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RESUMEN

Las proteinas recombinantes con elevada pureza son atractivas para el desarrollo de vacunas. Sin embargo,
generalmente poseen una pobre inmunogenicidad, y cuando se administran en adyuvantes de aluminio —que son
los universalmente aceptados- desarrollan un perfil de respuesta Th2 que no es adecuado para la inmunizacién
contra agentes patégenos como el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1). Para combatir la
infeccion con el VIH-1 se precisa una estrategia vacunal que induzca fuertes respuestas de tipo celular. El objetivo
de esta investigacién fue obtener una elevada respuesta inmune celular especifica para un antigeno recombinante
multiepitopico, que incluye secuencias de interés vacunal del VIH-1. Para lograr esto se utilizé la cualidad adyuvante
de los antigenos de superficie (HBsAg y S) y de la nucleocapsida (HBcAg y C) del virus de la hepatitis B (VHB) en
administraciones por las vias parenteral y/o mucosal. Después de inmunizar ratones con formulaciones de estos
antigenos, se evidencié que la mezcla del antigeno recombinante multiepitépico del VIH-1 (CR3) con los antigenos
de la superficie y la nucleocapsida del VHB genera una fuerte respuesta de tipo Th1 —detectada por el incremento
de la frecuencia de células secretoras de IFNgy de la proliferacién de células CD4+ y CD8+— luego de inoculaciones
parenterales y nasales. Adicionalmente, se demostré que la coinmunizacién a través de las rutas nasal y parenteral
permite generar respuestas inmunes mds potentes que por la via parenteral, y que respuestas preexistentes
especificas contra los antigenos del VHB no impiden el desarrollo de una fuerte respuesta celular CD4+ y CD8+
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especifica para la proteina CR3.

Introduccién

Se necesitan nuevos adyuvantes y estrategias parala
obtencion de candidatos vacunales contra el virus de
la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) que
promuevan respuestas inmunes en compartimentos
sistémicos y mucosales. El desarrollo de una vacuna
profilacticao terapéuticaes un areadeintenso trabajo
paralacomunidad cientificainternacional . Sin embargo,
los resultados hasta estos momentos han sido
decepcionantes. A su vez, los éxitos con las terapias
antirretroviralesy su extensién aun nimero creciente
de pacientes, podrian cambiar la pandemiaaun nuevo
escenario en el que predominen los aislamientos
recombinantes, los genes mutantes que confieren
resistenciaaestasterapiasy un aumento significativo
del nimero de pacientes coinfectados con otrosvirus.
Se conoce que la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficienciahumanay el virusdelahepatitisC
(VIH-VHC) puede llegar hasta més del 50% de los
seropositivos a VIH en algunos territorios [1] vy se
sabe que del 70 al 90% de estos seropositivostienen o
tuvieron unainfeccion activacon el VHB [2-4]. Estas
coinfecciones disminuyen la eficaciay aumentan los
eventos adversos en las terapias; ademas, aceleran la
progresion de algunas enfermedades, como se ha
mostrado con el VHC y el VHB [5, 6]. Hay algunas
zonas donde |a epidemia sigue en alarmante aumento
como en Africasubsahariana—Ilade Sudéfricaes una
delas peoresen el mundo—y el Caribe[7]. Por todo
esto, la obtencién de una vacuna efectiva contra el
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VIH-1 contindasiendo un objetivo priorizado parala
comunidad cientificainternacional .

Luego de intensos estudios de la infeccion por el
VIH-1, se han acumulado numerosas evidencias que
enfatizan laimportanciade larespuestainmune celular
paracontrolar lareplicacionviral [8]. Actualmente, se
encuentran en estudio varias proteinasy polipéptidos
multiepitopicos del VIH-1y se utilizan diversas
estrategias para generar respuestas celulares. Las
estrategias |ideres se basan en €l uso de vectoresvivos
recombinantes, como el canarypox y el adenovirus[9,
10]; pero estos tienen varias desventajas. Entre las
principales desventajas esta la imposibilidad de usar
talesvectores en esquemas deinmunizacion quelleven
variasinocul aciones parenterales, yaque lainmunidad
antivector puede llegar aser entre 20y 30 veces mayor
gue larespuesta contralaproteinarecombinante[11].
Ademés, para algunos de esos vectores existe una
respuesta preexistente muy fuerte en las poblaciones
humanas donde hay elevadaincidenciadeinfecciones
por la variante salvaje [12]. Por estas razones, sus
posibilidades de éxito son limitadas.

La ingenieria genética es una potente herramienta
paraobtener antigenos vacunal es recombinantes puros.
Sin embargo, se conoce que estos antigenos son poco
inmunogénicos. Por esto, el objetivo fundamental en el
desarrollo deadyuvantesesmejorar lainmunogenicidad
de los antigenos (Ag) recombinantes, eliminando €
riesgoy latoxicidad asociados con laadministracion del
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Ag en el microorganismo original. Sin embargo, la
toxicidad intrinseca de los adyuvantes ha sido una
limitacion importante para el desarrollo de adyuvantes
vacunalesy de nuevas formulaciones.

Paraobtener unaproteinamultiepitépicaconinterés
vacunal se seleccionaron diversas regiones epitopicas
del VIH-1 considerando: 1, aparicion en lainfeccidn
natural de respuestas celulares importantes; 2,
relativamente poca variabilidad; 3, representacion de
varias proteinas virales y 4, representacion de los
haplotipos HLA més frecuentes. Asi, se concibié la
proteina recombinante CR3 que contiene varios
epitopos paralinfocitos T citotoxicos(CTL), linfocitos
T auxiliadores (Th) y células B de diferentes
aislamientos pertenecientes al subtipo B del VIH-1
[13]. En un trabajo previo se demostrd que los
epitoposincluidos en CR3 sereconocen ficientemente
por CTL generados durante la infeccion natural en
pacientes[14]. Por otraparte, nuestro grupo detrabajo
habia evidenciado que, luego de inoculaciones
mucosalesy parenterales con lamezcladel HBcAg +
HBsAg se obtenia una inmunodesviacién Thl en la
respuesta anti-HBsAg, alavez que un sinergismo en
la respuesta inmune a ambos Ags [15]. Por esto, se
penso en el posible uso adyuvante delaanterior mezcla
deAg.

El objetivo propuesto entonces fue desarrollar una
formulacion novedosa para inocul aciones parenteral
y/o mucosal queincrementelainmunogenicidad deun
Ag multiepitépico del VIH-1 (CR3). Estos estudios
seencaminan a desarrolloy produccién de candidatos
vacunales profil&cticos y/o terapéuti cos que permitan
Su Uso en estrategias de administracion vacunal adosis
repetidas con efecto en compartimentos mucosalesy
sistémicos.

Resultados y discusién

Demostracién del efecto adyuvante Th1 de
la mezcla HBsAg con HBcAg [16]

Con el objetivo de estudiar el efecto adyuvante de
los Ag desuperficiey lanucleocapsidadel VHB sobre
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la respuesta anti-CR3, se realizaron inocul aciones
mucosales [via intranasal (in)] y parenterales [via
subcuténea (sc)] con diferentes mezclas de CR3 con
cadaAg del VHB por separadoy con ambosalavez.
Ademas, se incluyeron grupos controles como, la
proteina CR3 sola y otros. Las inoculaciones
mucosal es se hicieron diluyendo el inmundgeno en
una solucion tampon fosfato salino. Para la via
parenteral se usé como adyuvante el fosfato de
aluminio (AIPO4) que se escogi6 tomando en cuenta
el punto isoel éctrico de CR3y su probadainocuidad
en seres humanos. Estudios preliminares habian
mostrado que lamezclaHBcAg + HBsAg + CR3 en
solucién salina, sin adyuvantes, es muy poco
inmunogénica. Luego deinmunizar ratones Balb/c con
lacombinacion delostresantigenos, HBcAg + HBsAg
+ CR3 por lasrutas sc ein, se generaron apreciables
frecuencias de células especificas para CR3 secretoras
de IFNg, superiores a otros grupos ensayados,
excepto CR3 + HBsAg via in, que se comporté de
modo similar (Figura 1). Sin embargo, pudo
demostrarse laimportanciadel HBcAg enlainduccion
de una respuesta Thl. A su vez, estudios mas
profundos con los animales inoculados con la
formulacion HBcAg + HBsAg + CR3 evidenciaron
gue se estimulabala proliferacion de células CD4+y
CD8+ especificas, no solo para CR3 sino para €l
HBsA(g en el bazo delos animalesinmunizados. Otro
resultado interesante, demostrado in vitro, fue la
existenciade un efecto de bystander stimulation entre
los Ag CR3 y HBsAg, que potencia la respuesta a
ambos Ag. Estefendmeno podria ser unadelascausas
del efecto adyuvante observado. Por Ultimo, se
demostré que la respuesta humoral anti-HBsAg en
los ratones inmunizados con CR3 + HBsAg + HBCAg
por viasc semantienea mismo nivel quelaquesegenera
en € grupo de los animales inoculados con HBsAQ +
HBcAg, y aunque decae significativamente cuando se
inoculan por viain, aln mantienetituloselevados. Estos
resultados determinaron que se continuara trabajando
conlamezcladelostres Ags[16].
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Figura 1. Cuantificacién de la respuesta especifica anti-CR3 con el ensayo ELISPOT. Ratones Balb/c (H-2d) se inmunizaron por la
via in (A) y sc (B) con: 1, Placebo; 2, S+C; 3, CR3; 4, CR3+C; 5, CR3+S; 6, CR3+S+C. Los esplenocitos se extrajeron 10 dias
después de la ultima dosis y se cuantificaron las frecuencias de las células secretoras de IFNgcomo respuesta a la estimulacién
con la proteina CR3. Como resultado, se muestra el numero de células formadoras de puntos (CFP) por millén de esplenocitos en
mezclas de tres bazos por grupo. La desviacién estandar que se representa corresponde a tres pocillos. Los valores de corte se

destacan con lineas discontinuas.
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Figura 2. Evaluacién de la razén IgG1:2a (A) y la secrecién de citoquinas (IFNg e IL-4), luego de la estimulacién con CR3 (B). Los
sueros para el estudio de los anticuerpos y los esplenocitos para el estudio de la secrecién de citoquinas se obtuvieron 10 dias

después de completado el esquema de inmunizacién.

Comparacion del efecto adyuvante del
fosfato de aluminio con el hidréxido de
aluminio

La seleccién del adyuvante adecuado es un elemento
clave en unaformulacién vacunal. Los adyuvantes de
aluminio se describieron por primeravez ainicios del
pasado siglo. Aunque muchos adyuvantes
experimental es se han descrito, los que estan basados
en el auminio permanecen como los mas ampliamente
usadosen lasvacunas hastalaactualidad. A suvez, los
datos a partir de ensayos con vacunas terapéuticas
indican que son necesarias multiples dosis para
incrementar larespuestainmune, asi como el nimero
de pacientes que responden de manera positiva. Por
tanto, se necesitan adyuvantes que posean muy baja
toxicidad. En tal sentido, los adyuvantes de aluminio
son ideal es, yaque han mostrado un perfil de seguridad
elevado en millones de dosis administradas a seres
humanos. El hidréxido de aluminio (AIOCH) y el
fosfato de aluminio (AIPO4) son los adyuvantes de
aluminio méas usados en vacunas comerciales. El
primero es el adyuvante de la vacuna Heberbiovac
HB, producida en el Centro de Ingenieria Genéticay
Biotecnologia (CIGB) y utilizada para la prevencion
de la infeccion por el VHB. Por esto, se decidio
comparar, de manera experimental, la respuesta
inmune inducida por ambos adyuvantes en la
formulacion previamente seleccionada [17].

L os experimentos con ratones inmunizados con la
mezcladelosAg HBcAg+HBsAg+ CR3evidenciaron
que el AIOOH favorecié unamayor polarizacion Thl
de la respuesta anti-CR3 (razén 1gG1/1gG2a) (p <
0.05), y potencid la secrecion de IFNg con respecto a
lalL-4 (p<0.05) (Figura?2). Laabsorcion delosAga
ambos adyuvantes es muy eficiente, por 1o que este
factor no permitié explicar las diferencias halladas.
Anteriormente, otros autores encontraron diferencias
entre ambos adyuvantes [18]; pero alin las calisas son
desconocidas. A partir de estos resultados, se decidio
continuar €l estudio con el empleo de AIOOH paralas
inmunizaciones parenteral es.
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Comparacién entre diferentes formas de
preparar la mezcla de los Ag

En los experimentos previos, los Ag se mezclaron y
adyuvaron a mismo tiempo con el hidréxido de
auminio (mezclasimple); sin embargo, esimportante
la comparacion entre diferentes formas de conformar
lamezcla. Cuando setrabajacon varios Ag esposible
quelasinteraccionesentreelosinfluyan enlaadsorcion
del agregado resultante y, como consecuencia, la
presentacion al sistemainmune, lo cual podriagenerar
diferencias cuantitativas y/o cualitativas en las
respuestas inmunes de los animales.

Paraestudiar y comparar in vivo el efecto quetiene
laformade preparar lamezcladeAg sobrelafrecuencia
de células secretoras de IFNg, se realizaron varias
mezclas en las que primero se incubaron dos Ag por
separado, para més tarde afiadir el tercero. Estas
mezclas se compararon con la mezcla simple de los
tresAg alavez. Después de lasinmunizaciones no se
observaron diferencias estadisticas en cuanto a la
frecuencia de células secretoras de IFNg anti-CR3
entrelas mezclas; aunque lamezclasimple alcanzé los
mayores niveles de secrecion (Figura 3). Tomando en
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Figura 3. Cuantificacién de la respuesta anti-CR3 usando ELISPOT
IFNg Se inmunizaron ratones Balb/c con diferentes formulaciones
de los antigenos. Entre paréntesis aparecen los antigenos que se
mezclaron primero, antes de la adicién del tercero.
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consideraciéon que las variantes de mezclas no
aportaron una mejora de la respuesta inmune y que
son mas laboriosas de preparar, se decidié continuar
laexperienciaconlamezclasimple delosAg.

Coinoculaciones por las rutas mucosal y
parenteral

Varios reportes de la literatura han demostrado que
las coinmunizaciones por las rutas mucosal y
parenteral generan mayores niveles cuantitativos y/
o cualitativos de la respuesta inmune [19-22].
Tomando estos trabajos como referencia, se decidio
comparar |las respuestasinmunes generadas luego de
lainmunizacién parenteral y de las coinocul aciones
por las vias nasal y parenteral.

Los ratones de los grupos experimentales y
controles se inmunizaron con iguales dosis totales
para cada Ag, de las mezclas preparadas con los
mismos procedimientos y similar adyuvacion. Los
resultados se correspondieron con |os reportados por
otros grupos. En tal sentido, se evidencié que los
animales inmunizados por via in y luego sc
desarrollaron mayor frecuencia de células secretoras
de IFNg anti-CR3 en comparacion con los inoculados
por lavia sc solamente (Tabla 1). Ademés, se obtuvo
una reduccién en la razén de anticuerpos 1gG1:2a
anti-HBsAg. Estos estudios demostraron que la
combinacién de rutas de inocul acion aportamejoras
en algunos parametros inmunes medidos en
compartimientos sistémicos con respecto a la
inmunizacion parenteral .

Influencia de la respuesta preexistente anti-
HBsAg y anti-HBcAg sobre la respuesta anti-
CR3

El estudio de la influencia de la respuesta
preexistente a los Ag del VHB es muy importante
porque podria limitar el desarrollo de la respuesta
anti-CR3 para esquemas terapéuticos en pacientes
seropositivos al VIH-1 coinfectados con el VHB,
en aquellos pacientes que eliminaron el VHB
espontaneamente y en los vacunados contra la
hepatitis B. Por esto, se decidié evaluar lainfluencia
de la respuesta anti-HBcAg y la respuesta
combinada anti-HBcAg y anti-HBsAg sobre la
proliferacion de células CD4+ y CD8+ anti-CRS3.
El examen de la respuesta anti-HBcAg simula la
condicién de un paciente enfermo crénico con VHB
y larespuesta combinada aambos Ag, lainmunidad
natural alainfeccién, lo cual es el peor escenario
gue se puede analizar.

Luego de inmunizar ratones para generar las
respuestas preexistentes a los Ag del VHB, se
inmunizaron con lamezcla CR3 + HBsAQ + HBCAQ.
Como muestralafigura4, larespuestaproliferativade
las células CD4+ especificas para CR3 no se afecto
significativamente en ninguno de los dos escenarios
evaluados. La respuesta proliferativa de las células
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Tabla 1. Comparacién entre los grupos inmunizados por via parenteral y por ambas rutas. Resultados de
CFP por 10¢ de células de bazo en ELISPOT IFNg anti-CR3 luego de la reestimulacion in vitro durante

siete dias.

Grupo Ratén  CR3 Grupo Ratén CR3
CR3 + HBcAg + HBsAg viasc 1 1260 CR3 + HBcAg + HBsAg Tra.y2da. 1 3710
Dosis por via in; 3ra. y 4ta.
9 1160 Dosis por via sc 9 ~8000
3 800 3 >8000
4 1220 4 2540

CD8+ solo se afectd de manera significativa cuando
hubo respuestas previas a ambos Ag del VHB (p <
0.05); aunque no desaparecio por completoy llegd a
tener alin un nivel importante. En cual quier caso, este
resultado demostré que larespuesta preexistente alos
Ag del VHB no impidi6 el desarrollo de la respuesta
celular anti-CR3.

Conclusiones

Estosresultadosevidencianlapotenciaidad delamezcla
HBsAg + HBcAg como adjuvante Thl para proteinas
obtenidas por viarecombinante. En particular, ssmostré
gue estosAg del VHB posibilitan lainduccién de una
respuesta Thl con células CD4+ y CD8+ especificas
para la proteina multiepitépica CR3 del VIH-1. Esto
no impide €l desarrollo de las respuestas humoral y
celular anti-HBsAg. En tal sentido, con laformulacion
evauadaexistelaposibilidad de obtener proteccion contra
lahepatitisB como un beneficio adiciona . Paraproteger
esta estrategia novedosa se present6 una aplicacion de
patente en €l afio 2003 [23]. Actualmente se redlizan
diversos estudios para profundizar en € conocimiento
delos mecanismos que explican estos resultados.
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Figura 4. Estudio de proliferacién de células CD4+ y CD8+
anti-CR3 tras utilizar la tincién con CFSE y el andlisis por
citometria de flujo. Grupos: 1, control positivo; 2, placebo; 3,
con respuesta preexistente al HBcAg; 4, con respuesta
preexistente al HBcAg y al HBsAg.
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