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nasal que combina al antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B con el antigeno de la nucleocapsida
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RESUMEN

El antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) es el ingrediente farmacéutico activo de la vacuna
cubana contra esta enfermedad, la cual ha demostrado altos indices de eficacia y seguridad. HBsAg ha sido
combinado con el antigeno de la nucleocdpsida o core (HBcAg) obtenido por la expresion de la proteina en E .coli,
dando lugar a un candidato vacunal cuya administracion por via intranasal promete incrementar las ventajas de la
vacunacién. Para demostrar la seguridad del candidato vacunal administrado por esta via se debe comprobar que
la inoculacién no afecta la funcién protectora de la mucosa ni causa efectos adversos a nivel local. El objetivo de
este estudio fue determinar el potencial irritante de HBsAg-HBcAg, en ratas Sprague-Dawley, las cuales fueron
tratadas con diferentes dosis durante 5 dias, siendo sacrificados éticamente el dia 6 del estudio. Se determiné el
indice de irritabilidad de acuerdo con un sistema de clasificacion, en el cual se asigné una puntuacién a signos
clinicos como apariencia del epitelio, infiltracion leucocitaria, congestiéon vascular y edema, determinados por
evaluacién histolégica de muestras de mucosa nasal, pulmones y cerebro. No fueron reportados animales con
alteraciones clinicas o conductuales en ninguna de las dosis. El indice de irritabilidad obtenido para todos los grupos
de tratamientos reporté valores menores que 1, segun la tabla de clasificacion empleada. Estos resultados sugieren
que el candidato vacunal HBsAg-HBcAg contra el virus de la hepatitis B aplicado por via nasal, no produce alteraciones
en los 6rganos estudiados y no es irritante para la mucosa nasal, en la cual no se evidenciaron dafos locales.
Palabras claves: Administracién intranasal, HBY, toxicidad local, irritabilidad nasal,
HBsAg, HBcAg, vacuna mucosal
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ABSTRACT

Determination of assesment of the irritant potential of a nasal vaccine candidate, which combines Hepatitis
B surface antigen and Hepatitis B core antigen. Hepatitis B virus antigen (HBsAg) is the pharmaceutical active
ingredient of the Cuban Hepatitis B vaccine against this disease, which has demonstrated high rates of efficacy and
safety. HBsAg has been combined with nucleocapside or Core antigen (HBcAg), obtained by expression in E.coli,
giving rise to a vaccine candidate, whose administration via intranasal promises to increase vaccination advantages.
In order to demonstrate the candidate vaccine's safety inoculation via intranasal it should prove not to cause
adverse effects that might affect the protective function of the nasal mucose. The objective of this study was to
determine the irritating potential of HBsAg-HbcAg in Sprague-Dawley rats, which were treated intranasally for 5
days with diferent dosages and sacrificed ethically on the 6th day. The irritability index was assigned according to
a classification system, in which a score was granted to clinical signs as erythema, oedema, lymphoid tissue
infiltration and vascular congestion, determined by histological evaluation of nasal mucose, lungs and brain samples.
Neither clinical adverse signs, nor behavioral changes were reported in animals under the studied dose. The
irritability index observed was lower than 1 in all freatment groups, not showing statistical differences regarding the
control one. The obtained results suggest that HBsAg-HbcAg vaccine candidate administered by intransal route is
neither irritating nor induces local damages in the nasal mucose in rats.
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Introduccién

El antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B
(HBsAg), obtenido por técnicas deingenieriagenética
enlalevaduraPichia pastorisconstituye el ingrediente
farmacéuti co activo de lavacunarecombinante cubana
contra la hepatitis B, HeberBiovac-HB®, registrada
nacionalmente desde 1990 [1], con la cual se han
realizado numerosos estudios clinicos en Cubay en

. Autor de correspondencia

otros paises [2-5]. Las tendencias actuales en el
desarrollo de productos biofarmacéuticos han
impulsado la busqueda de nuevas estrategias para €l
empleo del HBsAg, en disefios que incluyen
formulaciones novedosas, esquemas de inmunizacion
diferentes o rutas de administracion no convencionales,
como laviamucosal.

1. CECMED, La Habana, Cuba. Expedien-
te de Registro Sanitario No. 1. Marzo Regist
Nos 1990;1335-10,1336-20.
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La administracion de vacunas por via mucosal
constituye un enfoque promisorio a partir de las
ventajas que reporta sobre lainmunizacién parenteral
comunmente utilizada. Se ha comprobado que la
inocul acion por estetipo de ruta, especificamente por
viaintranasal induce estimulacion local delarespuesta
mucosal mediadapor IgA, repuestacelular delinfocitos
T citotéxicos CD8+, linfocitos T auxiliadores CD4+
y de células “natural killer” [6]. A estas ventgjas se
sumael hecho de quelaadministracion mucosal dimina
€l riesgo deinfeccion asociado cominmente con el uso
de jeringuillas, disminuye la necesidad de personal
calificadoy abaratalalogisticadelavacunacion [7].

Lavianasal hasido empleadaen |laadministracion
de vacunas, como FluMist™, producida por
Medlmmune Vaccines Inc., para la inmunizacion
contralosvirusinfluenzaA 'y B, lacual se encuentra
registrada en Estados Unidos. En 1997 serealiz6 el
primer estudio en humanos que demostré que la
vacunacion por larutanasal conlasubunidad B dela
toxina colérica (CTB) recombinante inducia la
produccién de anticuerpos |gA elgG especificos, con
pocos efectos adversos [8].

A partir de estas experiencias y de las ventajas
descritas paraestarutade administracion, en el Centro
de Ingeniera Genética y Biotecnologia, La Habana,
Cuba, se han desarrollado nuevos candidatos vacunales
contra la hepatitis B por via intranasal, como el que
combinaHBsAg con el antigeno delanucleocdpsidao
coredel virusdelahepatitis B (HBcAg), obtenido en
E. coli mediante la expresion del gen quelo codifica
Esta comprobado que este antigeno es una excelente
molécula “carrier” para antigenos homologos y
heterélogos [9-14] y que constituye un potente
inmunogeno paraanimal es de experimentacion cuando
es administrado por via nasal [15]. Su efecto
inmunopotenciador sobre el HBsAg cuando ambas
mol éculas son coadministradas ha sido comprobado
en estudiosutilizando ratonesdelalineaBALB/c[16].

Estos resultados hacen de la formulacion de
HBsAg-HBCcAg un candidato vacunal atractivo para
Ilevar acabo estudios clinicos, antes delos cuales es
necesario comprobar en model os animales, entre otros
aspectos, que la administracién de este producto no
causa efectos adversos a nivel local que alteren la
funcién protectorade lamucosa. Con ese objetivo se
disefi6 un estudio en el cual se determind el potencial
irritante de HBsAg-HBcAg al ser inoculado en ratas
por viaintranasal, cuyos resultados son expuestos en
el presente trabajo.

Materiales y métodos

Sustancia de ensayo

El candidato vacunal HBsAg-HBcAg fue obtenido bajo
condiciones de Buenas Précticas de Produccion (BPP)
y suministrado por el Grupo de Desarrollo de
Formulaciones del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, Cuba, luego de realizados estudios en
los que se comprobd su esterilidad, apirogenicidad,
caracteristicas organolépticas, pH, concentracion de
proteinas e inmunoidentificacion seguin las especi-
ficaciones de calidad establecidas[17]. El producto fue
formulado arazén de 0.1 mg/mL deHBsAg/0.1 mg/mL
de HBcAg disueltos en solucion de fosfato de sodio
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8 mM, cloruro de sodio 140 mM y EDTA 6 mM en
agua para inyeccion, cantidad suficiente para (csp)
0.5 mL, lo cua constituye la dosis terapéutica para
humanos. Como placebo seutilizé lamismaformulacion
preparada sin HBsAg-HBCAQ.

Animales

El disefio del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica Local. Se emplearon 30 ratas machos de la
sublinea Cenp: SPRD ALY © (Sprague-Dawley)
suministradas por ladivision de roedores gnotobi éticos
del Centro Nacional paralaProduccién de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, Cuba), con un peso
promedio de 195 g. A su llegada a la instalacion los
animales se examinaron clinicamente, se pesaron y
alojaron de forma individual en cajas de makrolon
(Tecniplast, Italia) con lecho de bagazo de cafia estéril .
Se mantuvieron en observacion durante 7 dias antes
del inicio de los estudios en condiciones ambiental es
controladas (temperatura entre 19 y 21 °C, humedad
relativa promedio de 68% y ciclos luz-oscuridad de
12 horas), las cual es permaneci eron constantes durante
la fase experimental. El alimento estéril (ALY co,
CENPALAB) fue suministrado diariamente arazon de
25 g por animal y el agua se suministro at libitum.

Disefio del experimento

Para el disefio de este estudio fueron utilizados
elementosdelanormal SO 10993-10[18] quedescribe
pruebas in vivo deirritabilidad.

Se conformaron cinco grupos de tratamientos, de
seisanimales cada uno, seleccionados al azar mediante
unalistageneradapor e programaAleator [19]. Fueron
administradosdelasiguienteforma: grupo I, animales
no tratados; grupo II, placebo; grupo IlI, dosis
terapéuticacalculada pararatas de 195 gramos de peso
promedio (0.7 pg/kg); grupo 1V, 10 veces la dosis
terapéutica (7 pg/kg) y grupo V, 20 veces la dosis
terapéutica (14 pg/kg).

Los animales fueron anestesiados con ketamina
(100 mg/kg) y administrados por viaintranasal arazén
de 25 pL por fosa nasal, utilizando micropipeta
(Gilson, Francia). Serealizaron observacionesclinicas
diarias en busca de signos indicativos de efectos
adversos relacionados con la sustanciaen estudio. El
peso corporal fue controlado los dias 0, 1y 6 del
estudio y diariamente el consumo de alimento.
Veinticuatro horas después de la primera adminis-
tracion, fueron sacrificados tres animales por grupo
mediante sobredosis de ketamina (Ketalar™,
Revetmex, México). Los tres animales restantes de
cadagrupo recibieron untotal de cinco inocul aciones,
luego de las cuales (dia 6 del estudio) se realizé
eutanasia siguiendo igual procedimiento. Durante la
necropsia se realizd observacion macroscopica de
todoslos 6rganosy setomaron muestras de laregion
anterior, media y posterior de la mucosa nasal, del
encéfalo y pulmones, las cuales fueron procesadas
siguiendo el método acido férmico-citrato de sodio
[19] y observadas en un microscopio simple Carl Zeiss
con aumentos 40X y 100X.
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del indicedeirritacion[18]. Losindicadoresanalizados
(apariencia del epitelio, infiltracién leucocitaria,
congestion vascular y edema) recibieron un valor en
funcion de suintensidad (Tabla 1), registrada durante
la evaluacion histol6gica de las muestras procedentes
de cada animal, en ambos tiempos de sacrificio (24
horasy dia 6 del estudio).

El nimero asignado a cadaindicador por animal fue
promediado para obtener un valor por grupo de dosis

S¥g  Sve.

Zxn Zxn

(Vo) y apartir deesto, secalculo € li seglinlasiguiente
formula:

donde:
Vg: Vaor promedio asignado acadaindicador en el
grupo de tratamiento
Z: Numero de indicadores (4)
n: NUmero de animales (3 en cada sacrificio)
Vc: Valor promedio asignado acadaindicador en el
grupo control (no tratado)
El indice deirritacién obtenido para cadagrupo en
ambos tiempos de sacrificio fue comparado con los
valoresdelatabladeclasificacion (Tabla?2).

Procesamiento de datos

Las variables usadas para €l tratamiento estadistico
fueron el peso corpora (PC), el consumo diario de
alimentos (CA) y loshallazgos hi stopatol 6gicos (HH).
En todos los casos se estimaron las medidas de
tendencia central y dispersion (media, desviacion
estandar, valores maximos y minimos).

El procesamiento de los datos se realizod utili-
zando el programa SSPS 8.0 sobre Windows [21].
Para los andlisis de PC y CA se verificaron los
supuestos de normalidad (pruebas de K olmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk) y homogeneidad de
varianzas (prueba de Levene) en cada tiempo de
evaluaciény paracada sexo, aplicandose analisisde
varianza (ANOV A) paramétrico o la alternativa no
paramétrica (prueba de Kruskall-Wallis); en este
ultimo caso se realizé la correccién de gjuste de
Bonferrony [22]. Se realizaron comparaciones
pareadas en los interval os consecutivos, utilizando
la prueba t pareada o la prueba de Wilcoxon, en
funcién del cumplimiento del supuesto de apro-
ximacion por una distribucion normal. Los datos
resultantes del estudio histopatolégico fueron
analizados a través de la construccion de las tablas
de clasificacion cruzadas, con la prueba de
independencia asociada (prueba exacta de Fisher).
Serealizé el andlisis, ademas, delarelacion entre el
peso corporal y el consumo de alimento, atravésdel
ajuste de un modelo de regresion lineal .

Resultados

Observaciones clinicas

En las observaciones realizadas diariamente, no se
evidenciaron signos de toxicidad local en ninguno de
los animales en estudio. No se reportaron cambios
en la piel ni en el pelo, en los 0jos y membranas
mucosas. Los animales mantuvieron una adecuada
actividad somatomotora y el comportamiento y
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Tabla 1. Valor asignado a cada indicador evaluado en funcién de su intensidad

Valor asignado

Indicadores
0 1 2 3 4
L o Normal/  Degeneracién . . Erosion
Apariencia del epitelio . Metaplasia Erosién focal h
intacto celular generalizada
Infiltracién Ausente Minima Media Moderada Marcada
leucocitaria (menor de 25)*  (entre 26-50)*  (entre 51-100)* (mas de 100)*
Congestién vascular Ausente Minima Media Moderada Severa
Edema Ausente Minimo Medio Moderado Marcado

*células por campo

Tabla 2. Clasificacién de la sustancia de ensayo segun
el indice de irritacién

Valor del li Grado de Irritacién
0 Sustancia no irritante
1-4 Irritacién minima
5-8 Irritacién media
9-11 Irritacién moderada
12-16 Irritacién severa

respuesta ante estimul os fue normal paralaespecie.
No se observaron estornudos ni movimientos de
rascado. Del sitio de administracion fue descartadala
presencia de signos como edema, eritema, rinorrea,
decamaciones, prurito, cambio de coloracion y
pustulas. No se reportaron muertes.

Comportamiento del peso corporal

A las 24 horas de comenzado el estudio se evidencié
pérdida de peso promedio en los animales de todos | os
grupos, incluido & grupo | (no tratado), no existiendo
diferenciassignificativasentre estos (p=0.135). El dia6
del estudio, después de cinco administraciones, se
observé quelosanimalesdelosgruposnotratado (1) y
administrado con ladosisterapéutica(l1) mantuvieron
la disminucion de peso, mientras que aquellos
pertenecientes alos gruposinoculados con las mayores
dosis aumentaron su peso promedio (Tabla 3).
Estadisticamente, sin embargo, tampoco se evidencié
significacion entre estos valores (p=0.075).

Se ajustd un modelo de regresion lineal para
establecer una posible relacién entre la disminucién
de peso observada y €l consumo de alimento, y se
determind que no existio relacion significativa entre
ambos parametros, |o queimplicaque aiin cuando los
animalesen general perdieron peso durante el estudio,
mantuvieron un consumo de alimento normal, acorde
alo establecido parael sexoy laespecie empleada.

Consumo de alimento

El consumo de alimentos reportd valores similares
entre |os grupos para cada dia de evaluacion, sin que

Tabla 3. Variaciones en el promedio de peso corporal
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PC (g) = DS
Grupos -
Dia 0 24 horas Dia 6 del estudio
| 208.2+2.32 206+7.94 194+6.08
1 186.3+2.5 184+0.58 182.7+£5.69
1l 198.8+£5.64 194.7+5.03 198.3+£5.03
v 192.2+7.57 190.3+5.03 199.0+10.39
\4 194.7+2.42 190.0+13.23 198.7+9.07
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se apreciaran diferencias significativas (Test de
Kruskall Wallis, p>0.05) obteniéndose un valor
promedio de 17.5 g de alimento consumido diariamente
(Figura 1). Las comparaciones pareadas de |os datos
permitieron determinar que no se detectaron
variaciones consecutivas significativasen el consumo
diario de alimento en los grupos de tratamiento (Test
deWilcoxon, p>0.05).

Hallazgos macroscépicos

Durante la observaci 6n macroscopicano fue reportada
ningunaalteracion morfol égicaenlos 6rganosy tejidos
inspeccionados durante |a necropsia.

Evaluacién histolégica

En el estudio histopatol 6gico se analizaron muestras
delamucosanasal (seccién anterior, mediay posterior),
pulmones y encéfalo de los animales sacrificados
24 horas después delaprimeraadministraciony el dia
6 del estudio. Los hallazgos reportados fueron
clasificados seguin lo descrito enlatabla 1.

Enlosanima esquerecibieron unasolaadministracion
y fueron sacrificados 24 horas posteriores a ésta se
observ6, como signo relevante, la presencia de
congestion vascular minima y media, que estuvo
presente en latotalidad de los animales, incluidos los
no tratados. Se observo ademasinfiltracion delinfocitos
minima, reportada en algunos animales de los grupos
tratados (Figura 2).

En las muestras de encéfalo y pulmones no se
detecté ningunaanomaliaque pudierarelacionarse con
lainoculacidn del candidato vacunal utilizado.

Después de cinco administraciones, la evaluacién
histopatol 6gica realizada permitié determinar la
presencia de infiltrados linfoides, clasificados como
minimosy medios, asi como granulocitos neutrofilos
dispersos en dos animales de los grupos IV y V. Se
report6 también congestidn vascular media, resultados
muy similares alos obtenidos en el estudio realizado
tras una sola administracion (Figura 3).

No sereportaron edemasy laaparienciadel epitelio
fue normal, sin signos de degeneracion celular,
metaplasia 0 erosion. Las muestras de encéfalo y
pulmones no arrojaron evidencias de dafio atribuible a
la sustancia de ensayo.

Al realizar el célculo del indice deirritabilidad a
partir de los valores asignados a cada indicador,
segun la férmula anteriormente descrita, se
obtuvieron valoresinferioresa 1 (Tabla 4), los que
al ser comparados con la tabla de clasificacion de
sustancias (Tabla 2), evidenciaron que la sustancia
de ensayo no present6 caracteristicasirritantes para
lamucosanasal, aun después de ser administradade
forma repetida durante 5 dias en dosis de hasta 20
veces la terapéutica.

Discusién

Laadministracién mucosal, especificamente por via
intranasal de productos de origen recombinante ha
sido poco explorada desde el punto de vista
preclinico. El hecho de que sélo dos capas de células
separen el lumen delacavidad nasal de unavastared
de vasos sanguineos en lalamina propria hace a la
mucosa nasal vulnerable a los efectos adversos de
formulaciones administradas por estavia[23].
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Figura 1. Consumo promedio de alimento (g) durante el estudio.

En nuestro estudio se determind €l potencial irritante
del candidato vacunal HBsAg-HBCcAQy seexploraron
los posibles efectos adversos generados por la
administracion intranasal de este producto, luego de

23. Marttin E, Nicolas GM. Nasal muco-
cilliary clearance as a factor in nasal drug
delivery. Advanced Drug Delivery Reviews
1998;29:13-38.

a

Figura 2. Observacién microscépica del sitio de administracion de HBsAg-HBcAg después de una inoculacion.
A: Congestién vascular (flecha) en la ldmina propia del epitelio nasal de un animal del grupo control no
tratado. B: Infiltracion de linfocitos (flecha) en la ldmina propria del epitelio nasal de un animal del grupo
tratado con la dosis terapéutica (100 X).

Figura 3. Observacién microscépica del sitio de administraciéon de HBsAg-HBcAg, luego de cinco inoculaciones
sucesivas. A: Congestion vascular (flecha) de la lamina propria del epitelio nasal de un animal del grupo
control no tratado. B: Infiltracién de linfocitos y polimorfonucleares (flechas) en la lémina propria del epitelio
nasal de un animal tratado con 20 veces la dosis terapéutica (40X).
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una Unica inoculacion y tras cinco administraciones
sucesivas de dosis hasta 20 veces mayoresque ladosis
terapéutica, calculada para ratas de 195 g de peso
promedio. En las observaciones clinicasrealizadas no
seevidenciaron alteraciones etol 6gicas ni morfol dgicas
que pudieran ser atribuibles ala sustancia en estudio.
El hecho de quelossignostipicosdelairritacion nasal
(estornudos, edemas, rinorrea, prurito) [24, 25] no
fueran observados constituye un elemento importante
al evaluar laseguridad del producto.

Unaobservacion interesante es el hecho de quelos
animales, en general, disminuyeron de peso durante el
experimento, aln cuando mantuvieron un consumo de
alimento dentro del rango establ ecido paraestaespecie
y sexo, comportamiento observado tanto en los que
se sacrificaron 24 horas después de la primera
administracién como los que se mantuvieron hasta el
dia6 del estudio. En nuestro criterio, estadisminucion
del PC no estuvo relacionada con el producto
inoculado, ya que se presentd incluso en el grupo que
no recibio tratamiento. En el caso delosanimales que
recibieron cinco administraciones el PC aumento
ligeramente en los grupos de dosis y disminuy6 en el
que recibié lainocul acion con placebo y en el grupo
gue no fue administrado, lo cual aporta fortaleza al
criterio yamencionado. El estrés por lamanipulacién
reiteraday las sucesivas administraciones de anestésico
fueron, segln suponemos, las responsables del
comportamiento erratico de este parametro en nuestro
estudio, de lo cual hay antecedentes en los reportes
realizados por otros autores[26, 27] y coincidecon lo
referido en labibliografiaespecializada[28, 29].

Laevaluacion histopatol égicano arroj6 signos que
indicaran efectos adversos en la mucosa nasal tras la
administracion Unicay reiterada de HBsAg-HBCAQ.
L os signos mas rel evantes fueron congestion vascul ar,
resultado delahiperemiafisiol6gicanormal del epitelio
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nasal [30, 31] y la presencia de agregados linfoides
difusos en este tejido, sin evidencias de reaccion
inflamatoria. Lalaminapropriadelamucosacontiene
poblaciones mixtas de linfocitos fundamental mente
T, CD4+Yy células B, que exhiben un fenotipo decélulas
activadas como consecuencia de su actividad en la
inmunidad mucosal, por lo que la presencia de
agregados linfoides reportada en nuestro trabajo forma
parte delaanatomiafuncional de estetejido [32-34].

Al comparar losvaloresdel i calculados (Tabla4)
conlatabladeclasificacion (Tabla2) seevidencio que
la sustancia de ensayo no presenta caracteristicas
irritantes para la mucosa nasal, aun después de ser
administradade formarepetidadurante 5 diasen dosis
de hasta 20 veces la terapéutica. En todos los grupos
tratados el indice deirritacion cal culado fue muy bajo
(>1), clasificando a esta sustancia como un candidato
vacunal no irritante paralamucosanasal.

Nuestros resultados en esta eval uacion evidencia-
ron que laaplicacion reiteradade HBsAg-HBcAg no
altera la morfologia celular de la mucosa nasal, no
causa dafios histopatolégicos en los 6rganos
estudiadosy no produce signosdeirritacion local, lo
guesi bien no esconcluyente paralograr laaprobacion
de su empleo en humanos, constituye unaimportante
premisa para evaluar su seguridad antes de realizar
estudios clinicos futuros.

Tabla 4. Valor del indice de irritabilidad para cada grupo
de tratamiento después de cinco administraciones
sucesivas del candidato vacunal HBsAg-HBcAg

Grupo indice de irritabilidad
| R
1l 0.08
1l 0.25
[\ 0.50
\ 0.66
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