibrosis se obtuvieron por
26 274 0.72 1 0 biopsia hepét,ica. analizada de
7 7,39 139 1 ) acuerdo al indice de Ishak

(Ishak y cols., 1995).
28 0,83 0,57 1 0 . ..
29 0.92 1.00 1 1 En negrltqs se 'lndICE.lI’l los
valores de linfoproliferacion que

30 0,67 0,79 0 0 se encuentran por encima del
31 1,95 0.36 3 3 valor de corte del ensayo (2,5).
32 2,55 1,35 1 1 En cursivas se indican los
33 0,52 012 1 1 valores que se modificaron en al
34 1,94 0.19 1 4 menos un factor igual a 2 en
35 7,87 1,29 3 2 sentido inverso al
36 3,69 1,26 0 0 comportamiento histologico.
37 1,80 1,41 4 1 Solo se muestran los pacientes
38 1,75 1,22 4 2 que tenian todos los datos
39 345 0,37 4 5 disponibles.
40 2,57 1,73 3 4 Abreviaturas: fibro, fibrosis;
a1 0.79 0.54 0 1 prolif, proliferacion.

Promedio 1,89 0,97 1,61 1,61
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