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Resumen

RESUMEN.

La hepatitis B es una infeccion hepatica potencialmente mortal causada por el virus
de la hepatitis B (HBV). Aun hoy en dia, constituye un importante problema de salud a
nivel mundial, afectando a mas de 350 millones de personas. Al igual que para muchas
otras enfermedades infecciosas, la vacunacion desempefa un papel clave en el control
de esta enfermedad. El principal antigeno de este virus y de mayor importancia en la
induccion de proteccion, es su antigeno de superficie (HBsAg). En la naturaleza, este
antigeno esta compuesto por tres proteinas de la envoltura del HBV que se sintetizan
mediante el uso alternativo de tres codones de inicio y un unico codén stop, generando
asi tres glicoproteinas de diferentes tamafios denominadas S (Small), M (Middle) y L
(Large). Estas proteinas no solo se incorporan en la envoltura de los viriones, sino que,
ademas, tienen la capacidad de autoensamblarse formando estructuras vacias llamadas
particulas pseudovirales (VLPs, Virus-like Particles). Estas imitan la conformacion del
virus nativo, pero carecen del genoma viral, lo que las convierten en excelentes

candidatos vacunales. En la actualidad, las vacunas para hepatitis B que se

comercializan en Latinoamérica y en gran parte del mundo son vacunas de segunda
generacion, producidas mediante tecnologia de ADN recombinante en levaduras,
expresando solo la proteina de superficie S en su forma no glicosilada. Si bien esta
vacuna ha demostrado ser eficaz y segura, alrededor de un 10% de la poblacién no
logra desarrollar una respuesta inmune protectora o solo muestra niveles muy bajos de
anticuerpos anti-HBV luego de la vacunacion. Existe hoy en dia una vacuna de tercera
generacion para hepatitis B, a base de VLPs compuestas por las tres proteinas de
superficie del HBV en sus formas glicosiladas, expresadas en células de mamiferos. Se
ha reportado que esta vacuna es capaz de ofrecer proteccion a individuos
inmunocompetetentes no respondedores a las vacunas de segunda generacién y de
inducir una respuesta inmune mejorada en personas inmunodeprimidas. En este
trabajo, se describe el desarrollo de lineas celulares CHO-K1 y HEK293 recombinantes
estables, capaces de producir y secretar particulas pseudovirales compuestas por las
tres proteinas de superficie del HBV (HB-VLPs), como un candidato vacunal de nueva
generacién para hepatitis B.

En una primera instancia, se evaluo la posibilidad de llevar a cabo la expresion de
las proteinas recombinantes bajo el control del promotor nativo del HBV. Esta estrategia
tuvo como objetivo aprovechar los mecanismos regulatorios naturales que el virus ejerce
a nivel transcripcional y post-traduccional que conducen a la secrecion de particulas

esféricas, donde su envoltura esta compuesta por diferentes proporciones de las tres
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proteinas de superficie. Sin embargo, los niveles de expresion obtenidos mediante esta
construccion no resultaron satisfactorios, por lo que se decidié cambiar de estrategia.

En una segunda instancia, la expresion de cada una de las proteinas
recombinantes se llevd a cabo empleando un promotor humano heterélogo fuerte
(Elongation Factor 1-a). En este caso, los niveles de expresion observados tanto en las
lineas recombinantes HEK como CHO, resultaron superiores respecto a la primera
estrategia. Sin embargo, la productividad y composicion de las HB-VLPs resultd
diferente: mientras que la linea recombinante HEK fue capaz de sostener la secrecion
de HB-VLPs compuestas por las tres proteinas de interés al sobrenadante de cultivo,
no se detectaron particulas subvirales en sobrenadantes de la linea recombinante CHO.
Por lo tanto, para generar una linea CHO recombinante capaz de producir y secretar
particulas compuestas por las tres proteinas de superficie del HBV, se desarrollé una
estrategia alternativa. En este caso, se obtuvo en primer lugar una linea CHO
recombinante productora Unicamente de la proteina S vy, posteriormente, esta linea
celular fue transfectada con una construccién génica conteniendo las proteinas M y L.
De esta forma, con esta estrategia secuencial, fue posible desarrollar lineas CHO
recombinantes productoras de las tres proteinas de superficie del HBV.

Luego, se llevo a cabo la caracterizaciéon morfolégica de las HB-VLPs obtenidas.
Mediante microscopia de transmision electronica se pudo observar particulas circulares
de un diametro hidrodinamico de 22 a 28 nm para las HB-VLPs producidas en ambos
tipos celulares. A su vez, fue posible observar la presencia de la proteina S como
principal componente de las particulas subvirales, llevando a cabo una
inmunomarcacion con oro coloidal.

Posteriormente, se evalud la capacidad de las HB-VLPs de desencadenar una
respuesta inmune humoral especifica en animales de laboratorio. Para esto, se llevd a
cabo un esquema de inmunizaciéon de ratones empleando HB-VLPs producidas en
ambos tipos celulares, compuestas tanto por las tres proteinas de superficie del HBV,
como asi también, por HB-VLPs compuestas Unicamente por la proteina S. A su vez, se
empled antigeno S derivado de levaduras como control del ensayo. A partir de estos
ensayos fue posible determinar, en primer lugar, que las particulas recombinantes
fueron capaces de generar anticuerpos especificos frente a la proteina S, principal
componente de las vacunas convencionales. Ademas, se observéd que la presencia de
las proteinas M y L en la formulacion vacunal, ejercieron un efecto positivo sobre la
produccion de anticuerpos anti-S. Finalmente, se determiné que las particulas
compuestas por las tres proteinas de superficie fueron capaces de desencadenar la
produccion de anticuerpos especificos para una region involucrada en la unién del HBV

con los hepatocitos. De esta forma, las HB-VLPs recombinantes compuestas por las
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tres proteinas de superficie del HBV tienen la capacidad de generar anticuerpos con el
potencial de neutralizar el ingreso del HBV al organismo. Esto es importante no solo
para el desarrollo de mejores vacunas profilacticas, sino que, ademas, abre las puertas
para la produccion de vacunas terapéuticas.

Por ultimo, una vez confirmado que las lineas celulares recombinantes fueron
capaces de producir HB-VLPs inmunogénicas, se llevd a cabo un protocolo para su
adaptacion al cultivo en suspension en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino.
Esto permite que las células crezcan de forma independiente de un soporte solido y de
esta forma, se pueden alcanzar mayores densidades celulares.

Por todo lo anteriormente descripto, en este trabajo de tesis se desarrollaron lineas
celulares recombinantes productoras de HB-VLPs compuestas por las tres proteinas de
superficie del HBV, que representan una plataforma novedosa para la produccién de un

candidato vacunal de nueva generacion para la hepatitis B.

14



Abstract

ABSTRACT.

Hepatitis B is a life-threatening liver infection caused by the hepatitis B virus (HBV).
Even today, it constitutes a major health problem worldwide, affecting more than 350
million people. As for many other infectious diseases, vaccination plays a key role in
controlling this disease. The main antigen of the virus and the most important in the
induction of protection it's the surface antigen (HBsAg). In nature, this antigen is
composed of three HBV envelope proteins that are synthesized through the alternative
use of three start codons and a single stop codon, generating three glycoproteins of
different sizes called S (Small), M (Middle) and L (Large). These proteins are not only
incorporated into the envelope of virions, but also have the ability to self-assemble into
empty structures called virus-like particles (VLPs), which mimic the conformation of the
native virus, but lack the viral genome, making them excellent vaccine candidates.
Currently, hepatitis B vaccines that are marketed in Latin America are second generation
vaccines, produced in yeast using recombinant DNA technology, expressing only the S
protein in its non-glycosylated state. While this vaccine has proved to be effective and
safe, about 10% of the population fails to develop a protective immune response or
shows only very low levels of anti-HBV antibodies after vaccination. There is today a
third-generation vaccine for hepatitis B, based on VLPs, composed of the three surface
proteins of HBV in their glycosylated forms, expressed in mammalian cells. This vaccine
has been reported to be able to offer protection to immunocompetent individuals not
responding to second-generation vaccines and to induce an enhanced immune
response in immunosuppressed individuals. In this work, we present the development of
stable recombinant CHO-K1 and HEK293 cell lines capable of producing and secreting
VLPs composed of the three HBV surface proteins (HB-VLPs), as a new generation
vaccine candidate for hepatitis B.

First, we evaluated the possibility of carrying out the expression of recombinant
proteins under the control of the native HBV promoter. This strategy aimed to take
advantage of the natural regulatory mechanisms that the virus exerts at the
transcriptional and post-translational levels, which lead to the secretion of spherical
particles, where their envelope is composed of different proportions of the three surface
proteins. However, the expression levels obtained through this genetic construction were
not satisfactory, so it was decided to change the strategy.

In a second instance, the expression of each of the recombinant proteins was
carried out using a strong heterologous human promoter (Elongation Factor 1-a). In this
case, the expression levels observed, both in the recombinant HEK and CHO lines, were

higher compared to the first strategy. However, although the HEK recombinant cell line
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was able to sustain the secretion of HB-VLPs composed of the three proteins of interest
to the culture supernatant, the CHO recombinant line was not able to do so. Therefore,
to generate a recombinant CHO line capable of producing and secreting particles
composed of the three HBV surface proteins, an alternative strategy was developed. For
this, a recombinant CHO line producing only protein S was first obtained and later, this
cell line was transfected with a gene construct containing proteins M and L. With this
sequential strategy, it was possible develop a recombinant CHO cell line able to produce
the three HBV surface proteins.

Then, the morphological characterization of the HB-VLPs obtained was carried out.
Using transmission electron microscopy, it was possible to observe circular particles with
a hydrodynamic diameter of 22 to 28 nm for the HB-VLPs produced in both cell types. In
turn, carrying out an immunostaining with colloidal gold, it was possible to observe the
presence of S protein as the main component of the subviral particles.

Subsequently, the ability of HB-VLPs to trigger a specific humoral immune
response in laboratory animals was evaluated. For this, a mouse immunization scheme
was carried out, using HB-VLPs produced in both cell types composed of either the three
surface proteins of HBV or only of the S protein. Yeast-derived S antigen was used as
control. From these experiments it was possible to determine that the recombinant
particles were capable of generating specific antibodies against protein S, the main
component of conventional vaccines. In addition, it was observed that the presence of
the M and L proteins in the vaccine formulation, exert a positive effect on the production
of anti-S antibodies. Finally, it was determined that the particles composed of the three
surface proteins are capable of triggering the production of specific antibodies for a
region involved in the binding of HBV to the hepatocytes. Thus, the HB-VLPs composed
of the three recombinant proteins of the HBV surface, have the ability to generate
antibodies with the potential of neutralizing the infection of HBV. This is important not
only for the development of better prophylactic vaccines, but also, opens the doors for
the production of therapeutic vaccines.

Finally, once it was confirmed that the recombinant cell lines were capable of
producing immunogenic HB-VLPs, a protocol was carried out for their adaptation to
suspension culture in a medium free of fetal bovine serum. This allows cells to grow
independently of a solid support and in this way, higher cell densities can be achieved.

Therefore, in this thesis work we developed recombinant cell lines able to produce
HB-VLPs composed of the three surface proteins of HBV, which represent a novel

platform for the production of a new generation vaccine candidate for hepatitis B.
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1. HEPATITIS B.

1.1. Descubrimiento del virus de la hepatitis B (HBV) e incidencia de la
enfermedad.

En la década de 1950, médicos observaron el desarrollo de hepatitis (inflamacion
del higado) en pacientes que recibian transfusiones de sangre, y propusieron el
concepto de hepatitis sérica. En 1964, Blumberg y colaboradores, que se encontraban
trabajando con muestras de sangre para el estudio de polimorfismos en lipoproteinas,
dieron por casualidad con un anticuerpo que reaccionaba con un antigeno presente en
el suero de un aborigen australiano (Blumberg, 1964). Debido al origen de su
descubrimiento, este antigeno se llamé inicialmente “Antigeno de Australia” (Blumberg
y col., 1965). Para 1967, el grupo de Blumberg demostro la correlacion que existia entre
la presencia del antigeno de Australia y la hepatitis sérica (Blumberg y col., 1967).
Finalmente, en 1970 David Dane empled un microscopio electronico para investigar las
particulas virales aisladas de sueros de pacientes con hepatitis asociada a la presencia
del antigeno de Australia, y demostrd que las famosas “particulas Dane”, se trataban
del virion del HBV completo de 42 nm de diametro (Dane y col., 1970). Ahora se sabe
que el antigeno de Australia corresponde a la envoltura de la particula Dane y ha sido
renombrado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg). En 1976, Blumberg recibié el Premio Nobel
de Medicina por el descubrimiento del agente causante de la hepatitis B.

La hepatitis B es una infeccidn hepatica potencialmente mortal causada por el
virus de la hepatitis B, y aun hoy en dia constituye un importante problema de salud a
nivel mundial. La OMS estima que mas de 2.000 millones de personas han sido
infectadas en todo el mundo, y en el afio 2017, aproximadamente un 6% de la poblacion
(lo que supone mas de 350 millones de personas) vivia con hepatitis B cronica (OMS,
2017). La infeccion por HBV puede ser aguda o crdnica, siendo este ultimo caso la
principal causa de cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC). EI HCC es el sexto tipo de
cancer mas comun y la segunda causa de muerte por cancer en todo el mundo (Bray y
col., 2018). Aproximadamente, 1,5 millones de personas mueren al afio como
consecuencia de complicaciones derivadas de la infeccion cronica por HBV. Esta cifra
es comparable al niumero de muertes causadas por tuberculosis, malaria o HIV (Virus
de Inmunodeficiencia Humana). Sin embargo, mientras que la mortalidad por HIV,
tuberculosis y malaria esta disminuyendo, la mortalidad debida a infecciones viricas
hepaticas estd aumentando (desde el afio 2.000 han aumentado un 22%) (OMS, 2020).
Estos datos, han llevado a la OMS a incluir a la hepatitis B entre sus principales

prioridades de salud publica.
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En términos de distribucién geografica mundial, las infecciones por HBV son
prevalentes principalmente en el pacifico occidental (6,2%), Africa (6,1%), Asia
suroriental (2%), el mediterraneo oriental (3,3%), Europa (1,6%) y América (0,7%)
(OMS, 2017) (Figura 1). Argentina es considerado un pais con endemicidad baja (con
aproximadamente un 2% de incidencia). Sin embargo, la distribucion de casos no es
homogénea, resultando mayor en centros urbanos respecto a zonas menos pobladas
(Stechery col., 2014).

HBsAg prevalence

B >8% - high

[0 2—<8% - intermediate
0O 2% - low

Figura 1. Distribucion mundial de la prevalencia de infeccién cronica por HBV.
Las regiones con diferente prevalencia poblacional de infeccion crénica por HBV
son categorizadas como alta (> 8%), moderada (2-8%) y baja (<2%). (Figura
modificada de Van Damme y col., 2018).

1.2. Transmision y progresion de la enfermedad.

El HBV es un pequefio virus que se caracteriza por presentar alta especificidad de
especie y tejido. En areas de alta endemicidad, el HBV se transmite principalmente de
madre a hijo al nacer (transmisiéon perinatal) o mediante transmisién horizontal
(exposicién a sangre infectada), especialmente de un nifio infectado a un nifio
susceptible durante los primeros 5 afios de vida. En adultos, la transmision sexual es la
principal via de contagio, aunque también se puede adquirir por contacto con agujas
infectadas, tatuajes, perforaciones y exposicion a sangre y fluidos corporales infectados.
El HBV puede sobrevivir fuera del cuerpo durante al menos 7 dias. Durante este tiempo,
el virus aun puede causar infeccion si infecta a un huésped susceptible (Yuen y col.,
2018).

Una vez que ingresa al organismo, el HBV llega al higado a través del torrente

sanguineo donde inicia una infeccién aguda de los hepatocitos, unico target susceptible
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de ser infectado (Watashi y Wakita, 2015; Allweiss y Dandri, 2017). Frecuentemente,
luego de una afeccion aguda el higado presenta una alta capacidad de regeneraciéon y
restaura su estructura original, incluso cuando se ven afectadas grandes porciones. En
general, las personas no experimentan ningun sintoma inmediatamente después de
contraer la infeccion. Sin embargo, algunas personas cursan la enfermedad aguda con
sintomas que duran varias semanas e incluyen coloracion amarillenta de la piel y los
ojos (ictericia), orina oscura, fatiga extrema, nauseas, vomitos y dolor abdominal. Un
pequefio subconjunto de personas con hepatitis aguda puede desarrollar insuficiencia
hepatica aguda (fulminante), que puede provocar la muerte. Mientras que la mayoria de
los adultos infectados son capaces de resolver espontaneamente la infeccion, en nifios
y personas con deficiencias del sistema inmunoldégico, la fase aguda progresa a una
infeccion crénica (definida como la persistencia del virus en sangre por mas de 6
meses). La probabilidad de que la infeccion se vuelva cronica, depende principalmente
de la edad a la que la persona es infectada. Los nifios menores de 5 afios que se infectan
con el HBV, son los mas propensos a desarrollar infecciones crénicas. En ausencia de
vacunacion, en bebés y nifios menores a 1 afio, el 80 al 95% de los infectados
desarrollaran infecciones crénicas. En nifos infectados antes de los 5 afios, entre el 30
y el 50% desarrollan cronicidad. Por su parte, en adultos, menos del 5% de las personas
desarrollaran infecciones crénicas, y de aquellos adultos infectados crénicamente, entre
el 20 y el 30% desarrollaran cirrosis y/o cancer de higado (Block y col., 2007). Estas
diferencias entre adultos y nifios, se atribuyen principalmente a la inmadurez del sistema
inmunoldgico en los recién nacidos e infantes, lo que resulta en una tolerancia
inmunoldgica al virus (Figura 2).

Cuando el virus es eliminado en la etapa aguda, el organismo monta una robusta
respuesta inmune tanto humoral como celular, lo que resulta en la produccion de
anticuerpos neutralizantes, la secrecion de citoquinas antivirales y en la eliminacién de
la mayoria de las células infectadas. Sin embargo, en el caso del establecimiento de
una infeccion cronica, la respuesta inmune resulta insuficiente. Al mismo tiempo, debido
al dafo continuo, la capacidad regenerativa del higado disminuye y se acompana de
necrosis y apoptosis de los hepatocitos, como asi también, de un estado inflamatorio
constante (Liaw y Chu, 2009; Allweiss y Dandri, 2017). Esto conduce a la aparicion de
un tejido fibroso que reemplaza regiones del tejido hepatico, con la consecuente
interrupcion del flujo sanguineo y la obstruccion del drenaje biliar, lo que puede causar
disfuncion hepatica. La acumulacion de matriz extracelular (tejido fibroso) en los
hepatocitos, se conoce como fibrosis hepatica, mientras que la etapa mas avanzada
(Ilamada cirrosis hepatica) se caracteriza por la distorsion de la arquitectura hepatica y

del flujo sanguineo. La fibrosis y la cirrosis hepatica son factores de riesgo importantes
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para el desarrollo de cancer de higado. El desarrollo de HCC puede estar directamente
asociado con la infeccion y la replicacion del HBV. En este sentido, el virus puede
desarrollar mecanismos mediante los cuales modula la sefalizacién para sobrevivir,
inhibiendo la apoptosis para facilitar la proliferacion viral en células infectadas (Rawat y
Bouchard, 2015; Lin y Zhang, 2017).
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Figura 2. Riesgo de contraer hepatitis B cronica de acuerdo con la edad de
infeccion. Los cuadrados rellenos representan datos de paises en desarrollo,
mientras que los cuadrados abiertos representan datos de paises desarrollados.
(Figura modificada de Van Damme y col., 2018).

1.3. Tratamientos disponibles.

Existen en la actualidad siete drogas aprobadas para el tratamiento de hepatitis B
cronica, incluyendo interferén alfa (IFN-a) y sus formas pegiladas, como asi también,
cinco analogos de nucleétidos (NUCs), lamivudina, telbivudina, adefovir, tenofovir y
entecavir (Hoofnagle y col., 2007; EASL, 2017). En la mayoria de los casos, el
tratamiento no cura la infeccién con HBV, sino que suprime la replicacion del virus. Por
lo tanto, gran parte de las personas que inician el tratamiento, deben realizarlo durante

un prolongado periodo de tiempo (Durantel, 2017).

1.3.1. Interferén alfa y PEG-Interferén alfa.
Los IFNs son citoquinas pleiotropicas con actividades antivirales, anti-
proliferativas e inmunomoduladoras. Luego de la unidn con su receptor, se inicia una

cascada de sefalizacion que finaliza con la induccion de diversos genes de respuesta
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a IFN y varias proteinas antivirales. El IFN-a ha demostrado ser capaz de limitar la
replicacion del HBV mediante diversos mecanismos: (1) inhibe la transcripcion del HBV,
(2) interfiere en el ensamblado y en la estabilidad de las nucleocapsides, (3) interrumpe
el procesamiento de proteinas virales y la exportacion nuclear de los ARN virales (Garcia
del Barco y col., 2021). Ademas de los efectos antivirales directos, el IFN-a afecta
muchas etapas de las respuestas inmunes innatas y adaptativas frente a infecciones
virales. En este sentido, aumenta la expresion de las proteinas del complejo mayor de
la histocompatibilidad (MHC) de clase | y, por lo tanto, promueve respuestas celulares
T CD8+. Ademas, favorece la induccion de otros tipos de células inmunes como
macrofagos, células Natural Killer (NK), neutréfilos y otras células citotdxicas.
Adicionalmente, el IFN-a participa en la transicién de la respuesta inmune innata hacia
una respuesta adaptativa efectiva, regulando la actividad de diversas citoquinas (Garcia
del Barco y col., 2021).

Dentro de las ventajas del uso de IFN-a, se encuentra su periodo de tratamiento
relativamente corto (que va de 6 meses a 1 afo) y la ausencia de mutantes resistentes.
Por su parte, el INF-pegilado (PEG-IFN) presenta una farmacocinética mejorada, lo que
permite una administracion mas conveniente de una dosis semanal en forma
subcutanea por 48 semanas (respecto a las tres administraciones subcutaneas por 6 a
12 meses para el IFN). La principal desventaja del PEG-IFN es la frecuente presencia
de efectos secundarios adversos (Belloni y col., 2012; Block y col., 2015; Allweiss y
Dandri, 2017). El tratamiento con IFN-a permite, por lo tanto, una disminucion de la
viremia. Sin embargo, el uso del IFN presenta una serie de efectos secundarios y
contraindicaciones, asi como elevados costos, que limitan su uso. Ademas, solo una
minoria de pacientes (aproximadamente el 25%) desarrolla una respuesta inmune
sostenida y no todos los genotipos del HBV son igualmente susceptibles a este tipo de

tratamiento (Grimm y col., 2011; Tan y col., 2018).

1.3.2. Inhibidores de la transcriptasa reversa viral.

Los anélogos de nucleétidos actuan sobre la funcién transcriptasa reversa de la
polimerasa del HBV y, por lo tanto, interfieren con la sintesis del ADN viral. El tratamiento
ralentiza la replicacion del virus, pero no provoca su eliminacién del organismo, por lo
que es necesario administrarlo durante toda la vida del paciente. Los NUCs aprobados
para el tratamiento del HBV se dividen en tres grupos: (1) L-nucledsidos, que incluyen
lamivudina y telbivudina, (2) fosfonatos aciclicos, incluidos tenofovir y adefovir y (3)
analogos de desoxiguanosina, donde se encuentra el entecavir (Gerlich, 2013).

Los NUCs se administran por via oral y son muy bien tolerados (Jafri y Lok, 2010).

Una de las principales preocupaciones del tratamiento a largo plazo con NUCs, es la
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seleccion de mutantes resistentes a antivirales. Las mutaciones suelen ser sustituciones
en los genes de la polimerasa y de la envoltura viral (Grimm y col., 2011), y contribuyen
significativamente a la evasion del sistema inmunolégico al reducir la afinidad de los

anticuerpos anti-HBV (You y col., 2014).

1.4. Vacunacion.

Los tratamientos actuales para la hepatitis B crénica ralentizan la progresion a
cirrosis, reducen la incidencia del cancer de higado y prolongan la supervivencia. Sin
embargo, ninguna de las terapias actuales es eficaz contra la forma replicativa del virus,
representada por el ADNccc (ADN circular covalentemente cerrado), que contribuye a
la persistencia del virus en el organismo. La falta de capacidad del sistema inmunoldgico
para eliminar esta forma estable del genoma del virus representa otra de las causas del
establecimiento de infeccion cronica por HBV.

Por lo tanto, debido a que en la actualidad no existe un tratamiento que permita la
completa eliminacion del virus, la vacunacién representa la estrategia mas efectiva y
economica para evitar la propagacion del HBV. Como se menciond, la edad de la
infeccion por HBV es crucial para determinar el riesgo de cronicidad. Las personas que
contraen la infeccion por HBV en la infancia, tienen un mayor riesgo de desarrollar
cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular durante su vida, por lo que vacunar a los
nifos y especialmente a los recién nacidos, es la mejor manera de controlar la
transmision del virus (Chen, 2009). Por este motivo, en 1992, la OMS recomendo la
vacunacion universal contra el HBV en nifios y recién nacidos. En el afio 2015, 184
paises introdujeron vacunas pentavalentes o hexavalentes que contienen el antigeno
de superficie del HBV, administradas en 3 dosis. La cobertura global con este tipo de
vacunacion en recién nacidos es del 84%, pero solo del 39% en paises con alta
prevalencia de infecciones por HBV (Gerlich, 2017; OMS, 2017). La inmunidad obtenida
con la vacunacion neonatal se pierde entre 15 y 18 afios después de la inmunizacion
(Lu y col., 2008), pero se desarrolla una respuesta inmune rapida cuando se administra
un refuerzo o frente a la exposicion al HBV (Zanetti y col., 2008).

En la actualidad, los objetivos de vacunacion de la OMS incluyen alcanzar una
cobertura del 90% de vacunados contra el HBV y lograr una reduccion de la prevalencia
del virus en nifios menores de 5 afos al 0,1%. Como se vera en secciones posteriores,
en la actualidad contamos con vacunas eficaces y seguras que permiten controlar la
propagacion del HBV (Gerlich, 2013).
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2. VIRUS DE LA HEPATITIS B.

El virus de la hepatitis B (HBV) pertenece a la familia Hepadnaviridae. Los
miembros de esta familia son pequefios virus envueltos con genoma de ADN
parcialmente doble hebra, hepatotrépicos y con un estrecho rango de hospedador. A su
vez, esta familia esta dividida en dos géneros: Avihepadnavirus, que infecta las aves
(como patos y gansos), y Orthohepadnavirus (donde el HBV es el virus modelo), que
infecta mamiferos (como humanos, gorilas y chimpancés) (Seeger y Mason 2000;
2015).

2.1. Estructura del HBV.

Los viriones del HBV son particulas de 42 nm de diametro, con una envoltura
externa que contiene tres glicoproteinas de superficie relacionadas, por dentro de la cual
se encuentra la nucleocapside viral. La capside contiene en su interior el genoma viral,
un ADN circular relajado de 3,2 kb (ADNCcr), parcialmente doble hebra (consiste en una
hebra negativa entera y una hebra positiva incompleta) y la polimerasa viral (Tong y
Revill, 2016) (Figura 3). Ademas de los viriones, las células infectadas por el HBV
producen 2 particulas subvirales diferentes: esferas y filamentos. Estas particulas
constituyen el antigeno de superficie (HBsAg) del HBV, y estan compuestas Unicamente
por las glicoproteinas de la envoltura y por lipidos derivados de membranas internas del
huésped (Glebe y Bremer, 2013). Como se vera mas adelante, estas particulas son
secretadas en gran exceso respecto a los viriones infecciosos y actian como un sefuelo

para engafar al sistema inmune del huésped (Figura 3).

Subviral particles Dane particle

pres1
& domains
s % (/& pre52

Sphere RS
T G bbbl [ P
I{é':;g:'v '7: . *A“\q\?x} , +~———— M protein
S J L
TEY & 75— L& .
LY i m. e \f‘ o——F o
LA 4 P Lo 4
e &L {‘r ‘ ;S ) «— Lprotein
".'?'\{}'x LT N 5 S
%%' core protein

SIETLT S —

partially ds DNA

42 nm

Figura 3. Diagrama esquematico de las particulas virales y subvirales del HBV.
(Figura modificada de Herrscher y col., 2020).
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2.2. Genomay productos génicos del HBV.

El genoma del HBV de 3,2 kb es el mas pequerfio entre los virus de ADN, y se
encuentra altamente compactado. Contiene cuatro marcos abiertos de lectura (ORFs)
superpuestos (denominados P, S, C, y X), que son traducidos en siete proteinas (Figura
4). El ORF-P codifica la polimerasa viral, la cual posee actividad polimerasa,
transcriptasa reversa y ARNasa H (ribonucleasa) (Tong y Revill, 2016). El ORF-S esta
dividido en tres dominios y codifica las tres proteinas de superficie del HBV que forman
parte de la envoltura viral. Estas proteinas se denominan S (compuesta por el dominio
S), M (compuesta por los dominios Sy preS2) y L (compuesta por los dominios S, preS2
y preS1) respectivamente, y representan el principal antigeno reconocido por el sistema
inmune (Figura 3). La proteina S constituye el componente principal de la envoltura viral
y consta de 4 segmentos transmembrana, con un loop antigénico expuesto en la
superficie de las particulas virales y subvirales, donde se acomoda el determinante
antigénico conformacional a. La proteina M posee, principalmente, funciones
estructurales. Por su parte, L es esencial para la union del virus con el hepatocito vy,
ademas, participa en el ensamblado y liberacion de los viriones (Bruss, 2007; Glebe y
Bremer, 2013). Como se vera mas adelante, estas tres proteinas solo difirieren entre si
por la extension de su dominio N-terminal. EI ORF-C codifica la proteina core de la
capside viral (HBcAg) y una secuencia adicional denominada pre-core, que contiene un
péptido necesario para la translocaciéon en el reticulo endoplasmatico (RE) (Prange,
2012; Blondot y col., 2016). La expresion de estas secuencias conduce, ademas, a la
sintesis y secrecion de una proteina core no estructural denominada HBeAg. Esta
proteina, que no es esencial para el ciclo de vida viral, es muy importante para el
establecimiento de la cronicidad y la patogenia (Gerlich, 2013; Seeger y Mason, 2015).
Por ultimo, el ORF-X codifica la proteina multifuncional X, que se ha demostrado que es
esencial para la replicacion del HBV, el establecimiento de la infeccion cronica y su
progresion hacia HCC (Kew, 2011; Seeger y Sohn, 2014). En este sentido, la proteina
X promueve la progresion del ciclo celular e inactiva genes reguladores del crecimiento.

El genoma del HBV, contiene, ademas, cuatro promotores (PreC/C, S1, S2 y X),
dos regiones enhancers (Enh1y Enh2) y dos repeticiones directas (DR1 y DR2). Las
regiones promotoras y enhancers contienen sitios de unién para factores de

transcripcion ubicuos y/o especificos del higado (Gish y col., 2015) (Figura 4).
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Figura 4. Genoma del HBV. El genoma consta de una molécula de ADN circular,
parcialmente doble hebra, de 3,2 kb de longitud. Durante la replicacion viral, el ADN
circular relajado se repara en un ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc). El
ADNccc es un mini cromosoma que sirve como molde para la transcripcién viral,
generando cinco ARNm principales que tienen un tamafio de 3,5, 2,4, 2,1y 0,7 kb,
respectivamente. Ademas, cuenta con dos regiones enhancers (Enh1 y Enh2),
claves para la expresion de las diferentes proteinas virales. Finalmente, el genoma
cuenta con dos repeticiones directas (DR71 y DR2). (Figura modificada de Gish y
col., 2015).

2.3. Ciclo de replicacion del HBV.

El ciclo de replicacion del HBV puede dividirse en dos etapas. La primera parte,
consta de la unién de los viriones a la membrana de los hepatocitos a través de sus
proteinas de envoltura, el ingreso y transporte citosélico de las particulas al nucleo
celular y, finalmente, la formacion del ADNccc dentro del hepatocito infectado. La
segunda etapa, implica la transcripcion y traduccion de genes especificos del virus, la
encapsulacion del ARN pre-gendmico, la transcripcidn inversa y la secrecion de viriones
y particulas subvirales.

El ingreso del HBV a las células hepaticas depende, en primer lugar, de una unién
de baja afinidad con proteoglicanos de heparan sulfato (HPSGs), seguido por una unién
de alta afinidad con el receptor del virus (Herrscher y col., 2020). Los HSPGs, son
glicoproteinas que contienen una o mas cadenas de heparan sulfato que se encuentran
en la matriz extracelular de casi todas las células. EI HBV interactua solo con los HSPGs

altamente sulfatados que se encuentran en la superficie de los hepatocitos. Esta union,
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esta mediada por una region del dominio S conocida como /oop antigénico, presente en
todas las proteinas de envoltura del HBV (Sureau y Salisse, 2013). Esta interaccion de
baja afinidad estabiliza al virus en la superficie celular y promueve la unién de alta

afinidad del HBV a su receptor (Figura 5).
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Figura 5. Eventos asociados al ingreso del HBV al hepatocito. El HBV interactia
con HSPGs en la membrana celular del hepatocito. Posteriormente, se une con alta
afinidad al receptor NTCP y a su correceptor, EGFR. El complejo HBV-NTCP-EGFR
es internalizado mediante un proceso dependiente de clatrina. Después del escape
endosomal, la nucleocapside libre utiliza la red de microtubulos para dirigirse al
nucleo. Una vez dentro del nucleo, el ADN circular relajado se convierte en ADNccc,
que actua como molde para la transcripcion. (Figura modificada de Herrscher y col.,
2020).

En el afio 2012, Yan y col., identificaron al NTCP (del inglés, Na taurocholate
cotransporting polypeptide) como receptor del virus de la hepatitis B. EI NTCP, se
expresa predominantemente en la membrana basolateral de los hepatocitos (lo que
completa el hepatotropismo del HBV), siendo la funcion natural de esta proteina la
captacién de acidos biliares conjugados desde la sangre al higado (Anwer y Stieger,
2014). EI HBV es capaz de interactuar y unirse al NTCP mediante el dominio preS1 de
la proteina L (Yan y col., 2012). Recientemente, se determiné que el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), actua como correceptor, desencadenando la
internalizacion del HBV a través de su interaccion directa con el NTCP (lwamoto y col.,
2019) (Figura 5).
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Luego de la union al hepatocito, el mecanismo de internalizacion del virus implica
un proceso de endocitosis dependiente de clatrina (Huang y col., 2012) y caveolina
(Macovei y col., 2010), aunque el mecanismo aun no esta completamente dilucidado.

Una vez en el interior de la célula, se produce la fusion de las proteinas de la
envoltura del HBV con la membrana de la vesicula endosomal, y la particula viral es
transportada via microtubulos al complejo del poro nuclear. Una vez dentro del nucleo,
el genoma ADNcr es convertido en una molécula de ADNccc, mediante la maquinaria
de reparacion de ADN de la célula huésped. Con la formacion del ADNccc, se completa
la primera parte del ciclo replicativo del HBV (Lu y Block, 2004; Blondot y col., 2016).

El ADNccc puede considerarse como un mini cromosoma episomal estable, ya
que, de manera similar a los cromosomas del huésped, forma complejos con proteinas
histonas y no histonas. Este mini cromosoma es el molde transcripcional del HBV y
representa el reservorio de larga duracion del genoma viral en el nucleo de los
hepatocitos, reponiéndose continuamente mediante el reciclado intracelular de
nucleocapsides, y por la infeccién continua de nuevos hepatocitos (Allweiss y Dandri,
2017). En consecuencia, los hepatocitos infectados contienen de 5 a 30 copias de
ADNCccc/célula, que persiste incluso cuando se les administra terapia antiviral. Ademas
de la formacién y el mantenimiento del ADNccc, una parte del ADN del HBV es capaz
de integrarse en el genoma del huésped. El ADN del HBV integrado es incapaz de
replicarse, pero puede actuar como molde para la produccion del antigeno de superficie
(Tuy Urban, 2018).

El ADNccc actua como molde transcripcional para cinco tipos de ARN virales: un
ARN pre-gendmico (ARNpg) y un ARN pre-core (ambos de 3,5 kb); dos ARN para el
antigeno de superficie, uno de 2,4 kb y otro de 2,1 kb; y un ARN de la proteina X de 0,7
kb. Todos los ARN virales son transcriptos por una ARN polimerasa tipo Il del huésped.
Por su parte, el ARNpg se exporta al citoplasma donde cumple una doble funcion: por
un lado, actia como molde para la traduccién de las proteinas del core y la polimerasa,
y, por otro lado, sirve como molde de la transcripcion reversa para la produccion del
ADN viral. (Prange, 2012; Tong y Revill, 2016) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de los ARN y proteinas
del HBV. El ADNcr se convierte en ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc)
en las células infectadas. Este ADNccc sirve como molde para la produccién de
ARN de diferentes longitudes (3,5 Kb, 2,4 Kb, 2,1 Kb y 0,7 Kb) transcriptos a partir
de diferentes promotores en el genoma del HBV. ElI ARN de 3,5 Kb produce las
proteinas core y polimerasa viral; el ARN de 2,4 Kb se traduce en L y el ARN de 2,1
Kb sintetiza los otros dos antigenos de superficie, M y S; el ARN de 0,7 Kb produce
la proteina X. (Figura modificada de Tsukuda y Watashi, 2020).

Finalmente, las nucleocapsides que contienen el genoma viral, siguen dos
caminos posibles. Por un lado, son transportadas al nucleo, para amplificar y mantener
la reserva de ADNccc. Por otro lado, interactuan con las proteinas de la envoltura (S, M
y L) en el complejo RE-Golgi, formando viriones envueltos que son secretados fuera de
las células. La incorporacion de la envoltura viral, compuesta por lipidos celulares y las
glicoproteinas virales S, M y L (en diferentes proporciones) ocurre en la membrana del
RE, a través de interacciones entre la proteina de la capside y los dominios preS1y S
de las proteinas de la envoltura (Poisson y col.,1997) (Figura 7).

Ademas de viriones, se liberan al menos otros dos tipos de particulas: particulas
subvirales sin nucleocapside y nucleocapsides sin envoltura. Como se vera en la
siguiente seccion, el virus utiliza diferentes vias celulares para la secrecién de cada tipo
de particula (Prange, 2012). La secrecién de viriones depende del complejo de
clasificacion endosomal requerido para el transporte (ESCRT, del inglés Endosomal
Sorting Complexes Required for Transport) asociado al cuerpo multivesicular (MVB, del
inglés Multivesicular Bodies) (Hu y Liu, 2017). Por su parte, las particulas subvirales
esféricas (que contienen predominantemente la proteina S) se liberan del reticulo
endoplasmico a través de la via secretora constitutiva (Patient y col., 2007; 2009)
mientras que las particulas filamentosas, utilizan la misma via dependiente de ESCRT

que los viriones (Jiang y col., 2015) (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama esquematico del ciclo completo de replicaciéon del HBV. (1)
luego del ingreso mediado por receptores especificos, (2) la nucleocapside del HBV
se libera de endosomas (3) y luego se transporta al nucleo (4), donde el genoma
viral es reparado por enzimas celulares para formar el ADNccc. (5) El ADNccc se
emplean como molde para la transcripcion de ARNpg (6), que se transporta al
citosol. (7) Las proteinas virales (polimerasa, core, X, S, M, L) se sintetizan a partir
del ARNpg. (8) El ARNpg y la polimerasa viral se encapsulan, seguido de la
transcripcion inversa del ARNpg a ADN. (9) Las nucleocapsides virales se dirigen al
nucleo para la amplificacion del ADNccc (10) o se envuelven para formar particulas
virales y subvirales. (11) Las particulas de HBV y las particulas subvirales
filamentosas (VLPs) se secretan a través de cuerpos multivesiculares (MVB) (12),
mientras que las VLPs esféricas se liberan a través de la via secretora constitutiva.
(Figura modificada de Dobrica y col., 2020).

2.4. Serotipos y Genotipos del HBV.

El HBV puede clasificarse en serotipos, en funcion de los epitopes presentes en la
proteina S, o en genotipos, de acuerdo con la variacion en la secuencia del genoma.
Como se menciono anteriormente, la proteina S es el principal target de la respuesta
inmune protectora. Esta proteina, contiene un grupo de epitopes conformacionales que
forman una region denominada determinante a (entre los aminoacidos 121-149), que es
comun a todos los serotipos y genotipos del HBV. Ademas, existen al menos cuatro sub-
determinantes mutuamente excluyentes: d o y, que se determinan mediante la variacion
en la posicion del aminoacido 122, y r o w, que se determinan mediante la variacion en
el aminoacido 160. De este modo, todos los subtipos d tienen una lisina en la posicion
122, mientras que en todos los subtipos y, esta presente una arginina. Por su parte,

todos los subtipos w llevan una lisina en la posicion 160, mientras que todos los r tienen
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una arginina en esta posicion. Por lo tanto, en funcion de las diferentes combinaciones
potenciales, los serotipos del HBV se pueden dividir en adr, adw, ayr o ayw, con una
division adicional en un total de diez subtipos serolégicos (Norder y col., 1992). Aunque
se trata de una clasificacion aparentemente compleja, es necesario tener en cuenta dos
conceptos: (1) la regidon determinante a es comun a todos los serotipos y genotipos del
HBV vy (2) esta regién es fundamental para conferir protecciéon contra la infeccion por
HBV. Mas del 90% de los anticuerpos especificos desarrollados tras la vacunacion, se

dirigen hacia el determinante a (Gerlich, 2013, Romano y col., 2015).

A su vez, se han reconocido diez genotipos diferentes del HBV (A-J) y diversos
sub-genotipos, que difieren en al menos un 8% y un 4% en la secuencia de sus
genomas, respectivamente. Los genotipos del HBV presentan una distribucion
geogrdafica diferente. El genotipo A se encuentra principalmente en el norte de Europa,
América del Norte y centro de Africa. Los genotipos B y C se ubican en el sudeste
Asiatico, China y Japoén. El genotipo D, tiene una distribuciéon universal, aunque
predomina en India y en la region del Mediterraneo, a diferencia del genotipo E que se
lo encuentra principalmente en el oeste de Africa. El genotipo F prevalece en América
Central y del Sur. G se encuentra en Alemania, Estados Unidos, Francia y México, y H
en América Central. La existencia del genotipo | reportado en Laos y Vietham es aln
motivo de controversia, mientras que el J fue aislado recientemente en Japon (Kramvis,
2014; Lin y Kao, 2015). En Argentina, se ha detectado principalmente, la presencia de

los genotipos A, D y F (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion mundial de genotipos del HBV. (Figura modificada de
Yueny col., 2018).
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2.5. Inmunopatogénesis de la infeccion con HBV.

Una vez que un individuo se infecta con el HBV, comienza un periodo de
incubacion del virus (4-8 semanas). Como se menciond, luego de este tiempo la
infeccion puede convertirse en aguda, seguida de una rapida eliminacién viral debido a
una respuesta inmune adecuada, o persistir en el individuo como una infeccion crénica.
La evolucién de la infeccion dependera principalmente de la interaccién entre el virus y
el sistema inmune del huésped. El HBV es un virus no citopatico, por lo que el dano
hepatico y las complicaciones que se derivan de la infeccion, son consecuencia de la

respuesta inmune antiviral del huésped (Golsaz-Shirazi y Shokri, 2016).

2.5.1.Infeccién aguda por HBV.

Durante la infeccion aguda, una vez que la viremia se vuelve detectable, la
replicacién intra-hepatica aumenta considerablemente hasta alcanzar niveles en sangre
de 10® a 10° copias virales por mililitro. Sin embargo, la carga viral disminuye
gradualmente antes que comiencen los sintomas de la hepatitis aguda. Esta
disminucion, se debe a la actividad antiviral de citoquinas secretadas principalmente por
células de la respuesta inmune innata, y en menor medida, por los propios hepatocitos.
En particular, IFN-y, IFN-a/B y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), pueden inhibir la
replicacion viral sin la destruccion directa de las células infectadas (Thimme y col.,
2003). Tras esta disminucion en la carga del HBV, se observan los sintomas clinicos de
la enfermedad, que se corresponden con la afluencia de células inflamatorias al
hepatocito. Estas células, principalmente las células T CD8+ citotdxicas, reconocen
numerosos epitopes del HBV, y mediante una combinacion de mecanismos citoliticos y
no citoliticos, eliminan el virus (Guidotti y col., 1999). El clearence viral también estara
mediado, finalmente, por anticuerpos especificos contra el HBV, incluidos anticuerpos
frente al HBcAg, el HBeAg y el HBsAg.

Como se menciond, la eliminacion del HBV en hepatocitos infectados, requiere de
una combinacién (y coordinacion) de mecanismos citoliticos y no citoliticos. En este
sentido, la resolucion de la enfermedad aguda requiere de respuestas inmunes innatas
y adaptativas robustas, con linfocitos T CD8+ que median el clearence de las células
infectadas, con linfocitos B que secretan anticuerpos y con linfocitos T CD4+ que
colaboran con la eliminacion viral.

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa contra patégenos
extrafios, y desempefia un papel vital en la activacién de la respuesta inmune adaptativa
(Figura 9). En la infeccion aguda por HBV, la propagacion del virus es inicialmente
limitada a través de la produccion de INFs de tipo |, secretados principalmente por

monocitos, células de Kupffer y los propios hepatocitos. Este mecanismo, esta mediado
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por receptores de tipo Toll (principalmente por TLR-2, 3, 7, 8 y 9), que detectan acidos
nucleicos del HBV en endosomas tardios, luego de la endocitosis viral (Boehme y
Compton, 2004). La produccién de IFNs tiene un efecto tanto autocrino como paracrino,
que conduce a una cadena de eventos que contribuyen a la eliminacién del HBV. Por
un lado, estimula a las células presentadoras de antigeno (APCs), como células
dendriticas (CDs) y células de Kupffer, para producir diferentes interleuquinas (IL)
inflamatorias (como IL-8, 12, 18). A su vez, estas IL (principalmente IL-12 e IL-18) son
capaces de estimular a células NKy NK T, las cuales ejercen un efecto citotoxico directo
sobre los hepatocitos infectados a través del contacto celular. Ademas, producen
citoquinas inflamatorias como IFN-a y TNF-a. Estas citoquinas, inhiben la replicacion
del HBV y aumentan la expresiéon de MHC-I en los hepatocitos, para promover la
activacion de células T citotoxicas CD8+ de la respuesta inmune adaptativa. Las células
NK'y NK T, también pueden ser activadas por las moléculas MHC-I en la superficie de
los hepatocitos infectados, o mediante reconocimiento de moléculas inducidas por
estrés (Kakimi y col., 2000; Kimura y col., 2002; Chang y Lewin, 2007).

La respuesta inmune adaptativa solo se activa luego del reconocimiento del HBV
por parte del sistema inmune innato. Células dendriticas y de Kupffer activadas
presentan antigenos del HBV a través de moléculas MHC de clase | y Il a las células T
CD8+ y CD4+, respectivamente. Las células T citotoxicas CD8+ activadas, son las
principales células implicadas en la eliminacion del HBV, y lo hacen mediante un efecto
citolitico directo (induciendo la apoptosis de los hepatocitos infectados) o
indirectamente, mediante la secrecion de IFN-a y TNF-a. Por su parte, las células CD4+
activadas, colaboraran con la proliferacion y diferenciacion de las células B, productoras
de anticuerpos especificos (Maini y Bertoletti, 2000; Maini y col., 2000; Guidotti y Chisari,
2001; Biermery col., 2003) (Figura 9).
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Figura 9. Respuestas inmunes innatas y adaptativas frente al HBV. Durante la
infeccion, patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) del HBV son
detectados por las células de la respuesta inmune innata, incluidas las células de
Kupffer, monocitos y CDs, que conduce a la liberacion de citoquinas antivirales,
incluidos TNF-a e IFNs. El virus contrarresta esta respuesta inicial con la expresion
de su propio proteoma, particularmente HBsAg, que implica la inhibicion de la
sefalizacion via TLR-2 y la sobreproduccién de la citoquina inmunosupresora IL-10.
La respuesta via células T CD8+ se considera el principal mecanismo efector para
la eliminacién de la infeccion por HBV, aunque otros mecanismos como la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la neutralizacién intracelular,
también estan involucrados. (Figura modificada de Yuen y col., 2018).

Como se menciong, la eliminacion del HBV también depende de la produccioén de
anticuerpos. Diferentes mecanismos de proteccién de los anticuerpos anti-HBV
permiten limitar la propagacion. Por un lado, los anticuerpos previenen la infeccién (o
re-infeccion) de hepatocitos mediante su unién a particulas en circulacion. En este
sentido, el componente Fab (del inglés Fragment antigen-binding) del anticuerpo, puede
bloquear la entrada del HBV al hepatocito impidiendo la interaccion entre el sitio de unién
del dominio preS1 y el NTCP. Del mismo modo, los anticuerpos pueden bloquear la
interaccién de baja afinidad entre el determinante a del HBsAg con los HSPGs, previo
al proceso de unién preS1/NTCP. Estos eventos pueden interferir con el ingreso del

HBV a través de un impedimento estérico o al inducir un cambio conformacional de las
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proteinas de superficie. Los anticuerpos dirigidos frente al dominio preS1, se conocen
como anticuerpos neutralizantes, ya que impiden el ingreso del virus a la célula. A su
vez, los anticuerpos pueden limitar la infeccién viral a través de su componente Fc
(Fragmento Cristalizable) de la molécula, lo que da como resultado la activacion del
sistema del complemento (CDC, del inglés Complement-dependent cytotoxicity), el
aumento de la fagocitosis y la promocion de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC, del inglés Antibody-dependent cellular cytotoxicity) (Warner y col.,
2020) (Figura 10, panel superior).
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Figura 10. Funcidon de los anticuerpos frente al HBV. 1) formacion de
inmunocomplejos con particulas subvirales y viriones. 2) anticuerpos especificos
contra el determinante a pueden prevenir la unién del HBV a HSPGs. 3) anticuerpos
especificos del dominio preS1 pueden inhibir la union del HBV al NTCP. 4)
anticuerpos pueden unirse al HBsAg de los viriones presente en la superficie de los
hepatocitos, lo que conduce a la ADCC, ya sea a través de la activacion del
complemento o de las células NK. 5) anticuerpos también pueden transportarse a
los hepatocitos a través del receptor neonatal de Fc (FcRn), neutralizando y
bloqueando la liberacién de viriones y VLPs intracelulares. (Figura modificada de
Warner y col., 2020).

2.5.2.Infeccién crénica por HBV.

La infeccion cronica por HBV, se caracteriza por la imposibilidad de generar una
respuesta inmune adaptativa coordinada y eficaz, lo que da como resultado la

persistencia viral. En este sentido, diversos factores virolégicos contribuyen con la
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cronicidad de la infeccion. El principal factor esta relacionado con la produccién continua
de particulas subvirales, en concentraciones al menos 2.000 veces superiores a la de
los viriones infecciosos (Shi, 2012). Se ha demostrado que estas particulas promueven
un estado de anergia de células T (agotamiento provocado por la activaciéon constante
de las vias de sefalizacion mediadas por el receptor de células T), ademas de actuar
como sefuelo para la inmunidad humoral especifica del HBV. A su vez, estas particulas
pueden modular directamente las vias de sefializacion de la respuesta inmune innata,
incluido el factor nuclear (NF-kB) y la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK),
que suprimen a citoquinas inflamatorias y la transcripcion de genes estimulados por
IFNs.
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3. MORFOGENESIS DEL HBV Y SUS PARTICULAS SUBVIRALES. EXPRESION
EN SISTEMAS HETEROLOGOS.

3.1. Proteinas de la envoltura del HBV.

Como se menciond en secciones anteriores, el principal antigeno del HBV vy el
mas importante en la induccion de una respuesta inmune protectora, es el antigeno de
superficie (HBsAg). En la naturaleza, el HBsAg esta compuesto por tres proteinas que
componen la envoltura del HBV, denominadas S (Small o p24), M (Middle o p33) y L
(Large o p39). Estas proteinas, estan codificadas en un unico marco abierto de lectura
(ORF-S) y son sintetizadas mediante el uso alternativo de tres codones de inicio de la
traduccidn que se encuentran en fase con un unico codon stop, por lo tanto, se obtienen
tres proteinas que solo difieren en la longitud de sus dominios N-terminales (Wu y col.,
2018). La proteina S (que consta del dominio S) tiene 226 aminoacidos y representa el
principal componente de la envoltura viral; la proteina M posee 55 aminoacidos
adicionales (dominio preS2) en el extremo N-terminal de la proteina S; y la proteina L
contiene 108 o 119 aminoacidos adicionales (dominio preS1) segun el subtipo, en el
extremo N-terminal de la proteina M (Heermann y col., 1984; Lambert y Prange, 2001)
(Figura 11). Ademas, las tres proteinas pueden estar glicosiladas en el residuo N146 del
dominio S (gp27, gp33 y gp42 para S, M y L, respectivamente), pero aproximadamente
la mitad de las moléculas producidas permanecen sin glicosilar en este sitio. La proteina

M también puede estar glicosilada (ggp36) en la posicién N4 del dominio preS2.
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Figura 11. Proteinas de superficie del HBV. La proteina L contiene los dominios
preS1, preS2 y S (389 o 400 aminoacidos), M contiene preS2 y S (281 residuos de
aminoacidos) y S contiene solo el dominio S. Las tres proteinas se traducen a partir
de dos ARNm diferentes: L esta codificadas por un ARN de 2,4 kb iniciado por el
promotor S1; My S estan codificadas por un ARN de 2,1 kb iniciado por el promotor
S2. (Figura modificada de Wu y col., 2018).
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Estas proteinas se sintetizan en la membrana del reticulo endoplasmatico y tienen
una topologia transmembrana compleja, formando enlaces disulfuro intra e
intermoleculares. A su vez, las modificaciones post-traduccionales (PTM) de las
regiones Sy preS, desempenan un papel clave en la regulacion de las topologias de las
proteinas en la membrana celular y en la secrecion de particulas subvirales (Le Duff y
col., 2009; Salisse y Sureau, 2009). La N-glicosilacion de S, M y L ocurre de forma co-
traduccional en el lumen del RE vy facilita el plegamiento, la estabilidad, la secrecion y la
modulacion de la respuesta inmune de las proteinas (Prange, 2012).

Si bien las tres proteinas de superficie estan codificadas en un unico ORF, se
sintetizan a partir de dos ARN mensajeros diferentes: un ARNm de 2.4 kb que abarca
todo el ORF-S y que es traducido en L, y un ARNm de 2.1 kb que conduce a la sintesis
de M y S. La transcripcion es impulsada por dos regiones promotoras especializadas
(los ARNm de 2.4 kb estan bajo el control del promotor denominado S1, mientras que
el ARNm de 2.1 kb es impulsado por el promotor denominado S2), lo que permite una
modulacion de la expresion de estas proteinas. El promotor S1 se encuentra corriente
arriba del ORF-S y es el Unico promotor del HBV que contiene una secuencia TATA-box
clasica. Posee, ademas, un sitio de unién a HFN-1 (del inglés, Hepatocyte Nuclear
Factor-1) ubicado up-stream del sitio de reconocimiento de la proteina de unién a TATA
(TBP, del inglés Tata Binding Protein). La actividad transcripcional basica de este
promotor requiere solo la presencia de estos dos elementos. A su vez, S1 se encuentra
regulado negativamente por secuencias ubicadas en el promotor S2 (Glebe y Bremer,
2013; Wu y col., 2018).

Por su parte, S2 es un promotor de caracteristicas TATA-less, que presenta alta
homologia con el promotor del virus SV40 (del inglés, Simian Virus 40). S2 se encuentra
ubicado dentro del dominio preS1 de la proteina L y es capaz de unir factores de
transcripcion que son ubicuos y no exclusivos de hepatocitos (Figura 11).

La predominancia de la proteina S en las envolturas de viriones y particulas
subvirales, esta relacionada con una mayor concentracién del ARNm de 2.1 kb respecto
al de 2.4 kb en los hepatocitos. En este sentido, diferentes mecanismos regulan la
abundancia de estos ARNm lo que, a su vez, determina la concentracion de cada una
de las proteinas de superficie. Por un lado, se ha determinado que el promotor S1 es
relativamente débil respecto a S2, lo que conduce a una menor produccion de la
proteina L. Por otro lado, se ha observado que los codones de iniciacion para la
traduccion de la proteina M se encuentran en un contexto menos favorable respecto a
los codones que dan inicio a la sintesis de S (Moolla y col., 2002). Esto lleva a que la
sintesis de las proteinas M y S esté influenciado por un fenémeno conocido como leaky

scanning. Este es un fendmeno por el cual un codén de iniciacion débil, en el ARNm, es
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“salteado” por el ribosoma en el inicio de la traduccién. La subunidad ribosémica 40S
continua escaneando hasta encontrar otro codén de iniciacion (Zajakina y col., 2004).
De esta manera, la proteina S es sintetizada en mayor proporcién respecto tanto de la
proteina L como M. S2 también es significativamente activado (hasta 10 veces) por un
aumento en la concentracion de la proteina L. Este estimulo no es consecuencia de la
interaccion directa de la proteina L con el promotor, sino que ocurre indirectamente,
debido a la acumulacion de esta proteina en el reticulo endoplasmatico. Una
acumulacién de L en el RE, genera sefales de estrés que conduce a la
liberacion/activacion de factores de transcripcion que modulan positivamente a S2. Este
mecanismo de retroalimentacion asegura una sintesis equilibrada de las tres proteinas
de envoltura, de manera de asegurar la eficiente secrecién de viriones y particulas.
Como se vera mas adelante, este delicado equilibrio en la concentracion de las
proteinas de superficie es importante para el correcto brote de particulas virales y
subvirales (Xu y col., 1997b).

3.1.1.Topologia de la proteina S.

Las tres proteinas de superficie del HBV son co-traduccionalmente integradas a
la membrana del reticulo endoplasmatico. La insercion de la proteina S en la membrana
del RE, requiere la presencia de una sefial topogénica |, la cual no es clivada por
proteasas del huésped y permite la translocacién del extremo N-terminal a través de la
membrana. Una segunda sefial topogénica interna inicia la segunda translocacion
transmembrana (TM), en este caso, la cadena peptidica C-terminal, anclando la proteina
en la membrana del RE con el extremo N-terminal orientado hacia el citoplasma y el
extremo C-terminal orientado hacia el lumen (Bruss, 2007). La combinacién de las
sefales | y Il genera de esta forma: un loop citosdlico entre los dominios
transmembranas TM1 y TM2 (aminoacidos 23-79), un loop luminal downstream el TM2
(aminoacidos 99-155) y una region C-terminal hidrofébica (aminoacidos 170-226)
embebida en la membrana del RE (Hyakumura y col., 2015) (Figura 12). El loop luminal
posee el principal epitope conformacional del HBV que, tras la secrecion, quedara
ubicado en la superficie externa de las particulas subvirales maduras y de los viriones.

El dominio S contiene 14 residuos de cisteina, que estan muy conservados entre
los diferentes genotipos del HBV, mientras que los dominios preS1 y preS2 no contienen
residuos de cisteina adicionales. Ocho de estos residuos de cisteina, se encuentran en
la regién del loop externo, formando enlaces disulfuro que son importantes para la
integridad del epitope. Se ha observado que la reduccion de los enlaces disulfuro
intermoleculares interfiere con la antigenicidad de las particulas, pero no con su

morfogénesis (Patient y col., 2009) (Figura 12).
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Finalmente, como se menciond, el dominio S posee un sitio de N-glicosilacion en
la asparagina 146, el cual es parcialmente utilizado por las oligosacariltransferasas, por
lo que se obtienen versiones glicosiladas y no glicosiladas de esta proteina, las cuales

tienen topologias transmembrana idénticas.
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Figura 12. Diagrama esquematico de la topologia transmembrana de la
proteina S. Se destacan las 4 regiones transmembrana, el loop antigénico principal
del dominio S, con los enlaces disulfuro y el sitio de N-glicosilacion. (Figura
modificada de Hyakumura y col., 2015).

3.1.2.Topologia de la proteina M

La proteina M presenta una topologia transmembrana idéntica a la proteina S, por
lo tanto, se encuentra parcialmente glicosilada en la posicién N146 del dominio S. La
translocacion del dominio preS2 de M es mediada por la sefial topoldgica |, ubicada en
el dominio S (Eble y col., 1990). A su vez, el dominio preS2 contiene un sitio de N-
glicosilacion en la asparagina 4 (N4), el cual se encuentra siempre glicosilado. Ademas
de este sitio de N-glicosilacion, el dominio preS2 puede estar parcialmente O-glicosilado
dependiendo del genotipo (Stibbe y Gerlich, 1983; Schmitt y col., 2004) (Figura 13). De
forma similar a S, las proteinas M se ensamblan en VLPs y pueden secretarse
independientemente de otras proteinas virales (Patient y col., 2009). El papel de la
proteina M se ha discutido durante mucho tiempo y, aunque su secuencia se encuentra

conservada entre los diferentes genotipos, es prescindible para la infectividad y el

43



Introduccioén

ensamblado viral. Sin embargo, en ausencia de esta proteina, la secrecion viral se
reduce (Prange, 2012). Estudios recientes sugieren que la proteina M es un factor clave
para la supervivencia del virus bajo condiciones de estrés a nivel del RE, debido a la

presencia de la glicosilaciéon en el dominio preS2 (Lazar y col., 2017).

3.1.3.Topologia de la proteina L

Debido al pequeio tamafio de su genoma, los virus han evolucionado para
empagquetar la maxima cantidad de informacién en la menor secuencia de nucleétidos
posible. Como consecuencia, muchas de las proteinas o dominios de las proteinas
codificadas por los virus, son multifuncionales. La proteina L es un ejemplo de tal
multifuncionalidad, ya que cumple con diversos roles dentro del ciclo de replicacion. La
naturaleza multifuncional de L esta relacionada con su inusual topologia dual, lo que le
permite disponer su dominio N-terminal preS1/preS2 (preS) en un momento en el lado
citosdlico (i-preS), y en otro momento, en el lado luminal (e-preS) de la membrana del
RE (Ostapchuk y col., 1994; Prange y Streeck, 1995; Bruss, 2007). Aun no esta claro
como el dominio preS de L es capaz de atravesar la membrana del RE y re-orientarse
desde una ubicacion interna citosdlica a una externa. Estas isoformas topoldgicas de L
desempefan multiples funciones en el ciclo de vida viral. En este sentido, la orientacion
interna permite que preS interactue con la capside viral, un paso critico en la
morfogénesis viral. Durante el proceso de maduracién, el dominio preS se transloca
para adoptar una orientacion externa, que es esencial para la unién del virus a la célula
huésped mediante una interaccién especifica con el receptor celular (Bruss y col., 1996)
(Figura 13).

A nivel del dominio preS1, existen determinantes importantes para la infectividad
viral. La secuencia de aminoacidos 21-47 de este dominio, esta involucrada en la
interaccion entre el virus y la célula hepatica, siendo esencial para la unién de los
viriones y su posterior ingreso en el hepatocito. Diversos estudios han demostrado que
anticuerpos desarrollados contra esta secuencia, son capaces de neutralizar la infeccion
por HBV en chimpancés y en hepatocitos primarios, al bloquear la union al receptor
NTCP (Glebe y col., 2003; Yan y col., 2012, Sankhyan y col., 2016). Ademas, la regién
preS1 de la proteina L se encuentra miristoilada (incorporacion de acido miristico a la
proteina) en el residuo de glicina 2, y se ha visto que esta modificacion, si bien es
prescindible para la formacién del virién del HBV, es esencial para la infectividad (Gripon
y col., 1995; Bremer y col., 2011).

Los sitios potenciales de N- y O-glicosilacion en el dominio preS de L no son

utilizados, debido a la orientacion citosodlica post-traduccional de los mismos. Por lo
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tanto, las moléculas de L tienen pesos moleculares de 39 kDa (p39) o 42 kDa (gp42)

dependiendo del estado de glicosilacién en la posicion N146 en el dominio S.
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Figura 13. Representacion esquematica de las glicoproteinas de la envoltura
del virus de la hepatitis B. Los dominios transmembrana de S, compartidos por
las tres proteinas, se muestran en azul. El dominio preS2 de M en el extremo N-
terminal de S, se muestra en anaranjado. Por su parte, el dominio preS1 de L, se
muestra en verde. L se caracteriza por su topologia dual del dominio preS, de cara
al lumen del RE (e-preS, linea sdlida) o de cara al citosol (i-preS, linea punteada).
Dos sitios de N-glicosilacién se muestran en preS2y en S. (*) sitio de O-glicosilacion.
MHR: major hydrophilic loop. (Figura modificada de Dobrica y col., 2020).

3.2. Particulas subvirales del HBV (HB-VLPs).

Como se mencion6 anteriormente, una caracteristica destacada del HBV (e
inusual entre los virus que infectan animales) es que durante el proceso de replicaciéon
del virus, las proteinas de superficie no solo se incorporan en la envoltura del virién, sino
que, ademas, tienen la capacidad de auto-ensamblarse para formar particulas similares
a virus (VLPs) vacias no infectivas. La proteina S es el principal constituyente de estas
particulas subvirales y es el unico elemento topogénico necesario para su sintesis y
secrecion, sin necesidad de otra proteina viral. De hecho, la produccion heterdloga de
esta proteina en células de mamiferos genera la sintesis y brote particulas altamente
inmunogénicas (Patient y col., 2007).

Las VLPs se organizan en particulas esféricas de unos 20-28 nm de diametro, o
bien, en filamentos que presentan el mismo diametro, pero una longitud variable (Figura

3). Esta variacién en la morfologia de las particulas depende en gran medida de la

45



Introduccioén

proporcion de las proteinas S y L incorporadas durante el proceso de morfogénesis:
mientras que las VLPs esféricas estan compuestas esencialmente por la proteina S,
cantidades variables de M y solo trazas de L, la organizacién en filamentos esta
relacionada con la incorporacion de una mayor proporcién de la proteina L, junto con M
y S (en una proporcion 1:1:4, respectivamente). Esta distribucion en las VLPs difiere
respecto a la encontrada en los viriones, que contienen una proporcién de 3:2:5 de las
proteinas L, My S, respectivamente. Se ha observado que la presencia o ausencia de
M no posee efecto determinante sobre la morfologia de las particulas. (Xu y col., 1997a;
Bruss, 2007; Sankhyan y col., 2016).

Ademas de las proteinas de superficie, las VLPs estan compuestas por glicanos
y lipidos. Las particulas intracelulares contienen cadenas de glicanos de alto contenido
de manosa, sin embargo, luego de la secrecién, las VLPs contienen cadenas complejas
de oligosacaridos con residuos terminales del acido sialico N-acetilglucosamina. Este
patron de glicosilacion se ajusta al movimiento que siguen las particulas desde el RE a
través de las cisternas del Golgi, previo al budding (Patzer y col., 1986). Por su parte,
se ha determinado que los fosfolipidos (particularmente la fosfatidilcolina), representan
la mayor clase de lipidos que forman parte de las VLPs, mientras que los principales
componentes de acidos grasos presentes son los acidos palmitico, estearico, oleico y
linoleico (Gavilanes y col., 1982; Satoh y col., 1900). Se ha observado una estrecha
interaccion proteina-lipido que restringe el movimiento de los lipidos, lo que sugiere que
no estan alineados en una estructura de bicapa tipica. A su vez, las proteinas que
conforman las particulas presentan un alto contenido de hélices alfa asociadas a lipidos
y proporcionan la disposicién que permite la generacion de los loop tanto en el interior
como en la superficie de la particula. De esta forma, los lipidos contribuyen a la actividad
antigénica de las particulas estabilizando la estructura helicoidal y la conformacién de
su region hidrofilica, que contiene el principal determinante antigénico (Gavilanes y col.,
1990).

3.2.1.Secrecion de HB-VLPs esféricas.

Como se menciond, la sintesis y secrecion de VLPs en forma conjunta con los
viriones infecciosos, es una caracteristica de la infeccion por HBV. A su vez, a diferencia
de muchos otros retrovirus, el HBV (y sus particulas) no brotan de la membrana
plasmatica, sino que lo hacen desde membranas internas.

El ensamblado de las VLPs se inicia con la integracion de la proteina S en la
membrana del RE, donde mondmeros de S rapidamente forman dimeros estabilizados
mediante puentes disulfuro, un proceso facilitado por la presencia de las chaperonas del

huésped. Estudios recientes, han demostrado que estos dimeros transmembrana
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inicialmente se ensamblan en forma de filamentos. Posteriormente, estos filamentos
aumentan progresivamente de tamafo y son transportados mediante vesiculas al
compartimiento intermedio RE-Golgi (conocido como ERGIC), donde se relajan y se
convierten en esferas (Patient y col., 2007; 2009). Se ha propuesto que la ausencia de
chaperonas en el ERGIC facilita la conversion de filamentos en esferas. El proceso de
secrecion involucra, posteriormente, la reorganizacién de membranas lipidicas del
huésped, ya que las VLPs no contienen la tipica bicapa lipidica. Las VLPs esféricas son
luego transportadas a través de la via constitutiva de secrecién, atravesando el complejo
de Golgi (donde los glicanos de alta manosa son procesados y convertidos en glicanos
complejos), para finalmente alcanzar la membrana plasmatica y brotar fuera de las
células (Bruss, 2007) (Figura 14).

3.2.2.Secrecion de viriones y filamentos.

Trabajos recientes, han demostrado que viriones y filamentos siguen un camino
diferente al de las particulas esféricas: en este caso, la secrecién y egreso depende de
vesiculas intraluminales de endosomas tardios del sistema MVB-ESCRT (Watanabe y
col., 2007; Stieler y Prange; 2014). El sistema ESCRT involucra a varios componentes
proteicos (complejos ESCRT-I, -l y -lll, proteinas Vps y adaptadores ESCRT), y es el
encargado de clasificar y transportar proteinas de membrana dentro de vesiculas que
ingresan al lumen de endosomas tardios (MVBs). Los MVBs pueden, luego, fusionarse
con lisosomas para liberar el contenido de las vesiculas (para su degradacion) o bien
con la membrana plasmatica para liberar exosomas extracelulares (Jiang y Hildt, 2020).
Diferentes estudios, han demostrado que virus envueltos son capaces de explotar al
sistema MVB-ESCRT del huésped para llevar a cabo el budding. Los virus acceden a la
via MVB-ESCRT a través de “dominios de ensamblado tardio” presentes en sus
proteinas estructurales. Hasta el momento, se identificaron tres motivos alternativos: el
dominio YPXL, que une la proteina ALIX que a su vez interactia con ESCRT-l y —llI; el
dominio P(T/S)AP, que interactia con TSG101, una subunidad de ESCRT-I; y el
dominio PPXY, que une la familia de proteinas NEDD4. Un estudio reciente, reveld que
la liberacidon del HBV via maquinaria ESCRT, esta mediada por la proteina celular a-
taxilina, que alberga un motivo YXXL correspondiente al dominio tardio encontrado en
la proteina Gag del VAIE (Virus de la Anemia Infecciosa Equina). Se observé que,
durante la replicacion del HBV, la expresion de a-taxilina aumenta en las células y que
el silenciamiento del gen que codifica para esta proteina anula la liberacién de viriones
del HBV (mientras que la liberacion de esferas no se ve afectada). La a-taxilina se une,
por un lado, al dominio N-terminal de la proteina L y, por otro lado, recluta a través de

su dominio tardio, a TSG101. Por lo tanto, la unién de la a-taxilina a L, le proporciona a
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esta proteina el dominio tardio necesario para la interaccién con TSG101 y la posterior
liberacion dependiente de MVB (Jiang y Hildt, 2020) (Figura 14).

Como se menciond, la liberacién de viriones dependiente de MVB depende de la
union de la proteina L con a-taxilina, lo que permite la interaccion con la maquinaria
ESCRT. A la luz del hecho que los filamentos difieren notoriamente con respecto a la
cantidad de L de las particulas esféricas, diversos estudios evaluaron si los filamentos
se liberan de forma dependiente de MVB, como consecuencia de la interaccion con o-
taxilina. Para dilucidar esto, se realizaron estudios con una variante mutante del HBV
deficiente en la proteina del core, lo cual impedia la formacion de viriones, y de esta
manera, se estudiaron las sefales especificas provenientes de la proteina L asociadas
a filamentos (sin la interferencia de sefiales de L asociadas a viriones). Este estudio
reveld que los filamentos entran en MVB, y que la interrupcién de la biogénesis de MVB
o el silenciamiento de la a-taxilina, inhibe la liberacion de filamentos (Jiang y col., 2015).
Por lo tanto, los filamentos, al igual que las particulas virales infecciosas, se liberan a
través de la via MVB-ESCRT (Figura 14).
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Figura 14. Esquema del trafico intracelular del HBV y sus particulas
subvirales. Las proteinas de superficie son sintetizadas en el RE y transportadas a
través del complejo ERGIC. Las particulas esféricas son, luego, secretadas a través
de la via constitutiva de secrecién. Luego de la incorporacién de la envoltura, los
viriones (al igual que los filamentos) son liberados de forma dependiente del sistema
MVB-ESCRT via a-taxilina. (Figura modificada de Jiang y Hildt, 2020).
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3.3. Produccion de las proteinas de superficie del HBV en sistemas de expresion
heterélogos.

La proteina S del HBV es un ejemplo de una proteina de superficie viral inusual,
en el sentido que representa el Unico elemento necesario y suficiente para la formacion
y secrecion espontanea de VLPs, en ausencia de cualquier otro factor viral. De hecho,
la expresion in vitro de la proteina S, da como resultado la produccion de VLPs esféricas
similares a las producidas durante la infeccion por el HBV, y actualmente se producen
industrialmente para generar vacunas altamente eficientes y seguras contra este virus.

Como se menciond, la expresion de S en células de mamiferos conduce a la
secrecion de VLPs esféricas (Patient y col., 2009). Por su parte, la expresion de esta
proteina en levaduras también conduce a la generacion de VLPs complejas, pero que
no son secretadas al sobrenadante de cultivo, sino que se forman durante los diferentes
procesos de downstream (Zahid y col., 2015). La estructura de estas particulas es
parcialmente diferente de las producidas en células de mamiferos. En este sentido, las
proteinas derivadas de levaduras no poseen glicanos en su superficie. Ademas, la
calidad y cantidad de enlaces disulfuro son diferentes entre estos dos tipos de particulas,
lo que influye en la inmunogenicidad y la antigenicidad de las VLPs (Ho y col., 2020).

Aligual que S, la proteina M también se secreta al sobrenadante de cultivo cuando
es expresada en forma heteréloga. Por su parte, diversos estudios han demostrado que
la sobreexpresion de la proteina L in vitro, conduce a la formaciéon de particulas
subvirales, pero estas no son secretadas, sino que son retenidas en los compartimentos
post-RE y pre-Golgi. En este sentido, se ha observado que la eficacia de la liberacion
de las particulas depende de las cantidades relativas de S y L presentes en las células:
un nivel bajo de L (con elevadas cantidades de S) da como resultado la produccion y
secrecion de particulas esféricas que contienen trazas de la proteina L, mientras que un
nivel mas alto de L conduce a la formacion de filamentos que son ineficientemente
secretados (Persing y col., 1986; Patient y col., 2007). Por lo tanto, L causa una
inhibicién en la secrecion de particulas dependiente de la cantidad, cuando se co-
expresa con la proteina S. La baja eficiencia de secrecién de L podria estar relacionada
a la presencia de motivos especificos de retencion en el dominio preS1 de esta proteina
(Prange y col., 1991) y/o con la morfologia de las particulas filamentosas (Roingeard y
Sureau, 1998). Debido a este fendmeno es que en el HBV la expresion de las proteinas
de superficie se encuentra finamente regulado, como se mencioné anteriormente. Esta
caracteristica debe ser tenida en cuenta a la hora de disefiar un proceso de produccién
de un candidato vacunal que esté compuesto por las tres proteinas de superficie del
HBV (Xu y col., 1997a; Bruss, 2007).

49



VACUNAS

50



Introduccioén

4. VACUNAS.

4.1. Vacunacioén y vacunas.

La vacunacion representa uno de los mayores logros de salud publica del ultimo
siglo, y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que los programas de
inmunizacion actuales salvan de 2 a 3 millones de vidas cada afio (Delany y col., 2014).
El objetivo de la vacunacién es inducir una respuesta inmune protectora frente a un
patégeno, sin el riesgo de contraer la enfermedad y sus posibles complicaciones.

Uno de los grandes desafios de la actualidad, consiste en ampliar la comprension
de la base inmunolégica detras de la vacunacion. Esto permitira, desarrollar vacunas
contra patégenos dificiles de atacar (como Mycobacterium tuberculosis, la bacteria que
causa la tuberculosis (TB)) y antigénicamente variables (como el HIV), controlar brotes
que amenazan la seguridad sanitaria mundial (como el COVID-19 o el Ebola) y descifrar
como reactivar las respuestas inmunes en la poblacion de adultos mayores (Nandi y
Shet, 2020; OMS, 2020).

Una vacuna es un producto bioldgico que se utiliza para inducir, de forma segura,
una respuesta inmune que confiera proteccién frente a una infecciéon y/o enfermedad
tras una posterior exposicion a un patégeno. Para lograr esto, la vacuna debe contener
0 expresar antigenos derivados del patdogeno, capaces de inducir respuestas inmunes
que brinden proteccién del mismo modo a como ocurriria durante un proceso de
infeccion natural, pero sin ocasionar los sintomas clinicos de enfermedad o efectos
secundarios. La proteccion conferida por una vacuna se determina en ensayos clinicos,
donde se relaciona la respuesta inmune generada frente al antigeno de la vacuna con
ciertos aspectos clinicos (como la prevencion de la infeccion, la reduccion de la
gravedad de la enfermedad o la disminucién de la tasa de hospitalizacion) (Plotkin,
2020)

4.2. Estrategias y plataformas de desarrollo de vacunas.

Desde el 14 de mayo de 1796, cuando Edward Jenner realizé la emblematica
inoculacion experimental a un nifio de 8 afos con pus obtenido de una granjera infectada
con viruela vacuna (lo que resulté en su inmunizacion), la vacunacion ha demostrado
ser una historia de éxito en la medicina moderna. Y si bien las estrategias tradicionales
de desarrollo de vacunas han demostrado ser efectivas para un gran numero de
patdgenos, lentamente estan cediendo espacio a técnicas cada vez mas sofisticadas,
que involucran tecnologias de ADN recombinante, agregando nuevas opciones en las

estrategias de disefio de vacunas.
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Las vacunas se clasifican generalmente como vacunas vivas o no vivas (a veces
también denominadas como 'inactivadas'), para distinguir aquellas vacunas que
contienen cepas replicantes atenuadas del organismo patégeno, de aquellas que
contienen solo componentes del patdgeno u organismos completos muertos (Vetter y
col., 2018) (Figura 15). Las vacunas vivas se desarrollan de modo que, en un huésped
inmunocompetente, el microorganismo se replique lo suficiente como para producir una
respuesta inmune robusta, pero no tanto como para causar manifestaciones
significativas de la enfermedad. Por lo tanto, existe un equilibrio entre la replicacion
necesaria del patégeno para inducir una respuesta inmune y la atenuacion suficiente
como para evitar la enfermedad sintomatica. Esta atenuacion, generalmente se
consigue a través de sucesivos pasajes del patégeno en un huésped heterdlogo o en
cultivos celulares. Al replicarse en un huésped extrafio, el patégeno wild-type acumula
mutaciones que le permiten adaptarse al nuevo huésped, lo que deteriora su virulencia
en humanos. Como el patégeno atenuado presenta los mismos antigenos que el
patégeno original, los individuos desarrollan respuestas inmunes comparables a las
inducidas por la infeccion natural. En consecuencia, estas vacunas inducen respuestas
robustas mediadas por células y anticuerpos y, a menudo, confieren inmunidad a largo
plazo después de solo una o dos dosis (Li y Li, 2021). Una limitacion de estas vacunas
es que tienen el potencial de replicarse de forma incontrolada en individuos
inmunodeprimidos (por ejemplo, nifos con algunas inmunodeficiencias primarias, o
individuos con infeccion por HIV o que reciben medicamentos inmunosupresores), lo
que lleva a algunas restricciones en su uso. Entre las vacunas de este tipo podemos
mencionar la de fiebre amarilla, sarampion, rubeola, paperas y polio (Sabin).

Por el contrario, las vacunas no vivas no contienen ninguna particula infecciosa,
por lo que no son capaces de replicarse, y de esta forma, no suponen ningun riesgo
para las personas inmunodeprimidas (Vetter y col., 2018). Sin embargo, una desventaja
de estas vacunas es que la inmunogenicidad y la duracion de la proteccion inducidas
tienden a ser menores que las de las vacunas vivas y pueden requerir de varias dosis o
del uso de adyuvantes para mejorar su performance. El componente antigénico de las
vacunas no vivas puede tratarse de: (1) organismos completos muertos o inactivados
(mediante métodos fisicos 0 quimicos), (2) solo una parte o fragmento del patégeno. En
este Ultimo caso, estos fragmentos del patégeno pueden ser proteinas estructurales,
polisacaridos, toxinas o proteinas con la capacidad de ensamblarse para formar
particulas pseudovirales (VLPs), y a este tipo de vacunas se las conoce en su conjunto
como vacunas a subunidades (Figura 15). Las vacunas a subunidades generalmente
presentan menores reacciones adversas que las vacunas vivas o inactivadas, pero

suelen ser menos inmunogénicas, ya que contienen un menor numero de antigenos, y
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el proceso de purificacion a menudo elimina los componentes que desencadenan
respuestas de la inmunidad innata. Las vacunas a subunidades de proteinas pueden
purificarse a partir de preparaciones del patégeno completo (como en el caso de las
vacunas acelulares contra la tos ferina) o pueden producirse mediante tecnologias de
ADN recombinante. En este ultimo caso, se inserta un gen que codifica la proteina
antigénica en un sistema de expresién capaz de producir grandes cantidades del

antigeno.
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Figura 15. Diagrama de produccion de algunos tipos de vacunas. (Figura
modificada de PhRMA, 2013).

Ademas de las vacunas vivas y no vivas "tradicionales", en los ultimos afos se
han desarrollado varias otras plataformas de produccion, incluidas vacunas de vectores
virales y vacunas basadas en acidos nucleicos (Vetter y col., 2018).

Los vectores virales representan una de las ultimas estrategias para el desarrollo
de vacunas. Diferentes virus son modificados para reducir su virulencia y por lo general,

su potencial de replicacion, por lo que no pueden iniciar una infecciéon productiva:
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ingresan a las células, expresan la proteina antigénica del patégeno y luego se detienen,
ya que no pueden continuar el ciclo de vida normal del virus. Luego, las células
infectadas con el vector vacunal son eliminadas por el propio sistema inmune que estan
disefiados para estimular. Los vectores de adenovirus recombinantes son los mas
ampliamente utilizados, ya que son capaces de incorporar largas secuencias génicas, y
aunqgue no pueden replicarse, estimulan sensores de la inmunidad innata que aseguran
una respuesta adaptativa robusta. En consecuencia, no necesitan de adyuvantes y
pueden proporcionar inmunidad luego de solo una dosis. Una desventaja potencial de
las vacunas con vectores virales es la presencia de inmunidad preexistente cuando se
usa un vector como el adenovirus humano, que comunmente causa infeccion en las
personas. Esto se puede superar utilizando vectores de adenovirus de simio, contra el

cual casi no existe inmunidad preexistente en los seres humanos (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de vacunas basadas en vectores virales. Existen dos tipos
de vectores virales: los que aun pueden replicarse dentro de las células y los que
no pueden hacerlo porque se han eliminado genes claves en la replicacion. (Figura
modificada de Callaway, 2020).

Las vacunas de acido nucleico son potentes inductores de la respuesta inmune
adaptativa, tanto humoral como celular, y son muy rapidas de implementar, ya que los
unicos elementos necesarios para su produccion son la secuencia génica que codifica
para el antigeno viral y una plataforma de administracion. Su rapido disefio y produccion
les permiti6 emerger como candidatos de punta de lanza contra el nuevo coronavirus
SARS-CoV-2 (Figura 17). Las moléculas de ADN por lo general son muy estables, lo

que permite el almacenamiento de estas vacunas a 4°C, lo que simplifica su distribucion
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(Qin y col., 2021). Por su parte, las moléculas de ARNm son significativamente mas
inestables que el ADN, por lo tanto, requieren temperaturas de -70°C para el
almacenamiento a largo plazo, lo que complica la logistica de distribucién de este tipo

de vacunas (Qin y col., 2021).
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Figura 17. Esquema de vacunas de acidos nucleicos a base de ADN y ARN.
(Figura modificada de Callaway, 2020).

4.3. Caracteristicas de la proteccion inducida por vacunas.
4.3.1.Mecanismos generales de respuesta a las vacunas.

Como se menciono, la respuesta inmune generada frente un antigeno proteico de
una vacuna es similar a la desarrollada durante un proceso de infecciéon natural. Una
vez que la vacuna es introducida, APCs son reclutadas en el sitio de inyeccion y el
antigeno es captado por estas células (principalmente células dendriticas), las cuales
fueron previamente activadas a través de sus receptores de reconocimiento de patrones
(PPRs), que censan sefiales de dafo debido a la presencia del adyuvante u otros
componentes de la vacuna. Estas células viajan hacia los nodos linfaticos, donde
presentan péptidos del antigeno vacunal en el contexto de moléculas MHC-II a células
T a través de la union con el TCR (receptor de células T). Estas células T activadas, en
combinacién con otras senales desencadenadas por el antigeno soluble a través del
receptor de células B, promueven la maduracion de estas células B en células
plasmaticas productoras de anticuerpos especificos contra el antigeno, y su
diferenciacion en células B de memoria. Dentro de las células plasmaticas se distinguen,

por un lado, un grupo de células plasmaticas de vida media corta, que permiten
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aumentar rapidamente los niveles de anticuerpos séricos durante las siguientes 2
semanas y, por otro lado, un grupo de células plasmaticas de larga vida, que pueden
seguir produciendo anticuerpos durante décadas y que residen en la médula 6sea. Por
su parte, las células B de memoria permitiran una respuesta inmune mas rapida y
robusta frente a una futura exposicion con el patégeno. Como se mencioné
anteriormente, la actividad efectora de los anticuerpos se lleva a cabo a través de la
interaccion directa con el antigeno, logrando la neutralizacion de este y de esa forma
previniendo o deteniendo la infeccidon. A su vez, los anticuerpos pueden mediar la lisis
de las células infectadas por el patéogeno, a través de la activacién de cascadas de
complemento (CDC), o de la respuesta de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
(ADCC). En forma paralela, las APCs son capaces de presentar antigenos que se
encuentran internalizados en sus citoplasmas en el contexto de moléculas MHC de tipo
I. Esta interaccion entre APCs y células T puede resultar en la activacion y proliferacion
de linfocitos T citotoxicos (LTC). Del mismo modo que ocurre con las células B, estas
células citotoxicas también se diferencian en un fenotipo de memoria, y son capaces de
censar qué ceélulas se encuentran infectadas en un futuro encuentro con el patégeno
(Pollard y Bijker, 2020) (Figura 18).

4.3.2. Respuesta inmune celular frente a las vacunas.

Aunque la activacion de la respuesta inmune innata es muy importante durante la
vacunacion, las vacunas estan disefiadas para estimular principalmente a la respuesta
inmune adaptativa. Esta respuesta esta mediada por células B que producen
anticuerpos (inmunidad humoral) y por células T (inmunidad celular). Se cree que todas
las vacunas de uso rutinario, excepto la BCG (que induce respuestas de células T que
previenen enfermedades graves), confieren proteccion principalmente a través de la
induccion de anticuerpos. El papel de las células T en la protecciéon esta poco
caracterizado (principalmente debido a la limitacion para acceder a ellas), excepto por
su papel de ayudar al desarrollo de las células B y la produccion de anticuerpos en los
ganglios linfaticos. Ademas, todavia no se sabe con certeza qué tipo de células T deben
medirse. Tradicionalmente, las células T se han clasificado como células T citotdxicas o
células T auxiliares (helper). Los subtipos de células T helpers (células Tu) se pueden
distinguir por sus perfiles de produccion de citoquinas. Las células T helper 1 (Tu1) y las
células Tn2, son importantes para establecer la inmunidad celular y la inmunidad
humoral, respectivamente, aunque las células Ty1 también estan asociadas con la
generacion de las subclases de anticuerpos 1gG1 e 1gG3 (Esser y col., 2003). Otro
subtipo de células T incluye a las células Tu17 (que son importantes para la inmunidad

en las superficies mucosas como el intestino y el pulmén) y las células T helper
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foliculares (ubicadas en 6rganos linfoides secundarios, que son importantes para la
generacion de anticuerpos de alta afinidad). Por lo tanto, en forma general, es posible
establecer que los anticuerpos tienen un papel preponderante en la prevencion de la

infeccion (con las células Ty cumpliendo un rol regulatorio), mientras que las células T
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Figura 18. Respuesta inmunolégica inducida por una vacuna. La inmunidad
innata se establece unas pocas horas luego de la inoculacién, pero no es especifica
y no tiene memoria inmunolégica. La inmunidad adaptativa proporciona una
segunda linea de defensa, caracterizada por un conjunto de linfocitos y anticuerpos
especificos para el antigeno. Finalmente, el sistema inmune adaptativo establece la
memoria inmunoldgica, que ofrece proteccion a largo plazo y representa el objetivo
de la vacunacion. Esta se caracteriza por la generacion de células de memoria que
pueden reactivarse rapidamente tras una exposicién posterior al mismo antigeno.
(Figura modificada de Pollard y Bijker, 2020).

4.3.3.Memoria Inmunoldgica.

Una caracteristica importante de la protecciéon inducida por las vacunas se
relaciona con la generacion de memoria inmunolégica. Al encontrarse con un patégeno,
el sistema inmunolégico de un individuo que ha sido vacunado contra ese patégeno
especifico, es capaz de montar una respuesta inmune protectora de manera mas rapida
y robusta. Se ha demostrado que la memoria inmunoldgica es capaz de ofrecer

proteccion contra patégenos cuando el periodo de incubacion (periodo desde la
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adquisicion de un patdgeno hasta el desarrollo de la enfermedad sintomatica) es lo

suficientemente largo como para que se desarrolle una nueva respuesta inmune (Pollard
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y Bijker, 2020) (Figura 19).

Figura 19. Esquema del mecanismo de accion de la memoria inmunolégica.
Luego de la vacunacion, generalmente la concentracion de anticuerpos circulantes
disminuye por debajo del nivel requerido para brindar proteccion. A) la respuesta de
la memoria inmunolégica sera capaz de ofrecer proteccion, si el periodo de
incubacion del patégeno y el inicio de los sintomas de la enfermedad es lo
suficientemente largo como para permitir que las células B de memoria generen un
titulo de anticuerpos por encima del umbral de proteccion. B) si el patégeno presenta
un periodo de incubacién muy corto, y los sintomas comienzan inmediatamente
después de la infeccion, los niveles de anticuerpos no seran suficientes para ofrecer
proteccion. (Figura modificada de Pollard y Bijker, 2020).

4.3.4.Inmunidad de rebafio.

Como se menciono anteriormente, el principal objetivo de las vacunas es prevenir
las manifestaciones clinicas de una infeccion mediante la induccién de anticuerpos
protectores y la generacién de memoria inmunoldgica. Sin embargo, un aporte adicional
ofrecido por las vacunas a la proteccion individual, es la proteccion comunitaria o de
rebafo. De hecho, la induccién de la proteccion de rebafio es quizas la caracteristica
mas importante de los programas de inmunizacién, ya que con cada dosis de vacuna
aplicada se protege a muchos mas individuos que solo al receptor de esta. Las vacunas
no pueden proteger directamente a todos los individuos de una poblacién ya que, por
diversas razones, la cobertura dificlmente alcanza el 100%. Afortunadamente, si se
vacunan suficientes individuos en una poblacion, y si la vacuna es capaz de prevenir no
solo el desarrollo de la enfermedad sino también la infecciéon (ingreso del agente
infeccioso), la transmision del patégeno se interrumpira y la incidencia de la enfermedad

caera. Esto se da como resultado de la proteccion indirecta de las personas, que de otro
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modo serian susceptibles a la enfermedad (Pollard y Bijker, 2020) (Figura 20).
Determinar si las vacunas son capaces de prevenir la infeccion y/o el desarrollo de la
enfermedad después del contagio por un patdgeno, es a menudo dificil de establecer,
pero una mejor comprensién de esta distincion podria tener implicaciones importantes
para el diseio de vacunas. Por ejemplo, tomando el caso de la pandemia del virus
SARS-CoV-2, el desarrollo de vacunas que previenen enfermedades graves y la
hospitalizacién derivada de ellas, tuvieron un impacto sustancial en la salud publica. Sin
embargo, una vacuna que ademas sea capaz de bloquear la adquisicién del virus y, por
lo tanto, prevenir la infeccion asintomatica y leve, tendria un impacto aun mayor, al
reducir la transmision en la comunidad y establecer, potencialmente, la proteccion o

inmunidad de rebanio.
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Figura 20. Inmunidad de rebafo inducida por la vacunacién. En ausencia de
vacunacion, la infecciéon pasa de personas enfermas a personas susceptibles y se
propaga por toda la poblacion. Cuando nivel de cobertura por vacunacién se
encuentra por debajo del umbral de inmunidad de rebafio, la infecciéon aun puede
transmitirse a personas susceptibles y extenderse a toda la poblacién, excepto a
aquellos que estan vacunados. Cuando la cobertura por vacunacion es mayor al
umbral de inmunidad de rebaiio, la infeccion no se puede propagar en la poblacién
y las personas susceptibles estan indirectamente protegidas por personas
vacunadas. (Figura modificada de Pollard y Bijker, 2020).

4.4. Desafios para lograr el éxito de la vacunacion.

Si bien los beneficios aportados por las vacunas han sido (y siguen siendo)
enormes, actualmente los programas de inmunizacién se enfrentan con diversas
dificultades: desde la falta de financiamiento o infraestructura, hasta los movimientos
negacionistas y las prioridades comerciales, que limitan la proteccion de los mas
vulnerables de la sociedad. Las vacunas solo funcionan si se utilizan, por lo tanto, el

principal desafio para alcanzar la proteccion de la poblacion frente a diversas
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enfermedades a través de la vacunacion es el lograr un acceso universal de las vacunas,
acortando la enorme desigualdad que existe entre paises. Este es quizas el problema
mas urgente para la salud publica, ya que la cobertura mundial de vacunas se ha
estancado: por ejemplo, la cobertura de las vacunas contra la difteria, tétanos y la tos
ferina solo ha aumentado del 84% al 86% desde 2010 (Peck y col., 2019). Sin embargo,
esta cifra oculta una enorme variacion regional, con una cobertura cercana al 100% en
algunas areas y casi ningun nifio vacunado en otras. La falta de recursos econémicos
para comprar vacunas (ya sea a nivel nacional o individual) y la falta de infraestructura
en el sistema de salud, son dos factores claves que influyen en el acceso a las vacunas.
En este sentido, la mayoria de las vacunas deben refrigerarse a 2-8°C, lo que requiere
de una infraestructura y de medios (para lograr el almacenamiento y transporte en frio
hasta el sitio donde se administra la vacuna), que son limitados en muchos paises de
bajos ingresos. La pandemia de COVID-19, ha puesto de manifiesto que, frente a una
amenaza global, muchas instituciones con diferentes intereses han sido capaces de
unirse para garantizar que las vacunas se desarrollen a una velocidad sin precedentes.
Sin embargo, también ha puesto de relieve las grandes desigualdades que enfrentamos
como sociedad. Este ultimo punto remarca el importante rol que poseen los estados a
la hora de informar a la poblacion y de realizar fuertes inversiones, tanto en la
investigacion y desarrollo de nuevos candidatos vacunales, como en planes de
inmunizacion para lograr que las vacunas lleguen a todos sus habitantes.

La evidencia sobre los éxitos de la vacunacién en combatir las enfermedades
infecciosas es vasta y muy clara. Sin embargo, hay un creciente porcentaje de la
poblacion que se muestra escéptico respecto de la vacunacion y hoy en dia estos
movimientos “anti-vacunas” representan una de las principales amenazas a los
programas de inmunizacién. Estos son grupos muy activos y reivindicativos, que
aportan informacién no contrastable y acientifica, que siembra desconfianza en una
parte de la poblacién, llevando a una reduccion de las coberturas vacunales
recomendadas para el control de las distintas enfermedades. En este sentido, el auge
de las redes sociales ha contribuido enormemente a la masificacion de informacion falsa
o fake news acerca de vacunas, fomentando el crecimiento de estos movimientos.
Segun la OMS, la desconfianza sobre la utilidad y seguridad de las vacunas es
reconocida como una de las diez amenazas mas importantes a la salud publica en la
actualidad. Las consecuencias negativas en la sanidad de la poblacion, como
consecuencia de las acciones de estos movimientos, se estan evidenciando en rebrotes
de enfermedades que estaban controladas (OMS, 2019). Es claro que para hacer frente
a esta problematica contamos con una herramienta que debemos accionar de manera

permanente: la divulgacion de informacion sélida y contrastable sobre vacunas al
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publico no especializado. Los datos epidemioldégicos comparativos entre la era pre-
vacunal y la vacunal, y los estudios de costo-efectividad, son sin dudas datos
inobjetables que muestran el beneficio que conlleva el uso de vacunas. Los cientificos
no necesitan confrontar con el movimiento anti-vacunas, sino utilizar su experiencia y
comprension para asegurar una comunicacion efectiva sobre la ciencia.

Otro aspecto para destacar es la falta de vacunas para algunas enfermedades
para las que no existe un incentivo comercial para su desarrollo. Por lo general, se trata
de enfermedades que tienen una propagacion geografica restringida o se producen
brotes esporadicos, y solo afectan a comunidades pobres o marginadas. Varias
agencias sanitarias internacionales, incluida la OMS, han solicitado aumentar la
inversion en el desarrollo de vacunas huérfanas, es decir, vacunas destinadas a un
nuamero limitado de personas o dirigidas a infecciones raras, por lo que los costos de
desarrollo superan su potencial de mercado.

Finalmente, puede suceder que, si bien existe un mercado atractivo para una
determinada vacuna, las dificultades técnicas y la falta de conocimiento de la estructura
del patégeno, condicionan su desarrollo. Por ejemplo, patégenos altamente variables,
como lo son el HIV y HCV (Virus de la hepatitis C), presentan un desafio particular. La
diversidad y alta tasa de variabilidad genética de estos patégenos, dificulta la
identificacion de un antigeno que pueda utilizarse como inmundégeno. Particularmente
para el HIV, si bien el organismo es capaz de generar anticuerpos que neutralizan el
virus, la rapida mutacion del genoma viral permite que el virus pueda evadir estas

respuestas incluso dentro del mismo hospedador.
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5.1. Virus-like Particles (VLPs).

Las VLPs son nanoparticulas multiméricas formadas mediante el auto
ensamblado de una o mas proteinas estructurales del virus. Si bien estas particulas
adquieren una conformacién similar a la del virus nativo, representan moléculas
totalmente bioseguras, ya que no poseen los acidos nucleicos virales en su interior.
(Roldao y col., 2010; Nooraei y col., 2021). Ademas, debido a su similitud con el virus
wild type (tanto en forma como en tamafio), las VLPs pueden imitar los epitopes
antigénicos presentes en el virus nativo. De hecho, el tamafio nanométrico de las VLPs,
junto con la presencia de epitopes altamente ordenados en la superficie de estas
particulas, representan una situacion ideal para la fagocitosis y presentacion de
antigenos por parte de células del sistema inmune. Estas caracteristicas, convierten a
las VLPs en inmundgenos altamente atractivos para el desarrollo de candidatos

vacunales. (Ludwig y col., 2007) (Figura 21).
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Figura 21. Esquema de la estructura de las VLPs. La alta densidad de epitopes
presentes en la superficie de la particula, permite estimular eficientemente
repuestas tanto humorales como celulares, similares a las desarrolladas por el virus
natural. Al mismo tiempo, estas particulas no poseen material genético, por lo que
son incapaces de replicarse y causar enfermedad. (Figura modificada de Criscia y
col., 2012).

5.2. Tipos de VLPs.

De acuerdo con su diversidad estructural o funcional, las VLPs pueden clasificarse
en diferentes tipos (Nooraei y col., 2021). Respecto a su complejidad estructural, las
proteinas que componen las VLPs pueden disponerse en capas simples, dobles o

triples, pudiendo estas capas estar compuestas por una o mas proteinas virales. A su
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vez, la presencia de una envoltura lipidica externa proporciona un nivel adicional de
clasificacion estructural para las VLPs (Figura 22). En este caso, las VLPs adquieren
sus membranas lipidicas a partir del huésped (o linea celular utilizada para su expresion)

durante el procedimiento de ensamblado y secrecion de la particula.
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Figura 22. Clasificacion estructural de las VLPs. a) para VLPs envueltas, (i) la
expresion de una, (ii) dos o (iii) tres proteinas pueden disponerse en una sola capa.
Las VLPs de doble capa pueden estar formadas por (iv) dos o (v) mas de tres
proteinas. b) las VLPs sin envoltura, pueden estar compuestas por (i) una o (ii) dos
proteinas, dispuestas en una sola capa. VLPs de doble capa se pueden ensamblar
a partir de dos (iii) o mas de tres proteinas (iv). VLPs de triple capa (v) se pueden
ensamblar a partir de mas de tres proteinas. (Figura modificada de Nooraei y col.,
2021).

Respecto a su funcionalidad, se distinguen dos tipos de VLPs: (1) nativas o VLPs
formadas unicamente por proteinas estructurales del virus o (2) quiméricas, donde la
particula puede estar compuesta por mas de un tipo de proteina o por proteinas de
fusion, llevando de esa forma antigenos o epitopes heterdlogos (Rodriguez-Limas y col.,
2013; Luay col., 2014).
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5.3. VLPs como inmunégenos.

La mayoria de las VLPs poseen un tamarfio entre 20 a 200 nm, lo que les permite
acceder a los nodulos linfaticos, donde son eficientemente captadas por las APCs. Al
igual que los virus nativos, las VLPs poseen PAMPs que pueden ser reconocidos por
TLRs y receptores de lectina de tipo C (CLR), presentes en las CDs (Raghunandan,
2011). El reconocimiento y captacion de las VLPs por las CDs, inicia el proceso de
maduracion de estas células, que conduce, por un lado, a la produccion de factores pro-
inflamatorios y por otro lado, al procesamiento de las VLPs y presentacion de los
péptidos resultantes en el contexto MHC-II. Esto conduce a la activacion de linfocitos T
helper CD4+, necesarios para la proliferacion y diferenciacion de células B y T. Por otro
lado, la presencia repetitiva de proteinas sobre la superficie de la VLPs (a diferencia de
las vacunas de proteinas solubles), permite la activacion de células B de forma directa
e independiente de la inmunidad innata o de las células T helper. A su vez, las VLPs
también son procesadas en el citoplasma de las CDs y presentadas en el contexto MHC-

| a los linfocitos T CD8+ citotdxicos (Nooraei y col., 2021) (Figura 23).
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Figura 23. Respuesta inmune desencadena por VLPs. Tras la administracion,
células dendriticas fagocitan, procesan y presentan péptidos derivados de las VLPs
en el contexto MHC-Il y MHC-I para su deteccion por células T CD4+ y CD8+,
respectivamente. La activacién de células B, luego de su interaccién con células
CD4+, permite su diferenciacién a células plasmaticas secretoras de anticuerpos.
Las células B pueden ser directamente activadas debido a la naturaleza particulada
de las VLPs. La respuesta celular requiere la activacion de linfocitos T CD8+
citotoxicos. (Figura modificada de Nooraei y col., 2021).
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5.4. Purificacion y caracterizacion de VLPs.

Los procedimientos de downstream para la purificacion de VLPs representan un
aspecto clave para garantizar la eficacia y seguridad de las particulas. En forma general,
los procedimientos de purificacién de VLPs implican: (1) la lisis de las células o cosecha
de VLPs directamente del sobrenadante de cultivo; (2) un proceso de clarificacion para
remover debris celulares y otros agregados moleculares; (3) un paso de concentracion
y una etapa de polishing para remover impurezas derivadas del huésped (Zeltins, 2012;
Lua y col., 2014; Nooraei y col., 2021). La lisis celular es un paso importante en la
purificaciéon de VLPs. Sin embargo, dado que en sistemas como el de células de
mamiferos o células de insectos, por lo general, las VLPs son secretadas al
sobrenadante de cultivo, este paso no es necesario. Por el contrario, bacterias,
levaduras o plantas, requieren de complejos tratamientos fisicos, quimicos o
enzimaticos para lograr liberar al producto recombinante. Luego de la clarificacion
mediante centrifugacion a baja velocidad, las VLPs deben ser concentradas. Diversos
virus y VLPs son lo suficientemente estables para soportar procesos de precipitacion
con polietilenglicol (PEG). La aplicacion de PEG, que tiene la habilidad de unir moléculas
de agua hasta que se excede la solubilidad de las VLPs, se utiliza para precipitar a las
particulas de alto peso molecular como las VLPs y dejar las impurezas de bajo peso
molecular en solucion. De esta forma, la precipitacion con PEG disminuye
significativamente el volumen de la solucion de VLPs y reduce la cantidad de impurezas
derivadas del huésped. La pureza de estas VLPs precipitadas, suele ser suficiente para
un posterior analisis de identificacion de las proteinas mediante SDS/PAGE, western
blot o ELISA. En purificaciones de escala laboratorio, un subsiguiente paso de ultra
centrifugacion utilizando colchones o gradientes de densidades (producidos con
sacarosa, cloruro de cesio o iodixanol), resulta suficiente para obtener una preparacion
adecuada para los siguientes pasos de downstream (Nooraei y col., 2021).

Luego del proceso de purificacion, las diferentes propiedades de las VLPs deben
ser evaluadas con el objetivo determinar su idoneidad para los siguientes pasos de
downstream. La caracterizacion bioquimica, biofisica y bioldgica de las VLPs purificadas
supone una etapa esencial en la produccion de vacunas basadas en VLPs, para poder
determinar la funcionalidad, potencia y estabilidad del producto (Nooraei y col., 2021).
En la Figura 24, se muestran herramientas analiticas habitualmente utilizadas para la

caracterizacion de VLPs.
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Figura 24. Herramientas analiticas utilizadas para la caracterizacion de VLPs.
(Figura modificada de Nooraei y col., 2021).

La evaluacion de la pureza de las proteinas, a menudo se realiza en VLPs
desnaturalizadas y/o reducidas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta técnica permite, ademas, determinar el peso
molecular de las proteinas que componen las particulas. La identidad de las proteinas
se puede confirmar mediante ensayos de western blot junto con SDS-PAGE. Técnicas
cromatograficas (utilizando columnas de fase reversa, RP-HPLC), también representan
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herramientas analiticas de uso frecuente para determinar la pureza, integridad y el peso
molecular de las VLPs. Ademas, el método RP-HPLC es util para caracterizar
modificaciones post-traduccionales en glicoproteinas virales. Por su parte, la
espectrometria de masas (MS), también representa una herramienta robusta para
analizar la masa molecular, la composicién de aminoacidos y las modificaciones post-
traduccionales (PTM) de las proteinas presentes en las VLPs. La alta sensibilidad de
esta técnica facilita la deteccion de incluso cambios de un solo aminoacido.

Los parametros biofisicos de las VLPs, como la morfologia, el tamafio y el estado
conformacional, contribuyen a determinar la potencia y seguridad de las vacunas de
VLPs. La morfologia de las VLPs se puede detectar mediante técnicas de visualizacion
como la microscopia electrénica de transmision (TEM), la microscopia crioelectronica
(Cryo-EM) y la microscopia de fuerza atémica (AFM). A su vez, la identidad de las
proteinas que forman parte de la superficie de las VLPs también puede ser evaluada
mediante TEM asociada a inmunomarcaciones, utilizando anticuerpos primarios
especificos para la proteina de interés y anticuerpos secundarios conjugados a oro
coloidal. Otras herramientas analiticas comunmente utilizadas para estudiar el tamafo
de las VLPs son la dispersion de luz dinamica (DLS), la cromatografia de exclusién por
tamano (SEC), ultra centrifugacion analitica (AUC) y Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA).

Finalmente, la caracterizacion bioldgica o funcional incluye, entre otros, ensayos
para evaluar la antigenicidad e inmunogenicidad de las VLPs como candidatos
vacunales. En este sentido, se pueden realizar estudios tanto in vivo en modelos
animales naturales o transgénicos, como estudios in vitro donde se evalua su
interaccion frente a anticuerpos conocidos (ensayos de ELISA, inmunoprecipitacion,

western blot) o en estudios de proliferacion.

5.5. Sistemas de produccion de VLPs.

La eleccion del sistema de expresion para la produccion de VLPs, debe tener en
cuenta diversos factores, como costos, escalabilidad y productividad. Sin embargo, esta
eleccion va a estar condicionada, principalmente, por el tipo de VLPs que se busque
expresar y de sus caracteristicas estructurales y antigénicas. En este sentido, la
estructura cuaternaria de las proteinas virales puede diferir dependiendo del sistema de
expresion empleado, principalmente a nivel de PTM (requerimientos de plegamiento,
glicosilaciones, solubilidad, estabilidad, etc.). Por lo tanto, ya que es la calidad
estructural del producto lo que determina su eficacia terapéutica y seguridad, no todos
los sistemas de expresion son adecuados para todos los tipos de VLPs (Donaldson y
col., 2015; Fuenmayor y col., 2017) (Figura 25).
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Figura 25. Sistemas de expresion empleados para los diferentes tipos de
VLPs. (Figura modificada de Rodriguez-Limas y col., 2013).

5.5.1. Bacterias y Levaduras.

Tanto bacterias como levaduras representan sistemas que permiten obtener
elevados rendimientos a bajos costos, y son facilmente escalables. Las bacterias
(siendo Escherichia coli la mas utilizada) representan uno de los sistemas de expresion
mas utilizados para la produccion de proteinas recombinantes, y también se utilizan para
producir numerosas VLPs (Roldéo y col., 2010). Sin embargo, debido a diversos
factores, como la incapacidad para realizar PTM (principalmente glicosilaciones), la
formacion incompleta de enlaces disulfuro y los problemas de solubilidad de las
proteinas, no representa una plataforma adecuada para producir VLPs envueltas. Por
lo tanto, las bacterias solo se utilizan para generar VLPs no envueltas, compuestas por
solo una o dos proteinas virales. VLPs para el desarrollo de vacunas frente a malaria,
hepatitis E, Influenza, Hepatitis C, han sido producidas con éxito en este sistema.

Por su parte, debido a la capacidad de las levaduras para realizar PMT con cierto
grado de complejidad, este sistema permite la produccién de VLPs mas complejas. De
hecho, varias VLPs producidas en levaduras ya han obtenido la aprobacién de las
agencias regulatorias para su uso en humanos, como las VLPs del HPV y del HBV. Sin
embargo, cabe destacar que su patrén de PTM no es exactamente el mismo que el de

los humanos (Fuenmayor y col., 2017).

5.5.2.Sistema baculovirus/células de insecto (B/CI).

El proceso de produccion del sistema B/CI se divide en dos fases: en un primer
momento las células de insecto se cultivan hasta una densidad celular adecuada, y
luego, estas células son infectadas con un baculovirus recombinante que lleva la
secuencia de la proteina de interés. Debido a que el disefio de baculovirus

recombinantes es un proceso rapido y simple, este sistema resulta adecuado para la
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produccién de vacunas contra virus que cambian rapidamente sus antigenos de
superficie entre cada brote, como el virus de la influenza.

El sistema B/Cl puede producir cantidades de proteinas comparables a las
obtenidas con bacterias o levaduras y, ademas, es capaz de realizar PTM y de
ensamblar VLPs compuestas de multiples proteinas. El principal inconveniente de esta
plataforma es el patrén de N-glicosilacion relativamente simple que presentan las
glicoproteinas expresadas en este sistema en comparacion con las células de
mamiferos, lo que puede ser una desventaja para algunas aplicaciones de VLPs. En
este sentido, no permite la formacion de especies sialidadas de glicanos. Otra
desventaja de este sistema es que los baculovirus envueltos se producen al mismo
tiempo que las VLPs, lo que hace que la purificacion sea un paso dificil y costoso. Sin
embargo, es necesario destacar, que en algunos casos la presencia de estas particulas
resulta beneficiosa, ya que los baculovirus poseen capacidad de adyuvante. En este
sentido, los baculovirus pueden formar parte de la formulacion final de la vacuna,
adicionando al proceso un respectivo paso de inactivacion viral (Fuenmayor y col.,
2017).

Varios tipos de VLPs han sido producidas utilizando el sistema B/CI, incluidas
VLPs para Chikungunya o HIV. Este sistema permite, ademas, la generacién de lineas
celulares estables. En este sentido, VLPs de HIV-1 han sido producidas en lineas

estables de Drosophila S2 (Nooraei y col., 2021).

5.5.3.Plantas

En los ultimos afos, el uso de plantas transgénicas para la produccién de VLPs
ha aumentado considerablemente. Por lo general, se emplea la bacteria Agrobacterium
tumefaciens para la infeccion y transformacion de células vegetales. Estas bacterias
pueden infectar e introducir un gen especifico de interés en el genoma de las células
vegetales. Varias VLPs han sido producidas en este sistema, incluyendo VLPs para
influenza, malaria y hepatitis B. Las plantas mas comunes usadas para la produccion
de proteinas recombinantes son Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana. Entre las
principales ventajas que ofrece este sistema, se distinguen la facilidad de escalado, los
bajos costos de produccion y la bioseguridad en su empleo. En la actualidad, un
candidato vacunal contra el SARS-CoV-2 a base de VLPs producido en plantas, se
encuentra en fase clinica lll, habiéndose observado muy buenos resultados en fase Il
(Gobeil y col., 2021).

Entre las limitaciones que presenta este sistema, se pueden mencionar la

dificultad para realizar PTM adecuadas en sus proteinas, la baja productividad respecto
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a otros sistemas de expresién y, en ciertos casos, la inestabilidad de las VLPs

generadas (Fuenmayor y col., 2017; Nooraei y col., 2021).

5.5.4.Células de mamiferos

Existen diversos tipos de células de mamiferos que son adecuadas para la
produccién de VLPs. Aunque con este sistema se obtienen menores rendimientos que
con otros sistemas, las células de mamiferos tienen la capacidad de producir PTM mas
complejas y precisas, necesarias para el correcto plegamiento de las proteinas. Por esta
razén, este sistema se utiliza para la produccion de VLPs complejas (tanto envueltas
como no envueltas) compuestas de multiples proteinas (Figura 25). En este sentido, los
elevados costos asociados al cultivo de estas células, el desafio técnico del escalado y
los riesgos de contaminacién (tanto viral como bacteriana), son compensados por su
habilidad de expresar proteinas con complejas PTM.

En la actualidad, las lineas celulares CHO (Chinese Hamster Ovary) y HEK293
(Human Embryo Kidney 293) son las mas ampliamente utilizadas para la produccion de
VLPs (Bandaranayake y Almo, 2014; Fuenmayor y col., 2017; Nooraei y col., 2021). En
este sentido, estas lineas celulares permiten obtener buenas productividades del
producto de interés, son seguras y estables genéticamente, y pueden ser cultivadas
tanto de adherencia como en suspension. Respecto a este ultimo punto, las células
HEK293 y CHO cultivadas en suspension suelen tener un tiempo de duplicacién menor
a 24 horas y pueden crecer hasta densidades celulares superiores a 15-20 millones de
células.ml”’, dependiendo de las condiciones de cultivo. Ademas, ambas lineas
celulares son relativamente facil de transfectar o transducir para incorporar el gen
codificante de la proteina de interés. Las células CHO participan en la producciéon de
mas del 70% de proteinas recombinantes terapéuticas, y en la actualidad, representa la
linea celular de referencia para la produccion VLPs frente al HBV (Holzer y col., 2003).
Por su parte, la linea HEK293 ha sido utilizada para la produccion de diversas VLPs,
tanto para su uso en humanos como en animales. Tanto las células HEK293 como las
CHO, han sido modificadas genéticamente para mejorar su capacidad de respuesta a
diferentes elementos génicos. En este sentido, la linea derivada HEK293T codifica el
antigeno T del virus SV40, lo que permite la replicacion episomal de plasmidos que
contienen el origen de replicacion de SV40. Por su parte, la linea derivada CHO-K1 se
cultivé a partir de un clon de la linea CHO y contiene menos cromosomas que la original.

Ademas de las células CHO y HEK293, otras lineas celulares han sido empleadas
en la produccion de VLPs, entre las que se destacan la linea celular BHK-21 (Baby
Hamster Kidney-21), la linea Vero 9 (african green monkey 9) y la linea CAP-T (Nooraei
y col., 2021).

71



Introduccioén

5.6. Produccion de VLPs en cultivos de células de mamiferos.
5.6.1.Expresion Transiente vs Expresion Estable del gen de interés.

Existen dos métodos principales para producir VLPs en cultivos celulares de
células de mamiferos: expresion transiente o mediante la expresion estable del gen de
interés. La expresion transiente (TGE, Transient Gene Expression) se basa en la
expresion episomal del gen de interés, codificado en un vector adecuado. Por lo general,
esta metodologia se utiliza en el comienzo del desarrollo de un nuevo farmaco, cuando
muchos candidatos proteicos deben ser evaluados. Este método permite obtener, en
poco tiempo, pequefias cantidades del producto de interés para llevar a cabo diferentes
ensayos, ya sea estudios preclinicos o de caracterizacion del producto. Una vez que se
cuenta con el vector codificante, es posible obtener sobrenadantes del producto de
interés en unos pocos dias (Merten y col., 2014; Gutiérrez-Granados y col., 2018). Sin
embargo, la expresion del gen de interés se pierde con los sucesivos subcultivos y
generaciones celulares, dado que la secuencia codificante no se integra en el genoma
de las células. Este método es el de preferencia para el desarrollo de vacunas cuando
el antigeno natural de interés sufre mutaciones frecuentes, lo que requiere que la
formulacién se modifique con frecuencia, o cuando una de las proteinas que forman
parte de la VLP es toxica para la linea celular productora. Otro aspecto para tener en
cuenta al llevar a cabo una TGE es la gran cantidad de ADN que se necesita, como asi
también la calidad de este, factor critico a la hora de producir proteinas para uso humano
donde la posibilidad de presencia de contaminantes (como ser endotoxinas bacterianas)
debe ser reducida al minimo.

Por otro lado, la expresion estable (SGE, Stable Gene Expression) implica que el
gen de interés se encuentra integrado en el genoma de la célula y, por lo tanto, es
transmitido a la descendencia luego de cada division celular. Esto evita tener que
disponer del material genético codificante de la proteina de interés cada vez que se
quiera producir el producto final (Lai y col., 2013). De esta forma, las lineas estables
pueden ser criopreservadas y posteriormente revitalizadas para iniciar otro ciclo de
produccion. Sin embargo, si bien este método permite obtener mayores cantidades del
producto de interés, la generacién de una linea celular estable demanda una mayor

cantidad de tiempo (meses) y mayores costos.

5.6.2.Transferencia del material genético para la expresion estable del gen de
interés.
Como se menciono, la expresion estable del gen de interés, implica la generacion
de una linea celular recombinante donde el gen es constitutivamente expresado. Este

método es ampliamente utilizado a nivel industrial cuando el producto de interés ha sido
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seleccionado y caracterizado. Para esto, por lo general se emplean técnicas de
transfeccion del material genético y la posterior utilizacion de un agente de seleccion o

mediante la transduccion de las células empleando vectores lentivirales.

5.6.2.1. Transfeccion para la generacion de lineas celulares estables. Marcador de
seleccion.

El proceso se inicia de la misma forma que para la expresion transiente, es decir,
el cultivo celular es transfectado utilizando un plasmido de ADN y un agente de
transfecciéon. En la actualidad, los polimeros cationicos como el PEI (polietilenimina),
son ampliamente utilizados para la transfeccion de células de mamiferos. Mediante este
método, la incorporacién del plasmido en el genoma de la célula, es un evento de baja
probabilidad, por lo tanto, la introduccién de un gen de seleccién proporciona un fenotipo
ventajoso para identificar aquellas células que han incorporado la secuencia de interés.
Las técnicas de seleccion para generar lineas celulares estables se basan en: (1) la
resistencia a farmacos (generalmente antibiéticos), (2) el rescate metabdlico (variantes
celulares deficientes en alguna via metabdlica) o (3) métodos fisicos. Dado que las
células HEK293 y CHO son sensibles a antibioticos como zeocina, puromicina,
higromicina B y G418, la incorporacion de un gen de resistencia a antibioticos es el
mecanismo de seleccion mas utilizado (Lanza y col., 2013). Por lo tanto, luego de la
transfeccion y de la integracion del transgén en el genoma celular, se agrega al cultivo
celular el agente de seleccion correspondiente, con el objetivo de eliminar la poblacion
celular que tiene poca o ninguna expresion del transgén. De esta forma, la poblacion se
va enriqueciendo de células recombinantes productoras y se genera un pool de células
que expresan el gen de interés de forma estable. Cabe mencionar que esta metodologia
también puede ser aplicada a vectores virales que no integran el material genético en el
genoma celular.

Como se menciono, la integracién del gen de interés al genoma de la célula luego
de un proceso de transfeccion es un fendmeno de baja probabilidad. A su vez, esta
incorporacién puede ser un evento aleatorio o dirigido. En una integracion aleatoria, el
transgén se incorpora al azar en el genoma de la célula, y tanto el numero de copias
integradas y como el locus de integracion varia de célula a célula, obteniéndose
poblaciones celulares heterogéneas. Por otro lado, en una integracion dirigida, el
transgén es incorporado en una region especifica del genoma. En este sentido, el lugar
de integracion seleccionado, por lo general, implica una region del genoma
transcripcionalmente activa, donde se sabe que el gen de interés no sera silenciado.
Diferentes tecnologias permiten el direccionamiento en la integracién de genes, entre

las que se destacan Zinc Finger Nucleases (ZFN), Transcription Activator-Like Effector
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Nucleases (TALENSs) y el sistema CRISPR/Cas9. Todas estas técnicas involucran el uso
de enzimas de restriccién para introducir cortes en las dobles hebras del ADN en

posiciones especificas (Hsu y col., 2014).

5.6.2.2. Transduccion para la generacion de lineas celulares estables.

Diferentes vectores virales (adenovirus, herpesvirus, vectores adenoasociados,
entre otros) han sido utilizados como herramienta para la transferencia de material
genético. Sin embargo, si bien estos vectores son capaces de introducir el acido nucleico
en el nucleo de las células, el transgén no se incorpora en el genoma de forma estable.
Por el contrario, algunos vectores retrovirales, especialmente los lentivirus (LVs)
derivados del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (HIV-1), son capaces de
insertar el transgén en el genoma de la célula huésped, caracteristica fundamental a la
hora de generar una linea celular estable. Ademas, (a diferencia de lo que ocurre con
las inserciones por transfeccion) los LVs han evolucionado para incorporar el material
genético en regiones transcripcionalmente activas del genoma, obteniéndose asi lineas

celulares con alto nivel de expresion y muy estables en el tiempo (Bushman y col., 2005).

5.6.2.2.1. Vectores lentivirales.

Los LVs, que pertenecen a la familia Retroviridae, son virus de ARN que se
replican mediante un proceso de retro-transcripcién, que conduce a la integracién
genetica en el genoma del huésped. Actualmente, los lentivirus son ampliamente
utilizados como vectores de transferencia de material genético, ya que ademas de
permitir la integracién del transgén de interés en el genoma del huésped en regiones
activas de la cromatina, son capaces de transducir tanto células en divisibn como
quiescentes.

La transformacion de los lentivirus en vectores virales bioseguros, implicd la
separacion en diferentes plasmidos de las secuencias necesarias para el ensamblado
y produccion del virus, y la eliminacién de aquellas secuencias codificantes de proteinas
accesorias y regulatorias del lentivirus. En este sentido, todos los genes virales
dispensables del lentivirus fueron reemplazados por un transgén de interés, dejando
solo los elementos cis esenciales para el empaquetamiento viral (LTRs, sefal de
empaquetamiento W, RRE, cPPT y WPRE, que se detallaran a continuacion). Los genes
virales necesarios para el empaquetado y pseudotipado de la envoltura del LV, son
suministrados en ftrans en plasmidos separados (Figura 26). Esta fragmentacion y
compactacion de las secuencias necesarias para el ensamblado de vectores lentivirales,
disminuye la probabilidad de recombinacién y la posible generacién de lentivirus con

capacidad de replicacion (RCL, del inglés Replicant Competent Lentivirus). En la
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actualidad, los vectores lentivirales de tercera generacién son los mas empleados. Este
sistema esta compuesto de 4 plasmidos separados: un vector de transferencia, el cual
posee el transgén de interés, y 3 plasmidos que constituyen el sistema de
empaquetamiento.

En el vector lentiviral de transferencia, también denominado plasmido de
transferencia, se encuentran todas las secuencias necesarias para la expresion del
transgén de interés, como asi también las secuencias cis-actuantes requeridas para el
correcto ensamblado de la particula lentiviral (Figura 26-A). Sus elementos mas
importantes se detallan a continuacién:

LTR (long terminal repeats): son regiones ubicadas en cada uno de los extremos
del ADN proviral, encargadas de actuar como promotores y/o enhancer de la
transcripcion del ARN lentiviral. La region 5LTR fue modificada, intercambiando el
promotor dependiente de fat original del HIV-1 por un promotor constitutivo del virus del
sarcoma de Rous. La regién 3 LTR fue mutada, con el objetivo de generar de esta forma
un vector auto-inactivante (SIN, self-inactivating vector).

Psi (y): secuencia de empaquetamiento, requerida para la incorporacion del ARN
genomico a las particulas virales.

RRE (Rev response element): region que posee la secuencia requerida para la
union de la proteina Rev, la cual promueve la exportacién del ARN del nucleo al
citoplasma.

CMV: promotor constitutivo del citomegalovirus. Este es uno de los promotores
mayormente utilizados, pero puede ser reemplazado por otros promotores para células
eucariotas.

WPRE (Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element):

region estabilizadora del ARN mensajero.

Por otro lado, se encuentran los vectores plasmidicos que portan las secuencias
codificantes de las proteinas que seran expresadas en trans y son necesarias para que
el ARN lentiviral sea ensamblado. En este sistema de tercera generacion, dos plasmidos
codifican las proteinas necesarias para el empaquetamiento y un plasmido que codifica
para una glicoproteina de envoltura:

pPMDL/pRRE: posee la secuencia codificante de la poliproteina de capside (Gag)
y la secuencia de la retrotranscriptasa, integrasa y proteasa viral (Pol).

PREV: porta la secuencia de la proteina Rev, la cual posee la capacidad de unirse
a las secuencias RRE, presentes tanto en pMDL/pRRE como en el vector de
transferencia, y promover su exportacion desde el nucleo al citoplasma de la célula

transducida.
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pGlicoproteina: este vector posee la secuencia codificante para la glicoproteina
de envoltura necesaria para que la particula sea capaz de transducir las células target.
Generalmente, la proteina mas utilizada, es la glicoproteina del virus de la estomatitis
vesicular (VSV) codificada en el vector pMD.G, debido a su amplio tropismo celular y a
su elevada estabilidad. Otras proteinas virales de membrana han sido utilizadas, siendo
la glicoproteina G del virus de la rabia una de ellas (Mazarakis y col. 2001; Carpentier y
col., 2012).

De este modo, los LVs no replicativos son recuperados del sobrenadante de
cultivo de las células empaquetadoras luego de llevar a cabo una transfeccion transiente
utilizando los cuatro vectores lentivirales de tercera generacion (Figura 26-B). El empleo
de LVs para transducir células en cultivo permite obtener lineas recombinantes estables
con un alto nivel de expresion. La mayoria de los métodos actuales de produccion de
vectores de LV implican la co-transfeccién de, preferentemente, células HEK293T o
HEK293. La razén de la preferencia de las células HEK293T, es la presencia del
antigeno T de SV40 en las células, que las hace mas eficaces para la produccién de

vectores.
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Figura 26. Sistema de vectores lentivirales de tercera generacion. A) Detalle
del vector lentiviral de transferencia el cual posee la secuencia del gen de interés
(GOI) regulado bajo la actividad de un promotor viral (CMV), una secuencia de
regulacioén post-transcripcional (WPRE), una region rica en purinas (cPPT) como asi
también el resto de las secuencias cis-actuantes para el ensamblado de la particula
viral. LTR: long terminal repeats. RRE: Rev response element. y: region
empaquetadora. V: self-inactivating mutation (SIN). B) Ensamblado de vectores
lentivirales por transfeccion transiente. (Figura modificada de Fontana, 2014b).
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5.7. Sistemas de cultivos para la produccién de VLPs.

Ademas de los métodos clasicos de cultivo de células en adherencia, la
produccién de VLPs puede llevarse a cabo utilizando células en suspension, cultivadas
en biorreactores agitados. Este sistema permite aumentar considerablemente los
volumenes de trabajo. Existen 3 modos de cultivar células en suspension para la
produccion de VLPs: batch, fed-batch y cultivo continuo (Gallo-Ramirez y col., 2015).
En el modo batch, todos los elementos necesarios son agregados al principio del
proceso. De esta forma, todo el medio de cultivo es utilizado, y el producto se encuentra
altamente concentrado. Es el método mas utilizado para la produccién de VLPs. Por
otro lado, el modo fed-batch permite extender la fase de crecimiento exponencial del
cultivo y obtener mayores densidades celulares, mediante el agregado de pequefias
cantidades de nutrientes o medio de cultivo para proveer a las células de aquellos
componentes que se van agotando durante el cultivo. Finalmente, en el modo de cultivo
continuo, medio nuevo es agregado mientras que el medio condicionado es retirado.
Con este método, se logra una produccion continua y el producto debe ser conservado
adecuadamente mientras es producido. La concentracion final del producto es la misma
que la obtenida mediante el modo batch, pero se logran mayores cantidades totales del
producto. Este método requiere de grandes cantidades de medio de cultivo, lo que
encarece su implementacion y dificulta su adaptacion a grandes escalas de produccion.
Los cultivos en perfusién permiten extender este concepto mediante la incorporacion de
medio fresco a una velocidad constante que es expresada en volumenes de reactor por

dia (VR/dia), mientras que las células se retienen dentro del sistema.
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6. VACUNAS PARA LA HEPATITIS B.

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas, la vacunacion juega un papel
preponderante en el control de la infeccion por HBV. Desde 1979, tres generaciones de
vacunas seguras y eficaces han sido desarrolladas para esta enfermedad. Estas
incluyen las vacunas de primera generacién, derivadas de plasma de pacientes
infectados, conteniendo principalmente la proteina S; las vacunas de segunda
generacion producidas en levaduras, compuestas exclusivamente de la proteina S en
su forma no glicosilada; y las vacunas de tercera generacion, producidas en células de
mamiferos, conteniendo las proteinas de la envoltura del HBV (S, My L) en sus formas
glicosiladas (Figura 27). El desarrollo de estas tres generaciones de vacunas para el
HBV representa uno de los hitos mas importantes de la medicina moderna, que ilustra
como el avance en el conocimiento de la biologia de un virus, acompafnado del progreso
tecnolégico y el advenimiento de técnicas cada vez mas refinadas, permiten la

produccion de vacunas mas eficaces y adecuadas para la mayoria de la poblacion.

6.1. Vacunas de primera generacion: Vacunas derivadas de plasma de pacientes

infectados.

Como se mencioné anteriormente, una caracteristica particular de la infeccion por
HBV, es la produccion de grandes cantidades de particulas similares a virus vacias
(VLPs), las cuales aparecen en forma concomitante a la generaciéon de viriones
infecciosos. Estas particulas representan un excelente candidato vacunal, por tratarse
de estructuras particuladas con una conformacioén similar al virus nativo, pero carentes
del genoma viral en su interior, lo que las hace no infectivas. Estas observaciones, junto
con trabajos pioneros que demostraron que inmunoglobulinas humanas anti-HBV
conferian proteccion pasiva frente al HBV (Couroucé-Pauty y col., 1975), dieron el
impulso definitivo para el empleo de estas VLPs como candidatos vacunales. De esta
forma, las primeras vacunas disponibles contra la hepatitis B se basaron en la utilizaciéon
de VLPs purificadas directamente del plasma de pacientes infectados crénicamente
(Figura 27-A). Estas formulaciones consistian en VLPs purificadas de plasma de
donantes, las cuales eran tratadas con pepsina, urea y formaldehido para minimizar el
riesgo de infecciones debido a la presencia de viriones, y luego formuladas con hidroxido
de aluminio como adyuvante. Estas primeras vacunas para hepatitis B, producidas por
Merck (Heptavax-B®) y por el Instituto Pasteur (Hevac-B®), demostraron ser altamente
inmunogénicas, eficaces y seguras (Maupas y col., 1976; Szmuness y col., 1981). En
funcion del proceso de purificacion e inactivacion utilizado en la preparacion de las
vacunas, la composicion de las VLPs podia variar: Hevac-B® contenia ademas de la

proteina S, un 1-2% de proteina M y trazas de L, mientras que Heptavax-B®, estaba
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compuesta Unicamente por la proteina S, debido al empleo de proteasas durante la
elaboracion (Neurath y col., 1985; Coursaget y col., 1992).

A pesar del éxito inicial de estas vacunas, limitaciones en la disponibilidad de
plasma de pacientes infectados, como asi también, el riesgo asociado con la presencia
de otros patdégenos transmitidos por sangre (HIV, HCV), condicionaron el uso de las
vacunas de VLPs de plasma humano. Estas preocupaciones respecto a la bioseguridad,
junto con los avances en la tecnologia del ADN recombinante, hicieron que las vacunas
derivadas de plasma humano cayeran en desuso y fueran reemplazadas por las

vacunas de segunda generacion.

A B
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Figura 27. Generaciones de vacunas frente al HBV. A) vacuna de primera
generacion aislada de plasma de pacientes infectados crénicamente por el HBV,
compuesta por las tres proteinas de superficie (S, M y L) en sus formas glicosiladas.
B) vacuna recombinante de segunda generacion compuesta por la proteina S en su
forma no glicosilada producida en levaduras. C) vacuna recombinante de tercera
generacion producida en células de mamiferos. Las particulas obtenidas poseen
una morfologia y composicion similar a las particulas subvirales producidas
naturalmente durante la infeccion por el HBV. (Figura modificada de VBI Vaccines).

6.2. Vacunas de segunda generacion: VLPs de la proteina S producidas en
levaduras.

Como se menciond anteriormente, si bien las vacunas de primera generacion
resultaron ser eficaces, el elevado costo de produccion, junto con preocupaciones
asociadas a la posibilidad de co-infeccién con otros patdégenos durante la aplicacion,
limitaron su uso. Asi mismo, el suministro de plasma humano de pacientes infectados
por HBV se vio limitado cuando la prevalencia del virus en la poblacién disminuyé debido
la aplicacion de la vacuna. Estos factores impulsaron la busqueda de vacunas
alternativas contra la hepatitis B. La identificacion de la proteina S como principal
componente de la envoltura de viriones y VLPs, y como portadora de los principales
determinantes antigénicos, junto con el advenimiento de técnicas de clonado,

impulsaron la expresién de esta proteina en lineas celulares como candidato vacunal
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(Gerlich, 2013). Dado que las bacterias no permiten el correcto ensamblado de la
proteina S en VLPs, la expresion de esta proteina se llevd a cabo en sistemas
eucariotas. De esta forma, se comenzd con la produccion de la proteina S en levaduras
(siendo las mas empleadas Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris y Hansenula
polymorpha). Esto permitio obtener grandes cantidades de particulas inmunogénicas,
similares a las encontradas en humanos infectados cronicamente con HBV, y
constituyeron las vacunas de segunda generacion para hepatitis B (Gerlich, 2015)
(Figura 27-B). A nivel molecular, el determinante a (principal elemento responsable de
la respuesta inmune en estas vacunas) se encuentra expuesto en la superficie de estas
VLPs, como sucede en las particulas naturales. Sin embargo, a diferencia de las VLPs
aisladas de plasma de pacientes infectados, estas particulas producidas en levaduras
no se encuentran glicosiladas en la posicién N146 dentro del dominio S (Shouval y col.,
2015).

Las vacunas de segunda generacion mas utilizadas a nivel mundial, Engerix®-B
(GlaxoSmithKline) y Recombivax HB® (Merck Sharp y Dohme), contienen 20 ug de
antigeno S (genotipo A2, subtipo adw), utilizan hidréxido de aluminio como adyuvante y
contienen timerosal como conservante. La adsorcion de VLPs al hidréxido de aluminio
esta mediada por la union de los grupos fosfato de los fosfolipidos de las VLPs con
grupos hidroxilo del hidroxido de aluminio, a través de un mecanismo de intercambio de
ligando (lyery col., 2004). Luego de la administracién de la vacuna, al entrar en contacto
con el liquido intersticial, las VLPs se separan del adyuvante de aluminio. Estudios de
adsorcion-desorcion de VLPs producidas en Hansenula polymorpha empleando
aniones fosfato como competidores de los grupos hidroxilos del aluminio, demostraron
que la conformaciéon de la proteina S, como asi también la estructura lipidica, se
mantiene intacta en las VLPs luego de la separacion del adyuvante (Greiner y col.,
2012).

De este modo, la capacidad de las subunidades de la proteina S expresadas en
levaduras de formar VLPs y reproducir estructuras antigénicas nativas del HBV, permitié
el desarrollo de una vacuna preventiva de gran éxito. Estas vacunas resultaron ser
altamente inmunogénicas y seguras, y en la actualidad son las mas utilizadas a nivel

mundial.

6.3. Limitaciones de las vacunas de segunda generacion.
Como se menciond, la incorporacion de las vacunas de segunda generacion al
calendario de vacunacién mundial, ha permitido reducir notablemente la incidencia tanto

de la hepatitis B aguda como cronica, como asi también de la cirrosis hepatica y el
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carcinoma hepatocelular. Sin embargo, estas vacunas presentan una serie de

limitaciones que deben ser consideradas.

6.3.1.Desventajas tecnolégicas.

Desde un punto de vista tecnoldgico/productivo, la eleccion de un sistema
huésped para la elaboracion de una vacuna recombinante depende, principalmente, de
la seguridad, la eficacia, el potencial para escalar la produccion y la rentabilidad del
proceso. Las levaduras han demostrado ser un excelente sistema de expresion para las
VLPs del HBV, ya que permiten el desarrollo de una vacuna bien tolerada, segura e
inmunogénica, a la vez que es facil de escalar y de bajo costo. No obstante, las proteinas
recombinantes producidas en este sistema no brotan al sobrenadante de cultivo, sino
gue permanecen dentro de las células, lo que implica que el producto debe ser liberado
para su purificacion. Estudios recientes revelaron que en este sistema, las VLPs no se
forman en el interior de las células, sino que son generadas gradualmente durante los
procedimientos de downstream (Zahid y col., 2015). Estudios del ensamblado de VLPs
demostraron que estructuras particuladas similares a VLPs comienzan a formarse luego
de los sucesivos pasos de purificacion mediante cromatografias de intercambio iénico y
de exclusion molecular (Gurramkonda y col., 2013). Del mismo modo, la generacion de
nuevos enlaces disulfuro intra e intermoleculares, necesarios para la formaciéon de
epitopes nativos y la maduracion inmunogénica de las particulas, requiere del
tratamiento con tiocianato de sodio (KSCN) (Zhao y col., 2006). Todo esto agrega
complejidad al proceso de manufactura de la vacuna. Finalmente, las levaduras no son
capaces de proveer las mismas modificaciones post traduccionales, plegado de
proteinas, ensamblados macromoleculares y glicosilaciones desarrolladas por los

hepatocitos, propiedades que son importantes para lograr una mayor inmunogenicidad.

6.3.2.No respondedores.

La principal limitacion de las vacunas de segunda generacion, viene dada por la
existencia de personas hipo o no respondedoras a esta formulacion. Se ha observado
que cerca de un 10% de adultos inmunocompetentes, permanece desprotegido luego
de completar el esquema de vacunacion (Saco y col., 2018). La seroproteccion se
alcanza cuando los titulos de anticuerpos son superiores a 10 Ul/L. Este cut-off se
establecio originalmente mediante ensayos de neutralizacion en chimpanceés, donde se
observo que, si el titulo de anticuerpos era menor a 10 UI/L, el virus podia replicarse en
hepatocitos. De esta forma, se determind que las personas que luego de 4-8 semanas
de aplicarse la tercera dosis de la vacuna, desarrollan titulos de anticuerpos anti-HBV

menores de 10 Ul/L, se definen como “no respondedores” (Shouval, 2020). Estas
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personas se encuentran desprotegidas y, por lo tanto, son vulnerables a la infeccion por
HBV. La hipo-respuesta se define por un titulo anti-HBV de entre 10-100 UI/L, y en
determinadas circunstancias, pueden desarrollar la enfermedad post exposicion al HBV.
Titulos mayores a 100 UI/L, indican elevados niveles de proteccion (Shouval, 2020).

Una respuesta deficiente a esta vacuna de segunda generacion, es un fenébmeno
selectivo y no la expresion de una inmunodeficiencia general del paciente. De este
modo, se han identificado factores asociados con caracteristicas intrinsecas del
antigeno S y factores de riesgo presentes en las personas vacunadas (Saco y col.,
2018).

6.3.2.1. Caracteristicas del antigeno S implicadas en la falta de respuesta.
Diferentes propiedades del antigeno S han sido relacionadas con la falta de
respuesta a las vacunas de segunda generacion. En primer lugar, el antigeno S presenta
una baja inmunogenicidad a nivel de células T. En este sentido, por tratarse de un
antigeno estrictamente T dependiente (la sintesis de los correspondientes anticuerpos
depende de linfocitos T capaces de emitir sefales estimuladoras para los LB), no seria
capaz de inducir una respuesta inmune humoral robusta y duradera. Estudios
adicionales han sugerido una relacién entre la baja inmunogenicidad del antigeno Sy la
ausencia de epitopes inmunodominantes en su estructura primaria, capaces de inducir
una fuerte proliferacion de células T en individuos inmunocompetentes (Saco y col.,
2018). Ademas de la baja inmunogenicidad intrinseca, se ha sugerido que el antigeno
S tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune del huésped. En este sentido, la
proteina S seria capaz de neutralizar la respuesta antiviral, al antagonizar la induccion
de citoquinas proinflamatorias (en particular INFs) mediada por TLRs. Esta accion
antagonista de la proteina S comprometeria la producciéon de anticuerpos, ya que los
TLRs participan en la activaciéon de linfocitos B en respuestas inmunes a antigenos T

dependientes (Ho y col., 2020).

6.3.2.2. Factores de riesgo presentes en las personas vacunadas asociados con
la falta de respuesta.

Diversos factores de riesgo han sido identificados y asociados con la falta de
respuesta a la vacuna. Entre ellos se incluye, la presencia de enfermedades sistémicas,
inmunosupresion, nutricion y peso (IMC > 25-30), tabaquismo, sexo masculino (mujeres
responden mejor que varones), personas mayores de 40 afios (senescencia inmune),
diabetes, celiaquia, enfermedades intestinales inflamatorias, como asi también,
diferentes determinantes genéticos que controlan la respuesta inmune a antigenos

particulares (Saco y col., 2018). En aquellas personas donde mas de uno de estos
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factores se combinan, la respuesta a la vacuna suele ser menor al 70%. En términos
generales, se puede decir que, para cada factor de riesgo anteriormente mencionado,
existe un mecanismo inmunoldgico subyacente involucrado, que podria justificar la
deficiencia en la respuesta inmune. Por ejemplo, la capacidad de producir anticuerpos
anti-HBV en respuesta a la inmunizacion con el antigeno S es células T CD4+
dependiente y controlado por moléculas HLA de clase Il. En este sentido, la falta de
respuesta a la vacunacion se ha asociado con ciertos tipos de HLA, en particular,
estudios demostraron que pacientes homocigotas para HLA-DRB1*0301 y HLA-
DRB1*0701 presentaban una predisposicion de “no respuesta” (Saco y col., 2018).
Estudios adicionales permitieron determinar que el mecanismo que subyace a esta falta
de respuesta esta relacionado, por un lado, con una falta de moléculas de clase Il
capaces de presentar apropiadamente los péptidos derivados del procesamiento del de
la proteina S, y, por otro lado, con la presencia de un repertorio limitado de células T
especificas para este antigeno (Milich y Leroux-Roels, 2003).

En personas infectadas por HIV, solo un 20-70% son capaces de desarrollar titulos
de anticuerpos anti-HBV. Esta incapacidad de respuesta probablemente esté
relacionada con la presencia de un menor numero de células CD4 y CD40 ligando
(CD40 L) inducido por el HIV. Como se menciond, las células T CD4+ son esenciales
para una eficaz produccion de anticuerpos anti-HBV. De forma similar, solo un 40-60%
de las personas que padecen hepatitis C son capaces de desarrollar anticuerpos frente
al HBV post vacunacion, posiblemente debido al agotamiento del sistema inmune que

ocasiona el HCV (Saco y col., 2018).

6.3.3.Mutantes de escape del HBsAg.

La variacion de la secuencia de aminoacidos en regiones antigénicas es una de
las estrategias virales mas poderosas para escapar del reconocimiento mediado por
células B y T del huésped y facilitar la persistencia viral. Como se mencion6
anteriormente, la mayoria de los anticuerpos que aparecen luego del curso natural de
la infeccién, asi como de la vacunacion, se dirigen hacia el determinante a (Gerlich,
2015). Sin embargo, esta es la region con mayor variabilidad dentro del ORF-S. Por lo
tanto, los cambios en la antigenicidad de esta region causados por mutaciones
puntuales de aminoacidos pueden conducir a un escape inmune del HBV. Se han
identificado numerosas mutaciones dentro de esta region que modifican la estructura
terciaria del loop y, por lo tanto, impiden que los anticuerpos reconozcan el sitio de union.
En este sentido, se ha visto que la sustitucion G145R (sustitucién de una glicina por una
arginina en la posicidon 145 del determinante a, altera la conformacion del loop de tal

forma que los anticuerpos inducidos por la vacunacion no son capaces de reconocer
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este epitope mutado (Saco y col.,, 2018). Estas mutantes representan una gran
preocupacion, ya que personas vacunadas con formulaciones conteniendo solo la
proteina S, son susceptibles a la infeccion y se ha demostrado que estas variantes
pueden ser transmitidas tanto horizontal como verticalmente. Estudios han demostrado
que la incorporacion de la vacuna de hepatitis B al calendario mundial de vacunacion,
junto con las diversas terapias antivirales disponibles, ejercen una presion selectiva
sobre el HBV, por lo que los subtipos circulantes del HBV pueden cambiar con el tiempo.
Esto es de suma importancia, ya que variantes del HBV que contienen estas mutaciones

pueden convertirse en cepas epidémicas dominantes en el futuro (Shouval, 2020).

6.3.4.Especificidad de subtipo de la vacuna.

La mayoria de las vacunas de segunda generacion contra el HBV actualmente
disponibles, se producen con el genotipo A, serotipo adw. El subgenotipo A2 del HBV,
prevalece en Estados Unidos y el norte de Europa e India, sin embargo, mas del 99%
de los portadores del virus en todo el mundo tienen otros (sub) genotipos. En general,
la experiencia mundial sugiere que existe un alto grado de proteccion cruzada entre los
subtipos o genotipos del HBsAg. Sin embargo, existe evidencia que demuestra que la
proteccion contra el subtipo o genotipo homologo es significativamente mejor respecto
a cepas heterdlogas del HBV. En este sentido, estudios de inmunidad cruzada (donde
se evaluaba la capacidad de sueros policlonales desarrollados por personas vacunadas
con el genotipo A de reconocer al antigeno S de genotipo C, y viceversa), han
demostrado que se se requieren elevados titulos de anticuerpos anti-HBV para prevenir

la infeccion por un genotipo HBV no empleado en la vacuna (Gerlich, 2017).

6.4. Estrategias para aumentar lainmunogenicidad de las vacunas contra el HBV.

Diversos métodos han sido sugeridos para sortear la ausencia de respuesta a las
vacunas tradicionales de HBV, mejorar la seroproteccion en grupos de riesgo y evadir
las limitaciones presentes en las vacunas de segunda generacién. Entre las estrategias
mas empleadas se encuentran: repeticién del esquema de vacunacion o aumento de la
dosis de la vacuna, empleo de vias alternativas de administracién, uso de nuevos

adyuvantes y el desarrollo de vacunas con inmunogenicidad aumentada, entre otras.

6.4.1.Repeticion del esquema de vacunaciéon o aumento de la dosis.

La medida mas simple y rapida para intentar revertir la falta de respuesta frente a
la vacuna consiste en repetir el esquema de vacunacion de tres dosis. En este sentido,
se ha observado que en personas sanas no-respondedoras esta estrategia, por lo

general, permite aumentar las tasas de seroconversiones entre un 83 y un 87,5 % (Saco
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y col., 2018). En personas con enfermedades preexistentes como HIV, diabetes,
condicion celiaca, o en pacientes con hemodialisis, estos porcentajes de mejora son
variables, no superando el 50-70% (Saco y col., 2018).

También se ha estudiado la vacunacién con una dosis de 40 pg (el doble de la
habitualmente utilizada) en personas no-respondedoras. En este caso, personas no-
respondedoras asociadas al HCV, mostraron una respuesta protectiva del 80% luego
de un boost de doble dosis, mientras que, en pacientes con HIV, no lograron mejorar la
performance. Otro estudio realizado en pacientes con enfermedad hepatica croénica,
demostré que el aumento en la dosis permitia obtener respuesta en 72% de las

personas evaluadas (Balamurali y col., 2020; Grazzini y col., 2020; Shouval, 2020).

6.4.2.Via de administracion.

Actualmente, la vacuna contra el HBV se administra por via intramuscular (IM).
Sin embargo, la inyeccion del musculo esquelético no siempre proporciona respuestas
inmunes 6ptimas. En este sentido, las vacunas intradérmicas (ID) pueden contribuir a
mejorar la respuesta inmune. El fundamento de esta estrategia se basa en la mayor
presencia de células presentadoras de antigenos en la piel, principalmente en la dermis
(Shouval, 2020).

Si bien la inyeccién intradérmica con frecuencia tiene éxito en quienes no
responden a la vacuna tradicional, esta estrategia requiere cierta capacitacién del
personal médico para lograr una adecuada inoculacion en la dermis, lo que ha limitado
su adopcion como método estandar. El disefio de nuevos dispositivos que faciliten la
inyeccion via ID, junto con el establecimiento de dosis e intervalos de tiempos optimos,

permitiran la masificacion en su uso.

6.4.3.Uso de nuevos adyuvantes.

Los adyuvantes son sustancias que se emplean para mejorar y/o modular la
respuesta inmune provocada por el antigeno de una vacuna. Actualmente, la vacuna
para hepatitis B consiste del antigeno recombinante S producido en levaduras,
adyuvado con hidroxido de aluminio. Desde su introduccion en la practica de vacunacion
en la década de 1940, el aluminio ha tenido un excelente perfil de seguridad y
tolerabilidad. Sin embargo, si bien la adsorcién de la proteina S en hidréxido de aluminio
permite mejorar la inmunogenicidad de las vacunas (mediante la estimulacion de las
células T-helper (Th2) y la produccion de IL-4), este adyuvante no estimula respuestas
celulares de tipo Th1, por lo que se estan investigando nuevos adyuvantes mas

inmunogénicos (Shouval, 2020).
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Recientemente, la FDA aprob6 una nueva vacuna recombinante contra el HBV,
Heplisav B®, que contiene 20 ug de antigeno S derivado de levadura, formulado con un
nuevo adyuvante: citosina fosfoguanosina (CpG) (Leroux-Roels, 2015). La CpG
estimula el sistema inmunoldgico via TLR-9, y se ha observado que conduce a mayores
tasas de seroproteccion, comparado con la vacuna tradicional (Hyer y col., 2018). Resta
por evaluar el desempefo de esta vacuna en personas sanas no respondedoras, como
asi también, en pacientes pertenecientes a grupos de riesgo.

Del mismo modo, la vacuna FENDrix® contiene 20 ug de proteina S formulada con
el adyuvante AS04, y estudios con esta vacuna demostraron que es capaz de inducir
una respuesta mas rapida y robusta en comparacion con la vacuna formulada con
aluminio (Leroux-Roels, 2015). El adyuvante AS04 (Adyuvant System 04) es una
combinacion de una sal de aluminio y monofosforil lipido A (MPL), un derivado
modificado de un lipopolisacarido bacteriano. EIl MPL es un agonista del TLR-4 en
células presentadoras de antigeno y estimula una polarizacion hacia un perfil Th1. De
este modo, esta combinaciéon busca la induccién de respuestas protectoras tanto
humorales como celulares (respuestas con perfil balanceado Th1/Th2). Esta vacuna se
encuentra aprobada en Europa y es recomendada para pacientes mayores de 15 afios

y para personas que se encuentran en tratamientos de hemodialisis (Shouval, 2020).

6.4.4.Inmunogenicidad aumentada de las vacunas: vacunas S/preS2/preS1.

Si bien las estrategias anteriormente mencionadas permiten obtener mejoras
relativas en la inmunogenicidad de las vacunas producidas en levaduras, ninguna de
estas alternativas permite resolver cuestiones relacionadas con variantes mutantes de
la proteina S, la falta de respuesta debido a factores genéticos o la generacion de
anticuerpos neutralizantes que bloqueen la uniéon del HBV al hepatocito. Estos
inconvenientes pueden ser sorteados mediante la incorporacion a la formulacién
vacunal de los dominios preS1 y preS2 (presentes en las proteinas M y L), junto con S
(Shouval y col., 2015; Shouval, 2020).

Como se menciond, mutantes en el dominio S del HBV pueden escapar de
anticuerpos producidos a partir de vacunas de segunda generacion. En este sentido, se
ha observado que la variabilidad de los dominios preS es mucho menor que la
observada en el loop de la proteina S. La incorporacion de estos dominios en la
formulacién permite desarrollar respuestas inmunes aun frente a mutantes de escape
de la proteina S. Ademas, se ha demostrado que la respuesta inmune frente a los
dominios preS esta controlada por un conjunto de moléculas HLA clase Il, diferente a
las involucradas en la respuesta a S. Esto permitiria sortear limitaciones en la respuesta

inmune, aun cuando el repertorio genético de la persona no sea el adecuado para la
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vacuna tradicional (Shouval, 2020). Finalmente, el dominio preS1 alberga el sitio de
unién al receptor de hepatocitos, o que permitiria el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes y, por lo tanto, de potenciales vacunas terapéuticas (Neurath y col., 1989;
Yany col., 2012).

Diferentes estudios han demostrado que la incorporacion de los dominios preS
mejora la respuesta inmune en grupos de riesgo especificos (pacientes con insuficiencia
renal, sobrepeso e inmunodeprimidos desarrollan elevados titulos de anticuerpos), y
permiten generar proteccion en aquellas personas no-respondedoras a la vacuna
tradicional (Shouval y col., 1994; Rendi-Wagner y col., 2006; Shouval y col., 2015). En
este sentido, secuencias presentes en los dominios preS1 y preS2 proporcionan
epitopes de células B y T adicionales que mejoran las respuestas humorales y celulares
(Alon y col., 2017). Se reportd que aun pequefas cantidades de la proteina L en la
formulacién vacunal junto con S, resulta suficiente para generar una activacion
significativa de células T. A su vez, se demostré que vacunas compuestas Unicamente
por el dominio preS2, eran capaces de proteger a chimpancés en ensayos de desafio
contra el HBV (Gerlich y Glebe, 2016). Estas evidencias, ponen de manifiesto la
marcada inmunogenicidad de la region preS y la presencia de un repertorio de células
T capaces de reconocer estos dominios, independiente del repertorio T para la proteina
S. La presencia de los dominios preS1 y preS2 se asocio, ademas, a la generacion de
una respuesta inmune mas rapida y robusta respecto a las vacunas de segunda

generacion (Shouval y col., 2015; Shouval, 2020).

6.5. Vacunas de tercera generacion: VLPs de las glicoproteinas S, M y L
expresadas en células de mamiferos.

Estas vacunas de nueva generacion son producidas en células de mamiferos, lo
cual ofrece ventajas adicionales respecto a las vacunas de segunda generacion. Por un
lado, a diferencia de las levaduras, las células de mamiferos son capaces de secretar
HB-VLPs directamente al sobrenadante de cultivo, lo que facilita la recuperacion del
producto recombinante para su posterior purificacion. Ademas, cultivos de células de
mamiferos son capaces de realizar PTM similares a las encontradas en hepatocitos. En
este sentido, las particulas secretadas resultan similares a las VLPs derivadas del
plasma de pacientes infectados, tanto en forma, tamafo y composicion. De este modo,
las VLPs producidas en este sistema estan compuestas por las tres proteinas de
superficie y sus respectivas isoformas glicosiladas correctamente plegadas, con S como
componente principal, cantidades moderadas de M y un pequefio porcentaje de L. Esto
es importante, ya que la respuesta inmune desarrollada frente a estas particulas sera

mas ajustada al proceso natural de infeccidon (Shouval, 2020). A su vez, se ha reportado
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que particulas subvirales glicosiladas son capaces de estimular una respuesta de
anticuerpos mas rapida y robusta en comparacion con particulas no glicosiladas. En
relacion con esto, la presencia de glicanos favorece el reconocimiento por receptores
de lecitinas expresadas por células presentadores de antigenos del huésped,
permitiendo una modulacién de la respuesta inmune (Wolfert y Boons, 2013).

Existen en el mundo 3 vacunas licenciadas de tercera generacion: GenHevacB®,
(Sanofi Pasteur Vaccines) y Sci-B-Vac® (VBI Vaccines), ambas producidas en células
CHO, y Hepacare® (Medeva Pharma) producida en células murinas (C1271) (Ho y col.,
2020). Enla actualidad, ninguna de estas vacunas se encuentra disponible en Argentina
o en la regidn y hasta el momento de la presentacion de este trabajo, no se ha descripto
la utilizacion de células HEK293 para la produccion de HB-VLPs compuestas por las

tres proteinas de superficie del HBV.

De esta forma, las vacunas de tercera generacion representan una alternativa
atractiva, ya que son capaces de inducir tasas de seroconversion mas rapidas, generar
respuestas mejoradas en grupos de riesgo, dar solucion al problema de mutantes de
escape, sobreponer la falta de respuesta a las vacunas de segunda generacién y

generar anticuerpos neutralizantes con potencial aplicacion terapéutica.
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Objetivos

De lo anteriormente descripto, se desprende la importancia de invertir en el
desarrollo de una vacuna para hepatitis B de nueva generacion, la cual seria de utilidad
para reducir la cantidad de personas no respondedoras a la vacuna actualmente
utilizada, y de esta forma, alcanzar una mayor cobertura de la poblacion. En cuanto a la
produccién industrial de esta vacuna de nueva generacidon en nuestro pais, al no contar
con el know-how tecnolodgico, es necesario importarla. De este modo, se busca no solo
desarrollar una vacuna de mejores caracteristicas inmunogeénicas, sino también,
generar tecnologia de alta calidad para producirla en nuestro pais, aportando tanto al
sistema cientifico y tecnoldégico como asi también al sistema de salud nacional, mas
aun, tratandose de una vacuna incluida dentro del calendario de vacunacién y para la

cual se necesita una fuente continua y preferiblemente econémica.

OBJETIVO GENERAL:
El objetivo central del presente trabajo de tesis se basa en desarrollar una
plataforma de produccion de una vacuna de tercera generacion para Hepatitis B, a base

de particulas pseudovirales (VLPs) expresadas en células de mamiferos (Figura 28).
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Figura 28. Representacion esquematica de la expresion de HB-VLPs,
compuestas de las tres proteinas de superficie del HBV, en células de
mamiferos. (Figura modificada de Dobrica y col., 2021).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Desarrollar lineas celulares recombinantes productoras de VLPs para el virus
de la hepatitis B (HB-VLPs).
1.1. Construir vectores de expresion para células eucariotas.
1.2. Desarrollar lineas celulares HEK293 y CHO-K1, que expresen de forma
recombinante las tres proteinas de superficie (S, M y L) del virus de la
hepatitis B.
1.3. Comparar la expresion de HB-VLPs en cada linea celular recombinante

desarrollada, en funcion de la construccion génica empleada.

2. Caracterizar fisicoquimicamente las HB-VLPs producidas.
2.1. Analizar la composicion de particulas pseudovirales producidas.
2.2. Estudiar las caracteristicas morfoldgicas, antigénicas vy fisicoquimicas de las
HB-VLPs obtenidas.

3. Analisis de las caracteristicas inmunogénicas de las HB-VLPs.
3.1. Confirmar la capacidad de las HB-VLPs de generar una respuesta inmune
protectiva en animales de experimentacion.
3.2. Evaluar las propiedades inmunogénicas de dominios especificos presentes
en las proteinas de superficie del HBV.
3.3. Determinar la capacidad de las HB-VLPs de inducir la produccién de
anticuerpos con la capacidad de bloquear la union del HBV con los

hepatocitos.
4. Adaptar las lineas celulares recombinantes al cultivo en suspension.

Adaptar las lineas celulares productoras a condiciones de crecimiento en

suspension y agitacion, utilizando medios de cultivo libre de suero fetal bovino.
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Materiales y Métodos

1. LINEAS CELULARES DE MAMIFEROS Y CEPAS BACTERIANAS.

1.1. Lineas celulares animales.
A continuacion, se mencionan las lineas celulares de mamifero empleadas para el
desarrollo de este trabajo de tesis, como asi también su procedencia, caracteristicas y

USOs:

1.1.1. HEK293T/17.

La linea HEK293T/17 fue obtenida de ATCC (American Type Culture Collection®,
EE.UU) (ATCC CRL-11268). Es un clon que deriva de la linea celular HEK293,
establecida a partir de rifion de embrién humano por Graham en 1977 (Graham y col.,
1977). El clon 293T/17 fue modificado para generar la expresion del antigeno T del virus
SV40. Esta linea celular fue utilizada como sustrato para el ensamblado de particulas
lentivirales y como huésped para la expresion de proteinas recombinantes. Durante su
cultivo en adherencia se utilizé medio DMEM suplementado con 10% (V/V) de suero
fetal bovino (SFB). Para su adaptacion y posterior cultivo en suspensién de un clon
celular HEK293 fue utilizado el medio de cultivo EXCELL293 (SAFC).

1.1.2. CHO-K1.

La linea CHO-K1 (Puck y col., 1958) fue obtenida de ATCC (ATCC CCL-61). Es
un clon de la linea celular CHO derivada de ovario de hamster chino adulto. Se empleé
como huésped para la expresién de proteinas recombinantes. Durante su cultivo en
adherencia se utilizé el medio DMEM Ham's-F12 suplementado con 5% (V/V) de SFB.
Para su adaptacion y posterior cultivo en suspension fue utilizado el medio de cultivo
EXCELL302 (SAFC).

1.2. Medios de cultivo y suplementos utilizados en el cultivo de células animales.

Todos los medios de cultivos utilizados para el cultivo de células animales fueron
preparados utilizando agua Milli Q y esterilizados por filtracién, utilizando dispositivos
tipo Steritop (Merck Millipore) con membranas de 0,22 um de tamafo de poro. En todos
los casos, alicuotas de los medios recién filtrados fueron incubados durante 72 h a 37°C
y a temperatura ambiente, para control de su esterilidad. Los medios de cultivos fueron
conservados a 4°C al resguardo de la luz. Pasado los 20 dias de guardado a 4°C, todos
los medios de cultivos fueron re-suplementados con glutamina. A continuacion, se

detallan los medios de cultivo utilizados:
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1.2.1. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium).

- DMEM (Gibco)
- NaHCO;

- Piruvato de sodio

- Gentamicina

1.2.2. DMEM/Ham's-F12.

13,37 g.I
1,50 g.I"
0,11 g.I"
0,05 g.I"

Se utilizé el medio de cultivo DMEM/Ham's-F12 5% SFB, el cual consiste en una
mezcla 1:1 (V/V) de los medios DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Gibco) y
Ham's-F12 (Gibco) suplementados con NaHCO3 (Gibco) 2,441 g.I"", glutamina (Sigma-
Aldrich) 200 mM, sulfato de gentamicina (Gibco) 0,05 mg.mi™.

1.2.3. MEM (Minimum Essential Medium).

- MEM (Gibco)
- NaHCO;

- Gentamicina

1.2.4. EXCELL293.
- EXCELL293 (SAFC)
- NaHCO3

- Gentamicina

1.2.5. EXCELL302.
- EXCELL302 (Gibco)
- NaHCO;

- Gentamicina

1.2.6. Glutamina (200mM).
- Glutamina (Sigma)
- MEM

1.2.7. Suero Fetal Bovino (SFB).

9,60 g.I
2,20 g.I
0,05 g.I"

21,58 g.I"
1,80 g.I"
0,05 g.I"

21,21 g.I
1,60 g.I"
0,05 g.I

29,22 mg
1L

En todos los casos, los medios de cultivos utilizados en cultivos en adherencia

fueron suplementados con SFB. La cantidad de SFB deseada para cada linea celular

fue adicionada al correspondiente medio basal. Los SFB utilizados (PAA Laboratories)
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fueron previamente decomplementados por incubacion en bafio de agua termostatizado
a 56°C durante 30 min.

1.3. Cepa bacteriana.
La cepa bacteriana Escherichia coli (E. coli) TOP 10 (Invitrogen) se emple6 para

el aislamiento y la amplificacion de diferentes plasmidos.

1.4. Medios de cultivo para células procariotas.

Del mismo modo que para los medios de cultivos utilizados para células animales,
todos los medios de cultivos para células procariotas fueron preparados utilizando agua
Milli Q. En este caso, la esterilizacion de los medios de cultivo se realizé en autoclave
durante 15 min a 1 atm a 120°C. Para controlar la esterilidad, los medios autoclavados
se incubaron durante 48 h a 37°C. Posteriormente fueron almacenados al resguardo de
la luz a temperatura ambiente.

A continuacidn, se detallan los medios de cultivo utilizados:

1.4.1. Medio LB (Luria-Bertani).
- Triptona 10 g.I-1 (Sigma).
- Extracto de levadura 5 g.I-1 (BD).
- NaCl 10 g.I-1 (Sigma).
-pH7,2.

Este medio se empled para el crecimiento bacteriano en medio liquido.

1.4.2. Medio LB-Antibiético.

- Medio LB

- Antibiético: ampicilina 100 pg.ml™ (Bagd) o kanamicina 100 pg.ml™" (Sigma),
segun corresponda.

Este medio se utilizd para el crecimiento de clones resistentes a dichos

antibiodticos.

1.4.3. Agar-LB.
- Medio LB.
- Agar al 2% (P/V) (Sigma).

1.4.4. Agar LB-Antibiético.
- Agar-LB.
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- Antibidtico: ampicilina 100 pg.ml”' (Bagd) o kanamicina 100 ug.ml” (Sigma),
segun corresponda.

Este medio fue empleado para la seleccion de clones bacterianos. El antibiético
correspondiente se adicioné al medio estéril fundido una vez que la temperatura alcanzé
aproximadamente los 50°C, ya que el mismo es termolabil. Luego de homogeneizar, se

procedio a adicionar 10 ml en placas de Petri estériles de 90 mm de diametro.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Digestiones enzimaticas.

Las digestiones con endonucleasas de restriccion (Promega) se realizaron
respetando los buffers y condiciones recomendadas por el fabricante. En todos los
casos, la reaccion se llevo a cabo durante 2 h a 37°C (en bafio de agua termostatizado),
empleandose de 1 a 5 U de enzima por cada pg de ADN, en un volumen final de 20 pl.
Luego de las digestiones enzimaticas, los fragmentos se separaron mediante

electroforesis en geles de agarosa para su posterior analisis y/o purificacion.

2.2. Electroforesis en geles de agarosa.

- Preparacion del gel:

1- Pesar 1 g o 1,5 g de agarosa (Biodynamics SRL) dependiendo de la
concentracion a utilizar (1% o 1,5% P/V) y disolver en 100 ml de buffer TAE
(Tris-acetato 40 mM, Na;EDTA 1mM, pH 8), calentando hasta su completa
solubilizacién en un horno microondas.

2- Dejar enfriar la solucién hasta 60°C y adicionar el colorante SYBR® Safe DNA
gel stain (Invitrogen) en una dilucién 1:10.000.

3- Colocar la solucion en un soporte adecuado e introducir un peine de 1 mm de
espesor para formar los carriles de siembra. Dejar solidificar el gel sobre el
soporte al resguardo de la luz. Retirar el peine una vez que el gel solidifico.
Colocar el gel en la cuba electroforética y cubrir completamente con buffer
TAE.

- Preparacion de las muestras:
4- Agregar buffer de siembra 10X (Ficoll 400 10% (P/V), azul de bromofenol

0,25% (P/V), Na.EDTA 50 mM, Tris 10 M pH 7,5) a las muestras de ADN y

sembrarlas en las correspondientes calles del gel.
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5- Incorporar un marcador de peso molecular para estimar el tamafo de los
fragmentos de ADN (Trans 2K Plus Il DNA Marker - TransGen Biotech o 200
bp DNA Step Ladder - Promega, dependiendo la disponibilidad).

- Corrida electroforética:

6-  Aplicar un voltaje entre 80 y 100 V durante 30 min o hasta observar una
adecuada distancia de migracién de los colorantes de la solucion de siembra
(frente de corrida).

7- Observar el gel utilizando un transiluminador Safe Imager (Invitrogen) y

fotografiar.

El fundamento de la deteccion de los fragmentos de ADN se basa en que el
colorante SYBR® es un agente intercalante que se introduce en la estructura secundaria
de la doble hélice del ADN y se acopla energéticamente a los acidos nucleicos que lo
forman, de manera que su tasa de emisién fluorescente se incrementa notablemente.
Este fendmeno se conoce como transferencia de energia mediante resonancia de
fluorescencia. EI complejo resultante ADN/SYBR presenta el pico de absorcion en
A=498 nm vy el pico de emisién en A = 522 nm (correspondiente a la zona verde del

espectro).

2.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN fueron purificados a partir de geles de agarosa utilizando
el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La purificacion se verifico analizando una alicuota mediante electroforesis
en gel de agarosa. Protocolo:

1-  Con un bisturi limpio, separar la fraccion de gel conteniendo la banda de

interés y colocarla dentro de un tubo Eppendorf estéril.

2-  Agregar 3 volumenes de solucion QG por cada volumen de gel (100 mg de
gel equivalen aproximadamente a 100 pl).

3- Incubar durante 10 min en bafo de agua a 50°C, mezclando por inversiéon
cada 2-3 min.

4-  Transferir la muestra a una columna de purificacion (QIAquick spin column)
dentro de su respectivo tubo colector y centrifugar durante 1 min a 13.000
rpm.

5-  Descartar el sobrenadante y agregar 0,5 ml de soluciéon QG a la columna,

volviendo a centrifugar de la misma manera.
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6- Para lavar, agregar 0,75 ml de solucion PE centrifugando durante 1 min a
13.000 rpm. Descartar el sobrenadante y centrifugar de la misma manera,
para descartar toda la solucion PE residual.

7-  Transferir la columna a otro tubo Eppendorf y eluir el ADN con 50 ul de agua
Milli Q autoclavada.

8-  Analizar una alicuota mediante electroforesis en gel de agarosa y determinar
la pureza y la concentracion de los fragmentos mediante lectura

espectrofotométrica.

2.4. Precipitacion de ADN.

Cuando fue necesario, los fragmentos de ADN obtenidos luego de la digestion con
enzimas de restriccion fueron aislados y concentrados, mediante precipitacion con
etanol absoluto. Esto se efectud con el fin de eliminar los fragmentos cortos de ADN
liberados, las sales y las enzimas de restriccion. Para esto, se siguio el siguiente
protocolo:

1-  Llevar la muestra a volumen final de 200 ul con agua autoclavada.

2-  Adicionar un volumen de acetato de sodio 3 M equivalente al 10% del

volumen y agitar.

3-  Agregar entre 2 y 3 volumenes de etanol absoluto e incubar a-70°C durante

20 min.
4-  Centrifugar a 13.000 rpm durante 15 min a 4°C y lavar con 200 pl de etanol
70% (V/IV) frio.

5-  Volver a centrifugar a 13.000 rpm durante 2 min a 4°C y secar el pellet en

bafio seco termostatizado a 37°C durante 10 min.

6- Re suspender el pellet de ADN en 50 pl de agua Milli Q autoclavada.

2.5. Reacciones de ligacion de ADN.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo empleando diferentes relaciones de
inserto/plasmido (por lo general 3:1 0 5:1) en un volumen de reaccién de 20 pl, utilizando
la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen), segun el protocolo indicado por el proveedor. La
mezcla de reaccion se incub6 durante toda la noche a 4°C. En todos los casos, se realizé
un control de plasmido religado, donde el volumen correspondiente al inserto fue
reemplazado por agua autoclavada.

Una vez transcurrido el tiempo de ligacion, la mezcla de reaccién obtenida se

emplea para transformar células E. coli TOP 10 competentes.
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2.6. Preparacion de células E. coli TOP 10 competentes, mediante un método
quimico.

Para la preparacion de células competentes se empled un medio rico en nutrientes
que favorece la creacion de perforaciones en la pared celular bacteriana y, en
consecuencia, la introduccién del ADN plasmidico. La triptona y el extracto de levadura
presentes en el medio de cultivo ofrecen el nitrdgeno y los factores de crecimiento
necesarios para la replicacion bacteriana y para su recuperacion luego del proceso de
transformacion. El sulfato de magnesio provee los iones Mg?* necesarios para la
reaccion enzimatica que permite la replicacion del ADN. Se empleo el siguiente
protocolo:

1-  Realizar sobre una placa de Agar-LB, una estria de E. Coli TOP 10 obtenida

a partir de un banco celular conservado a -70°C, e incubar durante 18-20 h
a 37°C.

2-  Escoger una de las colonias desarrolladas en la placa e inocular con ella 5
ml de medio LB. Incubar a 37°C durante 18 h con agitacién a 200 rpm.

3- Realizar unadilucion 1:100 del cultivo en 50 ml de medio M (LB; MgSO4-7H,0
10 mM, glucosa 0,2% (P/V)) e incubar durante 150 min a 37°C y 180 rpm.

4-  Transferir asépticamente las células a un tubo de centrifuga e incubar el
cultivo en bafio de hielo durante 15 min.

5-  Cosechar las bacterias mediante centrifugacion a 4.000 rpm por 10 min a
4°C. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 500 pl de
medio LB frio.

6- Agregar 2,5 ml de la solucién de conservacion (medio LB conteniendo
glicerol 36% (P/V), PEG 12% (P/V) (MW 7500, Sigma), MgS04.7H20 12
mM, esterilizado por filtracion con membrana de 0,22 uym) y mezclar
completamente mediante agitacién suave.

7-  Por ultimo, dispensar la suspensién bacteriana en alicuotas de 100 ul en
criotubos (Greiner Bio-One) frios, y conservar inmediatamente a -70°C hasta
su utilizacion.

8-  Realizar un control de las células competentes preparadas, para asegurar la
continuidad en la esterilidad del cultivo y estimar la eficiencia de
transformacioén. Para esto, descongelar 2 criotubos y transformarlos con 100
ng de un vector plasmidico conocido (control positivo) y sin ADN (control
negativo). Las células competentes seran utilizadas sélo cuando la placa del
control negativo no muestre desarrollo de colonias y cuando se obtenga

buena eficiencia de transformacion en el control positivo.
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2.7. Transformacion de células competentes.

1-  Retirar un criotubo de células competentes almacenado a -70°C vy
descongelar lentamente en un bafio de hielo.

2-  Agregar al criotubo la muestra de ADN a ser transformada (mezcla de
ligacion, plasmido) e incubar durante 30 min en bafo de hielo.

3-  Transferir el tubo a bafio termostatizado a 42°C durante 2 min y rapidamente
colocar nuevamente en baino de hielo. Incubar por 5 min.

4-  Agregar 900 pl de medio LB e incubar por 60 min a 37°C. Esto permite la
recuperacion de las células bacterianas luego del shock térmico previo.

5-  Cosechar las células mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min.
Descartar 850 ul de sobrenadante y resuspender el pellet celular en el
volumen remanente de medio de cultivo.

6- Distribuir la suspension celular en forma homogénea sobre una placa

conteniendo Agar-LB-Antibidtico (de manera de seleccionar las bacterias

transformadas) e incubar durante 18-20 h a 37°C.

2.8. Preparacion de ADN plasmidico.

Los plasmidos fueron purificados a partir de cultivos de bacterias transformadas
en medio liquido (Medio LB-Antibiotico). Todos los métodos de purificacion se basan en
el tamafio relativamente pequefio de los plasmidos y su naturaleza circular cerrada

covalentemente.

2.8.1. Minipreparacion de ADN plasmidico.

Con el objetivo de obtener los diferentes vectores de expresion con la pureza y
concentracién adecuada para llevar a cabo su chequeo de identidad mediante
digestiones enzimaticas y secuenciacion, como asi también para emplearlos en ensayos
de transfeccion de células animales, se llevé a cabo una purificacion plasmidica a baja
escala.

A partir de colonias individuales de cultivos realizados en medio agar LB con
antibiético, se inocularon frascos conteniendo 5 ml de LB con antibiético y se dejaron
crecer durante 18-20 h a 37 °C a 200 rpm. Luego, el vector fue purificado utilizando el
kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system (Promega), siguiendo
las recomendaciones del fabricante:

1-  Tomar 1,5 ml del cultivo anteriormente mencionado y transferirlo a un tubo

Eppendorf y centrifugar a 5.000 rpm durante 10 min. Descartar el

sobrenadante y repetir este procedimiento con otros 1,5 ml de cultivo.
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Resuspender cuidadosamente el pellet celular con 250 pl de Solucion de
Resuspension y adicionar 250 ul de Solucion de Lisis Celular. Invertir el tubo
4 veces.

Rapidamente, adicionar 10 pl de la solucion de proteasa alcalina, invertir el
tubo 4 veces e incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Agregar 350 pl de la Solucion de Neutralizacion e invertir el tubo varias
veces. Luego, centrifugar a 13.000 rpm por 10 min.

Tomar el sobrenadante (aproximadamente 850 ul) y transferirlo a una
columna de purificacion, colocada dentro de un tubo colector. Centrifugar a
13.000 rpm durante 1 min y descartar el flowthrough.

Agregar a la columna 750 pl de la Solucién de Lavado, centrifugar 1 min a
13.000 rpm y descartar el flowthrough. Lavar nuevamente ahora con 250 pl
y centrifugar por 2 min.

Finalmente, transferir la columna de purificacion a un tubo Eppendorf nuevo
y eluir el ADN plasmidico agregando sobre la resina de la columna 100 pl de
agua Milli Q autoclavada. Dejar reposar 1 min a temperatura ambiente y

centrifugar 1 min a 5.000 rpm.

En todos los casos, la integridad de los plasmidos obtenidos fue evaluada

mediante electroforesis en gel de agarosa.

2.8.2. Maxipreparacion de ADN plasmidico.

Con el objetivo de obtener cantidades suficientes de los vectores de expresion de

las proteinas de superficie del HBV y de los vectores empaquetadores para llevar

adelante el ensamblado de particulas lentivirales, se realizaron preparaciones de ADN

plasmidico en gran escala, tal como se describe a continuacion:

1-

A partir de colonias individuales de cultivos en medio Agar-LB-Antibidtico,
inocular frascos conteniendo 10 ml de Medio LB-Antibioético (Cultivo starter)
y cultivar durante 18-20 h a 37°C y 200 rpm.

Agregar a este pre-cultivo 90 ml de LB-Antibiotico y cultivar durante otras 8
h en las mismas condiciones.

Inocular con el cultivo starter 200 ml de LB-Antibidtico y cultivar durante otras
18-20 h en las condiciones antes mencionadas.

Centrifugar los cultivos a 4.500 rpm durante 10 min a 4°C. Descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet celular en 10 ml de TEG estéril (Tris-
HCI 25 mM, EDTA 10 mM; glucosa 1% (P/V), pH 8,3), transferir la suspensién

celular a un tubo cénico de 50 ml y mantener en hielo durante 5 min.
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10-

11-

12-

13-

14-
15-

Agregar 20 ml de NaOH 0,2 M, SDS 1% (P/V), homogeneizar por inversion
para lograr la lisis celular e incubar en hielo durante 5 min.

Agregar 15 ml de acetato de potasio 5 M (pH 5,2) a 4°C (Solucién de
Neutralizacion), homogeneizar e incubar en hielo durante 10 min.
Centrifugar a 4.500 rpm durante 45 min a 4°C y filtrar el sobrenadante con
papel de filtro, en tubos cénicos de 50 ml.

Precipitar el ADN con 0,6 volumenes de isopropanol (Merck), incubando 15
min a -70°C.

Centrifugar a 4.500 rpm durante 20 min a 4°C y descartar el sobrenadante.
Secar el exceso de isopropanol sobre papel absorbentes.

Disolver el pellet en 1 ml de agua Milli Q autoclavada (resuspender hasta
homogeneizar) y transferir la mitad de la suspension celular resultante
(aproximadamente 500 pl) a dos tubos Eppendorf nuevos.

Agregar 250 pul de fenol a cada tubo y agitar bien. Luego agregar 250 ul de
cloroformo a cada tubo y agitar nuevamente. Centrifugar por 5 min a 13.000
rpm.

Tomar la fase acuosa de ambos tubos y juntarlas en un Unico tubo
(aproximadamente 900 ul). Precipitar con 0,6 volumenes de isopropanol
(Merck) e incubar durante 20 min a -70°C (se puede dejar a -20°C ON).
Centrifugar 15 min a 13.000 rpm a 4°C. Descartar el sobrenadante. Lavar el
pellet con 300 ul de etanol 70% en agua Milli Q. Centrifugar 5 min a 13.000
rpm a 4°C. Descartar el sobrenadante cuidadosamente con pipeta y dejar
evaporar el etanol con el tubo abierto en el bloque seco a 37°C.

Disolver el pellet en 500 ul de H20 Milli Q autoclavada y agregar ARNasa a
100 pg.ml”" e incubar 45-60 min a 37°C.

Repetir paso 11.

Tomar la fase acuosa (aproximadamente 450 pl), pasarlo a un tubo Eppendorf
nuevo y agregar 50 ul de acetato de sodio 3M (pH 7,0) y 0,6 volumenes de
isopropanol, agitar y dejar 20 min a -70°C de modo de precipitar el ADN
plasmidico. Centrifugar 15 min a 13.000 rpm a 4°C. Descartar el
sobrenadante. Lavar el pellet con 300 pl de etanol 70% en agua Milli Q.
Centrifugar 5 min a 13000 rpm a 4°C. Descartar el sobrenadante con pipeta
y dejar evaporar el etanol con el tubo abierto en el bloque seco a 37°C.
Disolver el pellet en 300 ul de agua Milli Q estéril. Determinar la concentracion

y pureza del ADN plasmidico obtenido.
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2.9. Determinacion de la concentracion y pureza de los acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos son capaces de absorber luz ultravioleta debido a la
presencia de bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas del ADN. Esta
caracteristica, propia de la molécula, presenta un maximo de absorcion a una longitud
de onda de 260 nm. A esta longitud de onda, la absorcion es proporcional a su
concentracién. Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una concentracion de
50 ug.ml™ de ADN doble cadena (ADNdc).

La determinacion de la pureza y la concentracion de acidos nucleicos se realizé
mediante el equipo NanoDrop One (Thermo), un espectrofotémetro UV-Visible disefiado
para el analisis de microvolumenes de acidos nucleicos. El sistema permite medir la
absorbancia a A= 260 nm y A= 280 nm sin necesidad de diluir las muestras, y
automaticamente, aplica las siguientes ecuaciones para calcular la concentracion y
pureza de los acidos nucleicos:

Hg) Hg

1
Concentracién de ADN (m = DO (260 nm) x 50 WADN x )

DO (260 nm)
DO (280 nm)

Pureza de la muestra:

Para llevar a cabo la medicidn, se siguieron las instrucciones del fabricante:

1-  Seleccionar en la pantalla de inicio del equipo, la ficha acidos nucleicos y
elegir ADNbc, ADNmc o ARN, segun las muestras que se quiera evaluar.

2-  Pipetear 1-2 ul de solucién blanco (agua Milli Q estéril) en el pedestal inferior
y bajar el brazo de contencion de la muestra.

3-  Presionar el boton de Blanco y esperar a que termine la medicion.

4- Levantar el brazo del equipo y limpiar ambos pedestales con una toallita para
laboratorio nueva.

5-  Pipetear 1-2 yl de la muestra en el pedestal y bajar el brazo. Cuando termina
la medicion de la muestra, aparecen en la pantalla los valores de absorbancia
a 260 nmy 280 nm, como asi también, los valores de concentracion y pureza
de la muestra.

6- Una vez completadas las determinaciones, tocar Finalizar experimento en
el menu del programa. Levantar el brazo y limpiar ambos pedestales con
una toallita nueva.

El valor de pureza debe estar comprendido en el rango entre 1,8 y 2,0. Por fuera

del mismo, la solucién no es considerada apta para su uso en transfeccion de células

eucariotas, ya que posee una cantidad considerable de contaminantes (proteinas,
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reactivos utilizados en la extraccién, entre otros) que podrian afectar la eficiencia del

proceso.

2.10. Reacciones de PCR.

Las secuencias de las proteinas de superficie del HBV (S, M y L) empleadas para
la generacion de los vectores de expresion, fueron obtenidas mediante reacciones de
PCR a partir del vector de clonado pMK-RQ-HBPreS1 (GeneArt, Life Technologies)
(Figura 29). El plasmido posee un origen de replicacion bacteriana que permite su
amplificacién en E. coli (Col E1 origin) y un gen que codifica para resistencia a
kanamicina en estas células (KanR). A su vez, se le incorporaron sitios de
reconocimiento para las enzimas Nhel y BamHI, flanqueantes a la secuencia

correspondiente con el HBsAg completo, incluyendo su promotor nativo.

(372)
(376)

pMK-RQ-HBpreS1

(1196)

(1785)
(1799) (1791)

Figura 29. Plasmido de clonado pMK-RQ-HBPreS1. Las enzimas de restriccion
que se utilizaron para diferentes aplicaciones (chequeo de identidad, liberacion del
fragmento) se encuentran resaltadas.

Para las reacciones de PCR se utilizé la enzima ADN polimerasa Platinum Pfx
(Invitrogen), preparando la mezcla de reaccion de acuerdo con las instrucciones del

fabricante:
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Reactivo Concentracion Volumen (por tubo de
final reaccion
Pfx Amplification Buffer 1X 5,0 pl
10X
dNTPs 0,4 mM cada uno 1,5 ul
Oligonucleétidos
Forward 10 uyM 0,3 uM 1,5 pl
Reverse 10 yM 0,3 uM 1,5 pl
MgS0450 mM 1 mM 1ul
Templado 10 pg — 200 pg Xul
Platinum Pfx 1-25U 0,5 ul
Agua - Csp 50 ul

Las reacciones se realizaron en termociclador, de acuerdo con el siguiente

programa:

Paso 1: Desnaturalizacion inicial:

Paso 2: Desnaturalizacion:
Paso 3: Annealing

Paso 4: Extension

Volver al paso 2:

Paso 5: Extension

Paso 6: Conservacion

El tiempo de extension varid

amplificar.

94°C
94°C
60°C
68°C

30 veces

68°C
25°C

2 min
1 min
0,5 min
XX min

10 min

en funcién del tamafo del fragmento de ADN a

Reaccion de Forward Reverse Tiempo de Tamanho del
amplificacion primer primer extension fragmento
amplificado
Glicoproteina S PDF014 PDF012 0,8 min 681 pb
Glicoproteina M PDF013 PDF012 1 min 846 pb
Glicoproteina L PDFO015 PDF012 1,3 min 1.203 pb
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Siendo las secuencias de cada oligonucledtido, las siguientes:

Oligonucleotido Secuencia (sentido 5" - 3") Sitios de
restriccion
incorporados
PDF012 CCCGGGGTCGACGGATCCTTAAATGTATACCC BamHil-
Sall/Hincll
PDF013 GATATCGCTAGCATGCAGTGGAACTCCACC EcoRV-Nhel
PDF014 GATATCGCTAGCATGGAGAACATCGCATCAGG | EcoRV-Nhel
PDF015 GATATCGCTAGCATGGGAGGTTGGTCTTCC EcoRV-Nhel

2.11. PCR en colonia (Colony PCR).

La PCR en colonia es un método para evaluar rapidamente colonias de bacterias
que han crecido en medios selectivos después de un paso de transformacioén, para
verificar que la construccion genética deseada esta presente. Para esto, dependiendo
el caso, se emplearon diferentes combinaciones de oligonucleétidos. Por un lado, se
utilizaron los oligonucleétidos LV-Fw (5'-CCGACCGAAAGGAGCGCACG-3") y LV-rev
(5-ATAGCATGATACAAAGGCAT-3'), que permiten amplificar un fragmento de
aproximadamente de 1.400 pb. A su vez el primer LV-rev se empled junto con
oligonucleotidos forwards especificos para las proteinas S, My L, dependiendo el caso.
En estos casos los tamafos de los fragmentos a amplificar son aproximadamente 700
pb, 850 pb y 1.200 pb, para las duplas de oligonucleétidos LV-rev: PDF014 (S), LV-rev:
PDF013 (M) y LV-rev: PDF015 (L), respectivamente.

La mezcla de reaccion se preparé de forma similar a la anteriormente mencionada,
aunque en este caso se empleod la enzima Firepol ADN polimerasa, con su respectivo

buffer. El esquema de ciclado se muestra a continuacion:

Paso 1: Desnaturalizacion inicial: 94°C 1 min
Paso 2: Desnaturalizacion: 94°C 1 min
Paso 3: Annealing 54°C 0,5 min
Paso 4: Extension 72°C 1.5 min
Volver al paso 2: 30 veces

Paso 5: Extension 72°C 10 min
Paso 6: Conservacion 25°C
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2.12. Vectores empleados para la expresion de las proteinas de superficie del
HBV: pLV-PLK y pZC.

El plasmido pLV-pLK (Prieto y col., 2011) corresponde al vector de transferencia
del sistema de particulas lentivirales de tercera generacion y posee un origen de
replicacion bacteriano (ORI), un gen que otorga resistencia a ampicilina y un sitio de
multiple clonado corriente abajo del promotor EF-1-a (Elongation Factor-1-alfa).
Ademas, cuenta con gen que codifica para la enzima puromicina N-acetiltransferasa
dirigido por el promotor SV40, lo cual permite la seleccidon de células eucariotas con el
antibiotico puromicina. A su vez, presenta determinados elementos de origen viral, como
la regiébn RRE, altamente estructurada, que actua como sitio de unién para la proteina
Rev, la cual permite el transporte de los ARNs sin procesar o parcialmente procesados
desde el nucleo al citoplasma; una region PBS (sitio de unidon de cebadores), que actua
como cebador para la transcriptasa reversa, en el momento de iniciar la sintesis de la
hebra (-) del ADN viral; la secuencia cPPT (segmento polipurina central), que actua
como cebador de la hebra (+) en la sintesis del ADN viral; un elemento regulatorio post-
transcripcional del virus de la hepatitis de Woodchuck (WPRE) y una sefial de
empaquetamiento (Psi), secuencia corta y altamente estructurada requerida para la
incorporacion del ARN genomico en el interior de las particulas virales. Todas las
regiones necesarias para la generacién de los vectores lentivirales se encuentran
comprendidas entre las repeticiones terminales largas modificadas previamente
descriptas en la introduccion (5’ LTR y 3’ LTR).

Por su parte, el vector pZc es un vector construido previamente en nuestro
laboratorio, a partir de los vectores pcDNA3.1/Zeo (Invitrogen) y pCl-neo (Promega).
Combina la regién promotora del virus CMV y su respectivo enhancer, la secuencia de
poliadenilacion de BGH (bovine growth hormone) y un gen de resistencia al antibiético
zeocina (pcDNA3.1/Zeo).

2.12.1. Construccion de vectores de transferencia lentivirales.

Con el objetivo de expresar las tres proteinas de superficie del HBV en células de
mamiferos, y evaluar diferentes estrategias y construcciones génicas, las secuencias
codificantes de las proteinas de interés, fueron clonadas en vectores lentivirales de
tercera generacion. Para tal fin, fue necesario como primer paso clonar las secuencias
codificantes de cada una de las proteinas en los vectores lentivirales de transferencia,

para luego llevar a cabo el ensamblado de los lentivirus y su posterior titulacién.
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2.12.1.1. Construccion de los vectores de transferencia pLV-PLK-EF-1-a-HBV S,
pLV-PLK-EF-1-a-HBV M y pLV-PLK-EF-1-a-HBV L.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de expresion de diferentes construcciones
génicas, las secuencias codificantes de las glicoproteinas de superficie S, M y L fueron
clonadas en forma individual en vectores lentivirales de transferencia bajo el control del
promotor humano EF-1-a. Para esto, primers especificos (Seccién 2.10) fueron
utilizados para amplificar las secuencias codificantes de cada una de las tres proteinas
de superficie del HBV, utilizando como molde el plasmido pMK-RQ-HBPreS1. En todos
los casos, los fragmentos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa (Figura 30) y purificados Los diferentes fragmentos purificados fueron
digeridos con el par de enzimas de restriccion Nhel y BamHI|, para luego ser ligados al
vector lentiviral de transferencia pLV-PLK-EF-1-a, digerido con el mismo par de
enzimas. Los productos de la ligacion fueron empleados para la posterior transformacién
bacteriana.

Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-
agar suplementado con ampicilina, de manera que sélo crezcan aquellas bacterias que
incorporaron el plasmido. A partir de cada placa, se realizdé un ensayo de colony PCR
para evaluar diferentes clones bacterianos, empleando oligonucleétidos forward
especificos para S, M y L (dependiendo la secuencia a amplificar) y un oligonucleétido
reverse comun para todos (LV-rev), que permiten amplificar fragmentos de

aproximadamente 700, 850 y 1200 pb, respectivamente. El resultado de esta PCR fue

analizado mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 31).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2000 Pb

1000 pb e

500 pb
250 pb ==

Figura 30. Reaccion de PCR para la amplificacion de las secuencias de las
proteinas S, M y L. Las secuencias codificantes de las proteinas S, M y L fueron
amplificadas a partir del vector pMK-RQ-HBPreS1 empleando oligonucleétidos
especificos. Calle 1: marcador de peso molecular; calles 2-4: secuencia amplificada
de la proteina S por triplicado (681 pb aproximadamente); calles 5-7: secuencia
amplificada de la proteina M por triplicado (846 pb aproximadamente); calles 8-10:
secuencia amplificada de la proteina M por triplicado (1.200 pb aproximadamente).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

2000 pb
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500 pb

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de las muestras provenientes del
ensayo de PCR en colonia para los vectores pLV-PLK-HBV-EF-1-a S, My L.
La presencia del inserto de interés se observo en las calles 4 y 6 para el vector pLV-
PLK-EF-1-a-HBV S (banda de aproximadamente 700 pb), en las calles 7, 8 y 10
para pLV-PLK-EF-1-a-HBV M (banda de aproximadamente 850 pb), y en las calles
15y 16 para pLV-PLK-EF-1-a-HBV L (banda de aproximadamente 1.200 pb). Las
calles que no mostraron la amplificacién adecuada se corresponderian con vectores
religados (calles 2, 3, 5, 9 11, 12, 13, 14). La calle 1 corresponde al marcador de
peso molecular y la calle 17 a un control de vector religado.

Posteriormente, se seleccionaron los clones que evidenciaron un resultado
positivo en el ensayo de colony PCR, para confirmar la presencia del inserto de interés
mediante digestiones enzimaticas. Para ello se realizaron minipreparaciones de ADN
plasmidico, que fueron sometidas a digestién con las enzimas BamHI y Xbal (para el
caso de los vectores pLV-PLK-EF-1-a-HBV M y L) y con las enzimas Sall y Xbal para el
caso del vector pLV-PLK-EF-1-a-HBV S. En todos los casos, el producto de la digestion
fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa. La liberacion de un fragmento
de aproximadamente 500 pb (junto con la banda correspondiente al resto del vector)
para los vectores pLV-PLK-EF-1-a-HBV My L (Figura 32) y la liberacion de 2 fragmentos
de aproximadamente 600 pb y 1.300 pb (junto con la banda correspondiente al resto del
vector) para el vector pLV-PLK-EF-1-a-HBV S permitié confirmar la insercion de las

secuencias de interés en los clones positivos.
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de clones plasmidicos de los
vectores pLV-PLK-EF-1-a-HBV S, M y L digeridos con enzimas de restriccion.
El vector pLV-PLK-EF-1-a-HBV S fue digerido con las enzimas Sall y Xbal. La
liberacion de dos fragmentos (uno de 600 pb y otro de 1.300 pb) confirmé la
presencia de la secuencia de S en el vector pLV-PLK-EF-1-a. La liberacion de un
fragmento de aproximadamente 500 pb confirmd la presencia de las secuencias M
y L en el vector pLV-PLK-EF-1-a, respectivamente. Calle 1: marcador de peso
molecular; calle 2: vacio; calle 3: vector pLV-PLK-EF-1-a-HBV M digerido; calle 4:
vectores pLV-PLK-EF-1-a-HBV L digerido. Calle 5: vector pLV-PLK-EF-1-a-HBV S
digerido.

Finalmente, se llevd a cabo la secuenciacién del ADN plasmidico de los clones
positivos, con el objetivo de corroborar la correcta secuencia génica de las variantes que
permita su empleo en las etapas posteriores del proceso.

A partir de las bacterias transformadas con los vectores de interés, se realizaron
maxipreparaciones de ADN de modo de obtener una cantidad adecuada de ADN
plasmidico que permita llevar a cabo el proceso de ensamblado lentiviral. Las bacterias
conteniendo las construcciones de interés fueron criopreservadas a -20 °C hasta su
empleo. De esta forma, se generaron 3 vectores de transferencia denominados pLV-
PLK-EF-1-a-HBV S, M, L, respectivamente.

2.12.1.2. Construccion del vector de transferencia pLV-PLK-prom HBV.

A su vez, se genero una construccion génica donde la expresion de las proteinas
se encuentra regulada por el promotor nativo del HBV. Para esto, la secuencia
codificante del antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg), incluyendo su

region promotora natural, fue obtenida a partir del plasmido de clonado pMK-RQ-
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HBPreS1 (GeneArt, Life Technologies). Brevemente, la secuencia génica de interés fue
liberada del vector de clonado mediante digestiones con las enzimas EcoRV'y BamHl|,
y fue analizada y purificada a partir de un gel de agarosa. Posteriormente, se realizo la
ligacién de este fragmento al vector lentiviral de transferencia auto-inactivante pLV-PLK
(Prieto y col., 2011), digerido con el mismo par de enzimas anteriormente mencionadas
(Figura 33).

5000 pb we

2000 po=

1000 ph =
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500 pb =

250 pb =

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa. El vector pMK-RQ-HBPreS1 fue
digerido con las enzimas de restriccion EcoRV'y BamHl|, liberando un fragmento de
aproximadamente 1.400 pb (calle 3), correspondiente a la secuencia del HBsAg,
incluyendo su regién promotora. Esta secuencia se ligo al vector pLV-PLK
previamente digerido con el mismo par de enzimas (calle 2). El producto de la
ligacion se utilizé para transformar células TOP 10 competentes. Calle 1: marcador
de peso molecular.

Luego de la evaluacion de la presencia del inserto de interés en diferentes clones
bacterianos por colony PCR, (empleando los oligonucleétidos LV-fw y LV-rev que
amplifican un fragmento de aproximadamente 1.400 pb) (Figura 34) y chequeos
mediante digestiones enzimaticas, se obtuvo el vector denominado pLV-PLK-prom HBV
(Figura 35). En esta construccion, la expresion de las tres proteinas de superficie se
encuentra bajo el control de los promotores nativos del HBV. La identidad del vector fue

finalmente confirmada mediante secuenciacion.
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Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa de las muestras provenientes del
ensayo de PCR en colonia el vector pLV-PLK-prom HBV. La presencia del
inserto de interés se observo en la calle 5 (banda de aproximadamente 1.400 pb),
las calles 2 y 4 mostraron patrones de bandas negativos para el vector de interés.
Calle 1: marcador de peso molecular. Calle 6: control de vector religado.
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa. El vector pLV-PLK-prom HBV fue
digerido con las enzimas Nhel y BamHI con el objetivo de chequear la
identidad del vector. En la calle 1 se observa el vector pLV-PLK-prom HBV sin
cortar y en la calle 2 el vector digerido, donde se liber6 un fragmento de
aproximadamente 1.600 pb, correspondiente con la secuencia del HBsAg
(incluyendo la region promotora). En la calle 3 se muestra el marcador de peso
molecular.
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2.12.2. Construccion del vector plasmidico de expresion.

A su vez, la secuencia codificante del HBsAg (sin su region promotora), fue
clonada en el vector plasmidico de expresion para células eucariotas pZC, el cual
contiene un gen de resistencia al antibiotico zeocina. En esta construccion, la expresion
de las proteinas recombinantes queda bajo el control transcripcional del promotor del
citomegalovirus humano (CMV) y la sefal de poliadenilacion del virus simio 40 (SV40
poliA). Brevemente, la secuencia codificante de las tres proteinas de superficie (sin su
region promotora natural) fue amplificada a partir del plasmido de clonado pMK-RQ-
HBPreS1 empleando primers especificos. El fragmento amplificado y purificado, fue
digerido con las enzimas Nhel y BamHI y clonado en el vector pZC (digerido con el
mismo par de enzimas) obteniéndose el vector de expresion denominado pZC-HBV
S/M/L. La identidad del vector fue confirmada mediante digestiones enzimaticas vy,

finalmente, mediante secuenciacion.

2.13. Criopreservacion de cepas bacterianas.
La conservacion de bacterias ya sea recombinantes o no transformadas, se llevé
a cabo de la siguiente manera:
1-  Cultivar las bacterias durante 18-20 h en medio LB o medio LB suplementado
con antibiético, segun corresponda.
2-  Tomar 800 ul de cultivo y trasvasar a un criotubo (Greiner Bio One). Agregar
200 pl de glicerol (Merck) estéril y homogeneizar bien para asegurar la
distribucion del glicerol.

3- Conservar los critubos a -70°C.

2.14. Revitalizacidon de cepas bacterianas.

Para recuperar las bacterias congeladas e iniciar un nuevo cultivo, se procedio de

la siguiente forma:

1-  Retirar un criotubo de células bacterianas almacenado a -70°C y descongelar
lentamente en un bafio de hielo.

2-  Antes que el cultivo esté completamente descongelado, tomar una pequefia
porcion del material criopreservado e inocularlo en medio LB, en caso de
bacterias no transformadas, o en medio LB-antibiético, para bacterias
recombinantes.

3- Incubara 37°C durante 16 h a 200 rpm. Utilizar el cultivo para el fin necesario.

4- Conservar el criotubo empleado para iniciar el cultivo nuevamente a -70 °C.
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3. TECNICAS DE CULTIVO CELULAR.

En todos los casos, las lineas celulares eucariotas se cultivaron en condiciones
estandar de cultivo para células de mamifero, es decir, en estufa gaseada a 37°C, en
atmosfera de CO- al 5% saturada de humedad (Nuaire).

En el desarrollo de este trabajo se emplearon los siguientes sistemas de cultivo

que se mencionan en las secciones 3.1y 3.2.

3.1. Cultivos en adherencia.
1-  Placas multipozos de poliestireno (Greiner) de 96, 24, 12 y 6 pozos con una

superficie de 0,4; 2; 5y 9,6 cm? por pozo, respectivamente.
2-  Frascos T (Greiner) de 25, 75 y 175 cm? de superficie.

En todos los casos se mantuvo una relacion constante de 0,4 ml de medio de

cultivo por cada cm? de superficie.

3.1.1. Subcultivo de células adherentes.

Las lineas celulares adaptadas al crecimiento en adherencia requieren del
contacto con una superficie solida (sustrato) para poder desarrollarse. De esta forma,
las células crecen sobre el soporte formando una monocapa. Cuando la densidad
celular (células/cm?de sustrato) alcanza un nivel tal que todo el sustrato disponible esta
ocupado, o cuando la concentracion celular (células/ml de medio) excede la capacidad
del medio, el crecimiento cesa o se reduce considerablemente. Llegado este punto, las
células pueden comenzar a despegarse y perder viabilidad, por lo que es necesario
realizar un subcultivo. Para una linea adherente, realizar un subcultivo implica liberar a
las células del sustrato al cual se encuentran ancladas, por medios mecanicos o
enzimaticos y diluirlas en medio de cultivo fresco. A continuacion, se detalla el
procedimiento realizado:

1-  Una vez que los cultivos alcanzan la confluencia, es decir, cubren la totalidad
de la superficie de los frascos donde se encuentran creciendo, retirar el
sobrenadante y lavar la monocapa con una solucidon de tripsina-EDTA
durante 10 segundos a temperatura ambiente (con el objetivo de neutralizar
la accion de factores anti-tripsina presentes en el SFB).

2-  Descartar la solucién de lavado y agregar nuevamente la misma proporcion
de la solucion de tripsina-EDTA. Incubar a 37°C y dejar actuando el tiempo

necesario hasta lograr el completo desprendimiento de las células adheridas.
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3- Finalmente, adicionar el medio de cultivo correspondiente suplementado con
SFB para neutralizar la accion de la tripsina. Homogeneizar la suspension y
realizar el recuento celular.

En todos los casos, se respetd una relacion de 20 ul de solucion de tripsina-EDTA
por cada cm? de superficie. La solucion de tripsina esta compuesta por: tripsina (Gibco)
0,05% (P/V) y Na;EDTA (Gibco) 0,02% (P/V) en solucion reguladora de fosfato salino
[PBS: KH,PO4 (Sigma) 0,6 g.I"", Na,HPO; (Sigma) 0,78 g.I"", NaCl 8,8 g.I"", pH 7,4].

3.2. Cultivos en suspension en pequeia escala.

En una incubadora orbital (Cerfomat CTplus, Sartorius) con control de humedad
y atmosfera de CO: al 5%, se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

- Frascos Schott de 100 ml.

- Tubos conicos para cultivo celular (Corning) de 125y 500 ml.

Para las lineas celulares que crecen en suspension, los subcultivos se

efectuaron por simple dilucién en el medio de cultivo fresco correspondiente.

3.3. Determinacion de la concentracion de células viables, muertas y totales.

El recuento celular se llevé a cabo en camara de Neubauer y la proporcion de
células muertas se determin6 por el método de exclusiéon con azul de tripan (Cook y
Mitchell, 1989). Esta técnica se basa en el hecho de que las células viables no son
permeables a ciertos colorantes, mientras que las células muertas presentan su
membrana plasmatica alterada, lo que permite el ingreso del colorante hacia su interior.

Para esto, la suspensién celular de interés se incubd durante 1 min con una
solucion de azul de tripan 0,4% (V/V) en PBS y posteriormente se sembré en la camara
de recuento, empleando diluciones convenientes de acuerdo con la densidad celular de
la muestra. Se contaron las células viables (refringentes) y células no viables (azules),
contenidas en cada uno de los cuadrantes de los extremos. La concentracion de células

(X), ya sean viables o muertas, se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion:

1
X (cél.ml™1) = N°de células contadas x 104xZ x (diluciéon) ™1

La viabilidad del cultivo se determin6 calculando el porcentaje de células viables
con respecto a las totales, teniendo en cuenta que la concentracion de células totales

(Xt) es la suma de la concentracion de células muertas (Xm) y viables (Xv):

Xv
Viabilidad (%) = % * 100
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3.4. Criopreservacion de lineas celulares de mamiferos.

Una vez que se ha obtenido la linea celular con las caracteristicas deseadas y la
misma se encuentra libre de contaminacion, es necesario realizar congelarla para su
conservacion. La criopreservacion constituye un método eficaz de conservacion, ya que
garantiza que las células mantengan sus propiedades metabdlicas iniciales (Hasegawa,
1996; Freshney, 2000). Una criopreservacion Optima, para lograr luego una
revitalizacion con la mayor cantidad de células viables posible, requiere minimizar la
formacion de cristales de hielo intracelulares y reducir los dafios osmoticos que se
producen cuando el agua intracelular se congela. Esto se logra (1) congelando
lentamente para permitir que el agua salga de la célula, pero no tan lentamente como
para no estimular el crecimiento de los cristales de hielo, (2) utilizando un crioprotector
hidréfilo que permita secuestrar el agua, (3) almacenando las células a la temperatura
mas baja posible, para minimizar los efectos de las altas concentraciones de sales sobre
las proteinas. Por lo tanto, en todos los casos, la conservacién de las lineas celulares
se realizo en nitrégeno liquido, ya que a temperaturas de -196°C se observan deterioros
celulares minimos.

Se empled una técnica de enfriamiento gradual desde temperatura ambiente hasta
-196°C. A continuacién, se describe el procedimiento de criopreservacion de lineas
celulares adherentes:

1- Realizar el recuento de suspensiones celulares en fase de crecimiento

exponencial y tomar el volumen de cultivo necesario.

2-  Centrifugar las células a 100-200 g durante 5 min a temperatura ambiente en
una centrifuga Eppendorf 5403, rotor 16A4-44.

3- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en una solucién de
SFB y DMSO (Sigma) en una relacién 90:10 (V/V), de manera tal de obtener
una concentracion de 1-2.10° cél.ml”’. El DMS actia como agente
crioprotector.

3- Distribuir la suspension celular resultante a razén de 1 ml por criotubo
(Greiner) y colocarlos en un contenedor apropiado (MrFrosty, Nalgene), y
llevar a freezer de -70°C por 24 h. Este dispositivo MrFrosty, contiene alcohol
isopropilico (Merck), permitiendo que en el interior del mismo la temperatura
disminuya a razén de 1 °C.min™", logrando un enfriamiento gradual de las
células.

5-  Finalmente, almacenar los criotubos en termos de N liquido a -196 °C.

Para el caso de cultivos en suspension, el pellet celular se resuspendié en una
solucion de medio condicionado obtenido del sobrenadante, medio fresco y DMSO

(Sigma) en una relacion 45:45:10 (V/V), de manera de obtener una concentracion de
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1,5-2x107 cél.ml™. El resto del procedimiento se realizé de igual forma a lo anteriormente

descripto.

3.4.1. Construccion de bancos celulares.

Una vez que se determind que las lineas celulares recombinantes (tanto
adherentes como en suspension) presentaban las caracteristicas deseadas, los cultivos
fueron amplificados para poder contar con gran cantidad de células y construir bancos
celulares maestro (MCB, master cell bank). EI MCB es el resguardo mas importante de
células, a partir del cual se confeccionaron los respectivos bancos celulares de trabajo
(WCB, working cell bank).

3.5. Revitalizacion de lineas celulares de mamifero.

El descongelado rapido de la suspensién celular para minimizar la formacion de
cristales de hielo y la generacién de gradientes de solutos a medida que se derrite el
hielo intracelular residual, es crucial para su 6ptima recuperacion. Para la revitalizacion
de las lineas celulares se procedi6 de la siguiente manera:

1-  Retirar el criotubo del termo de Nz liquido y sumergirlo rapidamente en un

bafo de agua a 37°C.

2-  Transferir la suspension celular descongelada a un tubo cénico conteniendo

40 ml de medio cultivo basal. Centrifugar a 1.000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Este procedimiento tiene como objetivo diluir
rapidamente el DMSO residual y luego eliminarlo, ya que es un compuesto
téxico para las células en cultivo.

3- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en el volumen de

medio de cultivo adecuado.

4- Finalmente, realizar el recuento celular con el objetivo de evaluar la

recuperacion y viabilidad celular.

3.6. Desarrollo de lineas celulares recombinantes.
3.6.1. Ensamblado de vectores lentivirales (LVs).

Para el ensamblado de LVs se llevé a cabo una co-transfeccion transiente de
células empaquetadoras con cuatro plasmidos distintos, empleando la técnica de
lipofeccion. Los LVs se cosecharon cosechando luego de 48 h a partir del sobrenadante
de cultivo. Para esto se empleé:

- Células empaquetadoras: HEK293T/17.
- Vectores lentivirales de tercera generacion: pMDLg/pRRE, pMD.G, pRSV-REV
(Addgene; numero de plasmido #12251, #12259, #12253 respectivamente) y el vector
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de transferencia correspondiente (pLV-PLK-prom HBV, pLV-PLK-EF-1-a HBV S, pLV-
PLK-EF-1-a HBV M o pLV-PLK-EF-1-a HBV L).
- Reactivo de transfeccion: Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

- Medio de transfeccién: DMEM (Gibco)

A continuacién, se detalla el procedimiento llevado a cabo.

- Siembra de las células empaquetadoras:

1-

Cultivar células HEK293T/17 a razén de 4x10° cél.ml™' empleando medio D-
MEM suplementado con SFB 10% (V/V), en una placa de Petri para cultivo
celular de 10 cm de didmetro e incubar a 37°C, 5% CO.. Luego de 24 h de
incubacion, se llevé a cabo la transfeccion transiente con los cuatro
plasmidos.

Preparar, por un lado, un tubo Falcon con 2,5 ml de medio DMEM (sin SFB)
y adicionar 50 pl de Lipofectamina 2000 (1 mg.ml”). Esto permite obtener
una solucion de 20 pg.ml™”" del lipido. Homogeneizar vigorosamente e incubar
a TA por 5 min.

Por otro lado, preparar un tubo Falcon con 2,5 ml de medio DMEM (sin SFB)
y adicionar los volumenes de solucion de cada vector que contengan las
siguientes cantidades: 2,5 pg pRSV-REV, 3,6 ug pMD.G, 6,5 ug
pMDLg/pRRE y 10 ug del vector de trasferencia correspondiente.

Mezclar el contenido de ambos tubos e incubar a TA durante 20 min.

Retirar el sobrenadante de cultivo de las células HEK293T/17. Una vez
transcurridos los 20 min, adicionar (gota a gota) los 5 ml de solucion
conteniendo los complejos lipidos/ADN sobre la monocapa celular. Incubar
4 ha37°Cy 5% CO..

Luego de la incubacién, suplementar el cultivo con 5 ml de medio de cultivo
para células HEK con SFB 20% (V/V), de modo de obtener una

concentracion final de suero 10% (V/V). Incubar a 37 °C durante 48 h.

- Recuperacion de las particulas virales:

7-

Cosechar el sobrenadante de cultivo conteniendo los LVs y trasvasar a un
tubo Falcon. Centrifugar a 4.500 rpm durante 10 min para retirar células
que pudieran haberse despegado de la monocapa.

Recuperar el sobrenadante y se fraccionar en tubos Eppendorf en alicuotas
de 1 ml.

Almacenar los tubos a -70 °C hasta su utilizacion, para conservar un elevado

titulo viral.
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3.6.2. Concentracion de LVs mediante ultracentrifugacion.

Un volumen de los LVs cosechados del sobrenadante de células HEK293T/17
empaquetadoras, fue sometido a un proceso de ultracentrifugacion, con el objetivo de
obtener un lote de lentivirus concentrados. El procedimiento utilizado se menciona a
continuacion.

1-  Transferir el volumen de cosecha a un tubo de ultracentrifuga Beckman de

45 ml, y centrifugar a 65.000 g durante 3 h a 4°C. Durante este tiempo de
centrifugacion se concentran los LVs.

2-  Descartar todo el sobrenadante, escurrir el tubo colocandolo boca abajo

sobre un papel absorbente y adicionar sobre el pellet 0,4 ml de buffer PBS,
e incubar 16 h a 4°C.

3-  Finalmente, resuspender el pellet, y almacenar a -20°C.

3.6.3. Determinacion del titulo de LVs.

El titulo de los LVs producidos se evalu6é mediante el kit QuickTiter Lentivirus Titer
Kit (Lentivirus-Associated HIV p24, Cell Biolabs). Este kit fue disefiado para detectar
unicamente la proteina p24 del virus del HIV que se encuentra asociada a particulas, y
no reconoce aquella que se encuentra libre. De este modo, el kif supone un ensayo de
ELISA en el que sdlo la proteina p24 asociada al core viral forma complejos con el
reactivo ViraBind, pudiendo separarse asi de la proteina libre por centrifugacion a alta
velocidad (Figura 36).

Para la titulacion se emple6 el protocolo que se indica a continuacion, de acuerdo
con lo establecido por el fabricante.

- Preparacion e inactivacion de la muestra lentiviral:

1-  Tomar 1 ml del stock lentiviral y 1 ml de medio de cultivo DMEM con SFB
10% (control negativo) y agregar 10 ul de ViraBind reactivo A. Mezclar por
inversion e inmediatamente, agregar de 10 pl de ViraBind reactivo B,
mezclando nuevamente por inversion. Incubar durante 30 min a 37°C.

2-  Centrifugar 5 min a 12.000 rpm a temperatura ambiente.

3- Descartar cuidadosamente el sobrenadante y disolver el pellet en 250 ul de
Diluyente de Muestra. Mezclar e incubar por 30 min a 37°C para inactivacion
del lentivirus.

-Preparacioén de la curva estandar:

4- Preparar diluciones seriadas del antigeno p24 recombinante con un rango de
concentraciones de 100 ng.ml™" a 1 ng.ml”", diluyendo la solucién madre de

p24 en Diluyente de Muestra (Tabla 1).
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Tabla 1: Diluciones estandar y muestra.

Tubo Proteina p24 Diluyente de muestra (pL) Proteina p24
recombinante estandar (ng.mL™)
(uL)
1 10 990 100
2 500 del Tubo #1 500 50
3 500 del Tubo #2 500 25
4 500 del Tubo #3 500 12.5
5 500 del Tubo #4 500 6,25
6 500 del Tubo #5 500 3.13
7 500 del Tubo #6 500 1,56
8 0 500 0
5-  Incubar los tubos con las diferentes concentraciones del estandar a 37°C

durante 30 min.

- Procedimiento:

6

10-

11-
12-

13-

Agregar 100 pl de las muestras a valuar, el estandar de proteina p24, el blanco
y el control negativo en la placa provista por el kit previamente sensibilizada
con anticuerpo anti-p24. Proteger de la luz e incubar a 4°C durante 16 h.
Retirar el contenido de los pozos y lavar 3 veces con 250 ul de Solucion de
Lavado.

Agregar 100 pl por pozo de anticuerpo monoclonal anti-p24 conjugado a FITC
diluido 1/1.000. Incubar al resguardo de la luz durante 1 h a temperatura
ambiente en agitador orbital.

Repetir el paso 7.

Adicionar 100 pl de anticuerpo monoclonal anti-FITC conjugado a HRP diluido
1/1.000. Incubar al resguardo de la luz durante 1 h a temperatura ambiente
en agitador orbital.

Repetir el paso 7.

Adicionar 100 ul de Solucién de Sustrato previamente atemperada en cada
pozo. Incubar a temperatura ambiente en agitador orbital durante 2 a 30 min,

de acuerdo con la velocidad de desarrollo de color, evitando la saturacion.
Detener la reaccion enzimatica con el agregado de 100 pl de Solucion de
Detencion (H2SOs4 0,5 N) en cada pozo.

Leer la absorbancia en lector de placas Multiskan (Thermo Scientific) a A=
450 nm.

El titulo lentiviral en las muestras se determind calculando la concentracion de

proteina p24 a partir de los valores de absorbancia y de la formula de regresion lineal

correspondiente a la curva de absorbancia del estandar de proteina p24.
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p24 Titer (Virus associated p24, ng.ml™") = p24 (ng.ml™") x Dilution Factor x 0,25
mi/1.0 ml.

Teniendo en cuenta que hay aproximadamente 2.000 moléculas de proteina p24
por particula lentiviral (PL), entonces 1 PL contiene:
2.000 x 24x10%(6x10%) g de p24 = 8x10° pg de p24 0 1 ng p24 = 1.25 x 10’ PLs.

Para vectores lentivirales adecuadamente empaquetados, 1 unidad de
transduccién (UT) equivale de 100 a 1.000 PL, por lo que:
10° UT.mI" = 10®° PL.mI" = 8 a 80 ng.ml"' p24
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Figura 36. Esquema del mecanismo de accion del kit QuickTiter Lentivirus
Titer Kit.
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3.7. Transduccion de células de mamiferos.

Con el objetivo de obtener lineas celulares recombinantes estables, productoras
de las moléculas de interés, se realizaron transducciones de células CHO-K1 y HEK293
adherentes, empleando los LVs producidos previamente. En la Figura 37 se
esquematiza el ensamblado de LVs y posterior uso para la transduccion de células de

mamiferos.

< 3

HEK293T/17

L N SS
Célula de ‘{* @o e o

¢
mamifero \—v . v \

7 Glicoproteina de envoltura VSV-G
@ Transcriptasa reversal/integrasa pol
< Proteina de la cépside gag

‘' Sefal de empaquetamiento

Figura 37. Diagrama esquematico del procedimiento de transduccion.
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El protocolo de transduccién utilizado se detalla a continuacion:

1-

Cultivar la linea celular a transducir a razén de 3x10* cél.ml™* en placa de 6
pozos e incubar ON a 37°C, 5% CO..
Al momento de la transduccion, descongelar la cantidad de LVs necesarios y
dejar atemperar a temperatura ambiente.

Retirar el sobrenadante de cultivo y agregar la cantidad de LVs necesario
para obtener la MOI deseada en un volumen final de 1 ml. Incubar las células
en contacto con los LVs durante 24 h, a 37°C, 5% CO..

Retirar el sobrenadante de cultivo y agregar 3 ml de medio DMEM
suplementado con SFB e incubar otras 72 h.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, comenzar la presién selectiva

de las células recombinantes o analizar expresion, segun corresponda.

3.8. Transfeccion de células de mamiferos.

Las condiciones 6ptimas de transfeccion para la linea celular CHO fueron puestas

a punto previamente en el laboratorio, analizando las eficiencias de transfeccion de

diferentes agentes de transfeccion comerciales en distintas proporciones agente:ADN.

En este caso, se utilizd el polimero catiénico PEI, para el cual se establecié una relacion

optima PEI:ADN de 2:1. En la Figura 38 se esquematiza el proceso de transfeccion, y a

continuacién, se detallan los pasos realizados para la generacion de lineas

recombinantes mediante transfeccion:

1-

2-

Cultivar las células CHO a transfectar a razdn de 3x10° cél.ml™" en placa de
6 pozos en un volumen final de 3 ml e incubar ON a 37°C, 5% CO..

Al momento de la transfeccion, preparar un tubo conteniendo 290 ul de medio
DMEM/Ham’s-F12 (sin SFB) y 10 pl de PELI. Por otro lado, preparar un tubo
conteniendo 300 ul del medio anteriormente mencionado con el volumen
correspondiente con 2 pg del plasmido de interés.

Mezclar ambas soluciones e incubar durante 20 min a temperatura ambiente
para permitir la formacion de los complejos ADN-PEI.

Retirar el sobrenadante y con el objetivo de eliminar restos de SFB, lavar las
células con 3 ml de medio DMEM/Ham's-F12 basal. Descartar el medio de
lavado.

Agregar cuidadosamente (gota a gota) sobre las células los complejos ADN-
PEI preparados e incubar durante 4 h a 37 °C.

Finalmente, retirar el sobrenadante de las placas de cultivo, agregar 3 ml de
medio DMEM/Hams- F12 suplementado con SFB 5% (V/V) e incubar durante
otras 72 h a 37 °C.
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7-  Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, comenzar la presion selectiva

de las células recombinantes.

™

.'-"'.-. i
ADN 3 Interaccion de los Expresion de la proteina
Formacién de complejos  complejos con la célula de recombinante
ADN/PEI mamifero

Figura 38. Diagrama esquematico del procedimiento de transfeccion

empleando PEI

3.9. Seleccion de células recombinantes.

Tanto las células CHO como las células HEK recombinantes fueron sometidas a
un proceso de presidn selectiva con concentraciones crecientes del antibiético
correspondiente, con el objetivo de enriquecer el cultivo con aquellas células que
expresan las proteinas de interés.

El proceso consistio en sembrar las células CHO y HEK a una densidad de 2 x 10°
cél.ml’, empleando su correspondiente medio de crecimiento, conteniendo una
determinada cantidad de antibiotico. En este trabajo, se comenzé la presion selectiva
adicionando al medio de cultivo una concentracion de 5 pug.ml” del correspondiente
antibiotico. Una vez que se observa que en el cultivo se seleccionan las células
resistentes a esa concentracion (o hasta observar muerte celular en los cultivos control),
se realiza un subcultivo aumentando la cantidad de antibi6tico presente en el medio.
Este paso se repite las veces que se crea necesario (50, 100, 200, 300 yg.ml" de
antibiético) hasta obtener el nivel de expresion deseado (analizado por la metodologia
correspondiente) o hasta que el cultivo no soporte otro aumento, culminando con el
cultivo resistente a la concentracion anterior del agente de seleccién. Al finalizar la
presion de seleccidn, se retira el antibidtico del medio de cultivo y se reemplaza por
medio sin antibiético, para permitir la recuperacion de las células que permanecieron
viables. Por ultimo, las células se mantienen en cultivo hasta alcanzar la confluencia,

para llevar a cabo su criopreservacion.
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3.10. Obtencion de clones celulares.

Las lineas celulares transfectadas en forma estable o transducidas constituyen un
grupo heterogéneo de células, que presentan diferencias en sus caracteristicas de
crecimiento, pero principalmente, en sus niveles de expresion. Esta marcada diferencia
en los niveles de expresion de las proteinas recombinantes se debe principalmente a
dos factores: (1) al niumero de copias del transgén de interés que se ha incorporado al
genoma de cada célula huésped y (2) a la capacidad transcripcional de la region del
cromosoma donde se ha producido la integracion (Hauser, 1997). Debido a esto, el
objetivo del clonado es asegurar que toda la progenie celular de un cultivo descienda
de una uUnica célula, es decir, sean genéticamente idénticas. Esto permite identificar y
aislar células altamente productoras, de aquéllas que no lo son, luego de los eventos de
transfecciéon o transduccion y seleccion iniciales (Mather, 1991). Como regla general,
es recomendable realizar el clonado transcurrido el menor tiempo posible desde la
generacion de la linea celular, dado que los multiples clones presentan distintas
velocidades de crecimiento, pudiendo perderse clones con altos niveles de expresion.

En este trabajo, el clonado celular se realizdé por el método de dilucion limite
(Freshney, 2000). El mismo consiste en preparar una suspension celular de manera de
obtener una unica célula en una unidad de volumen de medio de cultivo, la cual es luego
dispensada en pozos de una placa de microtitulacién. La probabilidad estadistica de
obtener pozos con un unico clon se puede incrementar reduciendo la densidad de
siembra a un nivel tal que permita depositar una proporcion de una sola célula cada 5 o
10 cavidades. Debido a las bajas densidades celulares que se emplean en este tipo de
clonado, el medio de cultivo debe contener suficiente cantidad de nutrientes y factores
de crecimiento que no son aportados por las células vecinas como ocurre en los cultivos
densos. Por este motivo, se suelen emplear altas concentraciones de SFB y/o medios
condicionados por el crecimiento de otras células o capas de células alimentadoras

Con este objetivo, se prepararon suspensiones celulares de las lineas a clonar en
el medio de cultivo correspondiente, suplementado con SFB al 20% (V/V), a una
densidad celular de 5 cél.ml”". La suspension celular se sembrd por quintuplicado en
placas de 96 pozos, a razén de 200 pl por pozo, de manera de obtener en cada placa
la misma cantidad de pozos con un promedio de 1 células/pozo. El clonado se considera
efectivo cuando se observa crecimiento, a lo sumo, en el 30% de los pozos sembrados
con una sola célula.

Los pozos donde se detectd el crecimiento de una Unica colonia fueron
seleccionados y amplificados. Para ello, se utilizaron sucesivamente placas de 24 y 6
pozos, hasta llegar a obtener una cantidad suficiente de células de cada clon para su

criopreservacion y analisis. La expresion de las proteinas recombinantes se evalud,
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inicialmente, mediante la técnica de ELISA sandwich y posteriormente mediante

citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

3.11. Determinacion de la productividad celular.

La productividad de las lineas celulares recombinantes productoras de las tres
proteinas de superficie del HBV, fue determinada mediante una técnica de ELISA
sandwich. Para esto se realiz6 el siguiente procedimiento:

1-  Cultivar las lineas celulares a evaluar en una placa de 6 pozos (por duplicado)

a una densidad celular de 4x10° cél.ml”. Incubar ON a 37°C, 5% COs..

2-  Descartar el sobrenadante de cultivo de uno de los pocillos y agregar medio
de cultivo fresco. Realizar el recuento celular del otro pozo, para determinar
la concentracion inicial de células (Ci). Incubar la placa a 37°C, 5% CO;
durante otras 24 h.

3- Cosechar el sobrenadante de cultivo del pozo al cual el dia anterior se le
renovo el medio de cultivo. Centrifugar el SN a 2500 rpm durante 10 min y
conservar a -20 °C. Finalmente, determinar la densidad celular del cultivo

(concentracion final de células, Cf).

Para calcular la productividad se tuvo en cuenta, entonces, solo la concentracion
de los sobrenadantes luego de 24 h de cultivo, dado que la concentracion de inicio se
considero nula consecuencia del recambio de medio de cultivo. Para esto, se empleé la
ecuacion 5, donde t es el tiempo de incubacion (en este caso 24 h) y Cs, corresponde a
la concentracion de la proteina S del HBV determinada por la técnica de ELISA sandwich

luego de 24 h de cultivo:

Cs (ngml™1)

(Cizicf)(cél.ml‘g.t(dias)

q
s (ng.lO6 cél_1.dia_1) = 106

3.12. Adaptacion de células a su crecimiento en suspensiéon con medios de cultivo
libres de SFB.

Existen diferentes metodologias que permiten adaptar un cultivo, que crece en
condiciones de adherencia y utilizando una elevada concentracion de SFB en su medio
(entre 5y 10%), a crecer en suspension utilizando SFM.

Para el caso de la linea CHO recombinante productora de las tres proteinas de
superficie del HBV, se llevo a cabo una adaptacion gradual, realizando progresivos
subcultivos utilizando con concentraciones de SFB cada vez menores. Esta reduccion

gradual del SFB se realiz6 a la par de un aumento gradual de la proporcién de medio
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SFM (EXCELL302), hasta llegar a un 100% de SFM con 0% de SFB (Figura 39-A). Para
confirmar que las células se encontraban adaptadas a una determinada condicién de
cultivo, y que, por lo tanto, era posible seguir con una condicion de mayor contenido de
SFM (y menor SFB), se analizé la viabilidad y morfologia celular durante dos subcultivos.
Si viabilidades celulares resultaban mayores a 90% y si se observaban morfologias
adecuadas, se procedia a subcultivar las células a una condicion de mayor contenido
de SFM (manteniendo un cultivo de resguardo en la condicion anterior). En el momento
en que las células se despegaron del soporte (y pasaron a suspension), se comenzaron
a cultivar en tubos coénicos con una agitacion de 140 rpm. Durante los dias posteriores,
la viabilidad celular y concentracion fue evaluada, y un tercio del medio de cultivo fue
renovado cada 48 h. Luego de aproximadamente 30 dias en cultivo en agitacion, las
células comenzaron a duplicarse a tasas constantes y con viabilidades celulares
superiores al 90%. En este momento, el cultivo se consider6 adaptado al crecimiento en

suspension y se criopreservaron.

Por su parte, las células HEK recombinantes productoras de las tres proteinas de
superficie del HBV, fueron adaptadas directamente al crecimiento en suspension,
pasando de un medio con 10% de SFB a un medio completamente libre del mismo
(EXCELL293, SAFC Biosciences Inc.) (Figura 39-B). Para esto, a partir de un cultivo de
células HEK recombinantes en frasco T25 conteniendo 10% de SFB, se le realizaron 2
subcultivos en medio DMEM con 5% SFB vy, posteriormente, fue subcultivado
directamente en 100% de medio EXCELL293, a una concentracion celular de 6,5x10°
cél.ml”", en un tubo coénico, con una agitacion de 60 rpm, a 37°C y 5% CO2. Durante los
dias posteriores, la concentracion y viabilidad celular fue evaluada, y un tercio del
volumen total de medio de cultivo fue renovado cada 48 h (manteniendo el volumen final
constante). Luego de aproximadamente 35 dias de cultivo en estas condiciones, las
células retomaron su ritmo normal de crecimiento y mostraron viabilidades celulares
cercanas al 90%. Llegado este punto, el cultivo se consider6 adaptado a la nueva

condicion de cultivo y las células fueron criopreservadas.
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Figura 39. Esquema del proceso de adaptacion gradual al cultivo en
suspension de las células recombinantes CHO. A) Procedimiento de adaptacion
con sustituciéon gradual del medio conteniendo SFB por el SFM empleado para la
linea CHO recombinante. B) procedimiento de adaptacion directo empleado con la
linea HEK recombinante. Partiendo de un cultivo adherente en medio suplementado
con 10% de SFB, se llevaron a cabo 2 subcultivos sucesivos en medio con 5% de
SFB, para luego cultivar las células directamente en medio SFM (Figura modificada
de Fontana, 2014b).

4. METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DE LINEAS Y CLONES CELULARES.
La expresion de las glicoproteinas de superficie del HBV por parte de las lineas y
clones celulares, se analizaron mediante citometria de flujo y/o microscopia de

fluorescencia. A continuacion, se detallan los pormenores de ambas técnicas.

4.1. Citometria de flujo (CF).

1- A partir de un cultivo en fase exponencial, tomar una suspension celular
conteniendo 4x10° células totales en un volumen final de 100 pl de PBS.

2-  Incubar las células con una dilucion 1:1.000 del anticuerpo monoclonal anti-
S (sc-53299), especifico para la glicoproteina S en su conformacion nativa
durante 45 min a TA. Debido a que las glicoproteinas del HBV se encuentran
ancladas en membranas internas del RE, la dilucion del anticuerpo debe ser
preparada en un buffer de permeabilizacion (Tween 20 al 0,2%, BSA al 0,2%
en PBS) que permita el ingreso del anticuerpo al interior de las células.

3- Lavar las células adicionando 1 ml de PBS y centrifugando durante 8 min a
1.000 rpm.

4-  Resuspender el pellet celular en 100 pyl de una soluciéon en buffer de

permeabilizacion del anticuerpo secundario de cabra anti-raton conjugado al
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4.2.

fluoréforo AlexaFluor488 (Invitrogen) (dilucion 1:1.000) e incubar durante 30
min a TA al resguardo de la luz.

Repetir el paso 3.

Resuspender el pellet en 200 ul de PBS y analizar por citometria de flujo. Se
empled un citometro de flujo Guava EasyCyte (Guava), el cual tiene la
posibilidad de adquirir muestras depositadas en una placa de 96 pozos, y los

datos fueron analizados con el software GUAVA ExpressPlus.

Microscopia de fluorescencia.

1-

10-
11-

Cultivar las células a analizar a una densidad de 4x10° cél.mI”" utilizando

portaobjetos de vidrio tratado para cultivo celular (Nunc Lab-Tek Il Chamber
Slide System, Thermo Scientific), durante 24 a 48 h a 37°C, 5% CO..
Retirar cuidadosamente el sobrenadante de cultivo y lavar la monocapa
celular con buffer PBS.

Fijar las células con una solucion de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS,
durante 30 min a temperatura ambiente.

Retirar la solucién de PFA y lavar dos veces la monocapa celular con PBS.
Incubar las células con una dilucién 1:1.000 del anticuerpo monoclonal anti-
S (sc-53299), especifico para la glicoproteina S en su conformacion nativa
en buffer de permeabilizacion, durante 45 min a temperatura ambiente.
Retirar la solucién del anticuerpo y lavar dos veces con PBS.

Incubar con una dilucién 1:1.000 de un anticuerpo secundario de cabra anti-
raton conjugado al fluoréforo AlexaFluor488 (Invitrogen) preparada en buffer
de permeabilizacion, e incubar durante 30 min a temperatura ambiente.
Repetir paso 6.

Incubar la monocapa celular durante 5 min con una dilucion de Hoescht
(bisBenzimida H 33258) en una concentracion final de 1 ug.ml” en PBS, para
la tincion diferencial de nucleos.

Retirar la solucién de tincion y lavar dos veces con PBS.

Analizar la localizacion subcelular de la glicoproteina G en microscopio de
fluorescencia invertida (Eclipse Ti-S, Nikon Instruments Inc.) o en

microscopio confocal (Leica-TCS-SP8), segun la actividad.

Este mismo procedimiento se empled para la deteccién de la expresion de la

glicoproteina M, utilizando en este caso un anticuerpo monoclonal anti-proteina M (sc-
23944).
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- En todos los casos, los anticuerpos monoclonales fueron adquiridos de Santa Cruz

Biotechnology, Inc.

4.2.1. Microscopia confocal.

En un microscopio de fluorescencia convencional (Ej. de campo amplio), la
muestra esta sobresaturada de luz a partir de la fuente de excitacion. Debido a la
conservacion de la intensidad de la luz en su recorrido, todas las partes de la muestra a
lo largo de su ruta Optica seran excitadas y la fluorescencia detectada por un
fotodetector. Por el contrario, un microscopio confocal utiliza iluminacion puntual y un
"pinhole" en un plano optico conjugado en frente del detector para eliminar la
informacion que esta fuera del plano focal. Sélo la luz que esta dentro de este plano
puede ser detectada, de modo que la calidad de imagen es superior que las obtenidas
mediante un microscopio de campo amplio.

Para la observacion, el procedimiento de preparacion de la muestra se realizé de
acuerdo con lo descripto en la seccién 4.2., pero en este caso las muestras fueron

observadas con un microscopio confocal Leica-TCS-SP8 (Leica).

5. METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA CARACTERIZACION DE HB-VLPs.

5.1. Preparacion y concentracion de HB-VLPs mediante precipitacion con
polietilenglicol (PEG).

La precipitacion de particulas virales con polimeros hidrofilicos se ha convertido
en una técnica muy empleada en los ultimos afnos como primer paso de un proceso de
purificacion. El polietilenglicol (PEG) permite la separacion selectiva de vesiculas virales
de alto peso molecular de una muestra compleja mediante un proceso de centrifugacion
a bajas velocidades. En este sentido, el PEG (en combinacién con sales monovalentes
con NaCl) resulta un buen inductor de interacciones atractivas entre macromoléculas,
generando zonas de exclusién de moléculas agua que permiten la precipitacién de las
particulas virales. Este método representa una alternativa atractiva frente a la
ultracentrifugacion, la cual (debido al pequefio tamafio de las particulas del HBV)
requiere de elevadas rpm y largos tiempos de centrifugacion para lograr peletearlas,
ocasionando la disrupcion de las particulas. Por lo tanto, la precipitaciéon con PEG
representa una estrategia simple, rapida, econémica y escalable, que permite obtener
buenos rendimientos de particulas virales manteniendo su estructura conformacional.
En este trabajo, se llevo a cabo la concentracion de las particulas virales recombinante

mediante un protocolo de precipitacion con PEG:
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5-

Cultivar las células recombinantes en frascos de cultivo de 175 cm? de
superficie (Greiner Bio-One) con medio DMEM suplementado con SFB al
0,5%. Recolectar los sobrenadantes de cultivos cada 2 dias y renovar con
medio fresco sin diluir las células.

Centrifugar las cosechas a 2.000 rpm por 10 min a temperatura ambiente
para eliminar restos de células y debris celular.

Ajustar los sobrenadantes clarificados a una concentracion de 500 mM de
NaCly precipitar las HBV-VLPs mediante el agregado del volumen necesario
de una solucion de polietilenglicol (peso molecular 8000) al 50% (P/V)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) hasta lograr una concentracion final de 12%
(P/V). Incubar la mezcla a 4°C durante 16 h en agitacion.

Centrifugar la solucién durante 2 h a 4.000 rpm a 4°C. Descartar
cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el pellet conteniendo las
particulas virales en un volumen de PBS correspondiente al 1% de la
cantidad de sobrenadante usada para la concentracion.

Almacenar las HB-VLPs concentradas a -80°C hasta su posterior uso.

5.2. Microscopia electrénica de transmision (MET).

La visualizacion de las particulas producidas por las lineas recombinantes para

evaluar su tamafio y morfologia se evalué mediante tincion negativa y posterior

observacion con un microscopio de transmision electrénica. A continuacion, se describe

el procedimiento realizado:

1-

2-

5-

Filtrar las muestras de VLPs, al igual que los buffers y el agua a ser utilizada
en el ensayo, utilizando un filtro tipo jeringa con 0,45 pm de tamafo de poro.
Adsorber 15 pl de una muestra de HB-VLPs concentradas sobre una rejilla
de cobre (300-mesh) cubierta de formvar y carbén, durante 5 min a
temperatura ambiente.

Retirar cuidadosamente el exceso de muestra con un papel de filtro y lavar
dos veces la rejilla flotando la misma sobre una gota de agua Milli Q
autoclavada. Secar nuevamente el exceso.

Flotar la rejilla sobre una gota de acetato de uranilo 2% (P/V) para realizar la

tincion negativa de la muestra.

Observar al microscopio electronico (JEM-2100 plus, JEOL).

5.3. Inmunomarcacion con particulas de oro en MET.
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Para confirmar la identidad de las proteinas que se encuentran formando parte de

las estructuras de las HB-VLPs, se realiz6 una inmunomarcacién con anticuerpos

conjugados a oro coloidal. El procedimiento realizado se describe a continuacion:

1-

2-

10-

11-

Filtrar las muestras de VLPs, al igual que los buffers y el agua a ser utilizada
en el ensayo, utilizando un filtro tipo jeringa con 0,45 um de tamafo de poro.
Adsorber 15 yl de una muestra de HB-VLPs concentradas sobre una rejilla
de cobre (300-mesh) cubierta de formvar y carbén, durante 5 min a
temperatura ambiente.

Retirar cuidadosamente el exceso de muestra con un papel de filtro y lavar
dos veces la rejilla flotando la misma sobre una gota de agua Milli Q
autoclavada. Secar nuevamente el exceso.

Bloquear incubando la rejilla con una solucién de albumina sérica bovina
(BSA) 2% (P/V) en buffer PBS, durante 30 min a temperatura ambiente.
Flotar la rejilla sobre una gota de una solucion 1:100 un anticuerpo
monoclonal anti-glicoproteina S, preparada en buffer PBS/BSA 2%. Incubar
1 h a temperatura ambiente.

Repetir paso 3.

Flotar la rejilla sobre una solucién 1:20 de un anticuerpo secundario anti-
ratén conjugada particulas de oro coloidal de 10 nm de diametro

Realizar una incubacién, de la misma manera, con una soluciéon 1/20 de un
anticuerpo secundario anti-ratéon conjugado a particulas de oro coloidal de
10 nm de diametro (Colloidal Gold-AffiniPure goat anti-mouse IgG, Jackson
ImmunoResearch).

Repetir paso 3.
Flotar la rejilla sobre una gota de acetato de uranilo 2% (P/V) para realizar
la tincion negativa de la muestra.

Observar al microscopio electronico (JEM-2100 plus, JEOL).

5.4. Obtencion de sueros hiper inmunes como herramientas analiticas.

Con el objetivo de contar con herramientas analiticas de inmunodeteccion que nos

permitan, ademas, caracterizar antigénicamente a las HB-VLPs producidas por las

lineas recombinantes, se llevo a cabo un plan de inmunizacion de conejos con diferentes

inmundgenos. Se desarrolld, por un lado, un suero de conejo que reconoce a la proteina

S en su estado conformacional nativo (es decir, que reconocen al epitope

conformacional conocido como determinante a). A su vez, una alicuota de este suero

fue utilizado para la purificacion de inmunoglobulinas mediante cromatografia de
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inmunoafinidad a proteina Ay, posteriormente, estas Igs fueron conjugadas a biotina.
La combinacion del suero hiper inmune con las inmunoglobulinas purificas y conjugadas
a biotina, fueron utilizadas para el desarrollo de un ensayo de ELISA sandwich (ver
seccion) que, a su vez, se empled para la deteccioén, cuantificacion y caracterizacion de
HB-VLPs.

Por otro lado, se generd un suero capaz de reconocer a la proteina S en un estado
desnaturalizado y reducido, el cual fue utilizado para el desarrollo de ensayos de
inmunodeteccion donde las condiciones del experimento modifican la estructura de las
proteinas (por ejemplo, western blot).

En ambos casos, el esquema de inmunizacion utilizado se muestra a continuacion:

5.4.1. Produccion de suero de conejo que reconoce la proteina S en su
conformacion nativa.

- Animal: conejo New Zealand de tres meses de edad y tres kilogramos de peso.

- Inmundgeno: Vacuna comercial para hepatitis B AgB®. Esta vacuna contiene 20 ug de
la proteina S en su forma no glicosilada y es producida en levaduras (Hansenula
polymorpha). A su vez, esta adyuvada con hidroxido de aluminio. Esta vacuna es
comercializada por el Laboratorio Pablo Cassara.

- Dosis y via de administracion: se aplicaron cuatro dosis, en los dias 0, 21, 42 y 63,
inyectando por via intramuscular el contenido del vial de la vacuna (1 ml con 20 ug de
proteina S).

- Sangrado: Se realizé un sangrado previo a la inoculacién (para obtener suero basal
del conejo) y una sangria exploratoria 7 dias después de la tercera dosis. Finalmente,
transcurridos 7 dias desde la cuarta dosis, se realiz6 otro sangrado para obtener el suero

hiper inmune. El titulo de anticuerpos se evalu6é mediante ELISA especifico indirecto.

A continuacién, se muestra el esquema de inmunizacién empleado:

21 dias 21 dias 21 dias
| |
| [N 1l
Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4
N - =
N\S, 3 Y Y --
Yy 13 el e @ /
Suero | Y
Basal 7 dias Tdias _ peterminacion
Sangria Sangria titulo suero
exploratoria anti-S
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5.4.1.1. Purificacion de Igs y conjugacion a biotina.

La purificacién de Igs (inmunoglobulinas) a partir del suero hiper inmune de conejo
se realizé mediante cromatografia de afinidad a proteina A, de acuerdo con el siguiente
protocolo:

- Armado de la columna: un volumen de 7 ml de n-Protein A-Sepharose 4 Fast Flow se

empaqueto en columna XK 16/20 (16 cm de diametro interno x 2 cm de altura de
matriz) (GE Healthcare).

- Equilibrado: la matriz se equilibré con solucién de soluciéon NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20
mM pH 9,0. Para esta etapa se emplearon 5 volumenes de columna (VC), verificandose
que el pH y conductividad a la salida de la columna sea igual al de la solucion de
equilibrado.

- Acondicionamiento de la muestra: el suero se centrifugdé a 5.000 rpm durante 5 min'y

el sobrenadante se ajusté a una concentracion de NaCl 3 M, pH 9 mediante el agregado
de NaCl sélido y solucion de Tris 1 M pH 9 en una proporcién volumétrica 10:1.
Posteriormente, la muestra se filtr6 a través de una membrana de acetato de celulosa
de 0,45 ym mediante un sistema de vacio.

- Siembra: la muestra se aplico a la matriz teniendo en cuenta su capacidad y el titulo
de anticuerpos presentes en el suero.

- Lavado 1: las proteinas no retenidas por la matriz cromatografica fueron eliminadas
mediante el lavado con una solucién de Tris 1 M, NaCl 3 M, pH 9,0 (5 VC) o hasta
demostrar la ausencia de proteinas por medicion espectrofotométrica a A=280 nm.

- Elucion: las Igs retenidas fueron eluidas mediante descenso del pH del lecho
cromatografico. Para esto, se empled una solucion de acido citrico 0,1 M, pH 3. Se
recolectaron fracciones de 1 ml y se neutralizaron con 250 ul de solucion de Tris 1 M pH
8. Se mezclaron las fracciones correspondientes al pico de elucion, las cuales fueron
monitoreadas por lectura de absorbancia a A=280 nm. EIl volumen total obtenido fue
dializado contra buffer borato 0,1 M pH 8.8, con el objetivo de acondicionar los
anticuerpos para su posterior conjugacién a biotina.

- Lavado 2: con el objetivo de eliminar los restos de Igs y otras proteinas que pudieran
quedar retenidas en la columna, la misma se lavé con 5 VC de solucién fosfato de sodio
20 mM, pH 7,0.

- Lavado 3: Posteriormente, se lavé con 2,2 VC de solucion de NaOH 0,1M, NaCl 1M.
- Conservacion: con el propésito de conservar la resina para usos posteriores, se empled
una solucion de etanol 20% (V/V) en solucion fosfato de sodio 20 mM, pH 7;

conservandose a una temperatura entre 4-8 °C.
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El flujo establecido fue de 0,7 ml.min™ durante siembra y elucion y de 1,4 ml.min”
durante el resto del proceso.

Una vez purificadas, las Igs fueron conjugadas a biotina. La unidn
extremadamente especifica y de alta afinidad entre la biotina y la avidina y/o
estreptavidina, da lugar a sistemas de inmunodeteccion de alta sensibilidad. Por lo tanto,
la conjugacion de las Igs a biotina, se realizé de acuerdo con el siguiente protocolo:

1-  Preparar 100 ul de una solucion de 10 mg.ml' de Biotinyl-N-
hydroxysuccinimide ester (Sigma) en dimetilsuféxido (DMSO, Sigma). Para
esto pesar 1 mg del éster de biotina y disolverlo en 100 yl de DMSO.

2-  Adicionar el volumen necesario de solucion de éster de biotina a la solucion
de inmunoglobulinas (previamente dializada contra solucién de borato 0,1 M
pH 8,8) de manera de establecer una relacién de 100 ug de biotina por cada
1 mg de anticuerpo.

3- Incubar 4 h en agitacion, a temperatura ambiente y al resguardo de la luz.

4-  Transcurrido el tiempo de incubacion, inhibir la reaccion de conjugacion
mediante el agregado de una solucién de Cloruro de amonio (NH4Cl) 1M (se
debe emplear 20 ul por cada 250 ug de biotina empleada).

5- Dializar contra PBS durante 24 h, en agitacion y a 4°C.

6- Finalmente, centrifugar la solucion de conjugacion a 10.000 rpm durante 5
min para eliminar el posible material insoluble.

7- Conservar a -20°C en alicuotas de 100 pl hasta su empleo.

5.4.2. Obtencion de un suero de conejo que reconoce una forma reducida y
desnaturalizada de la proteina S.

Debido a que los principales epitopes de la proteina S son conformacionales, las
condiciones reductoras presentes en ensayos como el western blot alteran esta
estructura, por lo que, anticuerpos desarrollados frente a estas regiones pierden su
capacidad de reconocimiento y unién. Por este motivo, se desarrollé un suero capaz de
reconocer a la proteina S en una conformacion donde se han perdido muchos de los
enlaces disulfuro que mantienen su estructura antigénica, para ser utilizado en ensayos
que requieran condiciones reductoras, y poder continuar con la caracterizacién de las
HB-VLPs. En este caso el protocolo se dividié en dos etapas: por un lado, se procedié
a desorber el antigeno S de la vacuna comercial AgB®, con el objetivo de poder llevar a
cabo el proceso de desnaturalizacidon/reduccion, sin la interferencia de compuestos
como el adyuvante, que puedan reducir la eficacia del tratamiento. En una segunda
etapa, se llevé a cabo la desnaturalizacion/reduccién del antigeno S desorbido.

- Desorcion del antigeno S a partir de la vacuna comercial AgB®:
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1- Transferir el contenido de la vacuna comercial AgB® (1 ml) a un tubo Eppendorf.
2-  Centrifugar la vacuna a 1.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.
Esto permite sedimentar el contenido proteico de la vacuna y separarlo de la
fase acuosa.
3- Resuspender el pellet en un buffer de Fosfato de Sodio 400 mM durante 1h.
Este procedimiento permite que los grupos fosfatos compitan con los grupos
—OH del adyuvante por la union a las proteinas, permitiendo el intercambio
de ligandos y la desorcion proteica.
4-  Centrifugar a 3.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.
5-  Recuperar el antigeno S del sobrenadante y cuantificar mediante ELISA
sandwich.
6- Conservar a -20°C hasta su uso.
-Desnaturalizacién/reduccion del antigeno S:
7- Tomar el volumen de antigeno S desorbido necesario para la inoculacion.
8- Agregar 1 ml de reactivo desnaturalizante/reductor (3-mercaptoetanol 5%
V/V en PBS).
9-  Hervir la muestra durante 10 min.
10- Formular con los adyuvantes correspondientes e inocular el conejo.
- Animal: conejo New Zealand de tres meses de edad y tres kilogramos de peso.
- Inmundgeno: Antigeno S desorbido de la vacuna comercial en presencia de adyuvante
completo o incompleto de Freund’s.
- Dosis y via de administracion: se aplicaron tres dosis, en los dias 0, 21, 42 y 63,
inyectando por via intramuscular 10 ml de una formulacién conteniendo 5 ug de antigeno
S. Para la primera dosis, el antigeno fue formulado junto con adyuvante completo de
Freund’s, mientras que las otras tres dosis fueron administradas con adyuvante
incompleto de Freund’s. Previo a la inoculacion, se realizé una emulsion de la
preparacion mediante el pasaje de la solucion a través de canulas de plastico.
- Sangrado: Se realiz6é un sangrado previo a la inoculacion (para obtener suero basal
del conejo) y una sangria exploratoria el dia 50 del plan de inmunizacion. Finalmente,
luego de transcurridos 7 dias desde la cuarta dosis, se realiz6 un sangrado para obtener
el suero hiper inmune. El titulo de anticuerpos se evalué mediante ELISA especifico

indirecto.

5.5. ELISA especifico indirecto.
Como se menciond, el titulo de anticuerpos presente en los sueros de conejos
inmunizados con diferentes inmundgenos se evalué mediante ELISA especifico

indirecto. El procedimiento fue el mismo para ambos sueros, modificandose Unicamente
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el paso de sensibilizacidon de las placas. En el caso del suero obtenido mediante el
empleo de antigenos nativos como inmundégenos, se utilizd para la sensibilizacion
proteina S desorbida de la vacuna comercial. Mientras que, para el suero obtenido
mediante antigenos desnaturalizados y reducidos como inmundgenos, se empled
antigeno S desorbido de la vacuna comercial desnaturalizado y reducido mediante su
hervor durante 10 min. A continuacion, se describen las soluciones utilizadas y los
procedimientos involucrados:

- Solucion de sensibilizacion: Na,COs/NaHCO3; 50 mM, pH 9,6.

- Solucioén de bloqueo: BSA 1% (P/V) en PBS.

- Solucién diluyente: BSA 0,1%(P/V), Tween-20 0,05% (V/V) en PBS.

- Solucion de revelado: H20, 0,015 vol., OPD 0,5 mg.ml™, en solucion de  citrato/fosfato
de sodio 50 mM, pH 5,3.

- Anticuerpo de deteccion: inmunoglobulinas de cabra anti-conejo conjugadas a la
enzima HRP (P0260, Dako).

- Protocolo:

1-  Sensibilizar placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con un
volumen de 100 ul (100 ng por pozo) de una solucion de antigeno S
desorbido (nativo o desnaturalizado/reducido, segun el objetivo del ensayo)
e incubar 1 h a 37°C y luego 16 h a 4°C.

2-  Realizar seis lavados con solucion de Tween-20 0,05% (V/V) en PBS.

3- Bloquear sitios de interaccion inespecifica con 200 ul por pozo de solucién
de bloqueo, incubando durante 1 h a 37°C.

4- Repetir el paso 2.

5-  Adicionar 100 yl por pozo de diluciones seriadas de las muestras de suero a
evaluar, en solucion diluyente. Incubar durante 1 h a 37°C.

6- Repetir el paso 2.

7-  Agregar 100 pl por pozo de solucion de anticuerpo de deteccién en una
dilucién 1:1.000. Incubar 1h a 37°C

8- Repetir el paso 2.

9-  Agregar 100 pl por pozo de solucién de revelado e incubar 15 min en
oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion,
detener la reaccion mediante el agregado de 50 pl/pozo de H2SO4 2 N.

10- Leer absorbancia a A= 492 nm en lector de placas Multiskan (Thermo

Scientific).
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En todos los casos, el titulo de anticuerpos especificos se determind como la
diluciéon que posea un valor de absorbancia mayor al cut-off. Se establecio el cut-off
como el valor promedio de absorbancia del control negativo (suero basal de conejo)
evaluado por triplicado, mas 2 desviaciones estandar. Todas las incubaciones se

llevaron a cabo en camara humeda.

5.6. ELISA sandwich para la deteccion, cuantificacion y caracterizacion de HB-
VLPs.

Dos variantes de ELISA sandwich fueron desarrollados en este trabajo,
diferenciandose Unicamente en el paso de sensibilizacion. Por un lado, se utilizaron
anticuerpos policlonales desarrollados frente a la variante natural de la proteina S para
la captura, y en este caso, el ensayo se utilizé para la deteccién o cuantificacion de HB-
VLPs (Figura 40-A). Para determinar la composicion proteica de las particulas, las
placas fueron sensibilizadas con un anticuerpo monoclonal especifico para las
glicoproteinas S o L, respectivamente. Este ensayo se basa en la captura inequivoca
de cada glicoproteina de superficie, por lo que permite determinar la identidad de las

proteinas que forman parte de la particula viral recombinante (Figura 40-B).

A Sustrato B Sustrato
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Figura 40. Representacion esquematica de las dos variantes de ELISA
sandwich empleados para la caracterizacion de HB-VLPs. A) se utiliza un suero
de conejo hiper inmune anti-proteina S nativa para sensibilizar las placas. B) se
emplea un anticuerpo monoclonal especifico para cada glicoproteina de superficie
del HBV para sensibilizar las placas.

Luego, dado que las tres glicoproteinas de superficie comparten el dominio S, en
ambos disefios de ELISA sandwich se utilizan como anticuerpos de deteccion los
anticuerpos policlonales anti-S purificados y conjugados a biotina. El posterior agregado
de un complejo estrepavidina/HRP permite la amplificacion y deteccion de la sefial luego
de la transformacion de un sustrato incoloro en una sustancia coloreada.

- Soluciodn de sensibilizacion: Na,CO3s/NaHCO3; 50 mM, pH 9,6.

- Solucioén de bloqueo: BSA 1% (P/V) en PBS.

139



Materiales y Métodos

- Solucién diluyente: BSA 0,1% (P/V), Tween-20 0,05% (P/V) en PBS.

- Solucién de revelado: H202 0,015 vol., OPD 0,5 mg.ml”, en solucién de  citrato/fosfato
de sodio 50 mM, pH 5,3.

- Anticuerpo de captura: suero de conejo anti-proteina S nativa generado en nuestro
laboratorio (diluciéon utilizada, 1:6000) o anticuerpos monoclonales especificos para
cada una de las tres glicoproteinas de superficie del HBV (S, M y L, respectivamente),
en una dilucién 1:100. Las soluciones se preparan en solucion diluyente.

- Anticuerpo de deteccion: inmunoglobulinas de conejo anti-proteina S del HBV
purificadas y conjugadas a biotina.

- Protocolo:

1-  Dependiendo el objetivo del ensayo, sensibilizar placas de poliestireno de 96
pozos de fondo plano con un volumen de 100 pl de una solucién del suero A
o de anticuerpos monoclonales especificos para las proteinas S (sc-53299)
o L (sc-57761), respectivamente. Incubar 1 h a 37°C y luego 16 h a 4°C.

2-  Bloquear sitios de interaccion inespecifica con 200 pl por pozo de soluciéon
de bloqueo, incubando durante 1 h a 37°C.

3-  Adicionar 100 pul por pozo de diluciones seriadas de las muestras de HB-
VLPs a evaluar, en solucion diluyente. Incubar durante 1 h a 37°C.

4-  Adicionar 100 pl por pozo de solucion de anticuerpo de deteccion en una
dilucién 1:2.000. Incubar 1h a 37°C.

5-  Colocar 100 pl por pozo de una solucion de estreptavidina conjugada con la
enzima peroxidasa (Sigma-Aldrich) en una dilucién 1:10.000, preparada en
solucion diluyente.

6- Agregar 100 pl por pozo de solucion de revelado y, luego de 15 min de
incubacién en oscuridad a TA, detener la reaccién mediante el agregado de
50 ul por pozo de H.SO4 2 N.

7-  Leer absorbancia a A= 492 nm en lector de placas Multiskan (Thermo
Scientific).

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada

etapa se realizaron seis lavados con solucion de lavado.

5.7. SDS-PAGE.

La masa molecular aparente de las proteinas de superficie del HBV fue evaluada
mediante ensayos de SDS-PAGE. Esta metodologia permite llevar a cabo la separacién

electroforética de las proteinas. Posteriormente, la deteccién de las proteinas se realizo
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mediante tincién especifica de las proteinas utilizando iones de plata (las proteinas de
superficie del HBV no incorporan el colorante azul brillante de Coomasie) o mediante la
electro-transferencia de las proteinas a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF)
e identificacion de las moléculas transferidas por interaccion con anticuerpos especificos
(western blot). Todos los geles fueron realizados en condiciones desnaturalizantes,
agregando el detergente iénico dodecil sulfato de sodio, SDS (SDS-PAGE), en
presencia de un agente reductor de enlaces disulfuro (B-mercaptoetanol). Para esto, se
empled un gel de apilamiento con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 5%
(P/V)y un gel de separacion con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 12%
(P/V). Tanto las muestras como los marcadores de masa molecular (1610317 y Dual
Color 1610374, Bio-Rad) se prepararon con una solucion de Tris-HCI 50 mM, SDS 2%
(P/V), glicerol 10% (V/V), B-mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V),
pH 6,8 (solucién de siembra) en proporcion 3:1.

Las muestras fueron sometidas a hervor durante 5 min para favorecer la
desnaturalizacion de las moléculas y sembradas directamente sobre el gel de
apilamiento. La corrida electroforética se llevd a cabo empleando solucion de corrida
[Tris 25 mM, glicina 0,2 M; SDS 0,1% (V/V)], a un voltaje constante de 200 V,
sumergiendo el médulo en bafio de hielo. La corrida finalizé cuando el frente de corrida

alcanzé 0,5 cm del borde inferior del gel de separacion.

5.7.1. Deteccion mediante tincidon con iones de plata.

En este caso se empled la tincién colorimétrica con iones de plata para revelar la
presencia de las bandas de proteinas luego de realizar el PAGE-SDS. Para esto, se
siguio el siguiente protocolo:

1-  Transferir el gel de la cuba electroforética a un recipiente de vidrio con tapa

e incubar 1 h a temperatura ambiente en agitacion con 50 ml de solucién de
fijacion (25 ml de metanol, 6 ml de acido acético, 25 ul de formaldehido, 19
ml de agua Milli Q autoclavada).

2-  Descartar la solucion de fijacion en un recipiente adecuado para soluciones
peligrosas y lavar el gel con una solucién de etanol al 50 % en agua Milli Q
autoclavada durante 10 min en agitacion. Repetir esta operacién tres veces.

- Pre-tratado:

3-  Incubar el gel durante 1 min con una solucion de pre-tratado (50 ml de agua
Milli Q autoclavada y 100 pl de tiosulfato de sodio).

4-  Descartar la solucién en un recipiente apropiado y lavar el gel con agua Milli

Q autoclavada durante 20 segundos. Repetir el lavado tres veces.
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- Impregnado:
5-  Incubar el gel durante 20 min a temperatura ambiente en agitacion con una

solucioén de impregnado (0,1 g de nitrato de plata, 37,5 pl de formaldehido y
50 ml de agua Milli Q autoclavada).
6- Repetir paso 4.
- Revelado:
7-  Incubar el gel en solucion de revelado (3 g de carbonato de sodio, 25 ul de
formaldehido, 2 pl de tiosulfato de sodio y 50 ml de agua Milli Q autoclavada)
hasta la aparicién de las bandas.

8- Descartar la solucion y lavar rapidamente con agua Milli Q autoclavada.

9- Incubar el gel con 30 ml de etanol al 50% para detener la reaccion
colorimétrica.
10- Escanear el gel con las bandas de interés.

- El tiosulfato de sodio se emplea a partir de una solucién madre de 100 g.L™"

5.7.2. Detecciéon inmunoquimica (western blot).

Luego de la electroforesis se realizé la transferencia de las proteinas a una
membrana de PVDF (Bio-Rad), empleando el mismo equipo de Bio-Rad (transferencia
sumergida). Se utiliz6 un protocolo estandar de transferencia de proteinas (Hames,
1990), empleando como solucién de transferencia Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3,
metanol 20% (V/V), a intensidad de corriente constante de 180 mA durante 1 h,
refrigerando el dispositivo en todo momento. Posteriormente, se llevé a cabo la
inmunodeteccion de las proteinas de superficie del HBV.

- Solucion de bloqueo: leche descremada 5% (P/V) en buffer TBS (Tris 0,05 M; NaCl

0,015 M, pH 7,5).

- Solucioén de lavado: Tween-20 0,05% (V/V) en buffer TBS.

- Solucién diluyente: leche descremada 0,5% (P/V) en buffer TBS.

- Anticuerpo primario: suero de conejo anti-proteina S reducida y desnaturalizada
producido en este trabajo.

- Anticuerpo secundario: inmunoglobulinas de cabra anti-lgs de conejo conjugadas a la
enzima HRP (P0448, Dako).

- Revelado: kit de quimioluminiscencia ECL Western Blotting Analysis System (GE

Healthcare).
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- Protocolo:

1-  Bloquear los sitios de la membrana de PVDF sin proteinas adsorbidas
sumergiéndola en la solucion de bloqueo. Incubar durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacion.

2-  Lavar la membrana durante 5 min en solucion de lavado con agitacion.
Repetir el procedimiento 3 veces.

3- Incubar la membrana con una dilucién 1:1.000 de anticuerpo primario,
durante 1 h a temperatura ambiente y luego, 16 h a 4°C, con agitacion.

4- Repetir paso 2.

5- Incubar la membrana con una solucion de anticuerpo secundario, en una
dilucion 1:2.000 durante 1 h a temperatura con agitacion.

6- Repetir paso 2.

7-  Incubar la membrana durante 1 min con solucion de revelado y escurrir
exceso.

8-  Colocar la membrana en un soporte de acrilico y cubrirla con un nylon para
evitar el contacto del sustrato con la pelicula reveladora. Finalmente, la
membrana fue expuesta a una pelicula fotografica Amersham Hyperfilm ECL
(GE Healthcare) en un cuarto oscuro durante 1-2 min. El revelado de la
pelicula fotografica se efectué en forma manual empleando el método

convencional de revelado y fijacion (Reforzador y Fijador GBX, Kodak).

5.8. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.

La concentracion de proteinas totales se determind mediante la técnica de
Bradford. El fundamento de la misma consiste en el desplazamiento del maximo de
absorbancia del colorante azul brillante Coomasie luego de su uniéon con los
aminoacidos aromaticos presentes en la proteina. La intensidad de color generado es
directamente proporcional a la concentracion de proteina total presente en la muestra.
Para realizar la técnica se utilizaron placas de fondo plano de 96 pozos. Se dispensaron
20 ul de muestra (a una correspondiente dilucién) por pozo. Luego, se adicionaron 0,2
ml de solucién colorante. Se incubd durante 10 min (hasta saturacién de color) a
temperatura ambiente y se determind la absorbancia a A = 620 nm en lector de placas.
La curva de calibrado se realizé empleando diluciones de una solucién de ASB desde
100 a 10 pyg.ml™. La solucion colorante contiene 0,0125 g de azul brillante Coomasie
G250, 6,25 ml de alcohol etilico 95% (V/V), 12,5 ml de acido fosférico 85% (V/V) y agua

Milli Q para volumen final 125 ml.
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6. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES INMUNOGENICAS DE LAS HB-
VLPs.
6.1. Inmunizaciéon de animales de experimentaciéon con HB-VLPs.

Con el objetivo de evaluar la capacidad inmunogénica de las HB-VLPs
recombinantes, se llevé a cabo un plan de inmunizacion en ratones (SPF, libres de
patégenos especificos; Centro de Medicina Comparada, ICIVET-CONICET UNL,
Argentina). Los protocolos de inmunizacién fueron aprobados y supervisados por el
Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional del Litoral, de acuerdo con las directrices internacionales
("Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio", Octava Edicion del Consejo
Nacional de Investigacion 2011).

Los animales (ratones Balb/c hembras de 4 a 5 semanas de edad) fueron divididos
en 10 grupos, cada uno conteniendo 5 ratones. Los grupos 1, 3, 5 y 7 fueron
inmunizados con HB-VLPs concentradas a partir de sobrenadantes de cultivos
derivados de las lineas celulares LCHO-HB S, LCHO-HB S/M/L, LHEK-HB S y LHEK-
HB S/M/L, respectivamente. En estos grupos de ratones, las HB-VLPs fueron
formuladas en presencia del adyuvante LipoSap® (Lipomize S.R.L., Argentina).
LipoSap® es el nombre comercial de un adyuvante llamado ISPA, que consiste en
particulas en forma de jaula con baja densidad de carga superficial que contienen Quil-
A® como estimulador de la respuesta inmune (Bertona y col., 2017). Este es un
adyuvante idoneo para el desarrollo de vacunas, ya que a diferencia del hidroxido de
aluminio que dirige el sistema inmune principalmente hacia una respuesta humoral con
un perfil Th2, LipoSap® promueve el desarrollo de respuestas tanto humorales como
celulares. Ademas, la formulacién de LipoSap® le provee de alta estabilidad, lo que
permite lograr largos tiempos de almacenamiento, un factor critico para la produccion
de vacunas.

Los grupos 2, 4, 6 y 8 se inmunizaron con HB-VLPs concentradas a partir de
sobrenadantes de las lineas celulares recombinantes LCHO-HB S, LCHO-HB S/MIL,
LHEK-HB S y LHEK-HB S/M/L, respectivamente, pero en este caso en ausencia de
adyuvante. Finalmente, los grupos de ratones 9 y 10 se inmunizaron con preparaciones
de antigeno S derivado de levadura, obtenidas de la vacuna AgB® disponible
comercialmente. El antigeno fue desorbido de la formulacion comercial como se
describi6 anteriormente. EL grupo 9 fue inoculado en presencia del adyuvante LipoSap®,
mientras que los ratones del grupo 10 fueron inoculados con el antigeno S en ausencia
de adyuvante.

Todas las inmunizaciones se realizaron mediante inyeccion intramuscular de
0,4 ug de antigeno S (estandarizado mediante ELISA sandwich) en 100 pL de PBS. Se
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aplicaron tres dosis, los dias 0, 14 y 28. Se extrajo sangre antes de la primera
inoculacion (suero basal) y el dia 38 posterior a la inmunizacion. Luego de la generacion
del coagulo sanguineo, las muestras se centrifugaron a 4.500 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente y los sueros recuperados se almacenaron a -20°C hasta su

posterior analisis. El titulo de anticuerpos se evalué por ELISA especifico indirecto.

6.2. Analisis de la respuesta inmune humoral mediante ELISA especifico
indirecto.
6.2.1. Determinacion del titulo de anticuerpos especificos para la proteina S.

Con el objetivo de evaluar los sueros de los ratones inmunizados y determinar el

titulo de anticuerpos especificos anti-S, se llevd a cabo un ELISA especifico indirecto.

- Solucion de sensibilizacion: Na,COs/NaHCO3 50 mM, pH 9,6.

- Solucion de bloqueo: BSA 1% (P/V) en PBS.

- Solucién diluyente: BSA 0,1%(P/V), Tween-20 0,05% (V/V) en PBS.

-Solucion de revelado: H202 0,015 vol., OPD 0,5 mg.ml™", en solucién de citrato/fosfato
de sodio 50 mM, pH 5,3.

- Anticuerpo de deteccion: inmunoglobulinas de conejo anti-raton conjugadas a la
enzima HRP (P0260, Dako).

- Protocolo:

1-  Sensibilizar placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con un
volumen de 100 pl por pozo de una solucién antigeno S desorbido de la
vacuna comercial AgB® durante 1 h a 37°C y luego 16 h a 4°C.

2-  Realizar seis lavados con solucion de Tween-20 0,05% (V/V) en PBS.

3- Bloquear sitios de interaccion inespecifica con 200 ul por pozo de solucién
de bloqueo, incubando durante 1 h a 37°C.

4- Repetir paso 2.

5-  Agregar 100 pl por pozo de diluciones seriadas de las muestras de suero a
analizar, en solucion diluyente. Incubar durante 1 h a 37°C.

6- Repetir paso 2.

7-  Adicionar 100 pl por pozo de solucion de anticuerpo de deteccidén en una
dilucién 1:2.000. Incubar 1h a 37°C.

8-  Repetir paso 2.

9-  Agregar 100 pl por pozo de solucion de revelado y, luego de 15 min de
incubacién en oscuridad a TA, detener la reaccién mediante el agregado de
50 ul/pozo de H2SO4 2 N.
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10- Leer absorbancia a A= 492 nm en lector de placas Multiskan (Thermo
Scientific).

Los titulos se calcularon como la diluciéon que presentaba una DO superior al valor

de cut-off, obtenido como el promedio mas 2 desviaciones estandar de las absorbancias

obtenidas (por triplicado) de los controles negativos (suero basal de raton). Todas las

incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda.

6.2.2. Determinacion del titulo de anticuerpos con potencial actividad
neutralizante.

Por otro lado, para determinar la presencia de anticuerpos con especificidad por
un epitope del dominio preS1 implicado en la union del HBV al hepatocito, se llevé a
cabo una variante del ELISA especifico indirecto anteriormente descripto, donde las
placas fueron sensibilizadas con 100 ul (400 ng/pozo) de una solucion de un péptido
sintético correspondiente al dominio preS1 (21-47 aminoacidos). Este péptido sintético,
correspondiente a una region del dominio preS1 involucrado en la unién del HBV al
hepatocito (secuencia: PLGFFPDHQLDPAFKANSENPDWDLNP, subtipo adw2)
denominado péptido 21-47, fue sintetizado por el Laboratorio de Quimica Organica de
la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional del Litoral.
La pureza del péptido fue superior al 85% determinada por HPLC. El resto del protocolo
es el mismo que se describié anteriormente. Todas las incubaciones se llevaron a cabo
en camara humeda.

En este caso, se evaluaron solo sueros de ratones inmunizados con HB-VLPs
producidas en células de mamiferos o con antigeno S derivado de levadura formulado

con adyuvante.

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Para comparar la respuesta inmune entre grupos de ratones experimentales, se
realizaron pruebas estadisticas ANOVA, Tukey y Dunnett, utilizando el software Prism
6.0 (GraphPad). Los resultados con un valor de p <0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los resultados se presentaron como la media * error
estandar de la media (SEM).
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1. DESARROLLO DE VECTORES CODIFICANTES PARA LAS PROTEINAS DE

SUPERFICIE DEL HBV.

Con el objetivo de generar lineas celulares de mamiferos capaces de producir HB-
VLPs conformadas por las tres proteinas de superficie del HBV, se evaluaron diversas
estrategias. De acuerdo con lo descripto en el apartado de Infroduccion de la presente
tesis, la expresion de las proteinas de superficie del HBV se encuentra altamente
regulada y la proporcion de cada una de las proteinas de envoltura (S, My L) en el viridon
(y en las particulas subvirales), es la resultante no solo de regulaciones a nivel
transcripcional, sino también, de complejos mecanismos celulares.

Por esta razon, como primera estrategia para el desarrollo de lineas celulares que
logren sintetizar el antigeno de superficie completo del HBV, se decidi6 clonar en un
vector de transferencia lentiviral sin promotor la secuencia completa del gen del HBsAg,
con el objetivo de lograr que la expresién de las tres proteinas de envoltura del HBV
esté dirigida por los promotores nativos del virus con su propia regulacion.

Por otro lado, también se construyeron vectores lentivirales y plasmidicos, que
portan promotores eucarioticos fuertes (EF-1-a y CMV, respectivamente), para las
secuencias S, M y L de forma independiente.

La secuencia completa del antigeno de superficie, precedida por 200 nucledétidos
up-stream correspondientes con la secuencia promotora S1 (PS1) (GeneBank
accession number: AY220698.1; subtype adw2) fue sintetizada quimicamente y
obtenida comercialmente en el vector de clonado pMK-RQ-HBPreS1 (GeneArt, Life
Technologies). A partir de este vector, y llevando a cabo metodologias clasicas de
biologia molecular, se construyeron los siguientes vectores de expresion:

- pLV-PLK-EF-1-a-HBV S, pLV-PLK-EF-1-a-HBV M y pLV-PLK-EF-1-a-HBV
L: vectores de ftransferencia lentivirales que portan las secuencias
codificantes de las proteinas S, My L del HBV respectivamente. En este caso
la expresion de las proteinas recombinantes se encuentra bajo el control del
promotor EF-1-a (Figura 41).

- pLV-PLK-promHBV: vector de transferencia lentiviral al cual le fue removido
su promotor. Alli se cloné la secuencia del HBsAg, de modo de utilizarlo para
la expresion del antigeno de superficie completo con su promotor nativo S1
(Figura 42).

- pZC-HBV S/M/L: vector plasmidico que contiene la secuencia completa del
HBsAg sin su promotor S1. En este caso la expresion de las proteinas

recombinantes se encuentra bajo el control del promotor CMV (Figura 43).
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Figura 41. Mapa de los vectores de transferencia codificantes de las proteinas
de superficie S, M y L del HBV, bajo el control del promotor humano EF-1-a.
A) vector codificante de la proteina S. B) vector codificante de la proteina M. C)
vector codificante de la proteina L. WPRE: posttranscriptional regulatory element of
woodchuck hepatitis virus. cPPT: central polypurine tract. RRE: rev response
element. LTRs: long terminal repeats.
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Figura 42. Mapa del vector de transferencia codificante de las proteinas de
superficie del HBV bajo el control del promotor nativo. La secuencia codificante
de las proteinas S, M y L del HBV fue clonada en el sitio de multiple clonado, en
ausencia de promotor heterdlogo.
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Figura 43. Mapa del vector plasmidico de expresion en células procariotas
codificante del HBsAg. En esta construccion, la expresion de las proteinas de
superficie del HBV, se encuentran bajo el control del promotor CMV.

1.1. Ensamblado de particulas lentivirales.

El ensamblado de particulas lentivirales se realizd mediante transfeccion
transiente de células empaquetadoras HEK293T, empleando tres vectores plasmidicos
(pPRSV-REV, pMD.G, pMDL/pRRE) (Naldini y col., 1996; Dull y col., 1998) y el vector
lentiviral de transferencia correspondiente. Como se mencion6 anteriormente, los
vectores plasmidicos poseen secuencias que codifican para proteinas estructurales y
que participan en el proceso de ensamblado del lentivirus. Al cabo de 48 h post
transfeccion, los sobrenadantes celulares se cosecharon y almacenaron a -70°C. Uno
de los viales conteniendo las particulas fue empleado para la titulacion de particulas
lentivirales, mediante el kit de titulacion QuickTiter Lentivirus Titer Kit (Cell Biolabs Inc.).

De este modo se obtuvieron 4 lotes de particulas lentivirales, los cuales se
denominaron LV-prom HBV, LV-HBV S, LV-HBV My LV-HBV L, respectivamente.

1.1.1.Titulacién del stock de particulas lentivirales.

El titulo de particulas lentivirales se determind mediante el kit de titulacién
QuickTiter Lentivirus Titer Kit (Cell Biolabs Inc.). Este sistema es capaz de detectar la
proteina p24 del virus de HIV asociada Unicamente a las particulas lentivirales. Cabe
aclarar, que el resultado calculado con este kit representa el titulo fisico de lentivirus, es
decir, la cantidad de proteina p24 del virus HIV-1 asociada a particulas lentivirales
ensambladas, expresado como particulas lentivirales por mililitro (PL.mlI™") y no el titulo
infeccioso, el cual se expresa en unidades de transduccion por mililitro (UT.ml™). Sin

embargo, el titulo infeccioso se puede aproximar (aunque varia entre lineas celulares)
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teniendo en cuenta que por lo general 10° UT.ml™ corresponden a 10%-10° PL.ml". El
protocolo empleado para la titulacion se detalla en el apartado 3.6.3 de la seccidn
Materiales y Métodos. También se evaluaron, en esta instancia, un control negativo
(sobrenadante condicionado por el crecimiento de células HEK293) y un blanco de
reactivos (soluciéon tampodn diluyente en ausencia de antigeno), para evaluar la
interaccion inespecifica de los reactivos.

Los titulos obtenidos para los cuatro stocks de lentivirus producidos se muestran
en la Tabla 2.

Tabla 2: Titulo de particulas lentivirales.

Lentivirus | Titulo fisico (PL.mI™") | Titulo infectivo aproximado (UT.ml™")
LV-promHBV 4,64 x 10° 4,64 x 10°

LV-HBV S 3,06 x 108 3,06 x 10°

LV-HBV M 3,65 x 108 3,65 x 10°

LV-HBV L 3,32 x 108 3,32 x 10°

2. CONSTRUCCION Y ANALISIS DE LINEAS CELULARES RECOMBINANTES

EMPLEANDO VECTORES LENTIVIRALES.

En una primera instancia, y con el objetivo de emular la regulacién natural de la
expresion de las proteinas de superficie encontrada en el virus nativo, se generaron
lineas celulares recombinantes empleando el lote de lentivirus LV-prom HBV, donde la
expresion se encuentra bajo el control de los promotores naturales del HBV. Para esto,
células CHO-K1 y HEK293 fueron transducidas con una alicuota del stock de estos
lentivirus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 20. Luego de 96 h de incubacion,
con el objetivo de seleccionar las células recombinantes con mayor nivel de expresion
del transgen, las lineas celulares fueron presionadas mediante el agregado al medio de
cultivo de concentraciones crecientes del antibidtico puromicina. Se comenzo6
adicionando una concentracion de 1 yg.ml™' de este antibiético. Una vez que se observo
qgue en los cultivos se seleccionaron las células resistentes a esa concentraciéon, se
realizaron sucesivos sub-cultivos aumentando la cantidad de antibiético presente en el
medio. Este paso se repitio hasta alcanzar una concentracién de 300 pg.ml" de
puromicina en ambas lineas celulares, momento en el que los cultivos no fueron
capaces de soportar otro aumento en la concentracién del antibiético. Las células
recombinantes obtenidas fueron denominadas LCHO-prom HBV y LHEK-prom HBYV,

respectivamente.
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El nivel de expresién y la localizacién sub-celular de las proteinas recombinantes
en cada linea celular fue analizada mediante citometria de flujo y microscopia de
fluorescencia (Figura 44), utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para la
proteina S y un anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488. Para las
inmunofluorescencias se realizd, ademas, una tincion diferencial de nucleos con

Hoescht.
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Figura 44. Analisis de la expresion de la glicoproteina S en las lineas LCHO-
prom HBV y LHEK-prom HBV, mediante citometria de flujo y microscopia de
fluorescencia. Células de las lineas recombinantes fueron incubadas con un
anticuerpo monoclonal anti-S y posteriormente con un anticuerpo secundario anti-
raton, conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488. En la microscopia se realizo, ademas,
una tincion diferencial de nicleos con HOESCHT. En las imagenes (derecha), se
muestra la superposicion de ambas tinciones.

Si bien fue posible determinar la eficiencia de transduccién por parte de los
vectores lentivirales, la funcionalidad de la secuencia génica utilizada y la localizacion
citoplasmatica de las proteinas recombinantes, los niveles de expresion alcanzados
resultaron muy bajos en ambas lineas celulares. Las posibles razones por las cuales no
se logro una buena expresion de las proteinas recombinantes con esta estrategia seran
presentadas en el apartado de Discusion de Resultados y Conclusiones. Por esta razon,
se decidié no seguir con la caracterizacion de estas lineas celulares y se continué

trabajando con una estrategia diferente.
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En una siguiente etapa, células CHO-K1 y HEK293 fueron transducidas utilizando
particulas lentivirales donde la expresion de cada glicoproteina de superficie se
encuentra bajo el control del promotor EF-1-a. En este caso, células CHO-K1 y HEK293
fueron transducidas con particulas lentivirales LV-HBV S, LV-HBV M y LV-HBV L,
respectivamente, también a una MOI de 20. Al igual que para el caso anterior, luego de
96 h de incubacion con los lentivirus, se comenzé con un protocolo de presion selectiva
gradual. Las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de puromicina,
cambiando el sobrenadante de cultivo cada 5-7 dias por medio fresco con una
concentracion mayor del antibiético. De esta forma, se logré enriquecer los cultivos en
las células que expresan un mayor nivel del transgen. En todos los casos, se alcanzé
una concentracion final de puromicina de 300 ug.ml”' De esta forma, se obtuvieron 6
lineas celulares recombinantes que se denominaron, LCHO-HB S, LCHO-HB M, LCHO-
HB L, LHEK-HB S, LHEK-HB M y LHEK-HB S/M/L, respectivamente. El nivel de
expresion y la localizacion subcelular de las proteinas recombinantes en cada linea
celular fue analizada mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia (Figura
45, 46 y 47, respectivamente). En este caso, se observé un mayor nivel de expresion
respecto a las lineas donde la sintesis de las proteinas recombinantes se encontraba
bajo el control del promotor nativo del HBV. A su vez, se obtuvieron niveles de expresiéon
similares entre las lineas celulares que expresan la misma glicoproteina, resultando
mayor para el caso de las lineas productoras de las proteinas S y M, respecto de las

lineas productoras de la proteina L.

Por lo tanto, hasta este punto, fue posible obtener diferentes construcciones
génicas que permiten la expresion de las proteinas de superficie del virus de la hepatitis
B bajo el control del promotor nativo del HBV y bajo el control del promotor EF-1-a. En
todos los casos se determiné su identidad mediante secuenciacion. Se pudo confirmar
la correcta funcionalidad de dichas construcciones, generandose lineas recombinantes
estables. En este sentido, las lineas celulares donde la sintesis de las proteinas
recombinantes se encontraba bajo el control del promotor nativo del HBV, no mostraron
buenos niveles de expresion, por lo que se continud trabajando con las construcciones
génicas que contienen el promotor fuerte EF-1-a. Con estas construcciones, se
desarrollaron lineas celulares estables recombinantes CHO y HEK, y los niveles de
expresion (evaluados mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia,
empleando un anticuerpo monoclonal especifico para la proteina S, principal
componente de las HB-VLPs y elemento topogénico esencial para la formacion y

secrecion de las particulas), resultaron mayores respecto a la estrategia inicial.
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Una vez confirmado que las lineas celulares recombinantes presentaban un buen
nivel de expresion de las proteinas recombinantes, el siguiente paso consistio en
evaluar si las células desarrolladas eran capaces de producir HB-VLPs que broten al
sobrenadante de cultivo. Para esto, se desarroll6 un ensayo de ELISA sandwich
especifico para la deteccion de la glicoproteina S (cabe destacar que el domino S es
compartido tanto en la proteina M como en la L). Los resultados obtenidos se presentan

en la siguiente seccion.
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Figura 45. Analisis de la expresion de la proteina S mediante citometria de
flujo. Células de las lineas recombinantes LCHO-HB S, My L, y LHEK-HB S, My
S/MIL, fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-S y posteriormente con
un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488, en
buffer de permeabilizacion. Marker 1: Células negativas. Marker 2: Células positivas.
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LCHO-HB M LCHO-HB S

LCHO-HB L

Figura 46. Evaluacion de la expresion y localizacion sub-celular de la proteina
S en las lineas recombinantes CHO, por microscopia de fluorescencia. Células
de las diferentes lineas estables recombinantes CHO, fueron fijadas con una
solucion de paraformaldehido al 4%, incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-
S y posteriormente con un anticuerpo secundario anti-raton conjugado al fluoréforo
AlexaFluor 488. Se realiz6 ademas una tincion diferencial de nucleos con Hoescht.
En las imagenes se muestra la marcacion con los anticuerpos (izquierda) y la
superposicion de ambas tinciones.
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LHEK-HB M LHEK-HB S

LKEK-HB S/M/L

Figura 47. Evaluacion de la expresion y localizacion sub-celular de la proteina
S en las lineas recombinantes HEK, por microscopia de fluorescencia. Células
de las diferentes lineas estables recombinantes HEK, fueron fijjadas con una
solucion de paraformaldehido al 4%, incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-
S y posteriormente con un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado al fluoréforo
AlexaFluor 488. Se realizé una tincion diferencial de nicleos con Hoescht. En las
imagenes se muestra la tincion con los anticuerpos (izquierda) y la superposicion de
ambas tinciones.
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2.1. Evaluacion de la capacidad de secrecion de HB-VLPs de las lineas celulares
recombinantes.

La capacidad de produccién de HB-VLPs fue evaluada mediante un ensayo de
ELISA sandwich desarrollado en este trabajo de tesis, a partir de muestras provenientes
de sobrenadantes de cultivo de las lineas celulares recombinantes. En el Anexo I se
presentan los diferentes pasos realizados para la obtenciéon de esta herramienta
analitica.

Como puede observarse en la Figura 48, se pudo detectar la presencia de HB-
VLPs en los sobrenadantes de cultivo de todas lineas celulares recombinantes, excepto
en la linea LCHO-HB L (panel inferior). De este modo, con la excepcion mencionada, se
pudo confirmar que las construcciones génicas utilizadas y las lineas celulares
recombinantes generadas, fueron capaces de sintetizar las tres proteinas de superficie
del HBV y que, a su vez, estas son secretadas al sobrenadante de cultivo.

De particular importancia fueron los resultados obtenidos para la linea LHEK-HB
S/M/L, donde la secrecion de particulas subvirales no se vio condicionada por la
sobreexpresion de la proteina L. Por esta razén, esta linea celular fue re-transducida
con particulas lentivirales LV-HBV L, con el objetivo de lograr aumentar los niveles de
expresion. De esta forma, luego de tres rondas de re-transducciones, y de lograr
aumentar la concentracion de puromicina hasta 350 ug.ml™, la linea LHEK-HB S/M/L
fue nuevamente evaluada mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.
Como se puede observar en la Figura 49, fue posible aumentar considerablemente los
niveles de expresiéon de esta linea celular (de 29,9% a 80%). De este modo, la linea
LHEK-HB S/M/L constituyo el sustrato celular que se utilizé para la caracterizaciéon de
las HB-VLPs para este tipo celular.

Por su parte, debido a que la linea recombinante LCHO-HB L no fue capaz de
soportar la secrecién de proteinas recombinantes al sobrenadante de cultivo, no se
continud con su caracterizacion. Como se vera en el siguiente apartado, se empleé una
estrategia diferente para la generacion de una linea celular CHO recombinante capaz

de producir y secretar HB-VLPs compuestas de las tres proteinas de superficie del HBV.
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Figura 48. Evaluacion de la capacidad de secretar HB-VLPs por parte de las
lineas recombinantes mediante ELISA sandwich. Panel superior: sobrenadantes
de las diferentes lineas celulares recombinantes HEK. Panel inferior: sobrenadantes
de las diferentes lineas celulares recombinantes CHO. Se utiliz6 como control
positivo de reaccion una vacuna comercial de Hepatitis B (AgB®, Laboratorio
Cassara). A su vez, sobrenadantes de las lineas CHO-K1 y HEK293 wild type fueron
empleados como controles negativos.
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80 %

Figura 49. Evaluacion de la expresion de la proteina S en la linea LHEK-HB
S/MIL re-transducida. Células de la linea recombinante fueron incubadas con un
anticuerpo monoclonal anti-S y posteriormente con un anticuerpo secundario anti-
raton, conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488. En el panel superior se muestra el
porcentaje de células recombinantes evaluado mediante citometria de flujo. En el
caso de la microscopia (panel inferior), se realizd, ademas, una tincién diferencial
de nucleos con HOESCHT. Se muestra la superposicion de ambas tinciones.

3. CONSTRUCCION Y ANALISIS DE UNA LINEA CELULAR RECOMBINANTE

CHO EMPLEANDO VECTORES DE EXPRESION PLASMIDICOS.

Como ha sido mencionado en la Introduccion de este trabajo, la sobreexpresion
de la proteina L interfiere o interrumpe la secrecion de HB-VLPs en cultivos celulares
(Prange y col., 1991). Dicha limitacion no se observo en las lineas recombinantes LHEK-
HB S/M/L, las cuales fueron capaces de sintetizar y secretar HB-VLPs al sobrenadante
de cultivo, pero si en la linea LCHO-HBV L. Con el objetivo de sortear esta limitacion,
se empled una estrategia diferente para la generacion de una linea recombinante CHO.
Para esto, en primer lugar, se llevé a cabo el clonado de la linea LCHO-HB S, de manera
tal de obtener un clon celular de elevada expresion y productividad de la proteina S.
Luego, este clon celular productor fue transfectado con el vector plasmidico pZC-HBV
S/M/L. La légica completa detras de esta estrategia se comenta en el apartado de

Discusion de Resultados y Conclusiones. Con el objetivo de poder interpretar los
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resultados aqui mostrados, mencionaremos que la secrecion de particulas subvirales
esféricas es dependiente de la cantidad relativa de la proteina L que es sintetizada junto
S, y no de su cantidad absoluta. Por lo tanto, siempre que en la célula exista un exceso

de la proteina S respecto a L, se mantendra secrecion normal de particulas subvirales.

3.1. Clonado de la linea celular recombinante LCHO-HB S.

Con el objetivo de incrementar el nivel de expresion de la proteina S, se llevd
adelante el clonado de la linea LCHO-HB S. En este caso, el clonado se realiz6
mediante la técnica de dilucion limite (Freshney, 2000), donde la linea celular LCHO-HB
S fue cultivada en placas de 96 pocillos, a razén de una célula por pozo. Luego de 15 a
20 dias, los cultivos en los que se observé crecimiento a partir de una unica célula (clon
celular) se analizaron por ELISA sandwich. En primera instancia, se evaluaron 96 clones
celulares y a partir de los resultados de este primer screening fueron seleccionados 29
clones candidatos con los cuales se llevo a cabo un ensayo cuali-cuantitativo en donde
se subcultivaron a la misma densidad celular inicial en placa de 6 pozos y luego de 72
h de expresion, el sobrenadante de cultivo fue analizado por ELISA sandwich. En la
Figura 50 se presentan los valores de absorbancia a 492 nm obtenidos mediante ELISA
sandwich para los clones de mayor expresion.

De los resultados obtenidos, fue seleccionado como clon productor el cultivo
P1G2, el cual presenté un nivel de expresion 3 veces mayor respecto de la linea LCHO-
HB S de origen. Este clon celular fue analizado también por citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia (Figura 51), donde se pudo observar que no solo la
intensidad de fluorescencia presentada por el clon P1G2 fue superior respecto a la linea
de origen (Figura 45) sino que, ademas, la poblacién celular presentdé mayor
homogeneidad respecto a los niveles de expresién, también en comparacién con la linea
LCHO-HB S (Figura 46)

De este modo, fue posible obtener un clon celular CHO recombinante, con elevada

expresion de la proteina S, adecuado para la siguiente etapa del proceso de desarrollo.
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Figura 50. Clonado de la linea celular LCHO-HB S. El clonado de la linea celular
LCHO-HB S se realizé6 mediante la técnica dilucion limite. Sobrenadantes de los
pocillos donde se observo el crecimiento de una Unica célula fue cosechado y
analizado mediante ELISA sandwich, con el objetivo de determinar su
productividad (se seleccionaron inicialmente aquellos clones que presentaban la
mayor sefial de absorbancia a 492 nm y que a su vez poseian el tamafo de colonia
de células mas pequefio). Estos clones seleccionados fueron cultivados luego en
iguales condiciones que la linea de origen para poder comparar las
productividades. Fue posible obtener numerosos clones con una mayor
productividad respecto a la linea de origen, seleccionandose el clon P1G2, ya que
fue el que presento el mayor valor de absorbancia.
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Figura 51. Evaluacion de la expresion de la proteina S en el clon P1G2. El nivel
de expresion del clon celular obtenido fue evaluado mediante citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia, utilizando en ambos casos un anticuerpo monoclonal
anti-S y posteriormente un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado al fluoréforo
AlexaFluor 488.
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3.2. Transfeccion estable del clon productor de la proteina S con el vector

plasmidico pZC-HBV S/M/L.

En general, los niveles de expresion de proteinas recombinantes alcanzados
mediante el empleo de vectores plasmidicos son considerablemente menores a los
obtenidos por transduccion con vectores virales (Varga y col., 2005; Hama y col., 2006).
De esta forma, se espera que un clon celular de elevada expresion de proteina S (cultivo
P1G2) al ser transfectado con las secuencias codificantes de las proteinas M y L, no
vera inhibida su capacidad de secretar HB-VLPs, al tiempo que se generaran particulas
pseudovirales conteniendo las tres glicoproteinas de superficie. Teniendo esto en
cuenta, el vector pZC-HBV S/M/L (codificante tanto para las proteinas S, M como L) fue
utilizado para transfectar el clon P1G2. Las células se transfectaron con 2 pg del
plasmido pZC-HBV S/M/L, empleando una relacién de masa de ADN/PEI de 1:2,
después del intercambio de medio (se realizaron 3 transfecciones sucesivas). Los
complejos de ADN/PEI se formaron afiadiendo PEI al ADN plasmidico diluido en medio
de cultivo fresco. La mezcla se incubé durante 20 min a temperatura ambiente antes de
su adicién al cultivo celular. 48 h después de la transfeccion, las células se incubaron
con el antibiético zeocina para seleccionar aquellas células que incorporaron el plasmido
pZC-HBV S/M/L. También se mantuvo puromicina en el medio de cultivo, de manera tal
de no perder las células recombinantes productoras de la proteina S. De esta forma,
luego de alcanzar una concentracién de 100 ug.ml”' de zeocina y de 250 ug.ml” de

puromicina, se obtuvo una linea celular estable, la cual se denominé LCHO-HB S/M/L.

Una vez obtenida la linea celular LCHO-HB S/M/L, se evalué el nivel de expresion
y la localizacion sub-celular de la proteina S mediante citometria de flujo y microscopia
de fluorescencia, respectivamente (Figura 52). Como se observa, el nivel de expresion
de la proteina S no se vio afectado por la incorporacién de las secuencias de las

proteinas L y M.
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96

Figura 52. Evaluacion de la expresion de la proteina S en la linea recombinante
LCHO-HB S/M/L. Células de la linea recombinante fueron incubadas con un
anticuerpo monoclonal anti-S y posteriormente con un anticuerpo secundario anti-
raton, conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488. En el panel superior se muestra el
porcentaje de células recombinantes evaluado por citometria de flujo. En el caso de
la microscopia (panel inferior) se realizé, ademas, una tincion diferencial de nucleos
con HOESCHT. En el panel inferior derecho, se muestra la superposicién de ambas
tinciones.

En el Anexo Il se presentan microscopias de fluorescencias de la linea celular
LCHO-HB S/M/L realizadas con un microscopio confocal, tomadas con el objetivo de

observar con mayor detalle y obtener una mejor definicién en las imagenes.

Posteriormente, la capacidad de la linea celular recombinante LCHO-HB S/M/L
para sintetizar y secretar HB-VLPs al sobrenadante de cultivo se evalué mediante un
ensayo de ELISA sandwich. Como se observa en la Figura 53, la linea LCHO-HB S/M/L
fue capaz de secretar HB-VLPs al sobrenadante de cultivo. Se compara, ademas, con
la linea LCHO-HB L generada unicamente mediante lentivirus, donde no se observo
secrecion de particulas subvirales recombinantes al sobrenadante de cultivo, tal como

se mostré en la Figura 48.
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Figura 53. Evaluacion de la secrecion de HB-VLPs de las lineas celulares de
mamiferos recombinantes. Las particulas subvirales recombinantes se detectaron
mediante ELISA sandwich en sobrenadantes de linea celular LCHO-HB S/M/L y en
la linea LHEK-HB S/M/L. En el mismo ensayo se incorporaron sobrenadantes de la
linea celular LCHO-HB L la cual como habia sido determinado antes, no es capaz
de secretar HB-VLPs al sobrenadante del cultivo. Se utilizé como estandar la vacuna
AgB® derivada de levadura de concentracion conocida.

Ademas, se calculd la productividad especifica de produccion de HBsAg para las
lineas LCHO-HB S/M/L y la linea LHEK-HB S/M/L, obteniéndose valores de 8,7 ng.10°
cél.’.d" yde 4,3 ng.10° cél.”.d”", respectivamente. A modo de comparacion, también se
determind la productividad de las lineas LCHO-HB S y LHEK-HB S, resultando en 8,3
ng.10® cél.".d" y 7,7 ng.10° cél.".d", respectivamente Para el calculo de las
productividades, se empleé como estandar la vacuna comercial AgB® derivada de
levaduras de concentracion conocida.

En el Anexo Ill se presentan los resultados obtenidos cuando sobrenadantes de
las lineas celulares recombinantes fueron evaluados mediante el kit comercial Hepatitis
B ELISA (Wiener Lab), basado en un ELISA sandwich que determina la presencia de la
proteina S formando parte de particulas. De esta forma, la presencia de las particulas

subvirales producidas por las lineas recombinantes fue evaluada no solo mediante un
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ensayo de ELISA sandwich desarrollado en nuestro laboratorio, sino que también,

mediante un kit comercial.

4. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA DETERMINAR LA PRESENCIA

DE LA PROTEINA M EN LAS LINEAS CELULARES RECOMBINANTES LCHO-

HB S/M/L Y LHEK-HB S/M/L.

Con el objetivo de evaluar la presencia de la glicoproteina M en las células
recombinantes, se llevd a cabo una inmunomarcacion utilizando un anticuerpo
monoclonal especifico para esta proteina. Como se puede observar en la Figura 54, fue
posible detectar la expresion de esta proteina tanto en la linea LCHO-HB S/M/L como
en la linea LHEK-HB S/M/L. Esta proteina mostré una localizacion citoplasmatica y un

nivel de expresion inferior al observado para la proteina S (Figuras 49 y 52).

LCHO-HB S/M/L LHEK-HB S/M/L

Figura 54. Analisis de la expresion de la proteina M, por microscopia de
fluorescencia. Células recombinantes de las lineas LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB
S/M/L fueron fijadas con una solucién de paraformaldehido al 4%, incubadas con
un anticuerpo monoclonal anti-M (sc-23944) y posteriormente con un anticuerpo
secundario anti-raton conjugado al fluoréforo AlexaFluor 488.

De este modo, se obtuvieron dos lineas celulares recombinantes que incorporaron
en sus genomas las secuencias codificantes de las tres proteinas de superficie del HBV,
y que sostienen la sintesis y secrecion de particulas subvirales. Por lo tanto, se continué
trabajando con las lineas LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L. A su vez, fue posible
desarrollar lineas celulares productoras de particulas compuestas Unicamente de la
proteina S o bien, de S y M, las cuales representan importantes herramientas analiticas,
como asi también, sustratos para el desarrollo de futuros trabajos.

En este punto, cabe destacar que se evidencié que un incremento en el nimero

de transducciones se tradujo en un aumento de la productividad celular (tal como queddé
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de manifiesto para la linea LHEK-HB S/M/L). En este sentido, es posible hipotetizar que
las células incorporaron un mayor numero de copias del transgén codificante de las
proteinas de superficie luego de cada evento de transduccion, lo cual se tradujo en una
mayor expresion. Los vectores lentivirales permiten un incremento en los niveles de
produccién proteica debido principalmente a dos razones: por un lado, como se
menciond, son capaces de incorporar un elevado numero de copias del transgen de
interés por genoma celular a partir de multiples rondas de transduccion y, por otro lado,
logran incorporar estas secuencias de interés en regiones transcripcionalmente activas
del genoma. Estas propiedades representan una ventaja respecto al empleo de
sistemas plasmidicos, los cuales implican una integracion aleatoria en el genoma celular
y en un unico sitio. De este modo, estas propiedades mencionadas de los lentivirus y
los plasmidos como herramientas de transferencia del material genético, permitieron
obtener una linea HEK recombinante luego de sucesivas rondas de transduccién con
lentivirus especificos y a su vez, mediante transfeccion plasmidica, una linea
recombinante CHO capaz de sortear la limitacidon impuesta por la sobreexpresion de la
proteina L sobre la secrecién de particulas subvirales.

Por lo tanto, se obtuvieron lineas celulares recombinantes CHO y HEK capaces
de sintetizar y secretar particulas subvirales en sobrenadantes de cultivo mediante
transfeccion con plasmidos y transduccién con lentivirus de tercera generacion.
Posteriormente, se seleccionaron las células recombinantes mediante presion con un
antibiético especifico. A su vez, se desarrollé un ensayo de ELISA sandwich especifico
para la proteina S que permite la deteccion, cuantificacion y caracterizacion de las HB-
VLPs compuestas de las proteinas de superficie del HBV. En este sentido, se pudo
determinar la productividad de ambas lineas celulares (analizado semi-
cuantitativamente por ELISA sandwich), resultando levemente mayor para las células

recombinantes CHO.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, y con el objetivo
de poder llevar a cabo la caracterizacion de las HB-VLPs, se continud trabajando con
las lineas recombinantes LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L. En la siguiente seccién
se detallan los experimentos llevados a cabo con las HB-VLPs expresadas por las lineas
celulares recombinantes y los analisis realizados para evaluar las diferencias entre

ambas.
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5. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL, MORFOLOGICA Y FISICOQUIMICA

DE LAS HB-VLPS.

Una vez confirmado que las lineas celulares recombinantes desarrolladas, LCHO-
HB S/M/L y HEK-HB S/M/L, fueron capaces de sintetizar y secretar HB-VLPs al
sobrenadante de cultivo, se emplearon diversas metodologias con el objetivo de
determinar caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas de las particulas producidas. A
su vez, se determiné la identidad y composicion proteica de las HB-VLPs en ambos
sustratos celulares, con el objetivo de encontrar posibles diferencias estructurales. En
este sentido, se buscd determinar de manera inequivoca, la presencia de las tres
proteinas de superficie formando parte de la estructura de la particula. La masa
molecular aparente y la antigenicidad de las particulas recombinantes producidas fueron
evaluadas mediante SDS-PAGE seguido de tincion con iones de plata e
inmunodeteccibn con un antisuero desarrollado en nuestro laboratorio,

respectivamente.

5.1. Concentracion de HB-VLPs mediante precipitacion con polietilenglicol

(PEG).

En una primera instancia, con el objetivo de obtener material suficiente para llevar
a cabo los ensayos de caracterizacion de las particulas recombinantes, las HB-VLPs
generadas en cada linea celular fueron concentradas a partir de sobrenadantes de
cultivo, mediante un proceso de precipitacion con polietilenglicol. Como se menciond en
el apartado de Introduccion, mediante la precipitacion con PEG se logra no solo
concentrar las particulas subvirales sino que, ademas, permite eliminar impurezas de
bajo peso molecular, lo que favorece las diferentes etapas del downstream. Por lo tanto,
en este trabajo se puso a punto una técnica de precipitacion con PEG adecuada para el
tamano y propiedades fisicoquimicas de las particulas subvirales del HBV. Esto implico
la evaluacion de diferentes concentraciones finales de PEG, tiempos y temperaturas de
incubacion vy, finalmente, diferentes tiempos y velocidades de centrifugacion que
permitan la mayor recuperacién de particulas subvirales.

Como se puede observar en la Figura 55, con este método se concentrd
aproximadamente 3 veces las particulas producidas con la linea HEK recombinante y 4
veces las producidas con la linea CHO recombinantes. Estas particulas concentradas

fueron empleadas luego en las diferentes determinaciones analiticas.
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Figura 55. Evaluacion del proceso de concentracion de particulas subvirales
utilizando PEG, mediante ELISA sandwich. Un volumen de sobrenadante
derivado de las lineas celulares recombinantes LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L
fue concentrado (conc.) mediante precipitacion con PEG y evaluado mediante
ELISA sandwich. También se evalu6 mediante esta técnica, un volumen de
sobrenadante sin concentrar (sin conc.) con el objetivo de determinar la efectividad
del proceso de precipitacion. Se empleo la vacuna comercial AgB® como control
positivo del ensayo. A su vez se evaluaron sobrenadantes de derivados de las lineas
CHO y HEK wild type como controles negativos.

5.2. Evaluacion de la composicion de las HB-VLPs concentradas mediante un

ensayo de ELISA sandwich de captura.

Hasta este punto, fue posible determinar que las lineas celulares recombinantes
CHO y HEK expresaban las proteinas S y M de la envoltura del HBV. Con el objetivo de
analizar si las células expresaban la proteina L y determinar si esta proteina se
encontraba formando parte de la estructura de las HB-VLPs secretadas al sobrenadante
de cultivo, se llevd a cabo una variante de un ensayo de ELISA sandwich. En este caso,
las placas de ELISAs fueron sensibilizadas con anticuerpos monoclonales especificos
anti-L en pozos independientes (anticuerpos de captura), los cuales fueron incubados
con sobrenadantes de cultivos de las lineas recombinantes. En todos los casos, se
emplearon sobrenadantes de lineas CHO-K1 y HEK293 wild type, y HB-VLPs derivadas
de las lineas LCHO-HB S y LHEK-HB S (compuestas Unicamente por la proteina S), las
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cuales recibieron el mismo tratamiento que las particulas derivadas de las lineas LCHO-
HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L, como controles de ensayo. Dado que la presencia de la
proteina S formando parte de las HB-VLPs ya habia sido determinada (Figura 53), otros
pozos de la placa fueron sensibilizados con anticuerpos monoclonales anti-S, como
control adicional del ensayo.

Como se puede observar en la Figura 56, tanto en las HB-VLPs producidas por la
linea LCHO-HB S/M/L, como las producidas por la linea LHEK-HB S/M/L, fue posible
detectar la presencia de la proteina L formando parte de las HB-VLPs. A su vez, la sefal
desarrollada para la proteina S resultdé mayor respecto a L. Estos resultados, junto con
lo observado en la Figura 54, permiten inferir que la proteina S se encuentra en mayor
proporcion respecto a las proteinas M y L, tal como se esperaria para particulas
esféricas que brotan al sobrenadante de cultivo. La morfologia de las particulas

obtenidas se muestra en el siguiente apartado.

08 I m mAb S

Abs 492 nm

ﬂ,h mAb L

-

0 — —_— -
LCHO-HB CHO-K1 LCHO-HBS LHEK-HB HEK293 LHEK-HB S
S/M/L wild type S/M/L wild type

Figura 56. Evaluacion de la composicion de HB-VLPs mediante ELISA
sandwich. La presencia de proteina L formando parte de las HB-VLPs, se
determind mediante un ensayo de ELISA sandwich, en el que los pocillos
individuales se recubrieron con un anticuerpo monoclonal de captura con
especificidad para el dominio preS1. Ademas, se utilizé un anticuerpo monoclonal
especifico para capturar la proteina S, como control del ensayo. Para la deteccioén
se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo anti-S conjugado con biotina. LCHO-HB
S y LHEK-HB S se refieren a lineas celulares productoras de HB-VLPs que
contienen solo la proteina S, respectivamente. Sobrenadantes de las lineas
celulares CHO-K1 y HEK293 wild type se utilizaron como controles negativos. El
experimento se realizé por duplicado.
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5.3. Analisis morfologico de las HB-VLPs mediante microscopia electrénica de

transmisién (MET).

Con el objetivo de analizar la morfologia y el tamafo de las HB-VLPs producidas
por las lineas recombinantes, las particulas concentradas mediante precipitacion con
PEG fueron preparadas para una tincion negativa y fueron observadas en una
microscopia electronica de transmision (TEM). Las imagenes obtenidas por TEM
revelaron la presencia de particulas esféricas con un diametro que oscila entre 20 y 28
nm (Figura 57), para ambas lineas recombinantes. El tamafio y la forma de las particulas
obtenidas se corresponde a lo reportado previamente para este tipo de VLPs (Patient y
col., 2009) producidas en células de mamifero. Por otro lado, no se observan diferencias
significativas en la estructura y tamafio de las HB-VLPs generadas por cada linea

celular, por lo menos con la resolucion obtenida con esta metodologia.

Figura 57. Microscopia electronica de transmision de las HB-VLPs. Las HB-
VLPs concentradas fueron adsorbidas sobre una grilla de cobre, tefiidas con acetato
de uranilo al 2 % y visualizadas mediante MET. A) HB-VLPs producidas en la linea
LCHO-HB S/M/L. B) HB-VLPs producidas en la linea LHEK-HB S/M/ L.

5.4. Inmunomarcacion con particulas de oro en MET.

A fin de confirmar que las particulas observadas al microscopio electrénico
poseian efectivamente a la glicoproteina S como parte principal de su estructura, se
llevd a cabo una MET asociada a una inmunomarcacion con oro coloidal. Para esto, HB-
VLPs concentradas a partir de sobrenadantes de cultivos de la linea LCHO-HB S/M/L,

fueron adsorbidas sobre una grilla de cobre, incubadas con un anticuerpo monoclonal
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anti-S y posteriormente inmunomarcadas con un anticuerpo secundario conjugado a oro
coloidal con particulas de 10 nm.

Como se puede observar en la Figura 58, las particulas de oro se encuentran
unidas a la superficie de las HB-VLPs. De esta forma, se pudo demostrar que la
glicoproteina S del virus de la hepatitis B se encuentra anclada en la envoltura lipidica
de las particulas pseudovirales producidas por la linea LCHO-HB S/M/L.
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Figura 58. Inmunomarcacion con oro de HB-VLPs observadas al MET.
Muestras de HB-VLPs de la linea LCHO-HB S/M/L purificadas y concentradas,
fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-S (sc-53299) y posteriormente
con un anticuerpo secundario conjugado a particulas de oro coloidal de 10 nm de
diametro.

5.5. SDS-PAGE seguido de tincién con plata y western blot.
HB-VLPs purificadas y concentradas fueron analizadas por SDS/PAGE seguido,
por un lado, por una tincién con iones de plata, y por otro lado, por western blot.
Mediante la tinciéon con iones de plata, fue posible detectar la presencia de la
proteina S en su forma glicosilada en particulas derivadas de ambas lineas
recombinantes (indicada por la flecha en la Figura 59). Esto queda de manifiesto debido
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al mayor peso molecular observado en las particulas recombinantes producidas en
células de mamiferos respecto al control del ensayo, comprendido por particulas no
glicosiladas producidas en levaduras. Las bandas que se observan de un peso
molecular entre 50 y 70 kDa, podrian estar relacionadas con proteinas derivadas del

suero fetal bovino.
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Figura 59. SDS-PAGE seguido de tinciéon con plata de HB-VLPs. Las muestras
fueron corridas en un SDS-PAGE al 12% y luego se realizd una tincién con iones
de plata. Calle 1: Marcador de peso molecular. Calle 2: Control positivo (antigeno S
derivado de vacuna comercial producida en levadura). Calle 3: HB-VLPs
concentradas producidas por LHEK-HB S/M/L. Calle 4: sobrenadante de cultivo de
linea HEK293 wild type. Calle 5: HB-VLPs producidas por LCHO-HB S/M/L. Calle 6:
HB-VLPs producidas por LCHO-HB S/M/L (sin concentrar). Calle 7: sobrenadante
de cultivo de linea CHO-K1 wild type.

Para llevar a cabo el ensayo de western blot, se desarrollé un suero capaz de
reconocer a la proteina S en su forma desnaturalizada (las condiciones reductoras del
ensayo desestabilizan los epitopes conformacionales presentes en esta proteina, lo que
provoca que el suero desarrollado frente a la forma nativa de esta proteina, sea incapaz
de reconocerla y unirse). El desarrollo del suero empleado para este ensayo se presenta

en el Anexo I.
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Como se observa en la Figura 60, fue posible detectar principalmente, la presencia
de la forma glicosilada de la proteina S (27 kDa) para particulas producidas en ambas
lineas recombinantes. No fue posible visualizar la presencia de las proteinas M y L,
probablemente debido a que la cantidad de estas proteinas formando parte de las
particulas se encuentra por debajo del limite de deteccidén de esta técnica. Por lo tanto,
como era de esperar, las particulas producidas demostraron estar compuestas por la
proteina S como componente principal y las proteinas M y L como componentes
secundarios. Como control del ensayo se emple6 una muestra de antigeno S derivada
de la vacuna comercial producida en levaduras (banda correspondiente a la forma no
glicosilada de la proteina S de 24 kDa).
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Figura 60. Western blot de HB-VLPs purificadas y concentradas derivadas de
ambas lineas celulares recombinantes. Se empleé como método de deteccion un
suero policlonal producido contra una forma desnaturalizada/reducida de la proteina
S. Carril 1: Vacuna AgB® usada como control positivo (forma no glicosilada de la
proteina S: 24 kDa); Carril 2: HB-VLPs derivadas de la linea LCHO-HB S/M/L; Carril
3: HB-VLPs de LHEK-HB S/MI/L.

En resumen, una vez desarrolladas las lineas celulares LCHO-HB S/M/L y LHEK-
HB S/MIL, se llevaron a cabo diversas metodologias con el objetivo de caracterizar a
las particulas subvirales producidas. En primer lugar, se desarrollo un protocolo para
concentrar las particulas subvirales empleando PEG, de manera de obtener material
suficiente para los diferentes analisis. Luego, se pudo determinar la presencia de la tres
proteinas de superficie del HBV en ambos tipos celulares mediante la combinacion de

173



Resultados

diferentes técnicas de inmunodeteccion, resultando la proteina S el principal
componente en ambos casos. Ademas, se pudo obtener informacién acerca de la
antigenicidad de las mismas, ya que distintos tipos de anticuerpos especificos fueron
capaces de reconocer a la glicoproteina S formando parte de la estructura de la particula
en diferentes condiciones. A su vez, no se encontraron diferencias morfologicas o de
tamano entre las HB-VLPs generadas por las lineas LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L,

evaluado mediante microscopia electronica de transmision.

Por lo tanto, estos resultados permitieron continuar con la caracterizacion biologica
de las particulas recombinantes. De esta manera, con el objetivo de confirmar si estas
particulas pseudovirales eran capaces de generar una respuesta inmune in vivo, se llevo
a cabo un plan de inmunizacién utilizando ratones como animales de experimentacion.

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente seccion.

6. ANALISIS Y CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

INDUCIDA POR LAS HB-VLPs.

En el apartado anterior fue posible determinar la morfologia, tamafio e identidad
de las particulas producidas por las lineas recombinantes CHO y HEK, como asi
también, obtener informacion acerca de la antigenicidad de estas VLPs, en donde
anticuerpos especificos (2 sueros hiper inmunes desarrollados frente a diferentes
variantes de la proteina S, como asi también anticuerpos monoclonales) fueron capaces
de reconocer a las glicoproteinas, tanto en ensayos de western blot como de ELISA.

Con el objetivo de continuar con la caracterizacion y evaluar la capacidad
inmunogénica de las HB-VLPs compuestas de las tres proteinas de superficie del HBV
producidas por las lineas LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L, se llevd a cabo un plan
de inmunizacion en ratones. Los experimentos de inmunizacion se llevaron a cabo
utilizando ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad.

Los ratones se inocularon con HB-VLPs derivadas de las lineas celulares LCHO-
HB S/M/L y LHEK-HB S/MI/L, respectivamente. Como controles, a un grupo de ratones
se le inyectd una preparacion conteniendo la misma cantidad la proteina S, obtenida de
la vacuna AgB® disponible comercialmente, después de un proceso de desorcion del
antigeno. Otros dos grupos fueron inoculados con HB-VLPs compuestas unicamente
por la glicoproteina S, derivadas de las lineas celulares recombinantes LCHO-HB Sy
LHEK-HB S (lineas celulares que como se detalld previamente expresan solo la proteina
S). En todos los casos, la concentracion de antigenos administradas fueron
determinadas por ELISA sandwich y el contenido de proteinas totales (mg.ml™)

utilizadas para la inmunizacion fue determinado mediante la técnica de Bradford.
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6.1. Evaluacion de la respuesta inmune humoral especifica anti-proteina S.

En primer lugar, se examiné si las HB-VLPs producidas en diferentes tipos de
células y con diferente composicién proteica podrian inducir una respuesta inmune
humoral especifica frente al antigeno S, cuando fueran inyectadas con el agregado de
adyuvante. Como se observa en la Figura 61, las HB-VLPs producidas en ambas lineas
celulares fueron capaces de inducir la produccién de anticuerpos especificos contra el
antigeno S, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los titulos
de anticuerpos inducidos por HB-VLPs expresadas en diferentes tipos de células (p>
0,05). Ademas, los titulos obtenidos por las particulas compuestas por las tres proteinas
de superficie, cuando fueron inmunizados con adyuvante en su formulacion, fueron
similares a los desarrollados por las particulas que contienen solo la proteina S, no
encontrandose diferencias significativas. Finalmente, se observé que en todos los casos
los titulos obtenidos con las HB-VLPs recombinantes, fueron significativamente
superiores (p <0,05) en comparacién con los desarrollados por el antigeno S derivado
de la vacuna comercialmente disponible. Estos resultados indican que las HB-VLPs
producidas por las lineas recombinantes desarrolladas en este trabajo resultaron
inmunogénicas y capaces de inducir respuestas de anticuerpos especificas contra el

antigeno S del HBV.
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Titulo de anticuerpos (log10)

LCHO-HBS LHEK-HB S LCHO-HB LHEK-HB Antigeno S
S/M/L s/M/L (Levadura)

Figura 61. Evaluacion de la respuesta de anticuerpos desencadenada por HB-
VLPs en presencia de adyuvante. Se inmunizaron grupos de cinco ratones con
HB-VLPs producidas por las lineas recombinantes. Se empleé como control de
inmunizacion antigeno S derivado de levadura. El titulo de anticuerpos especificos
frente a la proteina S se determind como la dilucién mayor al valor de cut-off,
calculado como la absorbancia del control negativo méas dos desviaciones estandar.
* p <0,05.

175



Resultados

6.2. Evaluacion de la influencia de los dominios preS1 y preS2 en la produccion
de anticuerpos especificos anti-S.

A continuacion, con el objetivo de evaluar de forma inequivoca la influencia de los
dominios preS1 y preS2 en la respuesta inmune humoral anti-proteina S, las
inmunizaciones se realizaron sin el agregado de adyuvante. Por lo tanto, todas las
variantes de las HB-VLPs concentradas y el antigeno S de levadura, se utilizaron en
ausencia de adyuvante para inmunizar ratones, siguiendo la misma estrategia que se
menciond anteriormente. En este caso, se encontré que los titulos generados por las
HB-VLPs que contienen las tres proteinas de superficie, fueron significativamente mas
altos que los inducidos por las particulas que contienen solo la proteina S, y superiores
al producido por la proteina S de levadura, aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. No se observaron diferencias en los titulos entre los tipos
de células (Figura 62). Estos resultados muestran que la incorporacion de proteinas M
y L (y por lo tanto, la presencia de los dominios preS1 y preS2) en las HB-VLPs, ejerce
un efecto positivo en la estimulacion de la respuesta inmune y, finalmente, en la

induccion de anticuerpos contra el antigeno S.
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Figura 62. Evaluacion de la respuesta de anticuerpos desencadenada por HB-
VLPs en ausencia de adyuvante. Se evaluo la influencia de los dominios preS1 y
preS2 en la produccion de anticuerpos especificos frente a la proteina S en ratones
inmunizados con preparaciones en ausencia de adyuvante. Las muestras de sueros
se evaluaron mediante ELISA indirecto, donde los titulos de anticuerpos especificos
anti-S se calcularon como la dilucién que presenté una DO superior al valor de cut-
off. **p < 0.01; ***p < 0.001.
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6.3. Deteccion de anticuerpos anti-preS1 mediante un ensayo de ELISA
indirecto.

Una vez determinado que las HB-VLPs generaron anticuerpos especificos contra
el antigeno S, se investigo si las particulas conteniendo las tres proteinas de superficie
(incluida la proteina L que alberga el dominio preS1) fueron capaces de inducir la
producciéon de anticuerpos competentes para reconocer el epitope preS1, involucrado
en la union del HBV y su receptor en el hepatocito. Para esto, se llevé a cabo una
variante del ensayo de ELISA indirecto donde las placas fueron sensibilizadas con un
péptido sintético cuya secuencia se corresponde con el dominio de preS1 involucrado
en la unién con el hepatocito. Como se observa en la Figura 63, fue posible detectar la
presencia de anticuerpos con especificidad para una region preS1 en sueros de ratones
inmunizados con HB-VLPs, producidas en ambos tipos de células, cuando fueron
inyectados con el agregado de adyuvante. El titulo de anticuerpos generados por las
VLPs derivadas de la linea celular LHEK-HB S/M/L fue significativamente mayor que el
generado por las VLPs derivadas de la linea celular LCHO HB S/M/L. Como era de
esperar, no se observo sefial especifica con sueros de ratones inmunizados solo con el
antigeno S. Por lo tanto, estos resultados alientan a que se realicen mas estudios para
evaluar la capacidad neutralizante de estos anticuerpos desencadenados por las HB-
VLPs compuestas por las tres proteinas de superficie del HBV, expresadas en células

de mamifero.

A su vez, la funcionalidad de los sueros de ratones obtenidos fue evaluada
mediante ensayos de inmunoflorescencias. La metodologia empleada y los resultados
obtenidos se presentan en el Anexo IV. Por ultimo, una vez confirmadas las propiedades
inmunogénicas de las HB-VLPs, se llevd a cabo la adaptacion de las lineas
recombinantes productoras al cultivo en suspension en medios de cultivos libres de

SFB. En el Anexo V se presentan los detalles de este procedimiento.

Con estos resultados, fue posible demostrar que las particulas subvirales
recombinantes producidas en ambos tipos celulares fueron capaces de desarrollar una
respuesta inmune humoral especifica frente a la proteina S, componente actual de las
vacunas tradicionales para la hepatitis B. En presencia de adyuvante, todas las
particulas recombinantes evaluadas desarrollaron una respuesta humoral anti-S,
significativamente mayor a la desencadenada por el antigeno S derivado de levadura.
Esta respuesta, a su vez, resulté similar entre particulas producidas en diferentes
sustratos celulares. Este resultado aporta informacién adicional respecto a la

composicion de las particulas, donde la proteina S es el principal componente.
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Titulo de anticuerpos (log10)

N/D N/D N/D

LCHO-HB  LHEK-HB  AntigenoS LHEK-HBS LCHO-HB S
s/M/L s/M/L (Levadura)

Figura 63. Evaluacion de la presencia de anticuerpos especificos frente a una
region del dominio preS1. El titulo de anticuerpos anti-preS1 se determind
mediante un ensayo de ELISA especifico indirecto, sensibilizando las placas con un
péptido sintético correspondiente con la regiéon de preS1 involucrada en la union del
HBYV con el hepatocito. N/D: No detectado. **p < 0.01.

Ademas, fue posible determinar la importancia de las regiones preS1 y preS2 en
el desarrollo de una respuesta inmune robusta, ya que aquellas particulas que contienen
estos dominios en su estructura desarrollaron mayores titulos anti-S respecto a las
particulas compuestas Unicamente por la proteina S. A su vez, las particulas derivadas
de las lineas LCHO-HB S/M/L y LHEK-HB S/M/L, desarrollaron una respuesta humoral
superior a la desarrollada por el antigeno S de levadura, en ausencia de adyuvante. De
esta manera, se pudo cumplir con uno de los objetivos principales del trabajo.

Finalmente, las particulas compuestas por las tres proteinas de superficie del HBV,
desarrollaron anticuerpos especificos frente a la region presente en el dominio preS1
involucrada en la unién del virus con el hepatocito. De esta forma, este resultado, por
un lado, aporta nuevas evidencias respecto a la presencia del dominio preS1 como parte
estructural de las particulas subvirales, y que el mismo se acomoda o ubica de forma
correcta en la superficie de las VLPs, accesibles al reconocimiento por parte de las
células del sistema inmune. Por otro lado, estos resultados alientan a continuar
evaluando las caracteristicas de estos anticuerpos, ya que su capacidad de reconocer
y unirse a la region preS1 de la proteina L del HBV, podrian representar una oportunidad
para el desarrollo de vacunas esterilizantes o que permitan el tratamiento de la

enfermedad cronica.
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DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

La hepatitis B es una infeccidn hepatica potencialmente mortal causada por el
virus de la hepatitis B, y aun hoy en dia representa un importante problema de salud a
escala mundial. Como se mencion6 anteriormente, esta enfermedad puede progresar a
la cronicidad, lo que conlleva un alto riesgo de muerte por cirrosis (endurecimiento del
higado) y cancer de higado. La probabilidad de que la infeccion por el HBV progrese a
enfermedad cronica depende de la edad a la que se produce. En lactantes y nifios
pequefios, cerca del 90% de los infectados progresaran a una infeccion cronica. Este
porcentaje es del 50% en nifios de 5-6 afos. Por su parte, solo el 5% de los adultos
infectados desarrollaran una enfermedad croénica, y de estos, el 20-30% sufriran cirrosis
y/o cancer hepatico.

La infeccién crénica por el virus de la hepatitis B se puede tratar con
medicamentos, por ejemplo con diferentes antivirales. El tratamiento puede retrasar la
evolucion de la cirrosis, reducir la incidencia del cancer de higado y mejorar la
supervivencia a largo plazo. Sin embargo, en la mayoria de los casos, el tratamiento no
cura la infeccidn, sino que solo evita la replicacion del virus. Por lo tanto, cuando se
inicia el tratamiento contra la enfermedad, este se debe mantener durante largos
periodos de tiempo. De esta forma, la vacunacion representa el principal pilar para la
prevencion de esta enfermedad. La primera vacuna contra el HBV autorizada apareci6
en 1982. Esta primera generacion de vacunas se baso en particulas subvirales
compuestas principalmente de la proteina S, purificadas a partir de plasma inactivado
de pacientes con infeccidn crénica por HBV. La eficacia de la vacuna fue alta, pero en
poco tiempo fue dificil de producir en cantidades suficientes, sus costos se elevaron y
surgieron dudas respecto a su bioseguridad. Esto impulsé la aparicién de la segunda
generacion de vacunas en 1986, las cuales todavia se usan en la actualidad. Esta
vacuna consiste en una formulacién producida en levaduras cuyo unico componente
antigénico es la proteina S de la envoltura del virus, en su forma no glicosilada. Las
particulas subvirales formadas por el antigeno S recombinante resultan similares a las
fisiologicas desde un punto de vista estructural e inmunogénico. La introduccién de esta
vacuna en los calendarios nacionales de vacunacién ha permitido disminuir
notablemente la incidencia de infeccion por HBV. En este sentido, la proporcién de
menores de cinco afios con infeccién cronica por el HBV descendié a algo menos del
1% en 2019. Antes de que se introdujera la vacuna contra esta infeccion (en el periodo
comprendido entre la década de 1980 y principios del 2.000), esta proporcion era del
5% (OMS, 2020). Sin embargo, si bien la vacuna tradicional ha demostrado ser eficaz y

segura como se mencioné en el apartado de Infroduccion, esta vacuna presenta una
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serie de limitaciones. La necesidad de aplicar numerosas dosis, la baja o nula respuesta
en un porcentaje de la poblacién, la falta de respuesta frente a variantes mutantes del
HBV o la incapacidad de generar anticuerpos neutralizantes, son caracteristicas
intrinsecas de las vacunas de segunda generacion que condicionan su uso (Sjogren,
2005; Chen, 2009; Pniewski, 2013; Gerlich, 2015; Saco y col., 2018). De esta forma, se
debe considerar como estrategia prioritaria para dar solucién a los problemas
mencionados, el desarrollo de vacunas con mejores caracteristicas inmunogénicas. Si
bien inicialmente esto representaria gastos de investigacion, desarrollo y estudios
clinicos, a largo plazo puede contribuir a la eliminacion final de las infecciones por HBV.
Como se menciond, las vacunas de tercera generacion compuestas por las
glicoproteinas S, M y L producidas en células de mamiferos, han demostrado ser
capaces de inducir tasas de seroproteccion mas rapidas y robustas contra el virus de la
hepatitis B, en comparaciéon con las vacunas convencionales derivadas de levaduras
(Shouval y col., 2015; Vesikari y col., 2021). Ademas, se ha demostrado que los recién
nacidos vacunados con una vacuna de tercera generacién, desarrollan una
seroproteccion mas rapida respecto a una vacuna convencional (Gerlich, 2015). Cabe
destacar, ademas, que la inmunizacion con este tipo de vacunas permite superar la falta
de respuesta inmune observada en pacientes inmunizados con la vacuna convencional
(Zuckerman y col., 2001; Shouval y col., 2015). Finalmente, como se mencioné
previamente, la presencia de anticuerpos contra el determinante a desarrollada por las
vacunas convencionales ha demostrado conferir proteccion a las personas vacunadas.
Sin embargo, debido a que estas vacunas solo consisten en la proteina S y no contienen
el dominio preS1 (con la regién involucrada en la unién con el receptor NTCP presente
en hepatocitos), no pueden producir anticuerpos capaces de bloquear la interaccion
directa del HBV con su receptor. Es probable que esta sea la causa de la induccién de
una inmunidad no esterilizante en personas vacunadas con la formulacion tradicional, a
pesar de la presencia de altos titulos de anticuerpos anti-HBV. Esta situacion, en
combinacion con el aumento en la deteccion de mutaciones en la region del
determinante a en diversos aislamientos de HBV, pone de manifiesto la limitacion que
implica apuntar a una unica regién de infectividad (el determinante a) para la profilaxis
y vacunacion.

En este contexto, el presente trabajo de tesis tuvo como objetivo general el
desarrollo de una plataforma de produccidon de un candidato vacunal de nueva
generacion para hepatitis B. Con este objetivo, se evaluaron diferentes estrategias para
la produccién de HB-VLPs compuestas de las tres proteinas de superficie del HBV (S,

My L) en lineas celulares estables de mamiferos.
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Una limitacion en la produccién de HB-VLPs compuestas por las tres
glicoproteinas de superficie del virus de la hepatitis B, es que la sobreexpresion de la
proteina L bloquea la secrecion de las particulas subvirales (Chisari, y col., 1986). Se
ha descripto que la proteina L no se secreta cuando se expresa sola, sino que
permanece dentro de la célula, principalmente debido a la presencia de motivos de
retencion especificos en el dominio preS1 (Prange y col., 1991; Gallina y col., 1994).
Esto ha representado una limitacibn para la generacién de lineas celulares
recombinantes estables como plataforma para el desarrollo de vacunas de nueva
generacion para la hepatitis B. En este trabajo, presentamos el desarrollo de dos lineas
celulares recombinantes estables de mamiferos productores de HB-VLPs, como
sustratos potenciales para la produccién de una vacuna de nueva generacion para la
hepatitis B, siguiendo estrategias diferentes.

En una primera instancia, dos lineas celulares de mamiferos (CHO-K1 y HEK293)
fueron transducidas con una construccion génica que contenia el ORF-S del HBV (que
incluye las proteinas S, M y L) bajo el control de los promotores nativos del HBV. De
este modo, se buscd reproducir in vitro la regulacion transcripcional y post-
transcripcional encontrada durante el proceso de replicacion natural del virus y, de esta
forma, eludir la restriccion impuesta por la sobreexpresion de L y obtener particulas
subvirales de una composicion similar a las producidas durante la infeccion natural de
hepatocitos. Sin embargo, mediante esta estrategia, los niveles de expresién que se
obtuvieron para ambas lineas celulares recombinantes resultaron muy bajos. Como se
menciond en apartados anteriores, en el HBV la expresion de las proteinas S y M esta
controlada por un promotor interno fuerte (S2), mientras que los transcriptos de L
dependen de otro promotor (S1), que se encuentra upstream del comienzo del ORF-S.
Este ultimo es relativamente débil y tejido dependiente. En este sentido, se ha
determinado que la eficiente transcripcion y expresion de la proteina L bajo el control
del promotor S1 depende, por un lado, de la presencia de factores regulatorios propios
de los hepatocitos (como HFN1) y, por otro lado, de la presencia de secuencias
regulatorias del genoma del HBV (principalmente los enhancers 1y 2). Dado que, en la
construccion génica empleada en la estrategia inicial, dichas regiones regulatorias no
se encuentran presentes, la actividad del promotor S1 en células no hepaticas es muy
baja, como asi también la cantidad de transcriptos generados. Por lo tanto, los niveles
de expresion resultantes resultaron muy bajos. Por su parte, el promotor interno S2, es
capaz de unir factores regulatorios que son ubicuos y no exclusivos de hepatocitos, por
lo que su actividad es mayor en células no hepaticas (respecto a S1). De este modo, la
expresion detectada en estas lineas celulares puede corresponderse con la actividad

de este promotor. A su vez, parte de esta expresion detectada (como asi también la
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resistencia de las lineas recombinantes a elevadas concentraciones de antibiético)
puede estar relacionada con la posicidén del promotor que controla la expresion del gen
de puromicina, el cual se encuentra corriente arriba del inicio del ORF-S. En este
sentido, transcriptos iniciados a partir de este promotor pueden dar lugar a alguna
variante de las proteinas de superficie del HBV, que pudieron ser detectadas con
anticuerpos especificos.

Por lo tanto, la estrategia de expresar las tres proteinas de superficie del HBV bajo
el control de los promotores nativos, puede resultar atractiva si la expresion del ORF-S
se produce en un contexto génico inalterado, es decir, en presencia de los enhancers
virales 1y 2, el elemento HFN1, el elemento de regulacion post-transcripcional del HBV
que se requiere para la localizacion citoplasmatica de los ARN de las proteinas de

superficie del HBV vy el sitio de poliadenilacion nativo del HBV.

De este modo, se decidi6 cambiar el enfoque del trabajo, y expresar las
glicoproteinas de superficie del HBV, bajo el control de un promotor heterélogo fuerte.
Para esto, en una primera instancia células CHO-K1 y HEK293 fueron transducidas con
particulas lentivirales que contenian la secuencia codificante de cada una de las
proteinas de superficie del HBV bajo el control del promotor EF-1-a. En este caso, se
observaron mayores niveles de expresion en todas las construcciones evaluadas. A su
vez, las células HEK293 recombinantes fueron capaces de sortear la limitacion impuesta
por la sobreexpresion de la proteina L y sostener la produccion y secrecion de HB-VLPs
al sobrenadante del cultivo. Sin embargo, si bien las células CHO recombinantes fueron
capaces de sintetizar las proteinas recombinantes, no se observé secrecién de
particulas subvirales al sobrenadante de cultivo cuando se sobre expresaba L. Por lo
tanto, para el caso de la linea celular CHO, se desarroll6 una metodologia diferente para
la obtencion de particulas subvirales compuestas de las tres proteinas de superficie del
HBV.

Estudios previos determinaron que la correcta secrecién de particulas subvirales
del HBV depende de la proporcioén relativa entre las proteinas S y L sintetizadas, y no
de la cantidad absoluta de proteina L presente en la célula. Por lo tanto, siempre y
cuando que la concentracion de la proteina S se encuentre en exceso con respecto a la
proteina L, se producira una secrecion normal de particulas subvirales compuestas de
las tres proteinas de superficie del HBV (Xu y col., 1997b). Es decir, que el exceso de
proteina S, es capaz de romper con la inhibicion impuesta por L y lograr la movilizacion
de lipidos requerida para la secrecion de las particulas. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, desarrollamos una linea CHO recombinante con elevada expresion de

la proteina S. De esta forma, células recombinantes con capacidad de producir y

183



Discusién de Resultados y
Conclusiones

secretar grandes cantidades de particulas subvirales compuestas unicamente por
proteina S, deberian ser capaces de soportar la posterior incorporacién de proteina L (y
M), sin ver alterada la secrecién de HB-VLPs. Para esto, las células CHO-K1 fueron, en
primer lugar, transducidas con vectores lentivirales que llevan la secuencia de la
glicoproteina S. Luego, se llevo a cabo el clonado de esta linea celular con el objetivo
de aislar un clon celular de elevada expresion. Dado que las tasas de produccion
especificas de cada célula (en una linea celular heterogénea) pueden ser muy
diferentes, para esta etapa del trabajo aislar y seleccionar un clon celular estable de
elevado nivel de expresion, resulté de gran importancia. Posteriormente, teniendo en
cuenta que los niveles de expresion de proteinas alcanzados mediante transfeccion son
considerablemente mas bajos que los obtenidos mediante transduccion con vectores
virales (Varga y col., 2005; Hama y col., 2006), hipotetizamos que los clones celulares
de alta expresion de la proteina S deberian conservar su capacidad de secretar HB-
VLPs, luego de la transfeccion con un vector plasmido que lleve las secuencias de las
proteinas L y M. Como puede observarse en la Figura 53, siguiendo esta estrategia fue
posible detectar HB-VLPs en los sobrenadantes de cultivo de la linea recombinante
LCHO-HB S/M/L.

Si bien sera necesario realizar nuevos estudios para arrojar luz sobre la diferente
capacidad entre las lineas celulares para soportar la incorporacion de la proteina L y
mantener la capacidad de secrecién particulas, en este trabajo, fue posible desarrollar
(mediante estrategias diferentes) dos lineas celulares de mamiferos recombinantes
estables, productoras de HB-VLPs compuestas por las tres proteinas de superficie del
HBV.

Fue posible determinar que ambas lineas celulares recombinantes estables fueron
capaces de sintetizar y secretar particulas subvirales del tamafo y morfologia esperada
(Figura 57). Como se menciond en el apartado de Introduccién, el tipo de particula
formada esta determinado por la proporcion de proteina S a L que se ensamblan
conjuntamente durante la morfogénesis. El ensamblaje conjunto de una mayor
proporcion de L en relacién con la proteina S da como resultado la formacién de la forma
filamentosa de las HB-VLPs (Heermann y col., 1984), mientras que una predominancia
de S resulta en particulas esféricas. Como puede observarse en las Figuras 45y 46, la
naturaleza esférica de las particulas observadas indica que la proteina S es el
constituyente principal de estas HB-VLPs, conteniendo solo trazas de proteina L. Estos
resultados también fueron observados en ensayos de SDS-PAGE seguido de tincion
con iones de plata y en ensayos de western blot (Figuras 59 y 60, respectivamente).

La linea celular LCHO-HB S/M/L mostré una mejor productividad de HB-VLPs

respecto a LHEK-HB S/M/L. Ademas, se determind que las particulas producidas en
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ambos tipos celulares desencadenaron respuestas inmunes humorales especificas anti-
proteina S similares cuando se utilizaron para inmunizar ratones en presencia de
adyuvante. A su vez, los titulos de anticuerpos obtenidos resultaron superiores a los
producidos por particulas derivadas de levaduras (Figura 61). En este sentido, la
naturaleza de las HB-VLPs producidas en células de mamiferos, podria influir en la
mayor inmunogenicidad de estas particulas. Los patrones de glicosilacion y las
propiedades fisicas pueden desempefar un papel importante en el procesamiento de
antigenos, necesarios para establecer y mantener una respuesta inmune.

Por otro lado, las inmunizaciones en ausencia de adyuvante revelaron que la
presencia de los dominios preS1 y preS2 ejercen un efecto positivo sobre los titulos de
anticuerpos anti-proteina S (Figura 62). En relacion con esto, se ha demostrado que la
presencia de los dominios preS1 y preS2, incluso en niveles bajos, es suficiente para
desencadenar una respuesta de células T helper, lo que explica la respuesta mejorada
en comparacion con preparaciones que contienen solo la proteina S (Shouval y col.,
1994). Ademas, la naturaleza fisica y la composicion de las particulas que contienen las
tres proteinas de superficie, pueden permitir una captacion y absorcion mas eficiente
por parte de las células presentadoras de antigeno (Jones y col., 1999; Krawczyk y col.,
2014), mejorando la inmunogenicidad de estas particulas.

Finalmente, se encontré6 que las particulas derivadas de la linea HEK
recombinante, desarrollaron una mayor respuesta inmune humoral anti-preS1 en
comparacion con la desencadenada por particulas producidas por la linea recombinante
CHO (Figura 63). En este sentido, posibles diferencias en la morfogénesis de las
particulas debidas a las diferencias en los sustratos celulares pueden conducir a una
disposicion mas favorable del dominio preS1 en la superficie de las particulas derivadas
de HEK, mejorando su reconocimiento por las células del sistema inmune respecto a
las particulas derivadas de la linea recombinante CHO. Ademas, se ha descripto que
existen diferencias significativas en los patrones de glicosilacion entre las proteinas
recombinantes expresadas en diferentes tipos de células de mamiferos (Croset y col.,
2012), y estas variaciones en la composicion de las proteinas podrian conducir, a su
vez, a diferencias en el reconocimiento y procesamiento, afectando la respuesta
inmune. Finalmente, posibles diferencias en la cantidad de proteina L formando parte
de las HB-VLPs, podrian influir en la respuesta frente a este epitope. Las diferencias en
el mecanismo de incorporacion de la proteina L en las células y la actividad diferencial
del promotor interno para la transcripcion del ARNm para las proteinas M y S dentro del
ORF-S, también podrian influir en la proporcién de las proteinas S/L en las HB-VLPs. Al
respecto, cabe mencionar que en las lineas recombinantes HEK, la expresion de las

proteinas S y M, se deriva principalmente de la actividad del promotor interno S2,
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mientras que la expresién de L se encuentra controlada por el promotor EF-1-a. Por su
parte, en la linea recombinante CHO, la expresion de S se encuentra bajo el control del
promotor fuerte EF-1-a, mientras que la expresion de L es promovida por el promotor
CMV. De este modo, las lineas recombinantes CHO presentarian mayor cantidad de
proteina S disponible para acomodar en las particulas, dejando menos lugar para
proteinas L, mientras que en las lineas HEK recombinantes, este fendmeno seria mas
equilibrado. Esto puede conducir a una mayor proporcion de L en las lineas
recombinantes HEK por sobre las CHO. Cabe recordar, ademas, que el dominio preS1
adopta dos topologias de membrana, una interna y una orientacion externa (Ostapchuk
y col., 1994; Bruss y col., 1994; Bruss, 2007). Diferencias en esta disposicion debido a
las condiciones de morfogénesis impuestas por las células, pueden influir en la mayor
inmunogenicidad observada frente a este epitope en particulas derivadas de la linea
recombinante HEK.

La importancia del dominio preS1 (responsable de la infectividad) para la
obtencién de anticuerpos neutralizantes, ha sido destacada en estudios previos (Bremer
y col., 2011, Cornelius y col., 2016). El dominio preS1 tiene, ademas, la ventaja de
poseer una variabilidad reducida, en cuya region no se han informado mutaciones. A su
vez, los epitopes preS1 se localizan mayoritariamente en la superficie de los viriones, a
diferencia de los del dominio S que también se encuentran en la superficie de particulas
subvirales y que distraen el sistema inmunolégico, lo cual es importante en el caso del
desarrollo de una vacuna terapéutica. Por lo que la inclusién del dominio preS1 en la
formulacién vacunal, supone una alternativa atractiva tanto para dar respuesta a
personas que no responden a la vacuna tradicional, como asi también, desde un punto

de vista tecnoldgico para el desarrollo de vacunas novedosas.

La eleccion de una célula huésped para la expresion de una vacuna recombinante
depende de la seguridad, la eficacia, el potencial de escalado y la rentabilidad. Las
levaduras han sido un buen sistema de expresion para la produccién de vacunas contra
el HBV durante muchos afios. Sin embargo, este sistema de expresion presenta una
serie de inconvenientes, incluido el hecho de que las HB-VLPs no se forman dentro de
las células de levadura durante el cultivo, sino que se ensamblan gradualmente durante
las diferentes etapas de downstream (Zahid y col., 2015), lo que demanda varios pasos
adicionales para la purificacion de las particulas. Ademas, este huésped es incapaz de
producir las mismas modificaciones post-traduccionales y el plegamiento de proteinas
que se observan en los hepatocitos humanos infectados, propiedades que son
importantes para inducir una inmunogenicidad superior. Por el contrario, las HB-VLPs

recombinantes derivadas de células de mamiferos, pueden purificarse facilmente a
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partir de sobrenadantes de cultivos celulares. Ademas, la composicion proteica y el
patrén de glicosilacion de estas HB-VLPs, se asemejan al encontrado en las particulas
subvirales naturales y contienen todos los epitopes antigénicos de la envoltura del HBV
(Kushnir y col., 2012). En este trabajo, se utilizaron las lineas celulares establecidas
CHO-K1 y HEK293 como plataforma celular, ya que son las mas ampliamente utilizadas
para la produccion de vacunas de hepatitis B y VLPs, respectivamente. Como se
menciond anteriormente, ambos tipos celulares fueron capaces de sostener la sintesis
y secrecion de HB-VLPs al sobrenadante de cultivo, por lo que representan buenos
sustratos para el desarrollo del candidato vacunal.

Aunque los sistemas de cultivo batch y fed-batch son los preferidos en la industria
para la produccion de bioterapéuticos, las estrategias de cultivo continuo han
demostrado tener una serie de ventajas, que incluyen la reduccién de costos, el
incremento de la productividad y la mejora en la calidad del producto (Bielser et al.,
2018). Los cultivos continuos se han explorado principalmente en la produccién de
proteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales, sin embargo, la aplicacién de
tecnologias de perfusién en la produccién de vectores virales y procesos de produccion
de vacunas, han ganado interés en los ultimos afos (Gutiérrez-Granados, 2018b). En
particular, se ha demostrado que el desarrollo de lineas celulares de mamiferos estables
productoras de particulas pseudovirales, son sustratos adecuados para la produccion
de candidatos vacunales para la rabia, el Zika, el virus de la encefalitis japonesa, la
influenza, el hantavirus y otros (Liy col., 2010; Wu y col., 2010; Hua y col., 2014; Fontana
y col., 2014; 2015; Alvim y col., 2019). Ademas, debido a que una plataforma de
produccion basada en células de mamiferos tiene costos mas elevados respecto a otros
sistemas de produccion, las estrategias de intensificacion que permiten aumentar las
densidades celulares y mantener elevadas productividades, han tomado gran
preponderancia. En este contexto, los cultivos continuos juegan un papel central para
lograr los objetivos antes mencionados. Segun nuestro conocimiento, este es el primer
trabajo donde se reporta el desarrollo y la comparacion de células recombinantes

estables CHO-K1 y HEK293 para la produccion de HB-VLPs en modo continuo.

En conclusién, en este trabajo se desarrollaron lineas celulares de mamiferos
recombinantes estables capaces de producir y secretar continuamente HB-VLPs
compuestas por las tres proteinas de la envoltura del HBV. A su vez, las HB-VLPs
producidas en ambos tipos celulares, presentaron una morfologia y tamafio acorde a lo
esperado. Ademas, ambos tipos de particulas fueron capaces de desarrollar una
robusta respuesta inmune humoral especifica frente a la proteina S, tanto en presencia

como en ausencia de adyuvante. No se encontraron diferencias significativas en los
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Discusién de Resultados y
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titulos de anticuerpos anti-S desarrollados entre los tipos de células de mamiferos. A su
vez, fue posible demostrar como la presencia de los dominios preS1 y preS2 en las
particulas subvirales, ejercen un efecto positivo sobre el titulo de anticuerpos anti-
proteina S. Finalmente, se demostré que ambas particulas permitieron desarrollar una
respuesta inmune humoral especifica frente una regién del dominio preS1 involucrada
en la union del HBV con el hepatocito. En este sentido, las particulas derivadas de
células recombinantes HEK293, fueron capaces de desarrollar una mayor respuesta de
anticuerpos anti-preS1 en comparacion con las producidas en células recombinantes
CHO-K1, posiblemente debido a su capacidad para incorporar una mayor cantidad de
proteina L en las HB-VLPs.

Estos resultados demuestran que las lineas celulares recombinantes de
mamiferos, generadas mediante enfoques novedosos, pueden ser la base de una nueva
plataforma para la produccién de un candidato vacunal de nueva generacion para la
hepatitis B. Ventajas potenciales de este candidato vacunal por sobre la vacuna actual
(compuesta unicamente por la proteina S producida en levaduras) incluyen: brindar
proteccion a aquellas personas no respondedoras a la vacuna convencional y frente a
variantes mutantes en la proteina S del HBV, como asi también, desencadenar la
produccién de anticuerpos neutralizantes, con la posibilidad de desarrollar vacunas

esterilizantes o con aplicaciones terapéuticas.
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DESARROLLO DE UN ENSAYO DE ELISA SANDWICH Y
DE UN SUERO CAPAZ DE RECONOCER A LA
PROTEINA S EN UN ESTADO DESNATURALIZADO Y
REDUCIDO
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Desarrollo de un ensayo de ELISA sandwich especifico para la deteccion y
cuantificacion de HB-VLPs.

Obtencién de un suero hiper inmune de conejo anti-proteina S.

Con el objetivo de desarrollar un ensayo de ELISA sandwich que permita la
deteccion, identificacion y cuantificacion de las particulas subvirales recombinantes, se
llevé a cabo un plan de inmunizacién de un conejo para obtener anticuerpos policlonales
(pAb) anti-proteina S. Como se mencioné en la seccion de Materiales y Métodos, para
esto, se llevo a cabo un plan de inmunizacion especifico. A partir de este procedimiento,

fue posible obtener un suero con un titulo de 1:900.000 (Figura 64).

1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 0,001 0,01
45 T —Tr M —— T ——rrrm—r—rrrm—r—rrrrm 4.5
4,0 44,0
) /.,.l ’
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35 / 435
4 | 4
yd
3,0 - / 430
) - )

25 / 425
2,0- / 1 20
1;5—- / i 15
1;0—- /l - 1,0
0,5- Ve 1 05

. Cut-off |
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0,0 +——rrrr—r—rr ] 0,0

1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 0,001 0,01
Diluciones

Figura 64. Titulacion del pAb anti-S mediante ELISA especifico indirecto. Se
represento la respuesta del ensayo, medida como la absorbancia a A = 492 nm, en
funcion del logaritmo de la dilucion. El valor del cut-off se defini6 como la
absorbancia promedio del control negativo (suero basal) mas tres desviaciones
estandar.

1.3.2. Purificaciéon de inmunoglobulinas por cromatografia de afinidad a proteina
A.

Posteriormente, y con el objetivo de obtener un pAb conjugado a biotina, se llevd
a cabo una purificaciéon de Igs por cromatografia de afinidad a proteina A. La Figura 65
muestra el cromatograma obtenido durante la purificacién del anticuerpo, la cual fue

monitoreada por espectrofotometria A = 280 nm.
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Figura 65. Purificacion del Igs, a partir pAb anti-proteina S, por cromatografia
de afinidad a proteina A. En el cromatograma se representan las sefiales de
absorbancia a A = 280 nm (azul), absorbancia a A = 254 nm y pH (gris), en funcion
del volumen de elucion. Se indican, ademas, las etapas de siembra, lavado y
elucion.

1.3.3. Conjugacion del pAb anti-proteina S a biotina.

Finalmente, una fraccion del pAb purificado se dializé contra solucion tampoén
citrico/citrato 0,1 M pH 8,8 y se conjugo a biotina. Para medir la eficiencia de conjugacion
y determinar el titulo final, se realiz6 un ELISA especifico indirecto. El titulo del pAb
conjugado se determind como la dilucién correspondiente a dos veces la absorbancia
del blanco. Se obtuvo un titulo de 1:12.000 para el pAb anti-S biotinilado (Figura 66).
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Figura 66. Titulacion del pAb anti-S biotinilado mediante ELISA especifico
indirecto. Se represento la respuesta del ensayo, medida como la absorbancia a A
=492 nm, en funcion del logaritmo de la dilucién. Se obtuvo un titulo de 1:12.000.
El valor del cut-off se defini6 como el promedio del control negativo (suero basal)
mas tres desviaciones estandar.

Finalmente, se evaluaron y optimizaron cada una de las variables de un ELISA

sandwich, utilizando el suero policlonal en el paso de captura y las Igs especificas

biotiniladas en la etapa de deteccion, posterior a la incubacion de las muestras.

Finalmente, el revelado se realiza por incubacion con estreptavidina conjugada con la

enzima peroxidasa, que cataliza la transformacion de un sustrato incoloro en una

sustancia coloreada. Luego de diferentes pruebas, las condiciones de ensayo que

permitieron obtener la mayor sensibilidad con la menor sefal inespecifica, utilizando la

menor cantidad posible de los anticuerpos, fueron: una dilucién de 1:2000 para el suero

de conejo sin purificar (anticuerpos de captura) y una dilucién de 1:6000 de los pAbs

biotinilados. En la Figura 67 se puede observar el resultado obtenido para la deteccién

del HBsAg recombinante, desorbido de la vacuna comercial.

193



Anexo |

1E-4 0,001 1.0 01 |

40 e e o i

164 — B — Antigeno 5 (vacuna comercial) .

10 - .

Abs 492 nm
=

10 4 o 1

Diluciones

Figura 67. ELISA sandwich especifico para la deteccion de la proteina S.
Durante el paso de sensibilizacion, placas de 96 pozos son incubadas con una
dilucion 1:2000 del suero de conejo anti-S. Luego de los pasos de bloqueo y lavado,
se adicionan las muestras a evaluar. Posteriormente, se adicionan 100 pl/pozo de
una dilucién 1:6000 de los anticuerpos purificados biotinilados y finalmente, una
dilucion 1:2000 del conjugado estreptavidina/HRP. En esta figura se representa el
resultado obtenido durante la deteccion del antigeno S desorbido de una vacuna
comercial para hepatitis B.

De esta forma, se desarrollé una herramienta analitica que fue empleada en las
diferentes etapas de la caracterizacion de las lineas recombinantes producidas, ya sea
para la deteccién, como asi también, para la cuantificacion de particulas subvirales

recombinantes.
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Desarrollo de suero capaz de reconocer a la proteina S en un estado
desnaturalizado.

Como se menciond anteriormente, el principal componente de las particulas
subvirales del HBV es la proteina S. Esta proteina contiene, a su vez, el sitio antigénico
denominado determinante a, hacia donde es dirigida principalmente la respuesta
inmune humoral, y por lo tanto, la regién para la que los anticuerpos desarrollados
presentan especificidad. Este determinante a, consiste de una region estabilizada por
numeros enlaces disulfuro, que le otorgan una estructura definida y ordenada. De este
modo, los anticuerpos desarrollados frente a esta region reconocen esta conformacion
particular. Cuando la proteina S es sometida a las condiciones desnaturalizantes y
reductoras de un ensayo como el SDS-PAGE seguido de una inmunodeteccion, la
proteina sufre un cambio conformacional debido a la perdida de los enlaces disulfuro
que estabilizan su estructura, por lo que los anticuerpos desarrollados frente a esta
region pierden la capacidad de reconocimiento y unién. De esta manera, para llevar
adelante este tipo de ensayo, es necesario contar con anticuerpos capaces de
reconocer un epitope lineal de la proteina S, es decir, una variante desestabilizada que
haya perdido la conformacion otorgada por los enlaces de disulfuro. Por esta razén, con
el objetivo de contar con una herramienta analitica que nos permita caracterizar las HB-
VLPs recombinantes mediante ensayos de inmunodeteccion en condiciones reductoras,
se desarrollé un suero de conejo capaz de reconocer a la proteina S en su estado
desnaturalizado. Para esto, se llevé a cabo un plan de inmunizacién de un conejo,
empleando un antigeno S (derivado de la vacuna comercial producida en levaduras)
que fue sometido a un procedimiento de desnaturalizacion y reduccion mediante una
combinacion de un tratamiento con B-mercaptoetanol y un proceso de hervor. De esta
forma, esta version del antigeno S donde los enlaces disulfuros fueron desestabilizados,
fue utilizada para inmunizar un conejo y de esta forma, obtener un suero capaz de
reconocer epitopes lineales de esta proteina. Luego de 3 dosis, empleando adyuvante
completo (para la primera dosis) e incompleto de Freund’s para las dosis 2 y 3, se
obtuvo un suero de conejo cuyo titulo de anticuerpos se evalu6 mediante ELISA
especifico indirecto. Para esto, se empled la version desnaturalizada y reducida del
antigeno S para sensibilizar las placas de ELISA. Como se puede observar en la Figura
68, fue posible obtener un suero capaz de reconocer a una versioén desnaturalizada y
reducida de la proteina S, idoneo para su empleo en ensayos de inmunodeteccién en

condiciones desnaturalizantes. El suero obtenido presenté un titulo de 1:100.000.
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Figura 68. Titulacion del pAb anti-S (desnaturalizada y reducida) mediante
ELISA especifico indirecto. Se represento la respuesta del ensayo, medida como
la absorbancia a A = 492 nm, en funcion del logaritmo de la dilucion. Se obtuvo un
titulo de 1:100.000. El valor del cut-off se defini6 como el promedio del control
negativo (suero basal) mas tres desviaciones estandar.
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IMAGENES DE MICROSCOPIA CONFOCAL
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LINEA LCHO-HB S/M/L

Anticuerpo primario: mAb anti-proteina S (sc-53299).
Anticuerpo secundario: anti-mouse AlexaFluor 488.

Nucleos tefiidos con To-Pro-3 (Thermo) (color asignado: rojo).

Se observa la superposicion de los planos fluorescentes con el campo

brillante.
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LINEA LCHO-HB S/M/L

Anticuerpo primario: mAb anti-proteina S (sc-53299).
Anticuerpo secundario: anti-mouse AlexaFluor 488.

Nucleos tefiidos con To-Pro-3 (Thermo) (color asignado: rojo).

Se observa la superposicidon de los planos fluorescentes con el campo

brillante.
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LINEA LCHO-HB S/M/L
Anticuerpo primario: mAb anti-proteina S (sc-53299).

Anticuerpo secundario: anti-mouse AlexaFluor 488.

Nucleos tefiidos con To-Pro-3 (Thermo) (color asignado: rojo).
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LINEA LCHO-HB S/M/L
Anticuerpo primario: mAb anti-proteina S (sc-53299).

Anticuerpo secundario: anti-mouse AlexaFluor 488.

Nucleos tefiidos con To-Pro-3 (Thermo) (color asignado: azul).
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DETECCION DEL HBsAg EN LAS PARTICULAS
RECOMBINANTES MEDIANTE UN KIT DE ELISA
COMERCIAL
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Ademas del ensayo de ELISA sandwich desarrollado en este trabajo, se empled
un kit comercial (Hepatitis B ELISA, Wiener Lab), el cual permite la deteccion de la
proteina S. En este ensayo inmunoenzimatico, los pocillos de la policubeta estan
recubiertos con anticuerpos de cobayo anti-S que actia como anticuerpo de captura. La
muestra se incuba en uno de los pocillos, la cual, si contiene el antigeno S, formara un
complejo con el anticuerpo de captura. El material no unido se elimina mediante lavados.
En el siguiente paso se agrega el anticuerpo de cabra anti-S conjugado a peroxidasa,
que se unira a los complejos anticuerpo-antigeno formado previamente. El conjugado
no unido se remueve mediante lavados. Posteriormente, se agrega una solucién
tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno. Frente a la presencia del antigeno de S en
la muestra, se desarrolla color celeste que vira al amarillo cuando se detiene la reaccion

con acido sulfurico. El ensayo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

REACTIVOS:

- Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con 96 pocillos recubiertos
con anticuerpo de cobayo anti-HBs.

- Conjugado Concentrado: anticuerpo de cabra anti-HBs conjugado con peroxidasa
(51x). Color rojo.

- Diluyente de Conjugado: buffer tris conteniendo proteinas y conservantes.

- TMB: solucion de tetrametilbencidina (TMB) 36 mM en dimetilsulfoxido (DMSO) (100x).
- Diluyente de TMB: buffer citrato 40 mM y peréxido de hidrégeno 1,27 mM, pH 4,3.
- Stopper: acido sulfurico 2 N.

- Buffer de Lavado Concentrado: buffer salino con tensioactivo (25x). Color verde.

- Control Positivo: suero que contiene HBsAg inactivado y conservantes. Color
naranja.

- Control Negativo: suero con conservantes. Color amarillo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

- Buffer de Lavado: Para la obtencion del buffer de lavado listo para usar (1x),
diluir una parte de Buffer de Lavado Concentrado (25x) con 24 partes de agua
desionizada. Ej.: 20 ml con 480 ml para una policubeta.

- Conjugado: para la obtencién del conjugado listo para usar (1x), diluir 1 parte
de Conjugado Concentrado + 50 partes de Diluyente de Conjugado.

- Revelador: para la obtencion del revelador listo para usar (1x), diluir 1 parte de
TMB (100x) + 100 partes de Diluyente de TMB.

- Stopper, Control Positivo y Control Negativo: listos para usar.

- Procedimiento:
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Llevar a temperatura ambiente los reactivos y las muestras antes de iniciar

la prueba.

2-  Preparar el volumen necesario de Buffer de Lavado (1x) a partir del Buffer
de lavado concentrado (25X), en agua desionizada.

3- Colocar en el soporte de tiras, el numero de pocillos requeridos para la
cantidad de determinaciones a realizar, incluyendo 2 pocillos para el Control
Positivo (suero que contiene HBsAg inactivado y conservantes) y 3 para el
Control Negativo (suero con conservantes).

4-  Dispensar la muestra y los controles segun el siguiente esquema:

MUESTRA CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO
CONTROL POSITIVO - 100 pl -
CONTROL - - 100 pl
NEGATIVO
MUESTRA 100 pl - -

5- Para evitar la evaporacion, cubrir la placa con las laminas adhesivas
provistas, e incubar 60 min a 37°C. En forma paralela, preparar el Conjugado.

6- Después de la incubacion, eliminar por completo el liquido de cada pocillo.
Lavar 5 veces con 350 pl solucién de lavado.

7-  Agregar 100 pl del Conjugado en todos los pocillos. Incubar 30 min a 37°C.
En forma paralela, preparar el Revelador.

8-  Repetir el paso 6.

9-  Agregar 100 pl del Revelador en todos los pocillos. Incubar 30 min a
temperatura ambiente, al resguardo de la luz.

10- Agregar 100 pl de Stopper. A los 5 minutos leer absorbancia en

espectrofotdmetro en forma bicromatica a 450/620-650 nm, o

monocromatica a 450 nm.

La presencia o ausencia de antigeno HBsAg se determina relacionando la

absorbancia de la muestra respecto al valor del Cut-off.

Cut-off= CN + 0,060

CN: promedio de las absorbancias del Control Negativo.

Muestras No Reactivas: se consideran aquellas con absorbancias menores al cut-off.

Muestras Reactivas: se consideran aquellas con absorbancias mayores o iguales al

cut-off.
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Por lo tanto, este kit permite la deteccion de la presencia de la proteina S del
HBV formando parte de particulas subvirales, pero no es adecuado para Ssu
cuantificacion. En este trabajo fue utilizado para confirmar la secreciéon de HB-VLPs por

parte de las lineas recombinantes.

Condiciones de validez del ensayo

1- PROMEDIO DE LAS TRES MEDICIONES DEL CONTROL NEGATIVO
MENOR A 0,050.
VALOR OBTENIDO: 0,0207

2- PROMEDIO DE LOS CONTROLES POSITIVOS MAYOR A 1.
VALOR OBTENIDO: 2,6625
|

3- DIFERENCIA ENTRE EL PROMEDIO DEL CONTROL POSITIVO Y EL
PROMEDIO DEL CONTROL NEGATIVO MAYOR A 0,950.
VALOR OBTENIDO: 2,6418

|

4- Cut-off. PROMEDIO CONTROL NEGATIVO + 0,060.
Cut-off OBTENIDO: 0,087

Como se observa en la Figura 69, el kit comercial fue capaz de detectar la
presencia de la proteina S formando parte de las particulas subvirales producidas por
las diferentes lineas celulares recombinantes. A su vez, todos los controles (positivo y
negativo) provistos por el kit resultaron los adecuados.

De esta manera, se corrobora la identidad de las HB-VLPs producidas por las

lineas celulares estables recombinantes desarrolladas en este trabajo.
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Figura 69. Evaluacion de la presencia de particulas subvirales recombinantes
mediante un kit comercial. Se empleo el kit Hepatitis B ELISA (Wiener Lab),
basado en un ELISA sandwich, para determinar la presencia de la proteina S
formando parte de particulas subvirales obtenidas de sobrenadantes de cultivos de
las lineas celulares recombinantes.
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MICROSCOPIAS DE FLUORESCENCIA
EMPLEANDO LOS SUEROS DE RATONES
INMUNIZADOS CON HB-VLPs
Evaluacion de la funcionalidad de los sueros de ratones

para reconocer proteinas recombinantes del HBV
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Con el objetivo de determinar la funcionalidad los anticuerpos desarrollados, se
evaluo la capacidad de los sueros de ratones inmunizados con HB-VLPs de reconocer
las proteinas recombinantes producidas por el otro tipo celular. Es decir, se empleé el
suero de ratén desarrollado mediante inmunizaciones con particulas producidas por
lineas recombinantes CHO (LCHO-HB S) para detectar a la proteina S producida en
linea recombinante LHEK-HB S, y viceversa. El ensayo se llevé a cabo de esta forma
para evitar el reconocimiento inespecifico de proteinas propias de cada linea celular
para las cuales se pueden haber desarrollado anticuerpos. Como se observa en la
Figura 70, en ambos casos, los sueros fueron capaces de reconocer a la proteina S
producida por el otro tipo celular, permitiendo determinar la funcionalidad de los
anticuerpos desarrollados a partir de las particulas subvirales recombinantes. De esta
forma, se confirma la correcta conformacion de las particulas producidas por las lineas
recombinantes, ya que sueros de ratones inmunizados reconocen a la proteina S

recombinante no relacionadas sintetizadas en diferentes sustratos celulares.
A B
C D
Figura 70. Evaluacion mediante microscopia de fluorescencia de Ila
funcionalidad de los sueros de ratones inmunizados con HB-VLPs. A) linea
LHEK-HB S empleando como anticuerpo primario suero de ratén desarrollado a
partir de HB-VLPs producidas en LCHO-HB S. B) linea LCHO-HB S empleando
como anticuerpo primario suero de ratén desarrollado a partir de HB-VLPs
producidas en LHEK-HB S. C) linea HEK293 wild type, empleando como anticuerpo
primario suero de raton desarrollado a partir de HB-VLPs producidas en LCHO-HB
S. D) linea CHO-K1 wild type empleando como anticuerpo primario suero de ratén

desarrollado a partir de HB-VLPs producidas en LHEK-HB S. En ambos casos se
empled un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado al fluoréforo AlexaFluord88.
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RECOMBINANTES AL CULTIVO EN
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La adaptacion al cultivo en suspension en medios de cultivo libres de SFB de las
lineas celulares recombinantes, se realizé con dos objetivos principales. Por un lado, la
posibilidad de cultivar las células sin la necesidad de anclaje a un sustrato permite llevar
a cabo cultivos en gran escala, utilizando modos de produccion continua durante largos
tiempos, logrando alcanzar elevadas densidades celulares y, por lo tanto, mayores
productividades. Por otro lado, el uso de SFB como suplemento de los medios de cultivo
presenta ciertas desventajas. En este sentido, aumenta la posibilidad de contaminacién
con agentes adventicios como priones, virus y micoplasmas. A su vez, el SFB
representa el componente de mayor precio dentro de la formulacion de los medios de
cultivos para células animales, por lo que la posibilidad de reemplazarlo es de gran
interés econdmico en el desarrollo de un bioproceso. Finalmente, las entidades
regulatorias encargadas de la evaluacién y aprobacion de nuevos productos
biofarmacéuticos recomiendan altamente el reemplazo de los medios que contienen
SFB, por formulaciones libres de todo componente de origen animal.

Para el caso de la linea celular LHEK-HB S/M/L, se llevé a cabo una adaptacion
directa del medio de cultivo conteniendo SFB, al medio libre de suero. En este caso, el
cultivo se adapté al medio comercial EXCELL293 (SAFC Biosciences Inc.),
especificamente desarrollado para el crecimiento de células HEK293 en suspension y
utilizado previamente en cultivos de células HEK293 productoras de VLPs (Mandell y
col., 2010; Cerveray col., 2013; Fontana, 2014b). Por su parte, la linea LCHO-HB S/M/L,
se adapté al cultivo en el medio EXCELL302, desarrollado de acuerdo con los
requerimientos de las células CHO para el crecimiento en suspension. Para este caso,
se aplicd un protocolo de adaptacion gradual, donde la proporcion de SFM se
aumentando progresivamente, al tiempo que se disminuia la cantidad de SFB.

Para lograr la adaptacion de la linea LCHO-HB S/M/L, se partié de un cultivo en
condicién de adherencia (medio DMEM/Ham's-F12 5% SFB). Una vez que el cultivo
alcanzé su fase de crecimiento exponencial de crecimiento (densidad celular de
aproximadamente 9 x 10° cél.ml"), se realizé un subcultivo a una densidad celular de
6 x 10° cél.ml”", utilizando una mezcla del medio para adherencia y medio EXCELL302,
en una proporcién de 50:50, suplementado con 2,5% de SFB. El cultivo se mantuvo en
esta condicion hasta observar que las células (que inicialmente disminuyeron su
densidad celular para luego mantenerse constantes durante unos dias) recuperaron su
capacidad de duplicacion. Una vez que se considerd que las células se encontraban
adaptadas a la condicion de cultivo mencionada, se reiterd el procedimiento, empleando
sucesivas proporciones de medio de cultivo para adherencia y medio EXCELL302 (en
todos los casos se disminuia la proporcion del medio para adherencia y se aumento la

de EXCELL302, disminuyendo también la concentracion de SFB). En todos los casos,
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el comportamiento celular observado fue similar en todas las condiciones, observandose
una pequefia fase lag los primeros dias de cultivo, seguido de una recuperacion de la
capacidad de crecimiento en los dias subsiguientes. Finalmente, se realizaron sucesivos
subcultivos en 100% de medio EXCELL302, sin el agregado de SFB, de manera de
alcanzar la adaptacion definitiva de la linea al medio libre de SFB. Luego de varios dias,
el cultivo presentd células creciendo de forma individual sin presencia de agregados
celulares, como se observa en la Figura 71-A, por lo que se considerd que la linea se
encontraba adaptada al crecimiento en suspensiéon en SFM. La linea finalmente
obtenida se denomin6 sLCHO-HB S/M/L. Cabe mencionar que a partir de la condicion
25% de medio para adherencia y 75% de medio EXCELL302, los cultivos fueron
sometidos a agitacién orbital a 160 rpm.

Por su parte, cultivos adherentes en crecimiento exponencial de la linea LHEK-
HB S/M/L en medio DMEM suplementado con 10% de SFB, fueron subcultivados a una
densidad celular de 5x10° cél.ml™!, en medio DMEM suplementado con 5% de SFB. Las
células continuaron con su habitual ritmo de crecimiento, y luego de otro subcultivo en
medio DMEM con 5% de SFB, el siguiente subcultivo se realiz6 directamente en medio
EXCELL293. En este momento, las células mostraron inicialmente una disminucién en
la densidad celular, que se extendié durante 3 dias. Posteriormente, las células
comenzaron a recuperarse y se observaron valores de densidad celular relativamente
constantes durante unos 5 dias. Durante este periodo, se pudo detectar la presencia de
pequefios agregados celulares. Luego de aproximadamente 15 dias de cultivo (donde
se realizaban cambios de medio de cultivo agotado por medio fresco) las células HEK
comenzaron a mostrar signos de recuperacibn y a duplicarse nuevamente,
observandose una fase de crecimiento aproximadamente exponencial. En este
momento, las células retomaron su normal crecimiento, alcanzandose viabilidades de
aproximadamente 95%. El cultivo presenté células creciendo de forma individual sin
presencia de agregados celulares, como se observa en la Figura 71-B, por lo que se
considerd que la linea se encontraba adaptada al crecimiento en suspension en SFM

(en agitacion). La linea obtenida se re-nombré sLHEK-HB S/M/L.
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Figura 71. Células recombinantes adaptadas al cultivo en suspension.
Muestras de células de la linea A) sLCHO-HB S/M/L y B) sLHEK-HB S/M/L
observadas al microscopio luego de finalizado el proceso de adaptacion al
crecimiento en suspension en medios de cultivo libres de suero fetal bovino. Como
se observa, las células crecen en forma individual, sin la formacién de agregados
celulares.

En la Figura 72 se observa el tiempo total de adaptacion de cada linea celular y el

numero de pasajes transcurridos durante todo el proceso de adaptacion. Para el caso

de la linea recombinante HEK, el tiempo total de adaptacion fue de 25 dias, mientras

que para las células recombinantes CHO, fue de 29 dias.
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Figura 72. Proceso de adaptaciéon al cultivo en suspension de las lineas
celulares recombinantes. Las flechas verdes indican el momento en el que se
realizé un cambio en la proporcion del medio de cultivo en la adaptacion de la linea
sLCHO-HB S/M/L.
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