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SINOPSIS

El virus de I'hepatitis A (HAV) s'allibera de cél-lules infectades principalment
embolcallat en membranes de la propia cel-lula, formant particules quasi
embolcallades (eHAV). Es creu que la biogénesis d’eHAV podria utilitzar les vies
propies que la cel-lula utilitza per a la biogénesis dels exosomes cel-lulars. Les
proteines RAB GTPases tenen un paper clau en l'alliberament d'exosomes
mediat per syndecan-ALIX. En aquest treball, hem estudiat el patré d'expressié
de diversos gens RAB que codifiquen proteines que poden estar implicades en
l'alliberament d'exosomes a la linia cel-lular Huh7-Al derivada d'hepatocits. El
patré d'expressié genic no ha diferit significativament entre els hepatocits no
polaritzats i els polaritzats, mostrant una expressié més alta de RAB11A4, seguit
de RAB35 i RAB7A. Per avaluar com la replicacié viral afecta I'expressi6 génica,
s’han utilitzat dues soques d’HAV diferents en la seva capacitat de replicacio: la
soca HM175 (L0) ila de replicacié rapida HM175-HP (HP). Independentment de
I'estat de polaritzacio, 1'expressié de RAB7A i RAB35 ha augmentat després de
la infecci6, sobretot amb HP. La microscopia confocal ens ha permeés identificar
una co-localitzacié clara entre les capsides d'HP i RAB35. Al contrari, les
capsides LO co-localitzen preferentment amb RAB7A. Aquests resultats
suggereixen que s’utilitzen preferentment RAB35 i RAB7A per a la sortida
d'eHAV a les cel-lules infectades amb HP i LO, respectivament. En I’estudi amb
cél-lules polaritzades, RAB7A, RAB11A i RAB35 han co-localitzat amb
marcadors tant de la membrana basolateral com apical i curiosament, RAB35
preferentment a la membrana basolateral. Amb els resultats obtinguts, la nostra
hipotesi planteja que RAB35 estaria implicat en la via de transit que es produeix
a la membrana basolateral, la qual cosa ajudar a explicar I'alliberament més
eficient de la poblacié HP respecte la poblaci6 LO a través d'aquesta membrana.
Per altra banda, tenint en compte la lenta replicacié que presenten la majoria de
soques d’'HAV en diferents cultius cel-lulars i per tant, la baixa producci6
d’antigen necessari per una vacuna, el nostre objectiu és avaluar el potencial de
la poblacié HP com a candidata vacunal. El nostre estudi ha permes demostrar
que la poblacié HP mostra uns nivells de replicacié més elevats i és més rapida
que la parental LO en cél-lules MRC-5, Vero i FRhK-4. Per tant, la poblacié HP
seria una bona candidata per produir una vacuna inactivada més barata i
assequible. No obstant, un altre inconvenient present en la produccié de vacunes
és la falta d’adjuvants segurs i eficacos per immunopotenciar la resposta. Per



aquest motiu, s’ha estudiat la immunogenicitat de les particules del virus nues
(HAV) i les particules del virus quasi-embolcallades (eHAV) en preséncia o
absencia d’adjuvant en dos models animals diferents, ratolins i porcs. Els
resultats demostren que els quasi-embolcalls serien una bona estrategia per
potenciar la resposta immune de ratolins i porcs. Concretament, la nostra
proposta vacunal utilitzant la soca de replicaci6 rapida HP i les particules quasi-
embolcallades seria bona per implementar noves estrategies vacunals per 'HAV
que abaratirien els costos de produccié. A més, I'ds de I'adjuvant CAF01,
juntament amb les particules quasi-embolcallades, aporta resultats molt
prometedors, on s’ha observat una resposta accentuada de Th1.
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1.1 Breu historia de I’hepatitis A

L'hepatitis A és una malaltia que ha preocupat a la humanitat des de que els
humans van comencar a viure en grups prou grans com per mantenir la
transmissié de 'agent infecciés. Les primeres referencies registrades d’ictericia
epidémica, el que avui es coneix com a hepatitis A, daten de I'época d'Hipocrates
(segle V aC), tal i com menciona a la seva descripcié6 al "De internis
affectionibus'. Segons detalla, la ictericia epidemica a la regié mediterrania era
ben coneguda en aquella epoca. Tot i aixi, no va ser fins molts segles després
quan la primera evidéncia fiable d'ictericia epidémica va ser descrita per
Cleghorn a Menorca el 1745, perd sense una caracteritzacio satisfactoria de

I'etiologia de la malaltia [1, 2].

El 1931 Findlay, Dunlop i Brown van atribuir 1'etiologia de la ictericia
epidémica a un virus que només és patogen per a l'home [3]. No obstant, la
naturalesa infecciosa de la malaltia es va identificar diversos anys més tard
mitjancant estudis experimentals sobre infeccions humanes amb voluntaris
durant la Segona Guerra Mundial. Aquests experiments van fer una clara
distinci6 entre I'hepatitis infecciosa i la ictericia serica homologa, entre les quals
no hi havia immunitat creuada, ja que es podien transmetre a un mateix pacient.
Aix0 va demostrar que ambdés tipus d’hepatitis tenien una etiologia diferent [4].
El 1947 MacCallum va classificar aquestes dues formes d'hepatitis transmissible

com a hepatitis A (hepatitis infecciosa) i hepatitis B (hepatitis sérica) [5].

El virus causant va ser identificat gairebé 30 anys més tard per Feinstone i
col-laboradors l'any 1973. Es van examinar mostres de femta de pacients
infectats sota el microscopi electronic i es van trobar petites particules

semblants a virus d'aproximadament 27 nm de diametre. Les troballes van
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demostrar que aquestes particules corresponien als virions del virus de
I'hepatitis A (HAV) sense embolcall. Aquestes dades van accelerar el diagnostic
i els estudis de caracteristiques generals del virus de I'hepatitis A [6]. Molts
estudis han sigut realitzats utilitzant una soca australiana del virus de I'hepatitis
A, HM175, que es va aillar d'un brot que va tenir lloc a Melbourne, Australia,
I'any 1976 [7]. Posteriorment, va ser adaptada a replicar en cultiu cel-lular i va
ser ampliament utilitzada per estudiar les propietats de l'estructura i
'estrategia replicativa del virus. Més recentment, s’ha aconseguit un fenotip
atenuat del virus gracies a una serie de canvis que resulten de replicar el virus

en multiples passatges en cultiu cel-lular [8], [9].

1.2 El virus de I’hepatitis A

El virus de I'hepatitis A inicialment s’havia classificat com a Enterovirus 72
dins de la familia Picornaviridae [10], pero degut a les caracteristiques que el
diferencien de la resta de picornavirus posteriorment es va classificar dins d'un

nou genere, Hepatovirus, del qual n’és I'inic representant [11].

Fins fa poc, 'HAV s’havia considerat un virus no embolcallat, pero
recentment també s’ha descrit que el virus surt de la cel-lula embolcallat en
membranes de la propia cel-lula, protegint els virions front a la neutralitzaci6
per anticossos. Aquestes membranes no contenen glicoproteines codificades pel
virus i per aixo se les anomena particules quasi-embolcallades (eHAV) [12], [13]
Gracies a aquest doble fenotip, per una banda, el virus en femta es troba en la
forma nua que és més estable a pH baix, calor i dessecacio, fent que el virus sigui
més resistent a 'ambient. Per I'altra banda, en la sang dels individus infectats el

virus es troba quasi-embolcallat aprofitant 'avantatge que li confereixen
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aquestes membranes front als anticossos neutralitzants. D’aquesta manera

aquest fenotip dual li facilita una millor propagacio6 dins i entre els hostes [13].

1.3 Composicio i organitzacio genomica

El genoma de I'HAV consisteix en un RNA monocatenari de polaritat
positiva de 7,5 kb de longitud (Figura 1). A diferéncia d’altres virus de RNA, la
familia Picornaviridae no conté cap en el seu extrem 5', sind que esta lligat
covalentment a una proteina viral, VPg, codificada a la regié 3B. El RNA té una
regio 5’ no codificant (5'NCR), on s’hi troba el lloc d'entrada intern del ribosoma
(IRES), seguit d’'un Unic marc de lectura obert (ORF) que codifica una
poliproteina d'uns 250 kDa i una regi6 3’ no codificant (3'NCR) amb una cua
poli(A). L'IRES recluta les subunitats ribosomals per iniciar la traduccié [14],
[15], pero la seva estructura en 'HAV és molt diferent a la dels altres membres
de la familia Picornaviridae i condueix a una traduccié altament ineficient. De
fet, difereix tant de la resta que és I'inic membre del grup III en la classificacid

d’'IRES dels picornavirus [16], [17].

En laregid codificant s’identifiquen tres regions anomenades P1, P2 i P3. La
primera conté la informacié per produir les proteines de la capsida, VP1, VP2,
VP3iVP4. P2 i P3 codifiquen per a proteines no estructurals que s6n essencials
per a la sintesi de RNA i I'assemblatge del virus: 2B, 2C, 34, 3B (també conegut
com a VPg), 3Cpro (proteasa) i 3Dpol (RNA polimerasa RNA depenent) [18].
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Figura 1. Organitzacié genomica i processament proteolitic de la poliproteina de I’'HAV. El
genoma de 'HAV consisteix en un RNA monocatenari de polaritat positiva que conté un inic marc
obert de lectura i codifica per una tnica poliproteina. Es mostra la regi6 5’ no codificant (5'NCR)
que inclou I'IRES (Internal Ribosome Entry Site), els tres segments principals (P1, P21 P3) ilaregié
no codificant a 3’ (3’NCR) que conté una cua de poli-A. El processament de la proteina dona lloc a
multiples intermediaris de processament. La cinética no es coneix amb detall, perd sembla que la
majoria dels esdeveniments d’escissi6 estan mediats per la proteasa 3Cpro, a excepci6 de dos talls
que estan mediats per dues proteases cel-lulars desconegudes. Una d’elles produeix el tall entre
VP4 i VP2 (simbol estrella groga), la qual és activada per 'empaquetament del genoma; l'altra
escindeix pX de la capsida (simbol triangle groc) després de la pérdua de la membrana del virié
quasi-embolcallat (eHAV), donant com a resultat el virié nu (HAV). Imatge creada a partir de [15],
[18], [19].
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L’estudi de l'estructura cristal-lografica de la proteina 2B de I'HAV, va
revelar un fragment N-terminal estructuralment molt similar al domini carboxi
de la proteina 2A d’Enterovirus. Canvis subtils en |'especificitat de la proteasa 3C
d’'un ancestre de 'HAV haurien donat lloc a I'abolicié del tall entre 2A/2Bi al seu
desplacament cap a I'extrem amino i conseqiientment, al truncament i pérdua
de funcio de la proteasa 2A, quedant-se 'HAV sense aquesta proteasa per
processar els factors de traduccio eucariota 4G (elF4G) i 4E (el4E), els quals sén
processats o degradats, respectivament, per altres picornavirus per tal d'induir
el shut-off cel-lular. Per tant, aquesta perdua de la proteasa 2A inhabilitaria el
virus per induir I'aturada de traduccié cel-lular [20], [21]. En conseqiiéncia,
I’'HAV ha de competir amb els mRNA cel-lulars per traduir el seu genoma. Per
altra banda, aquest canvi en el lloc de tall de 2A/2B donaria lloc a un domini
addicional a la proteina 2B i alhora 2A quedaria unit a la proteina VP1 i tindria

una funcié estructural.

Per intentar minimitzar els efectes d’aquesta situacié de competéncia pels
tRNAs i maquinaria traduccional, 'HAV ha adoptat un ts de codons deoptimitzat
respecte al de la cél-lula hoste: usa com a codons freqiients aquells que sén
moderament utilitzats per la cel-lula, i com a codons rars tant aquells que sén
rarament usats com els que soén abundantment usats per la cel-lula [22]. Els
codons rars usats per la cél-lula s’aparellen amb tRNAs que es troben a baixes
concentracions en el pool de tRNAs. En canvi, els codons abundants de la cél-lula
s’aparellen amb tRNAs que es troben a altes concentracions, pero donat que el
virus no és capag d’inhibir la sintesi proteica cel-lular aquests tRNAs no estaran
al’abast per la traduccié del genoma viric. Es a dir, 1'tis de codons de 'HAV és en
certa manera antagonic al de la cel-lula, de manera que el virus mai utilitza com
a freqiient un codé que la cel-lula utilitza en alta freqiiéncia sin6 que sovint
utilitza aquest tltim com a rar (Taula 1). Concretament, el virus utilitza un total

de 27 codons rars, els quals es troben repartits entre 15 aminoacids. Aquesta
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estratégia d’utilitzar amb més freqiiencia els codons que no fa servir gaire la
cel-lula pot ser un dels factors que contribueixen a la lenta replicacié i baixa
productivitat del virus i també, a la baixa variabilitat antigénica de 'HAV [22],

[23].

S’ha demostrat que 1'ds d’'un codé o un altre per un determinat aminoacid
pot modificar la velocitat de traduccié en funcié de la seva abundancia: els
codons abundants sén traduits rapidament donada l'alta concentraci6é dels
tRNAs homolegs, mentre que els codons rars sén traduits lentament per la seva
baixa concentracio [24]. Aixi, 'acumulaci6é de codons rars pot induir parades
transitories del complex traduccional mentre aquest busca el tRNA apropiat, el
qual es troba en baixes concentracions. La funci6é d’aquestes pauses és assegurar
el correcte plegament de la proteina que se sintetitza [25]. De fet, el 15% dels
residus presents a la superficie de la capsida estan codificats per codons rars i
es troben en regions altament conservades [26]. Per tant, sembla que les
parades del complex traduccional degudes a I'is de codons rars siguin les
responsables de garantir el correcte plegament de les proteines estructurals de

I'HAV [25].
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Taula 1. Us de codons relatiu de ’HAV en comparacié amb el de la cél-lula humana. Per cada
aminoacid el codé més abundant rep un valor de 100 i la resta de codons s’expressen com a

percentatge d’aquest codé més abundant. En negreta es mostren els codons que 'HAV utilitza com

arars [16].

Aminoacid Codo HAV Cél-lula humana

Arg AGA 100 100
AGG 29 Qg

CGC 3 87

cGu 3 ]

CGA 3 51

CGG 1 as

Leu (W] clel 100 32
ULUA 52 19

cuu 46 33

cuG 25 100

Ccua 9 17

cuc 7 49

Ser ucu 100 77
uca 84 o2

AGL 32 o2

ucc 28 ol

ucG 3 22

AGC 5 100

Thr ACU 100 5]
ACA a1 79

ACC 18 100

ACG 4 32

Pro CCu 100 g8
cca g9 85

CcCcC 20 100

CCG 2 35

Ala GCU 100 [5ls]
GCA 61 =]

GCC 30 100

GCG 1 26

Gly GGA 100 73
GGU 58 48

GGG 34 73
GGC 28 100

Val GuUU 100 39
GUG 45 100

GUA 18 25

GUC 13 52

Lys AAA 100 Fi=]
AAG 59 100

Asn Aall 100 88
AAC 19 100
Gln CAG 100 100
CAan 88 35

His Al 100 71
CAC 22 100

Glu GAA 100 72
GAG 77 100

Asp Gal 100 [=ls]
GAC 19 100

Tyr ual 100 79
UAC 26 100

Cys ucu 100 83
uGC 26 100

FPhe uuJu 100 85
uuc 27 100

Ile AU 100 Fi=]
AUA 32 35
AUC 15 100
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1.4 Caracteristiques i estructura de les particules viriques

La capsida madura sense embolcall d'uns 30 nm de diametre i de simetria
icosaedrica [27] esta formada per 60 copies de cadascuna de les proteines
individuals de la capsida VP1, VP2 i VP3 [28]. La unitat basica de la capsida és el
protomer amb un coeficient de sedimentacié de 5S (Figura 2A). La proteina no
processada P1pX es plega sobre si mateixa donant el protomer. En aquest punt
la proteina és processada per la proteasa 3C donant lloc a cadascuna de les
proteines de la capsida VP4-VP2 (VP0), VP3iVP1pX. El conjunt de 5 unitats d'un
protomer forma un pentamer que té un coeficient de sedimentaciéo de 14S.
Posteriorment, I'associaci6 de 12 pentamers construeix la capsida buida amb un
coeficient de sedimentaci6é de 70S. Finalment, la capsida buida incorpora el RNA
convertint-se en un virus infecciés amb un coeficient de sedimentaci6 de 125S
[29]. Aquesta particula immadura entraria al MVB donant el virus quasi-
embolcallat (veure detalls més endavant). L’escissié de VP4-VP2 produeix una
particula amb un coeficient de 144S, pero no se sap ni quan ni on té lloc (Figura
2B i C). Aquest pas genera la proteina de la capsida VP2 madura i un fragment

amino terminal més petit anomenat VP4 [27].

Els treballs recents de cristal-lografia de raigs X han demostrat que la
capsida madura de I'HAV és forga diferent a la d’altres picornavirus, com el
poliovirus o el virus de la febre aftosa. A més les particules de I'HAV, sén
notablement més resistents a la temperatura i pH acid en comparaci6é amb els
altres picornavirus [30]. La proteina VP2 presenta un plec que envaeix el
protomer vei i podria explicar la cohesivitat de la capsida. No obstant, aquest
plec el presenten també els virus picorna-like primitius que infecten insectes i
que no tenen capsides especialment estables. Per tant, aquesta estabilitat hauria

de venir determinada per altres caracteristiques de les particules de 'HAV.

10
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Figura 2. Estructura de la capsida de I’'HAV. A) Formacié de la capsida virica a partir d'un
protomer. Imatge adaptada de [31]. B) Superficie accessible de 'HAV (VP1, blau; VP2, verd; VP3,
vermell). Els diferents costats de I'icosaedre estan representats per les linies negres. C) Il-lustracié
hipotética d’un virié madur. La proteina VP1 es produeix inicialment amb una extensid C-terminal
de 8 kDa (coneguda com a pX o 2A) unica a I'HAV. L’extensié pX és escindida de la particula
completa per una proteasa de I'hoste encara desconeguda. La imatge mostra la prediccié de la
posicié de pX (en fucsia), si estigués present en els virions madurs, a la superficie del virus.
Imatges extretes de [30].

Recentment s'ha identificat diverses especies d'Hepatovirus en teixits i
excrements de ratpenats, musaranyes, ericons, diferents rosegadors i foques
[30], [32]-[34]. Les reconstruccions filogenetiques suggereixen que I'HAV podria

originar d'un ancestre que infectava un petit mamifer insectivor [33].

11
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Classicament, els virus s'han classificat com embolcallats o nus. No obstant
aixo, estudis recents amb I’'HAV, i també amb I'HEV, han revelat que tots dos
virus tenen un doble fenotip (Figura 3). Per una banda, s'eliminen a les femtes
dels individus infectats com virions nus, sense embolcall, els quals s6n més
resistents a les condicions ambientals. I, per I'altra banda, circulen per la sang
durant la infecci6 aguda com particules quasi-embolcallades amb una
membrana que els permet protegir-se front als anticossos neutralitzants de
I'hoste tot i mantenint la infectivitat [13]. Aquestes dues formes de particules,
que en el cas de 'HAV denominarem HAV i eHAV, respectivament, mostren
diferents densitats en gradients isopicnics d’iodixanol. Els virions nus (HAV)
tenen una densitat d'aproximadament 1,22 g/cm3 amb uns 27 nm de diametre,
mentre que els quasi-embolcallats (eHAV) tenen una densitatd’entrea 1,08i1,1
g/cm3 i una mida de 50-110nm. Les particules quasi-embolcallades poden
contenir més d’'una capside i sén semblants als exosomes, els quals sén petites
vesicules extracel-lulars amb un paper important en les comunicacions
intercel-lulars [12]. A més, els virions continguts en les particules quasi-
embolcallades presenten una particularitat: la proteina VP1 conserva I'extensié
pX (anomenada també 2A) a I'extrem carboxil terminal (C-terminal) (Figura 1 i
2(C). La proteina pX té un paper important en I'ensamblatge de la capsida, de la

qual s’escindeix quan la particula perd la membrana.

Figura 3. Particules del virus de 'HAV. A-D) Forma quasi-embolcallada (eHAV). E) Forma nua
(HAV). Imatges extretes de [12].

12
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L'estructura antigénica de 'HAV s'ha caracteritzat gracies a estudis de la
resisténcia a la neutralitzaci6 de mutants d'escapament a diferents anticossos
monoclonals (mAbs) i també per estudis de footprints [35]. A partir d’aquests
estudis s’ha determinat que I'HAV presenta poca variabilitat antigénica. De fet,
s’ha descrit un Unic serotip i uns pocs llocs antigénics. Existeixen tres epitops
principals en l'estructura antigenica de la capsida de I'HAV: el lloc
immunodominant (lloc d'uni6é dels mAbs K24F2 i K34C8), el lloc d'unié de la
glicoforina A (lloc d'uni6é del mAb H7C27) i I'epitop encara no definit (reconegut
pel mAb 4E7). El lloc immunodominant, definit com a tal perque s’hi uneixen la
majoria d’anticossos, inclou residus de VP3 i VP1, dels quals els residus 65, 70,
71i74deVP3iels 102,104, 105,171,176 232 de VP1 s'han identificat com a
mutants d'escapament de neutralitzacié [35], [36]. El lloc d'uni6 de la glicoforina
A també pot presentar canvis en aminoacids que van perdre una part o la
totalitat del reconeixement per part dels mAbs. Aquests canvis al lloc d’'unié de
la glicoforina A es troben als residus 221 [35], 217 [37] i 114 de la VP1 [38],
aquest dltim mutant només presenta una resistencia parcial de 'anticos. Per
I'epitop no definit no s’ha trobat cap mutant d’escapament i no es coneix la seva
localitzacié exacta [36], [39]. També, s’ha descrit un nou epitop continu a la
proteina VP3, diferent als mencionats anteriorment, utilitzant peptids sintetics
que representen parts de la seqiiéncia primaria de les proteines de la capsida
[40]. Més recentment, s’ha caracteritzat un anticds monoclonal, R10,
neutralitzant especific d’'HAV, el qual s'uneix als residus 67 de la proteina VP2 i
1501209 de la VP3. Aquesta regié del lloc d'uni6 del monoclonal R10 s’identifica
també com l'area on s’'uneix TIM-1, receptor cel-lular essencial per I'HAV, i, per
tant, la neutralitzacié es dona segurament per la prevencié de la unié del

receptor TIM-1 amb 'HAV [41].

Tot i I'existéncia de variants antigéniques, aquestes substitucions afecten

només epitops Unics d'un lloc antigenic complex i es necessiten substitucions

13
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més extenses per al'aparicié d'un nou serotip. Per aquest motiu només existeix
un Unic serotip d’'HAV, sent aquesta una altra diferéencia notable amb altres

membres de la familia Picornaviridae. [26].

Aquesta manca de variabilitat antigénica és probable que vingui donada per
les constriccions estructurals i biologiques de la capsida [26], [37]. Aquestes
constriccions estructurals, juntament amb I'iis altament deoptimitzat de codons
respecte a la cél-lula, pot afavorir aquest fenotip antigenicament estable [37].
Fent un analisis de les quasiespéecies emergents de 'HAV sota la pressié de
mAbs, s’ha observat que un percentatge molt elevat dels canvis d’aminoacids
detectats en VP1iVP3 sén transicions que mantenen la raresa dels nous codons
respecte els inicials i que un percentatge molt més baix d’aquests canvis sén
transversions que també mantenen la freqiiéncia de la raresa. En canvi,
percentatges molt baixos d’aquests canvis son transicions i transversions que
provoquen canvis en la freqiiéncia dels codons. Aquests resultats revelen el
predomini de les transicions sobre les transversions, com era d’esperar, i la
importancia de la freqliéncia de I'is de codons. Aix0 explica la poca coincidéncia
entre els residus codificats per codons rars i aquells en els que es van detectar
canvis durantl’adaptacié a multiplicar en preséncia de mAbs. En altres paraules,
els codons rars son altament conservats en les diferents soques d’'HAV i la seva
substitucid és seleccionada negativament, inclis sota la pressié immune
especifica [23]. De fet, com ja s’ha comentat, el 15% dels residus de la capsida
codificats per codons rars estan exposats a la superficie i localitzats prop dels
epitops. Per aquesta rad, aquesta seleccié negativa previndria que emergissin

variants antigéniques [26].

En varis estudis s’ha observat que tot i la baixa variabilitat antigénica, 'HAV
té un grau significatiu de variabilitat de nucleotids, similar a d’altres

picornavirus. Estudis de la variabilitat de la regié VP1pX(2A), la qual és la regié

14
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genomica més utilitzada per estudis de diversitat genética, han permes definir 6
genotips: tres d'aquests genotips (I, I i I1I) sén d'origen huma i els altres (IV, Vi
VI) d'origen simi. Els genotips humans es divideixen en 7 subgenotips (IA, IB, IC,

[1A, IIB, I1IA i I1IB), sent IA el més prevalent a tot el mon [40], [42], [43].

1.5 Cicle biologic

El cicle biologic de 'HAV s’inicia normalment per la ingestié del virus nu.
No esta clar quins tipus cel-lulars s’infecten en primer lloc, perd es creu que un
cop a l'aparell digestiu, el virus probablement replicaria a nivell de mucosa
estomacal o intestinal per amplificar I'inocul. Seguidament, el virus passa a
través de la mucosa de 'intesti prim per arribar al torrent sanguini, on produeix
una fase de virémia [44], [45]. Com el virus accedeix al torrent sanguini no esta
encara clar. Mitjangant estudis in vitro amb cél-lules epitelials intestinals
polaritzades s’ha suggerit que un cop replicat a l'intesti prim, el virus sortiria
per la membrana apical sent excretat al lumen intestinal [46]. Per comprendre
el pas del virus al torrent sanguini s’ha plantejat dos models. Seguint el model
del poliovirus [47], 'HAV faria una transcitosi de I'intest{ a la sang a través de les
cel-lules M, enterdcits especialitzats en la captacié d’antigens a les plaques de
Peyer. Un segon model planteja una transcitosi del virus associat a IgA a través
de l'epiteli intestinal mitjancant el receptor polimeric d’immunoglobulines
(pIgR). Aquest mecanisme té rellevancia per la preséncia de complexes
intestinals d’HAV-IgA durant la infeccié aguda, els quals s’ha vist que sén
infecciosos en els hepatocits, i poden protegir al virus de la neutralitzacié per
IgG en sang, perllongant la infecci6 [48]. No obstant, el descobriment de
'existencia de la forma quasi-embolcallada de 'HAV (eHAV), ha fet replantejar

ambdods models descrits amb anterioritat. Per tant, encara es necessiten més
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estudis per determinar el mecanisme utilitzat pel virus per accedir de I'intesti al

torrent sanguini.

Un cop el virus es troba en el torrent sanguini, a través de la circulacié
portal hepatica arriba al seu organ diana, el fetge. S’ha suggerit que a través de
la circulaci6 portal, la forma nua de I'HAV probablement arriba a la membrana
basolateral de ’hepatocit a través de I'espai de Disse i infecta els hepatocits per
endocitosis mediada per IgA mitjancant el receptor d’asialoglicoproteina
hepatocel-lular especific d’IgA (ASGPR). Dins I'hepatocit, I'HAV replica
massivament [45]. El mecanisme que utilitza el virus per arribar al fetge també
té moltes incognites, perd el model acceptat fins al moment es basa en
'existéncia d'un cicle enterohepatic (Figura 4A). La progénie virica és secretada
per '’hepatocit a través dels canalicles biliars cap a les vies biliars i novament a
I'intesti. Des d’aqui, els virus poden ser excretats en la femta o bé reabsorbits i
transportats de nou cap al fetge, el qual constitueix un cicle enterohepatic.
Aquest cicle continua fins que els anticossos neutralitzants o altres mecanismes
I'interrompen. S’ha proposat que les reinfeccions del fetge es donen gracies a la
formacid dels complexes HAV-IgA i es frenen quan grans quantitats d’IgG
desplacen la IgA [48]. Per tant, en aquest model les reinfeccions dependrien de
com es desenvolupa la resposta d’IgG contra HAV. La possible transcitosi duta a
terme per IgA a nivell de I'epiteli intestinal i el fet que la IgA pugui ajudar a’'HAV
a entrar als hepatocits, ha portat a postular que aquest tipus d'immunoglobulina

juga un paper clau com a transportador del virus en el seu cicle vital [49], [50].
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A Céllules endotelials sinusoidals
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Figura 4. Cicle enterohepatic de 'HAV. A) Hepatocits polaritzats (dreta) on principalment es
duu a terme la replicacié de 'HAV. El virus és alliberat a través de la membrana apical al canalicle
biliar i arriba al duodé a través del conducte biliar, per després ser excretat en femta (esquerra).
Menys freqiientment, el virus també pot sortir a través de la membrana basolateral cap a I'espai
de Disse i arribar a la sang en forma quasi-embolcallada a través dels sinusoides hepatics (dreta).
B) Sortida de 'HAV en hepatocits. (1) Els eHAV (hexagons grocs) probablement es formen per la
gemmacid en cossos multivesiculars (MVB, de I'anglés) dirigida per la interaccié de la capsida amb
ALIX i el sistema ESCRT (endosomal sorting complex required for transport), i (2) després
s’alliberen a través de la membrana basolateral a I'espai de Disse donant lloc a un sistema de
circulacié d’eHAV sistémic. Els virus alliberats en femta sén nus, i podrien sortir dels hepatocits
per la membrana apical, ja sigui (3) per un mecanisme similar amb pérdua de I'embolcall a causa
de l'acci6 de les sals biliars o (4) per un mecanisme independent. Imatge adaptada de [51].

El descobriment de la forma quasi-embolcallada, tal i com s’ha mencionat,
ha generat un canvi de paradigma sobretot en el cicle biologic del virus. S’ha
descrit un nou model de cicle biologic on aquesta forma quasi-embolcallada
hauria arribat a la sang sortint a través de la membrana basolateral de
I’hepatocit fins a 'espai de Disse, on es troben els sinusoides hepatics (Figura
4B). De fet, s’ha observat que I'eHAV podria afavorir la persistencia del virus en

sang, ja que aquestes particules no sén neutralitzades pels anticossos especifics
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anti-HAV [12], [51], [52]. Segons aquest nou model, les particules eHAV
facilitarien la propagacié de 'HAV entre els hepatdcits, ja que els virus haurien
sortit fins a I'espai de Disse, on podrien després entrar als hepatocits adjacents.
Per altra banda, aquest model també explica que les particules nues en femta
podrien provenir de dues vies diferents, o bé de particules eHAV que perdrien
I’embolcall al sortir de la membrana apical degut a 'acci6 de les sals biliars o bé
podrien sortir de I'hepatocit com a particules nues per la membrana apical
utilitzant algun mecanisme independent [51]. La primera via és la que

actualment s’accepta.

1.5.1 Entrada del virus a la cel-lula

Fa més de 20 anys que s’havia descrit el receptor de fosfatidilserina
(PtdSer) TIM1 (T cell immunoglobulin and Mucinl), també anomenat HAVcr1,
com a receptor cel-lular essencial per I'HAV [53], [54]. Aquesta molécula és una
glicoproteina de transmembrana que fa possible I'entrada de 'HAV en cel-lules
de ronyd de mico (African green monkey kidney cells, AGMK) [54]. S’expressa en
gran varietat de teixits i és per aix0 que es creu que requeriria de coreceptors
per 'entrada de 'HAV al fetge. Per exemple, la proteina humana TIM-3 (T cell
immunoglobulin and Mucinl), s’ha suggerit com a possible coreceptor ja que
presenta una homologia significativa amb I'huHAVcr-1, 'homoleg huma
d’HAVcr1[53]. Tot i aixi, no actuaria ell mateix com a receptor del virus [55].
TIM1 va ser descrit abans del descobriment de I'existéncia de les particules
quasi-embolcallades i des de llavors, el mecanisme d’entrada del virus esta sent

un tema de gran debat.

El fet que les dues particules d'"HAV siguin tan diferents dificulta explicar

I'entrada viral a la cel-lula [12]. Estudis recents in vitro amb cél-lules Vero,
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provinents de rony6 de mico i utilitzant les dues formes conegudes d’HAV, la nua
(HAV) i la quasi-embolcallada (eHAV), mostren com TIM1 gracies a la seva
capacitat per interaccionar amb la PtdSer, present a la superficie del quasi-
embolcall [56], facilita la uni6 de I'eHAV, pero no de les HAV [57], tot i no ser
essencial per cap de les dues formes en aquesta linia cel-lular. Aquesta
observacié condueix a especular que hi hauria un altre receptor per la forma
nua. En canvi, estudis in vitro amb cél-lules Huh7.5, les quals son cel-lules
hepatiques humanes, mostren que TIM1 no semblaria facilitar I'adheréncia ni
del virus quasi-embolcallat ni del nu, i per tant, tindria un paper poc rellevant.
Aquesta diferéncia entre ambdos tipus cel-lulars podria ser explicada per 'alta
expressio de TIM1 en cél-lules de rony6 [53]. En simis i murids s’ha vist que TIM1
no és essencial, tot i que semblaria que podria promoure la disseminacié del
virus al fetge [57]. Contrariament, altres estudis in vitro realitzats amb cel-lules
renals de mono verd africa (AGMK), el receptor TIM1 és el receptor principal
tant per la forma quasi-embolcallada com per la nua, suggerint que ambdds
tipus de particules el farien servir per igual. En aquest mateix estudi,
suggereixen que ambdues formes del virus utilitzarien el receptor TIM-1 per
igual a les cél-lules Vero. En canvi, en les cél-lules Huh7-Al, TIM1 seria utilitzat
només per I'eHAV i no per 'HAV, el qual utilitzaria un receptor addicional [58].
Per tant, tenint en compte tots els estudis in vitro realitzats fins al moment,
encara esta per identificar un receptor essencial o addicional al TIM1 per a

I’entrada tant d’'HAV com eHAV.

La determinacié estructural de 'HAV mitjancant rajos X ha revelat que la
superficie de la capsida de 'HAV és bastant llisa i no presenta la butxaca
hidrofobica a VP1, el qual seria el lloc on encaixaria el receptor d’altres
picornavirus com per exemple els Enterovirus [13]. Aquest estudi ha portat a
considerar que I'HAV podria entrar a les cel-lules per un mecanisme

completament diferent al de la resta de picornavirus [28], [57]
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Independentment del receptor utilitzat per I'HAV i I'eHAV, s’ha suggerit
que ambdds tipus de particules virals utilitzarien rutes bastant similars per
aquesta entrada, tot i que amb clares diferencies entre elles [57], [59]. L’entrada
d’ambdues requereix d'una endocitosis depenent de clatrina i dinamina
facilitada per l'integrina 1 i mitjancant aquesta via endocitica el virus arribaria
a I'endosoma tarda o lisosoma. També, s’ha vist que I'’endocitosis depenent de
caveolina juga un paper menor en I'entrada d’eHAV [59]. La desencapsidacié de
I’'HAV és un procés bastant lent, almenys en estudis in vitro, en comparacié amb
la majoria de picornavirus [60], [61]. Aquesta té lloc gracies al'exposici6 del virus
a condicions de pH baix, el qual provoca canvis conformacionals que exposen
residus hidrofdbics de la capsida i acaba conduint a la desencapsidacié del
genoma viral. Ara bé, en el cas de les particules quasi-embolcallades, I'entrada
és molt més lenta degut a la necessitat d’arribar al lisosoma on es degrada la
seva membrana gracies a l'acidificacié i accid enzimatica i deixa la capsida
accessible pel receptor. En canvi, I'entrada de les particules nues és més rapida,
perqué no requereixen de tanta acidificaci6 endosomal i per tant, sembla que
poden interaccionar amb el receptor en els endosomes més temprans. D’aquesta
manera, les particules nues i les quasi-embolcallades entren per una via
endocitica similar, pero es desencapsiden en compartiments diferents [12], [13],

[57].

El mecanisme de desencapsidacié i alliberament del RNA al citoplasma tant
de les particules nues com de les quasi-embolcallades esta encara per aclarir.
Per una banda, s’ha suggerit que a pH baix els gangliosids s’unirien a la capsida
i la desestabilitzarien generant un canvi conformacional que alliberés el RNA.
Aquest escenari és totalment diferent de la desencapsidaci6 d’altres
picornavirus que es desencapsiden en endosomes, sent un altre exemple de com
es diferencia 'HAV d’altres membres d’aquesta familia [62]. Per altra banda, en

un altre estudi han demostrat com I’'HAVcrl i el transportador de colesterol
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NPC1 participen en I'alliberaci6 de la cargo de I'eHAV i s’ha suggerit que serien
els RNA lliures sense capsida presents en les particules quasi-embolcallades els
que provocarien la infeccié per 'HAV, més que no pas l'alliberament del RNA al
citoplasma quan hi ha la desencapsidacié de les particules virals. La fusi6 de la
quasi-envolta del virus i la membrana de I'endosoma tarda mitjan¢ant la
interaccié HAVcrl i NPC1 seria la que produiria un porus de fusio que permetria
el pas de les capsidesi els RNA lliures cap al citoplasma, on el RNA seria transcrit
iniciant la infecci6é per HAV. Al contrari, la desencapsidacio de 'HAV semblaria
ser independent de pH i requereix d’'HAVcrl o un altre receptor encara no

identificat, perd no hi participaria el NPC1 [63].

La proteina VP4 sembla tenir un paper clau per dirigir la penetracié de la
membrana i l'alliberament del genoma viral durant I'entrada de 'HAV. A
diferencia del que passa en altres picornavirus, durant 'entrada de I'HAV la
proteina VP4 no requereix ser mirisitilada [64] i és capac¢ de produir porus en
els liposomes que presenten una composicid lipidica similar ala dels endosomes
tardans. Aixo fa pensar que aquesta proteina podria ajudar al genoma del virus

a sortir de I’endosoma [65].

1.5.2 Traduccid i replicacié genomica

Independentment de la via d’entrada que el virus utilitzi, un cop finalitzada
la desencapsidaci6, el RNA del virus ha de ser traduit. Com I'HAV té un genoma
de RNA de polaritat positiva, un cop desencapsidat en el citoplasma ja es pot
traduir. El mecanisme de traduccié que utilitzen els picornavirus, i per tant
també I'HAV, és cap-independent gracies a tenir un IRES (lloc d’entrada intern
del ribosoma) situat a la regié 5’ NCR, el qual permet el reclutament de les

subunitats ribosomals i els factors necessaris per formar el complex d’iniciacio
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de la traduccid. L’'HAV, tal i com s’ha mencionat previament, presenta un IRES

tipus III que és molt poc eficient en dirigir la traduccié [66], [67].

Citoplasma /:7 N
iy Nucli |/
Desencapsidacio m X

AN

Sintesi RNA
cadena negativa

Sortida del virus
de la cel-lula

Figura 5. Cicle de replicacié del HAV. Imatge adaptada de [68].

A més, a diferéncia dels altres membres de la familia, 'HAV necessita els
factors d’iniciacié de traduccié eucariota 4G (elF4G) i 4E (elF4E) intactes.
Aquests dos factor son escindits o degradats, respectivament, per altres
membres de la familia dels picornavirus per tal d'induir el shut-off cel-lular, pero
I'HAV no té cap proteasa per processar aquests factors [16], [21]. En

conseqliencia, tal i com s’ha detallat en I'apartat 1.3, 'HAV ha adoptat un ds de
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codons deoptimitzat respecte al de la cél-lula hoste per garantir la traduccié de

les proteines virals [22], [23].

El producte de la traduccid és una tnica poliproteina que és processada co-
i post-traduccionalment. Aquest processament és necessari perque les
proteines estructurals i no estructurals siguin alliberades i també, perque tingui
lloc la replicaci6 gendmica i I’assemblatge de la capsida. El primer processament
proteolitic ve donat per I'accié de la proteasa 3Cpro entre les proteines 2A i 2B
donantlloc a P1-2A (Figura 1) [69], [70]. Seguidament, P1-2A (o P1-pX) es plega
en protomers i la interaccié de cinc d’aquests dona lloc al pentamer, que per
’accié novament de 3Cpro és processat originantles proteines VPO (que després
passaraaser VP2iVP4) VP3iVP1-2A (VP1-pX) [71], [72]. La proteina 2A intervé
en I'assemblatge dels protomers per a formar els pentamers. Sembla ser que tot
i que en molts picornavirus la formacié de la capsida depén de la N-miristilacié
de VP4 [73], [74], en el cas de 'HAV, tal i com s’ha comentat anteriorment,
semblaria que aquesta no és necessaria [64]. S’ha descrit dos models
d’assemblatge en picornavirus. Un d’ells suggereix que els pentamers es
condensen al voltant del RNA viric [75], [76], mentre que l'altre proposa que
primer es forma un capsida buida i després el RNA penetra dins ella [77]. Encara
no esta clar quin dels dos és el que utilitza 'HAV. El tall de VP1-pX genera un
extrem C-terminal de VP1 heterogeni fet que provocaria I'existéncia d’'una
barreja de diferents VP1 entre els virions madurs [78]. Recentment, amb el nou
paradigma de la biologia de 'HAV, s’ha descrit que la proteina VP1 es troba en
la capsida dels virions nus, mentre que la VP1-pX forma part de la capsida dels
virus quasi-embolcallats. Aixo indica que la escissié de VP1-pX es produiria un
cop el virus hagués perdut la quasi-membrana [12], [13]. El tall de VPO ve donat
per una activitat proteolitica desconeguda fins al moment i origina la VP4 i VP2,

donant lloc als virions madurs incrementant la seva infectivitat [79] .
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El RNA genomic és utilitzat com a motlle per la RNA polimerasa RNA
depenent virica (3Dpol) per produir copies complementaries del genoma que
tornaran a ser copiades donant lloc a nous genomes. Aquesta replicacié del
genoma viric es duu a terme en complexes de replicaci6 formats per membranes
cel-lulars reordenades, les quals contenen proteines cel-lulars i viriques que
juntament amb la 3Dpol duen a terme la transcripci6 del genoma viric en RNA
antisentit. Aquests complexes s’anomenen xarxes vesicula-tubulars i no esta clar
si es troben en el reticle endoplasmatic [80], [81] o en la membrana mitocondrial
externa [82]. La transcripcié comenca amb la nucleotiditzacié d’una tirosina de
la proteina VPg (3B) perl'accié de la 3Dpol. La polimerasa utilitza com a anclatge
i motlle per iniciar la replicacio I'estructura secundaria anomenada element cis-
regulador (cis-acting RNA element, cre) localitzat a prop de 'extrem 5’ de la
seqliéncia codificant de 3Dpol. Aquest element cre proporciona un grup hidroxil
lliure a la proteina VPg que pot ser prolongat per la 3Dpol. Posteriorment, el

complex saltaria cap a la cua de poli(A) per prosseguir amb la replicacié [83].

1.5.3 Sortida del virus de la cel-lula

La sortida de 'HAV dels hepatocits es realitza principalment en forma de
particules quasi-embolcallades (eHAV). Es creu que la biogenesis d’eHAV podria
utilitzar les vies propies que la cel-lula utilitza per a la biogénesis dels exosomes
cel-lulars. S’ha suggerit que el virus sortiria de la cel-lula embolcallat mitjancant
un procés que depen de proteines cel-lulars associades al complex ESCRT, el
qual implica la secreci6 a través de la via dels cossos multivesiculars (MVB)
(Figura 6) [84]. Les capsides virals es recluten des del lloc de replicacio i
empaquetament del RNA fins als endosomes tardans, on es produeix la
interaccio de les capsides amb el complex ESCRT-III, afavorint la formacié de

MVB. Els MVB amb vesicules intraluminals (ILV) que contenen capsides d’HAYV,
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es dirigeixen a la membrana plasmatica on la fusié de la membrana limitant dels
MVB amb la membrana plasmatica resulta en l'alliberaci6é extracel-lular dels
exosomes amb les capsides de 'HAV dins seu. Aquests exosomes envoltant les
capsides de 'HAV és el que s’ha definit com a fenotip quasi-embolcallat de 'HAV
[12], [28], [85], [86].

/ Endosoma O eHAV

Microvesicules MVB

Lisosoma

Figura 6. Sortida de I'HAV de la ceél-lula. Les microvesicules (esquerra) es generen de la
gemmacio i fissié directa de la membrana plasmatica, mentre que els exosomes (en rosa, dreta)
son produits a través del transit dels MVB, els quals es fusionen amb la membrana plasmatica i
alliberen els ILV com a exosomes a |'espai extracel-lular. Imatge creada a partir de [84], [87]-[90].

L’HAV replica en els hepatdcits, i potser en enterocits, i hi ha controvérsia a
I'hora de definir com es fa la sortida a través de les membranes basolateral i
apical. En un estudi realitzat amb cel-lules CaCo-2 diferenciades (cel-lules
derivades de carcinoma de colon), les quals polaritzen de forma similar a les
cél-lules epitelials de l'intesti prim [91], la progenie virica sortia gairebé
exclusivament a través de la membrana apical [46]. Contrariament, en un altre

estudi realitzat amb hepatocits humans polaritzats en monocapes columnars,
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practicament tots els virus sortien a través de la membrana basolateral [92], fet
forga inexplicable donat que en la infeccié natural hi ha una gran sortida des de
la membrana apical cap al canalicle biliar i després a l'intesti. Altres estudis més
recents, realitzats també amb hepatocits humans polaritzats in vitro, mostrarien

que la sortida seria més equilibrada entre ambdues membranes [93].

1.6 Resposta immune i mecanismes d’evasio

La infecci6 per HAV resulta en dany hepatic, el qual es manifesta
clinicament per un augment dels nivells sérics d’enzims del fetge com I'alanina
aminotransferasa (ALT). El dany hepatic no és causat directament per la
infeccid, sind que és causat pels mecanismes de defensa del sistema immune que

es desencadenen durant la infeccio.

El receptor endosomal tipus Toll 3 (TLR3, Toll-like Receptor 3), les helicases
citosoliques tipus RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I)[94] i la proteina MDA-5
(melanoma differentiation-associated gene 5) son els principals PRR (pathogen-
associated pattern recognition receptors) implicats en el reconeixement de
I"'HAV. Aquests receptors estimulen les vies de senyalitzacié que condueixen a la
induccié de l'estat antiviral [95], [96], la qual cosa conflueix en la sintesi
d’interferd (IFN) a través de les proteines adaptadores especifiques TRIF (TIR
domain-containing adaptor inducing interferon-f) i MAVS (mitochondrial
antiviral signaling protein). Tot i que els virus generalment indueixen la sintesi
d’IFN, s’ha vist que durant la infecci6 per HAV, I'activacié de gens estimulats per
IFN tipus I (IFN-stimulated genes or ISG) és molt limitada [97], [98]. L’expressid
d’IFN és bloquejada a través de precursors proteics codificats a la regié P3 del
genoma de 'HAV. MAVS i TRIF son proteines cel-lulars adaptadores centrals que

juguen un paper critic en la senyalitzaci6 dirigida per RIG-I1 i MDA-5. La seva
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activaci6 indueix lI'expressi6 d’IFN de tipus I mitjangant l'activacié de la
transcripcié NF-kB (Nuclear Factor Kappa-ligh-chain-enhancer of activated B
cells) [99] i IRF3 (Interferon regulatory factor 3) [82]. Una de les estrategies de
I'HAV es basa en la degradacié proteolitica de MAVS i TRIF mitjancant els
precursors de la proteasa viral, 3ABC i 3CD, respectivament. Aquest clivatge
altera la via de senyalitzaci6, inhibint aix{ la resposta IFN tipus I [96]. També,
s’ha descrit que la proteasa 3C s’encarrega del clivatge de NEMO (NF-kappa-B
essential modulator, també conegut com [KBKG), un factor necessari per a
I'expressio d'IFN-f i I'activacié de NF-kB [99]. A més, s’ha demostrat que 'HAV
pot bloquejar la produccié d’IFN-B mitjancant el clivatge de TRAF6 (TNF
receptor associated factor 6), 1a qual és també una proteina adaptadora clau en

les vies de senyalitzacié d’IFN tipus I senyalitzades per RIG-I1i MDA-5 [100].

Les pDCs (cel-lules dendritiques plasmacitoides) produeixen grans
quantitats d’'IFN tipus I quan reconeixen virus o acids nucleics foranis presents
en el citoplasma via els receptors TLR7 (Toll-like Receptor 7) i TLRO (Toll-like
Receptor 9) [101], [102]. Els virions d’eHAV s6n els que son detectats per les pDC
estimulant una gran quantitat d’'[FNa. Tanmateix, s’ha observat que les pDC
desapareixen del fetge infectat després del pic de la virémia. Aquesta
desaparicié podria ser una altra explicacié del per qué d’aquesta baixa

produccié d'IFN en una infeccié per HAV [56]

La resposta immune cel-lular i humoral especifica contra ’'HAV comenga al
voltant de les 3-4 setmanes després de la infeccié (Figura 7). Quan comencen
els simptomes, es comencen a detectar IgM, IgA i IgG en sang. Aquesta aparici6
d’anticossos neutralitzants correlaciona amb un descens en la virémia i
quantitat de virus excretats en femta [103], [104]. Els nivells d’anticossos IgM
disminueixen fins a nivells indetectables als 4-6 mesos aproximadament

després de la infecci6 [105]. Els nivells d'IgA en sang arriben als seus nivells
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maxims als 2 mesos després de I'exposici6 al virus i poden durar fins a 5 anys
[106]. Inclus, complexes HAV:anti-HAV IgA s6n presents en les femtes d’alguns
individus durant les fases tardanes de la infeccié aguda [107]. Els nivells d’IgG
son baixos al principi i incrementen durant la resposta immune contra HAV. Les
IgG tenen un important paper neutralitzant i, mentre que la resposta d’IgM és
normalment curta, la resposta d’IgG persisteix en el temps proporcionant

proteccié a I'individu en front a reinfeccions [103], [104].
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Setmanes després de I'exposicio

Figura 7. Esdeveniments virologics, serologics i immunologics tipics durant el curs d’una
infeccioé per hepatitis A. Imatge adaptada de [108].

No esta gens clar com els anticossos neutralitzen el virus. L’observacié de
que la gran majoria, si no totes, les particules d’HAV circulant en la sang estan
envoltades per membranes de la cel-lula hoste, ha despertat l'interés per

entendre la susceptibilitat del virus front als anticossos neutralitzants. Es creu
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que les particules eHAV no sén reconegudes pels anticossos i aixo fa pensar que
aquestes membranes han de trencar-se en algun moment per a que el virus
pugui ser neutralitzat [12]. Probablement, aquesta neutralitzaci6 es donaria en
els endosomes tardans o lisosomes, un cop iniciada la infecci6, on gracies als

enzims hidrolitics es produiria el trencament de les membranes [13].

Tal i com s’ha mencionat, el dany hepatic és causat per la forta resposta
immune front a 'HAV. El paper de les cel-lules T en provocar dany hepatic s’ha
analitzat en diversos estudis on han trobat que I'aparici6 de cel-lules T en el fetge
tendeix a coincidir amb I'increment d’ALT en el serum durant la fase aguda de la
infeccié [109](Figura 7). Fins fa relativament poc, es creia que els limfocits T CD8+
tenien un paper crucial en la fase aguda de la infeccio, pero recentment, en un
estudi fet en ximpanzés no s’ha detectat limfocits T CD8+ especifics contra HAV
durant la fase aguda de la infeccié. En canvi, s’ha trobat alts nivells de limfocits
T CD4+. Aquests resultats suggereixen que son realment els limfocits T CD4+ els
que controlen la resposta immune contra HAV i no els CD8+ [110]. Al contrari
del que fan la majoria de patogens, 'HAV inhibeix temporalment I'activitat
supressora de les cel-lules Tr.; durant la fase aguda de la infecci6 i també, en
disminueix la seva freqliéncia en sang. Aix0 provoca que no hi hagi un
manteniment de la homeostasis immune i condueix a un dany hepatic sever
[111], [112]. En quant al paper de les cél-lules natural killer (NK) en el sistema
immune innat antiviral, aquestes sempre han sigut rellevants gracies a la seva
activitat citotoxica i la produccié de citoquines a través de senyals d’activacié i
inhibicié. Tot i aixi, el fenotip i les funcions d’aquestes no es coneixen suficient

en les infeccions per HAV [52].
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1.7 Manifestacions cliniques

L’hepatitis A és una inflamaci6é aguda del fetge produida per 'HAV. La
infeccié aguda en adults sol ser una malaltia autolimitada i el virus, a diferéncia
d’altres virus d’hepatitis com el virus de I'hepatitis B o I'hepatitis C, no produeix
una infeccid cronica [113]. L’espectre clinic de la infeccio pot anar des d’una
infeccié asimptomatica fins a una hepatitis fulminant (menys de I'1% dels

casos)[114].

La malaltia esta diferenciada en 4 etapes: incubaci6, prodromica, aguda i
convalescent (Figura 7). El periode d’incubacié dura al voltant d’1-4 setmanes
(mitjana de 28 dies) i durant aquest periode el pacient és asimptomatic, toti ser
el moment de major replicaci6 virica. El periode prodromic es caracteritza per
I'aparicié de simptomes indistingibles d’altres hepatitis, que sén nausees,
vomits, anorexia, febre, malestar, cansament i dolor abdominal [115], [116]. La
infeccié simptomatica es dona en el 70-90% dels adults infectats, mentre que els
simptomes s6n poc comuns (<30%) en nens menors de 6 anys d’edat [117]. La
durada d’aquesta fase és d’entre 3 a 7 dies i normalment acaba o es veu bastant
disminuida quan apareixlaictericia. La fase aguda comenca quan hi ha evidéncia
d’ictericia i s'observa en un 40-80% dels casos simptomatics. Aquesta etapa es
caracteritza per una orina fosca i un esgrogueiment de la pell i les membranes
mucoses. La durada pot variar des de 4 fins a 22 dies, durant els quals es pot
detectar un increment de les transaminases en sang [118]. En la majoria dels
casos (85%), els simptomes clinics solen acabar en menys de 2 mesos i els
pacients solen recuperar-se completament generant immunitat de per vida
front a una reinfeccié per 'HAV. El periode de convalescéncia té una durada

d’unes 4 setmanes [116].
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Durant el periode d’incubacio, tal i com s’ha esmentat, hi ha la replicacié
virica, podent-se detectar virus en sérum (virémia) des d’abans de 'aparicio dels
primers simptomes fins a aproximadament 6 setmanes després, arribant a
valors de 106 copies genomiques/ml (Figura 7). En femta es poden arribar a
detectar fins a 101! copies genomiques/ml [15]. El virus és també detectat en
saliva, pero en unes concentracions molt més baixes [119]. Per tant, en aquesta
fase de la malaltia és on hi ha el risc de transmissié més elevat i els individus
infectats es mantenen contagiosos fins aproximadament 1 setmana després
d’aparéixer la ictericia [120]. La virémia acaba poc després de 'aparicié dels

simptomes, pero el virus es segueix excretant en femtes 1 o 2 setmanes més [98].

Tot i que la majoria d’'individus infectats es recuperen completament, en
alguns casos (<15%) la malaltia pot allargar-se i experimenten una recaiguda
dels simptomes durant els sis mesos posteriors a la fase aguda. La recaiguda és
generalment menys severa que I'hepatitis inicial i la seva durada és inferior a 3
setmanes[121]-[123]. La causa de I'hepatitis recurrent es desconeix i no s’han
detectat factors predisposants [123]. No obstant, segons un estudi fet amb
ximpanzés es creu que la recaiguda podria estar associada a una rapida

disminuci6 de les respostes de cel-lules T CD4+ especifiques contra virus [110].

En menys d’1% dels casos pot haver-hi insuficiencia hepatica fulminant, la
qual té una elevada taxa de mortalitat sense transplantament hepatic [124],
[125]. L'hepatitis fulminant s’ha associat amb nivells significativament alts de
bilirubina i baixos de RNA viric en sérum. Aixo suggereix que la insuficiéncia
hepatica no és deguda a un efecte directe del virus, siné a la forta resposta
immune front al virus, responsable de la reduccié observada de la carrega viral
[126]. Tanmateix, en altres estudis s’associa també amb alts nivells del virus

[127].
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Els individus infectats que tenen un elevat risc de malaltia severa
acostumen a ser majors de 50 anys, immunodeprimits o aquells que pateixen
alguna malaltia hepatica, particularment degut a hepatitis B i C [128]. En dones
embarassades, la infeccié aguda per HAV s’ha associat amb un major risc de part

prematur i complicacions gestacionals [129].

1.8 Vies de transmissio

L’HAV és de transmissié fecal-oral, ja sigui a través del contacte estret
persona a persona o per ingestié d’aliments o aigua contaminats. L’'HAV és molt
resistent a temperatures extremes, a pH baix i a agents quimics i fisics, fet que li
permet sobreviure en moltes superficies ambientals, pell humana, aliments i
aigiies residuals [130], [131]. Aquesta destacada resisténcia ve donada per una
capsida excepcionalment estable, que es podria explicar per un plegament co-
translacional controlat per la cinética de traduccié dirigida per 1'is de codons

[22], [132]

També, pot transmetre’s freqiientment a través d’objectes inanimats
contaminats. Aquesta transmissié provoca que el virus es propagui facilment
dins d’un nucli familiar o llocs on convisquin varies persones (com per exemple
una escola o una residéncia). En aquests llocs, 'HAV es propaga rapidament
degut al seu llarg periode d’'incubacio, fet que provoca que un individu infectat
sigui contagids durant 1 mes abans de I'inici dels simptomes. A més, s’ha de tenir
en compte que els nens menors de 6 anys son asimptomatics i sén el principal

reservori del virus en arees on la infeccié és endémica [133], [134].

També, s’ha descrit casos on la infecci6 ha sigut transmesa per practiques

sexuals oro-anals i I'ds de drogues injectables, de fet tan els homes que tenen
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sexe amb homes (MSM) com les persones sense llar drogo-depenents son
considerats grups d’alt risc. Més rarament, s’ha transmés mitjancant
transfusions de sang o hemoderivats procedents de donants infectats, tatuatges

i practiques dentals poc higiéniques [135], [136].

1.9 Incidencia i vigilancia epidemiologica

L’Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS) estima que hi ha 1,5 milions de
casos d’hepatitis A aguda i aproximadament 7.000 morts per any en el moén
[137], sent el tipus d’hepatitis viral més reportat anualment [138]. Molt
probablement aquestes dades estan subestimades a causa de I'’elevat nombre de
casos asimptomatics i les limitacions del control epidemiologic. Molt poques
infeccions simptomatiques s6n finalment declarades com a hepatitis A per
diferents motius: les persones malaltes no sempre busquen assisténcia meédica,
els diagnostics no sempre son correctes o la informacié no sempre arriba a les

autoritats sanitaries competents [139].

La taxa d’incidencia de les infecciones varia ampliament en diferents parts
del mén (Figura 8), la qual cosa esta estretament relacionada amb les
condicions socio-economiques (sanejament, qualitat de I'aigua, ingressos,...) del
pais. Les arees del mon es classifiquen per tenir una endemicitat per hepatitis A
alta, moderada o baixa. El patré epidemiologic té implicacions importants en

I'edat mitjana d’exposicid al virus i, per tant, en la gravetat de la infeccio.

Als paisos subdesenvolupats, que inclouen bona part d’Africa, Asia i
America del Sud i Central, 'hepatitis A és una infeccié endémica que la majoria
de persones adquireixen durant la infancia, sent sovint asimptomatica. La

infecci6 indueix una immunitat per a tota la vida i per tant, la infeccié en adults
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és poc freqiient. Aquestes condicions contribueixen a la propagaci6 del virus,
pero amb una taxa de la malaltia relativament baixa. Es per aixo que en aquestes

zones altament endémiques no solen haver-hi brots.

| ———
Molt baixa Baixa Moderada Alta

Figura 8. Prevalenca global del virus de I’hepatitis A. Imatge adaptada de [140].

En canvi, en paisos desenvolupats, com Europa, America del Nord, gran part
d’Asia i Australia, la endemicitat és molt més baixa i practicament el virus no
circula. Gracies a unes bones condicions higiéniques i sanitaries, la majoria
d’'infants eviten la infeccid, el que provoca que una proporcié elevada d’adults
sigui susceptible a la infeccid. En aquestes regions el risc d’infeccié és baix, pero
esporadicament, poden produir-se infeccions degut a viatges a paisos on el virus
és endémic o mitjangant el consum d’aliments provinents d’aquestes regions

endemiques. Aquestes infecciones esporadiques provoquen que les taxes
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maximes d’'infeccié tendeixin a ser en adolescents i joves, desenvolupant una
malaltia més severa. El desplacament de la corba de seroprevalencga cap a edats
més avancades comporta que hi hagi unes taxes de malaltia d’hepatitis A
superiors que en regions subdesenvolupades, on I'hepatitis A és endémica.
Aquest desplacament implica un increment en la morbiditat, mortalitat i en els
costos associats a la malaltia (personal sanitari, tractament, dies laborals
perduts, etc.). Conjuntament, aquests fets porten a wuna paradoxa
epidemiologica: quants més casos d’hepatitis A té un pais, més protegit esta

aquest pais contra el virus [114], [141]-[143].

En els darrers anys, s’ha vist un increment general dels casos de malaltia
per HAV registrats en paisos desenvolupats indicant un nou risc associat a la

globalitzaci6 i als moviments de poblaci6 [144]-[152].

1.10 Importancia sanitaria i diagnostic

La taxa de mortalitat de I'hepatitis A és de 1-5 per cada mil casos, podent
incrementar en persones de més de 65 anys d’edat. Aquesta taxa és rellevant
quan hi ha un brot amb milers de pacients [128]. Tenir a 'abast una bona técnica
de diagnostic és fonamental i pot donar informacié rellevant per contenir un

brot.

L’hepatitis A no pot distingir-se d’altres tipus d’hepatitis virica basant-se
unicament en les caracteristiques cliniques o epidemiologiques [2]. Per
confirmar el diagnostic d’'infeccié aguda per HAV es requereixen proves
serologiques mitjancant immunoassajos. Aquestes es basen en la detecci6
d’anticossos IgM anti-HAV, els quals estan presents en practicament tots els

pacients entre els 51 10 dies abans de I'aparicid dels simptomes i poden persistir
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fins a 6 mesos. Aquesta deteccié permet confirmar la infeccié per HAV durant la

fase aguda o de convalescéncia precog [153][154].

També, es pot utilitzar la prova d’anticossos totals anti-HAV, la qual mesura
tant IgG com IgM anti-HAV. Aquesta prova permet distingir entre una infeccié
actual o una passada. Com s’ha mencionat anteriorment, les IgG anti-HAV
apareixen en la fase de convalescencia de la infecci6 i persisteixen en el serum
durant tota la vida de la persona, conferint una proteccié duradora contra la
malaltia. Per tant, les persones que sén anti-HAV totals positives i I[gM anti-HAV
negatives, tenen marcadors serologics que indiquen una infeccié passada o una

vacunaci6 anterior [154], [155].

Tot i que els immunoassajos sén el meétode de referéncia per confirmar el
diagnostic d’infeccié per a HAV, aquests no son sempre utils per detectar
infeccions recents donant falsos negatius. Per complementar o confirmar
resultats serologics, es poden utilitzar métodes moleculars com ara assajos
basats en la reaccid en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR)
per amplificar i si cal seqlienciar genomes virals. Aquests assajos poden ser utils
pel diagnostic de pacients sense anticossos especifics anti-HAV i per la vigilancia
de la infecci6. Les mostres s’obtenen de la femta, sérum o saliva de pacients
durant el periode de viremia de la infeccid. També, sén ttils per investigar brots
d’hepatitis A de font comuna, ja que mitjancant seqiienciacié permeten

determinar la relaci6 genética entre els aillats [153], [156]-[158].
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1.11 Estrategies per al control i la prevencié de I'hepatitis A

Actualment, no hi ha un tractament especific disponible per hepatitis A,
només existeix el tractament pal-liatiu. Per tant, les estrategies per al controlila
prevencio contra la infecciéo d’"HAV sén extremadament importants per reduir el
nudmero de casos d’hepatitis A per any. Aquestes estrategies estan enfocades en

tres camps.

En primer lloc, donat que la seva via de transmissié és fecal-oral, és
fonamental un bon sanejament de I'aigua i el menjar abans de ser consumit i una
practica d’higiene personal adequada, com rentar-se bé les mans després
d’utilitzar el bany o abans de preparar menjar. També, és important dur a terme
practiques sexuals segures que inclouen reduir el nlimero de companys sexuals

i evitar practiques de risc per la transmissié del HAV entre el col-lectiu MSM.

En segon lloc, la injeccid intramuscular d'immunoglobulines (Igs) anti-HAV
que provenen de plasma de donants serveix com a métode profilactic pre- i post-
exposicié [133]. Es utilitzada com a proteccié temporal i pot servir per prevenir
la infeccié quan s’administra abans o durant les 2 primeres setmanes després
d’'una exposicié. Quan s’administra com a profilaxis pre-exposicio, 1 dosis de
0.02mL/kg confereix protecci6 enfront a la malaltia fins a un maxim 3 mesosi1
dosis de 0.06mL/kg confereix proteccié per 3-5 mesos. Quan s’administra
durant les 2 primeres setmanes post-exposicio, 1 dosis de 0.02mL/kg prevé la
malaltia en un 80-90% dels casos. Cal tenir en compte que la concentraci6 d’ IgG
anti-HAV aconseguides després de la seva administracié estan per sota dels
nivells de detecci6 de la majoria de kits de diagnostic utilitzats. La injecci6 d’Igs
la reben persones que han estat en contacte amb persones infectades per HAV,

ja sigui perque viu amb algi que té la malaltia o perqué han tingut relacions
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sexuals o compartit il-legalment drogues sense una bona practica d’higiene amb
una persona infectada. També, és recomanable posar-se una injeccié abans d’'un

viatge a una zona endémica d’HAV [159], [160].

En tercer lloc, actualment el component clau per a la prevencié de
I’hepatitis A és la immunitzacié activa mitjangant vacunacio. Les vacunes tenen
diversos avantatges respecte 'administracié d’Igs, entre els quals cal destacar la
protecci6 a llarg termini i la facil administraci6. No obstant, 'administraci6 d’Igs
encara es recomana en nens menors de 2 anys per la presencia d’anticossos anti-
HAV adquirits passivament de la mare, els quals podrien interferir amb

'efectivitat de la vacuna [161].

Diverses vacunes inactivades amb formaldehid altament segures i efectives
han estat disponibles des del principi dels anys 90 a Europa i els Estats Units
[162]-[164] i també, hi ha vacunes atenuades a la Xina (detallades a 'apartat
1.10.2). Tot i que hi ha diferents estrategies de vacunacié especifiques segons
I'epidemiologia de la infeccid i de les politiques locals en cada pais [165], al llarg
dels anys, s’ha vist que totes les campanyes de vacunacié contra 'HAV sén
efectives a I'hora de disminuir la incidencia de la malaltia. Cal recalcar, pero, la
importancia que té completar la pauta de vacunaci6 establerta per evitar

I'aparicié de noves variants que puguin escapar de la vacuna [166].

S’ha de tenir en compte, que malgrat que la vacuna sigui el millor métode
de prevencio, hi ha molts paisos subdesenvolupats on no existeix un programa
de vacunacié universal. Aquesta manca de disponibilitat de vacunes és degut
principalment a la limitada replicacié de 'HAV in vitro que en part explica els
elevats costos de la vacuna. Aquest cost és un gran inconvenient en paisos i

regions pobres [15].
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1.11.1 Antivirals

Els antivirals disponibles eficients contra I'HAV s6n escassos i, per tant, hi
ha una certa necessitat a desenvolupar més drogues antivirals que actuin contra
I’'HAV. S’ha observat que els antivirals existents son segurs i redueixen el periode
de la malaltia, els simptomes i els costos economics en pacients infectats no
vacunats [15]. Actualment, estan classificats en dues categories: els antivirals
d’accio directa (direct-acting antivirals, DAAs) i els que tenen com a diana I’hoste

(host-targeting agents, HTA) [167], [168].

Dins dels antivirals que tenen com a diana especifica el virus (DAAs),
s’inclou inhibidors de la proteasa, de la polimerasa i de I'RES. Aquests antivirals
no tenen cap efecte advers com el que pot ser provocat pels antivirals dirigits a
I'’hoste (HTAs), com ara sindrome gripal, efectes hematoldgics o depressi6 [169].
Pel que fa als antivirals HTAs, destaquen diferents tipus d’interfero, la ribavirina,
I'amantidina i varis agents que actuen contra factors cel-lulars o enzims. Els HTA
tenen mecanismes d’accié complementaris als dels DAA i per tant, ambdds tipus
d’antivirals solen actuar sinergicament. Aquesta cooperacié entre els dos, fa que

sigui igual d’'important produir nous DAAs com HTAs [168], [170]-[172].

Recentment, s’ha descobert un antiviral, anomenat dihidroquinolizinona
RG7834, que administrat oralment suprimeix la replicacié viral i reverteix la
inflamacid del fetge en un model de ratoli d’HAV [173]. Aquest antiviral també

s’esta estudiant contra el virus de I'hepatitis B [174].
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1.11.2 Vacunes

Les vacunes inactivades s’han desenvolupat a Europa i EEUU i
posteriorment, a la Xina. En canvi, les vacunes atenuades han sigut
desenvolupades a la Xina [175]-[177] i han sigut recentment llicenciades en

només alguns paisos (Tailandia, India, Filipines, Bangladesh i Guatemala)[162].

Les vacunes inactivades inclouen: AVAXIM® (Sanofi Pasteur), EPAXAL®
(Crucell/Berna Biotech), HAVRIX® (GSK) i VAQTA® (MerckSD) (Taula 2).
Totes elles utilitzen hidroxid d’alumini com a adjuvant [28], [162], excepte
I'EPAXAL®, on el virus es troba adsorbit a la superficie de virosomes d’'Influenza
reconstituits (IRIVs) [178], [179]. També, s’ha produit la vacuna HEALIVE
(Sinovac Biotech) a la Xina [180]. A més a més, també existeixen dues vacunes
combinades que sén la Vivaxim® (Sanofi Pasteur), la qual protegeix de 'HAV i
la febre tifoide provocada per Salmonella typhi, i la Twinrix® (GSK), la qual
protegeix de 'HAV i del virus de I'hepatitis B [181]. Totes les vacunes inactivades
son preparats de virus sencers que es produeixen fent replicar soques d’'HAV en
cultius de cel-lules diploides humanes i que posteriorment sé6n inactivats amb

formaldehid [179].

Les vacunes inactivades sén administrades en dues dosis intramusculars.
La primera dosis s’administra entre el primer i segon any de vida i la segona
dosis ha de ser administrada almenys 6 mesos després de la primera.
Concretament, a Catalunya la primera s’administra als 15 mesos i la segona
s’administra als 6 anys d’edat [182], ja que segons un comunicat de la OMS, la
segona dosis es pot administrar fins a 5 anys més tard de la primera i seguir sent
igual d’efectiva [162]. Durant més de 20 anys s’han administrat cents de milions

de dosis i s’ha comprovat que després de les dues dosis, aquestes vacunes sén
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segures i presenten una elevada eficacia protectora. Tot i aixi, la necessitat

d’administrar dues dosis, incrementa molt el cost de la vacuna [28], [162]

Taula 2. Vacunes disponibles de I'Hepatitis A. Informacio extreta de [145], [157]-[160], [166]

Tipus de Soca atenuada . .
vacunes Nom d’ HAV Adjuvant Fabricant
Hidroxid | GlaxoSmithKline
HAVRIX® HM175 dalumini (GSK)
VAQTA® CR-326F Hidroxid MerckSD
d’alumini
AVAXIM® GBM Hidroxid | g 6 pasteur
d’alumini
HEALIVE TZ84 Hidroxid | o, 2 ¢ Biotech
. d’alumini
Inactivades Crucell/Bern
EPAXAL® RG-SB Virosomes | - oo /Eerna
Biotech
GBM (recombinada Hidroxid
Vivaxim® | amb la soca Ty2 de , . Sanofi Pasteur
. d’alumini
Salmonella typhi)
o HM175 Hidroxid | GlaxoSmithKline
Twinrix® | (recombinada amb dalumini (GSK)
Hepatitis B)
Biovac-A H2 - Zhejiang Pukang
Vives Biotech
atenuades Changchun Inst.
HAVAC LA-1 - Of Biologic
Products

S’ha de tenir en compte que les vacunes inactivades contra HAV es van

comencar a comercialitzar als anys 90 i per tant, hi ha molts adults que no estan
vacunats actualment contra HAV. La OMS recomana que els adults que no estan
vacunats i vulguin rebre la vacuna, sol-licitin la seva administracié. També, esta
recomanat vacunar-se si formes part dels grups d’alt risc, inclosos viatgers
internacionals, persones amb alguna malaltia cronica del fetge, persones amb

SIDA, homes que tenen sexe amb homes, persones que prenen drogues
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injectables, etc. Addicionalment, una persona que hagi estat en contacte amb
algti que tingui hepatitis A, també hauria de rebre la vacuna el més aviat possible
i durant les dues primeres setmanes post-exposicié o tal i com hem comentat
anteriorment, la dosis corresponent d’Igs [162]. Es important també vacunar a
la poblaci6 immunocompromesa per prevenir l'aparici6 de variants

d’escapament a la vacuna [166].

Pel que fa ales vacunes vives atenuades, la informacio6 és molt limitada. Se’n
coneixen dues: Biovac-A (Zhejiang Pukang Biotech) i HAVAC (Changchun Inst.
Of Biologic Products) (Taula 2). Aquestes vacunes so6n administrades
subcutaniament en una sola dosis [164], [175]. Al llarg dels anys, Xina ha
demostrat la immunogenicitat, l'eficacia i seguretat d’aquestes vacunes que
tenen com a avantatge que sén de més baix cost, ja que s’administren en una sola

dosis [184].

1.12 Impacte de la introduccié del programa universal de

vacunacio

Després de la implementacié de programes universals de vacunacio, els
casos d’hepatitis A han disminuit drasticament en diferents paisos i regions
arreu del mén [113]. A partir dels resultats obtinguts pel que fa a la seguretat i
protecci6 de les vacunes anti-HAV inactivades, aixi com la relacio cost-efectivitat
d’aquestes, s’aconsella la implementacié de la vacunaci6 massiva universal

(UMV) en nens.

A Catalunya, gracies a la implementaci6 de programes universals de
vacunacié, els casos d’hepatitis A han disminuit drasticament. No obstant,

durant el periode 2002-2009 el descens no ha sigut constant, observant-se
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increments de casos que han sigut associats a diversos gran brots que hi ha
hagut durant el periode de post-vacunacié [138], [185], [186]. En els seglients
anys, les taxes d’'incidéncia d’hepatitis A van tornar a baixar fins a nivells molt
baixos, pero inesperadament al 2013 es va tornar a veure un increment de casos
simptomatics en nens per sota els 5 anys d’edat, els quals normalment no tenen
simptomes. La principal causa d’'una aparicié esporadica de casos és la
incompleta pauta de vacunacid, especialment en pacients immunodeprimits, la
qual cosa crea les condicions optimes per aillar variants d’escapament a les
vacunes. L'increment de casos en nens menors de 5 anys va estar associat a
I'aparicié del genotip IIIA provinent d’Asia, particularment de Pakistan, el qual
era poc comu a Europa i EEUU i va provocar més casos clinics en aquest grup

d’edat dels préviament esperats [113].

En els ultims 10 anys, cinc brots d’origen alimentari han afectat arreu del
mon. El primer d’aquests grans brots va tenir lloc 'any 2013 en 4 paisos del
Nord d’Europa (Dinamarca, Finlandia, Noruega i Suécia). Aquest brot es va
associar al consum de maduixes congelades provinents d’Egipte i va causar 106
casos [187]. Al mateix any, va haver un segon brot a 9 estats dels EEUU produit
pel consum de llavors de magrana congelada importades de Turquia i hi va
haver 162 casos [188]. També al 2013, va comencar un gran brot que va durar
fins al 2014 a 11 paisos Europeus (Bulgaria, Dinamarca, Franga, Alemanya,
Irlanda, Italia, els Paisos Baixos, Noruega, Polonia, Suécia i Regne Unit), el qual
probablement va ser degut a maduixes congelades. Aquest brot va causar més
de 1500 casos i 3 morts [189]. El quart brot va esdevenir a Hawaii I'any 2016, el
qual es va associar a vieires crues provinents de Filipines i va causar 292 casos
i 2 morts [190]. L’any 2016 també va haver-hi un brot en 9 estats dels EEUU amb
143 casos i va ser relacionat amb maduixes congelades utilitzades en un cafe per

fer batuts [191]. També, més recentment ha tingut lloc un brot que va comencgar
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al maig del 2022 als EEUU que ha causat més d’'una vintena de casos confirmats

i s’ha associat a maduixes fresques importades de Mexic [192].

Per altra banda, cal destacar els brots que es donen en homes que tenen
sexe amb homes (MSM), el qual és un grup amb un elevat risc de contraure
hepatitis A degut a practiques sexuals de risc. Varis brots que han afectat al grup
MSM han tingut lloc en la nostra area. Al juny del 2016, va comencar un brot
enorme que va afectar a més de 4000 individus, amb el 50% dels casos i 3 morts

identificades a Espanya [193].

També és rellevant mencionar un brot als EEUU que va afectar als
consumidors de drogues sense llar durant 'any 2017. Es van reportar més de

1500 casos en total, d’entre els quals 41 morts [194].

Mes recentment, segueixen havent-hi brots d’hepatitis A com per exemple,
el brot a Irlanda que va comengar el novembre del 2020, en el qual una vintena
de casos van ser confirmats i encara no s’ha pogut detectar la font d’infeccié

[195].

Tenint en compte que segueixen havent-hi brots esporadics arreu del mén
degut a la falta de vacunacio, esta clar que la manera més efectiva de prevenir-
los és mitjancant la vacunacié massiva infantil, en adults en grups de risc o
persones que viatgen a paisos endemics. L’HAV replica molt lentament en cultiu
cel-lular, i aixd ha conduit a que en ocasions, durant grans brots d’hepatitis A, hi
hagi problemes de subministrament de la vacuna, la qual cosa afecta a la seva
comercialitzacié6 a varis paisos Europeus i també EEUU. Aquesta situacié
complica el control de brots [196]. Per tant, el gran repte que hi ha actualment

és trobar vacunes amb una eficacia similar o superior a les actuals, pero més
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economiques i assequibles que solucionin l'escassetat de vacunes contra

I’hepatitis A.

1.13 Estudis i adaptacio de I'HAV a cultiu cel-lular

El gran avenc¢ d’Enders et al. en la propagaci6 del poliovirus en cél-lules de
teixits embrionaris el 1949, va obrir el cami al cultiu de virus en linies cel-lulars
[197]. Des de llavors, I'adaptacié de virus patdgens humans a linies cel-lulars in
vitro per mitja de passatges successius s’ha utilitzat en virologia per 'aillament
i la propagacié de molts virus. Aquesta adaptacié condueix a I’atenuaci6 dels
virus reduint el seu potencial per provocar malalties en humans [198], [199].
Gracies ales soques viriques adaptades a cultius cel-lulars s’ha pogut crear linies
solides de treball per facilitar I'estudi de la biologia dels virus i de les malalties
que provoquen. A més a més, també han sigut ampliament utilitzades pel
desenvolupament de molts antivirals i vacunes amb més eéxit produides fins al
moment (com per exemple les de la poliomielitis, xarampid, galteres, rubeola i

varicel-1a) [200].

El virus salvatge de 'HAV sol ser refractari a multiplicar en cultiu cel-lular.
i quan ho aconsegueix sol donar infeccions persistents. Passatges successius de
les cél-lules persistentment infectades permet incrementar la produccié de

virus [198], [201].

El mateix any en que Feinstone i els seus col-laboradors van visualitzar les
particules al microscopi electronic [6], Provost i Hilleman van aconseguir aillar
en marmotes 'HAV provinent d'una biopsia d’'un pacient. Al cap de trenta-un

passatges en aquest animal, van poder cultivar per primera vegada el virus in
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vitro, utilitzant cultius primaris de fetge i posteriorment, en una linia cel-lular de
rony6 de mono Rhesus (FRhK-6) [198]. Un any més tard, 'any 1974, Daemer i
els seus col-laboradors van aconseguir aillar I'HAV en cel-lules AGMK
directament dels excrements d'un pacient, sense replicar-lo préviament en cap
animal. El virus no produia en cap de les dues linies cel-lulars efecte citopatic
[202], fet que va provocar que la seva deteccié fos mitjancant técniques
indirectes (com el radioimmunoassaig, laimmunofluorescéncia o la microscopia

electronica) [199], [203], [204].

A partir de llavors diversos autors [204]-[208] han reportat I'aillament i la
propagacio de I'HAV en varis sistemes cel-lulars, entre ells cultius cel-lulars de
primats o no primats, aixi com també de cél-lules hepatiques o d’altres teixits
cel-lulars. La propagacié del virus en cél-lules renals de simi com les CV-1, les
BS-C-1 i les Vero (totes tres provinents de mono verd africa) o en les cél-lules
FRhK-4 i les FRhK-6 (provinents de mico Rhesus) ha sigut variable, pero
generalment suboptim. Aixo indica que la soca i passatge del virus, la linia
cel-lular i la dosis infecciosa determinen les condicions dptimes de replicacié
viral [206]. Tanmateix, cal destacar que entre les cél-lules de primats on el virus
mostra una millor adaptacié destaquen la linia cel-lular AGMK [209], i la linia
cel-lular continua FRhK-4 [210]. També, s’ha aconseguit multiplicar el virus en
cél-lules d’origen huma [198], com per exemple la linia cel-lular MRC-5 [211],
provinent de teixit pulmonar i que és la utilitzada per a la producci6 de totes les
vacunes inactivades en front a 'HAV que es comercialitzen actualment [212]. No
obstant, en comparacié amb altres picornavirus, la replicacié de 'HAV en cultiu
cel-lular segueix sent lenta i poc eficient, fent que sigui dificil arribar a produir
grans quantitats d’antigen necessaris per tests de diagnostic o vacunes [213],

[214].
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L'adaptacid a cultiu cel-lular generalment condueix a certes mutacions en
el genoma de I'HAV, localitzades principalment en les proteines no estructurals
de la regi6 P2, en especial a les proteines 2B i 2C, i a la regi6 5’ no codificant
[215], [216]. A més, aquesta adaptacié6 ha provocat que les soques d’HAV
produides siguin atenuades in vivo, disminuint la seva capacitat d’infecci6 als
humans [8]. No obstant, algunes d’aquestes soques poden provocar un efecte
citopatic segons el cultiu cel-lular en el que repliquin [9], [217], [218], sent
principalment present en les cél-lules FRhK-4 i BS-C-1 (una linia continua
derivada de les cel-lules AGMK). El cicle replicatiu d’aquestes soques adaptades
és més curt i produeixen una major quantitat de virus respecte les no

citopatiques [9].

Tanmateix, per estudiar el cicle biologic de I'HAV in vitro és preferible
utilitzar un model cel-lular més similar a les seves cél-lules diana, els hepatocits.
Les linies d’hepatocarcinoma huma més utilitzades séon HepG2 i Huh-7.
Concretament, s’ha desenvolupat diversos clons de la linia cel-lular Huh-7 per
millorar la propagacié del virus en cultius cel-lulars d’hepatocits. Un exemple
son les cel-lules Huh7-Al, una sublinia seleccionada a partir de la linia cel-lular
Huh7 curades d’'una infeccié per HAV mitjancant el tractament amb interfero.
Aquesta linia cel-lular és més permissiva i produeix un major nombre de

particules infeccioses en comparacié amb la seva linia parental [219].
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Objectius

Estudiar el procés de sortida de dues poblacions (HM175-L0 i HM175-
HP) del virus de I'hepatitis A: paper de les proteines cel-lulars RAB.

. Avaluar el potencial de la poblaci6 HM175-HP com a candidata vacunal.

Caracteritzar les propietats immunogeniques en ratolins BALB/C de
particules d’'HAV quasi-embolcallades comparades amb particules nues
de les poblacions HM175-HP (HP) i el seu ancestre HM175-L0 (LO).

Caracteritzar les propietats immunogeniques en porcs Landrace x Large
white de particules d’HAV quasi-embolcallades comparades amb
particules nues de la poblaci6 HM175-HP (HP).
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3.1 Antecedents

Classicament, 'HAV s’havia classificat com a virus nu, és a dir, no
embolcallat. No obstant, s’ha descrit que el virus surt de la cél-lula embolcallat
amb una membrana que adquireix de la propia cél-lula en abseéencia de lisis
cel-lular. Posteriorment, aquest embolcall es pot perdre per accié de les sals
biliars donant lloc a particules nues. Per aquesta rad, s’ha definit un doble
fenotip de 'HAV: particules nues (HAV) i particules quasi-embolcallades (eHAV)
[12], [13]. El descobriment d’aquest nou fenotip de 'HAV ha fet reconsiderar el

seu model del cicle biologic.

Aquestes particules quasi-embolcallades presenten una gran similitud
amb exosomes. Mitjancant analisis proteomics de particules quasi-
embolcallades purificades de sobrenedants de cél-lules Huh-7.5, s’ha reportat
que més del 90% de les proteines presents havien estat préviament
identificades en exosomes. Aquests resultats indiquen l'origen d’aquestes
particules quasi-embolcallades mitjancant un mecanisme de biogénesis similar
al dels exosomes, el qual implica la secreci6 a través de la via dels MVBs [85],

[220].

Les cél-lules alliberen una gran varietat de vesicules extracel-lulars que sén
molt heterogenies en la seva mida, densitat i composicié de proteines i acids
nucleics i a més, també difereixen en els seus mecanismes de biogenesis. Els
exosomes sOn un subconjunt d’aquestes vesicules extracel-lulars amb un
diametre de 40-100nm i d’origen endocitic [85], [220]. Les proteines, metabolits
i acid nucleics que alliberen juguen un paper important de comunicacid

intercel-lular participant en processos de resposta biologica [87].
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La biogenesis dels exosomes comenga amb la internalitzacié de molécules
via endocitosis. L'endosoma primerenc interacciona amb les proteines cel-lulars
associades al complex ESCRT afavorint la formaci6 de les vesicules
intraluminals (ILV). Els endosomes tardans que contenen varies ILVs sén
anomenats MVB. Un cop formats els MVB el seu desti final pot ser fusionar-se
amb els lisosomes, donant lloc a la degradacio6 del seu contingut, o bé dirigir-se
cap a la membrana plasmatica, on la fusié de la membrana limitant dels MVBs i
la membrana plasmatica resulta en la secreci6 dels ILVs, i entre ells els
exosomes. Aquestes dues possibles vies de degradacié i secreci6 dels MVB

estarien regulades per la homeostasis cel-lular.

L’HAV podria seguir un mecanisme de biogenesis i sortida similar al dels
exosomes per a la seva sortida de la cél-lula. Les capsides virals sén reclutades i
un cop als MVB, s’alliberen vesicules que porten capsides de I'HAV al seu
interior. Aquests exosomes que contenen HAV és el que s’ha definit com al

fenotip quasi-embolcallat de 'HAV o eHAV [12], [28], [85], [86].

Les particules d’eHAV contenen tetraespanina CD9, dipeptidil peptidasa 4
(DDP4), diferents proteines de la familia de les chaperones (CHMP) i ALIX i
sintenina, les quals interaccionen amb el complex ESCRT, concretament amb
I’ESCRT-III (Figura 9). La funci6 principal de les proteines del complex ESCRT
és l'escissié dels colls de membrana. A més, entre moltes altres funcions
addicionals, destaquen els processos de gemmacio i reclutament de proteines
de membrana per al seu transport. Aquestes funcions addicionals les
desenvolupen els complexes ESCRT-I i ESCRT-II, juntament amb la proteina
ALIX (ALG-2-interacting protein X) o també anomenada PDCD6IP, la qual és
essencial per la biogénesis d’eHAV. També cal destacar el paper important de la

proteina VPS4 que és una ATPasa associada al complex ESCRT que proporciona

56



Capitol 1

I'energia per al desensamblatge dels complexes ESCRT-III en la fissié de la

membrana plasmatica [85], [89], [221].

ESCRT-I Gt

ESCRT-I

Figura 9. Representacio de les dues branques principals del complex ESCRT. En la imatge es mostra
la branca ESCRT-I/ESCRT-Il i la branca ESCRTIII/ALIX del complex ESCRT en la formacid d’una vesicula.
Imatge adaptada de [221].

En la biogénesis de 'exosoma mediada per sindeca-ALIX (Figura 10), la
cascada d’interaccions comporta la unié de la sintenina al domini citosolic del
sindeca i/o fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) a través dels seus dominis PDZ
en tandem, i la unié directa de la sintenina al domini V d’ALIX a través dels seus
late domains LYPX(n)L en tandem. A través d’aquestes unions es dona la
internalitzaci6 de membranes endosomals [222]-[225]. La proteina ALIX pot
existir com a monomer o dimer, sent la forma dimerica la forma activa d’ALIX
[226]. Aquesta forma dimerica permetria que ALIX sigui utilitzat com a pont per

unir la sintenina amb les capsides d’HAV.
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Figura 10. Biogenesis i secrecié de les vesicules extracel-lulars mitjancant els cossos
multivesiculars (MVBs). A) Via sindeca-ALIX de biogenesis d’exosomes. La sintenina (lila)
s’uneix al sindeca (verd fosc) i a ALIX (lila fosc) i posteriorment, ALIX recluta el complex ESCRT-
III (rosa), conduint a la formaci6é de vesicules intraluminals (ILV). Els cossos multivesiculars
(MVBs) es fusionen amb la membrana plasmatica i té lloc I'alliberacié d’exosomes. B) Via classica
de biogénesis d’exosomes. Receptors de superficie cel-lulars sén ubiquitanitzats i endocitats. El
complex ESCRT-0-II (blau) reconeix I'ubiquitina (taronja) i permet la formaci6é d’ILV. Els MVBs
que contenen aquests ILVs es fusionen amb els lisosomes on sén degradats. Imatge adaptada de
[227]. C) Representacié esquematica de la sintenina. Els late domains estan marcats en negreta.
Imatge extreta de [223].

Les capsides d’HAV es podrien reclutar com a cargo en els MVB mitjangant

la interacci6 amb el domini V d’ALIX a través dels seus dos motius YPX3L
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presents a la proteina VP2. Ambdds dominis conservats es troben a la proteina
VP2 separats per 28 aminoacids. El primer d’ells esta a la posicio 144-149
(YPHGLL) i el segon a la posici6 177-182 (YPVWEL) (Figura 11). En un model
de rajos X de la capsida madura s’ha observat que aquests motius estan
enterrats i no son accessibles ala superficie, fet que semblaria incompatible amb
la interacci6 amb ALIX. Malgrat aix0, s’han proposat diverses possibilitats
d’interaccid: 1) que aquests dominis enterrats sota la capsida madura puguin
tenir una major accessibilitat en la capsida immadura que penetra dins els
MVBs, 2) que la capsida “respiri” i sigui transitoriament més accessible o 3) que

hi hagi una segona senyal que interaccioni amb el complex [30], [225].

144 177
VP2  LTVYPHGLLNCNINNVVRIKVPFIYTRGAYHFKDPQYPVWELTIR..

Figura 11. Late domains YPX3L localitzats a la proteina VP2 de la capsida 'HAV. Imatge adaptada
de [17].

Addicionalment, la cristal-lografia ha mostrat que les particules eHAV tenen
una extensid a la proteina VP1, anomenada domini pX o préviament anomenat
2A (8kDa), la qual s’ha vist que és necessaria per I'ensamblatge [12], [30]. En
estudis d’estructura i interaccié del domini pX s’ha observat que aquest domini
juga un paper essencial direccionant I'HAV dins dels MVB i ALIX hi esta
involucrat [228] Recentment, s’ha descrit que la proteina VP1-pX pot
interaccionar amb els dominis Bro-1 presents a ALIX i al seu paralog HD-PTP
(tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 23) (Figura 12), el qual també
és una proteina de domini Bro1 vinculada a direccionar cargos ubiquitinitzats
cap als MVB. Aquest descobriment suggereix el paper de la proteina VP1-pX en

la invaginaci6 i formacié de la particules eHAV [229].
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Figura 12. Representaci6 esquematica d’ALIX (a d’alt) i HD-PTP (a baix). Les interaccions amb
I'HAV estan indicades amb fletxes. Imatge adaptada de [230].

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, en el grup de Virus Entérics s’ha
seleccionat una poblacié de replicaci6é rapida (HM175-HP) a partir de la soca
HM175-L0 [231]. L’elevada replicacié de la soca HP és degut a qué té un IRES
molt eficient juntament amb un ds de codons optimitzat en la regié VP1 de la
capsida. Tot i que els canvis d'is de codons conduirien a canvis en el plegament
de la capsida, la poblaci6 HP presenta unes caracteristiques antigéniques i
fisiques similars a la poblaci6 LO, sent reconeguda antigenicament pels
anticossos policlonals. No obstant, mostra una reducci6 del 30% en el
reconeixement per part d’anticossos monoclonals (mAbs, K34C8 i H7C27).
Aquests fets suggereixen que els canvis de plegament amaguen parcialment els

dos epitops reconeguts per aquests mAbs .

La capsida de la poblaci6 HM175-HP mostra només dos canvis no sindnims
localitzats a les posicions 123 de la proteina VP1 i 134 de la proteina VP2 [61].
El primer d’ells es troba allunyat dels late domains, pero la posicié 134 de la VP2
es troba molt propera a la tirosina en posicié 144 (4.5A de distancia), la qual és

el primer residu d'un dels dos late domains. Aquesta mutacié dona lloc a un canvi
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aminoacidic no conservatiu d’'una serina (S) a una glicina (G). La glicina és un
aminoacid més flexible i potencialment podria donar més accessibilitat a la
Tyr144, essencial per a la interacci6 del primer late domain 144-149 amb ALIX,
facilitant la seva sortida a través dels MVB [61], [231].

Estudis anteriors en el grup de Virus Entérics mitjangant microscopia
confocal han demostrat que la poblaci6 HM175-HP té més afinitat per ALIX que
la poblaci6 HM175-L0. També, han pogut demostrar aquesta major afinitat en
condicions de silenciament genic d’ALIX. Aquests resultats poden suggerir que
hi hauria dues possibles vies diferents de sortida del virus en funcié del seu
fenotip, 'eHAV alliberat a la sang a través de la membrana basolateral via ALIX

o HD-PTP i els MVB, i els virions nus a la bilis a través de la membrana apical.

Per altra banda, les proteines RAB GTPases son la familia de proteines més
abundant de la superfamilia de GTPases Ras. Les RAB GTPases son coordinadors
essencials del transit de membrana i transport intracel-lular de vesicules [232],
[233]. Cada una de les proteines esta localitzada en un compartiment de
membrana diferent, des d’on controla I'especificitat i direcci6 del transport de
membrana endocitic i exocitic. Dit d’'una altra manera, aquestes proteines sén
les responsables d’assegurar que els cargos siguin transportats al compartiment

diana correcte [234].

Cal destacar el paper rellevant de les proteines RAB7, RAB11A, RAB27 i
RAB35 en la rutes de transit endosomals (Figura 13). Concretament, RAB7 i
RAB27 sén més abundants als MVBs, mentre que RAB11 i RAB35 en les rutes de
reciclatge lentes i rapides, respectivament, les quals porten el cargo de retorn a
la membrana plasmatica [90]. En els ultims anys, s’ha demostrat que alterar els
nivells i/o activacié de qualsevol d’aquests RAB, pot interferir en I'alliberament

dels exosomes a I'espai extracel-lular. De fet, diferents estudis han demostrat
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que la inhibicié o silenciament de RAB7 [235], RAB11 [236], RAB27 [237] i
RAB35 [238] afecta severament l'alliberacié d’exosomes en alguns tipus
cel-lulars, la qual cosa implica una acumulacié intracel-lular de vesicules

endosomals.

Reciclatge rapid

Reciclatge lent

N oo

Figura 13. Representacio il-lustrativa del transit vesicular regulat per les RAB GTPases.

Imatge adaptada de [239]

Alguns virus utilitzen els RAB mencionats per dur a terme diversos passos
del seu cicle cel-lular. Per exemple, I'influenzavirus A (IAV), el virus Sendai
(SeV), el virus respiratori sincicial (RSV) i ’Andes virus (ANDV) utilitzen

RAB11A per facilitar el seu transport cap a la membrana apical [240]-[246].
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També, s’ha reportat que RAB27 és utilitzat pel citomegalovirus huma
(HCMV)[247], el virus de laimmunodeficiencia humana (HIV)[248] i el virus del
herpes simple (HSV1)[249] pel transport entre la xarxa trans-golgi (TGN) i els
endosomes. En el cas de 'HAV, de les quatre RAB GTPases mencionades, només
s’ha trobat certa interaccié del virus amb el RAB7A implicat en el transport dels
endosomes primerencs als endosomes tardans en el procés d’entrada. Tot i aixi,
no es coneix el paper de les proteines RAB en la sortida de 'HAV [59]. Aquest
paper essencial del RAB7A també s’ha vist en ’'HIV [250]. Aix0 ens ha portat al
present estudi sobre el paper de les RAB GTPases en la regulacié de

I'alliberament vectorial de 'HAV.

Les cél-lules diana de 'HAV sén els hepatocits, els quals son cél-lules
multipolaritzades amb multiples dominis apicals, laterals i basolaterals, fet que
provoca que tinguin unes vies de transit molt complexes i especialitzades.
Aquesta organitzacio unica dels hepatocits els permet mantenir dos sistemes de
flux a contracorrent: la sintesi i secrecié de bilis i I'absorcié, processament i
secreci6 de components sanguinis sinusoidals. Cada cél-lula té una extensa
membrana basal permeable en contacte amb l'espai de Disse que possibilita
I'intercanvi de sang que circula a través dels sinusoides hepatics (Figura 15A).
En canvi, el domini apical o canicular és més petiti serveix com a lloc de secrecio
d’acids biliars cap al canalicle i posteriorment, cap als conductes biliars més
grans fins a finalment arribar a l'intesti [251], [252]. Totes aquestes funcions
dels hepatdcits es donen gracies a qué sempre es mantenen les unions estretes
entre cél-lules veines que permeten formar una barrera que separa les
membranes apical i basolateral. D’aquesta manera s’aconsegueix impedir el

contacte entre la sang i la bilis [253].

El transit intracel-lular entre els diferents compartiments dels hepatocits és

molt especific i complex i esta regulat per proteines RAB. Per una banda, les
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proteines residents a la membrana basolateral (BL) poden sotmetre’s a un
reciclatge rapid directament dels endosomes primerencs basolaterals (BEE) o
poden ser proteines apicals que mitjangant transcitosis sén reciclades al
compartiment de 'endosoma subapical (SAC) i d’aqui cap a la membrana BL

(Figura 14).
Model 1 Model 2

© g

MyoVb
Rab11a

AP proteins BL proteins BL proteins AP proteins

Figura 14. Vies de transit proposades per a les proteines apicals i basolaterals en
hepatocits. Model 1: Un cop endocitades les proteines del canalicle biliar (BC) (fletxes verdes)
van a parar a I'endosoma apical preco¢ (AEE) que posteriorment, poden dirigir-se cap a la via
lisosomal (LYS) o cap a la via endosomal per ser reciclades a 'endosoma de reciclatge apical
(ARE). Per altra banda, les proteines apicals que han arribat a la superficie basolateral (BL) poden
arribar al’endosoma subapical (SAC) a través dels endosomes primerencs basolaterals (BEE). Des
del SAC poden dirigir-se cap a la superficie apical mitjancant ARE. Les proteines residents en BL
(fletxes blaves) es sotmeten a un reciclatge rapid a través de BEE o a través de SAC. Igual que AEE,
BEE també pot dirigir les proteines cap al lisosoma. Model 2:es diferencia del model 1 en la
definicié de SAC i en l'itinerari de les proteines AP que pateixen transcitosis BL a AP, les quals
arribem a la superficie AP a través de SAC després de ser reclutades per CRE. En aquest model,
SAC també esta implicat en la via lisosomal. Imatge adaptada de [251]
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Per altra banda, les proteines residents a la membrana apical (AP) s6n
endocitades en endosomes primerencs apicals (AEE) i van cap a '’endosoma de
reciclatge apical (ARE), tornant altra cop cap a la membrana AP. A més, els
compartiments BEE, SAC i AEE també poden reclutar proteines i dirigir-les cap

al lisosoma per a la seva degradacio [251].

L’HAV surt dels hepatdcits tant per les membranes basolaterals com per les
apicals. Tanmateix, es desconeix si hi ha diferencies en la via de transit entre la
forma HAV i eHAV. S’ha intentat descriure un nou model del cicle biologic de
I’'HAV, pero fins al moment, només ha estat demostrat que els virions quasi-
embolcallats (eHAV) es troben circulant en la sang durant la infeccié aguda,

mentre que el fenotip nu (HAV) és el que s’elimina per la femta [12].

Existeixen varies hipotesis per explicar la circulacié dels dos fenotips del
virus, pero cap d’elles ha sigut demostrada. La hipotesis més simple suggereix
que les particules d’eHAV perdrien '’embolcall degut a I'accié dels acids biliars
sortint a través de la membrana apical (Figura 15B). Tanmateix, les
concentracions d’acids biliars necessaries per eliminar la membrana de I'eHAV
han de ser molt elevades i la seva concentracié dins dels aspirats de vesicula
biliar humana tan sols arriba a nivells de 170-180nM [93], [253], fent que
aquesta hipotesis sigui controvertida. La hipotesis alternativa proposa que les
dues formes del virus podrien sortir de I’hepatocit a través de vies d’exportacio
diferents. L’eHAV alliberat a la sang sortiria a través de la membrana basolateral
mitjancant la via dels MVB i un cop a l'espai de Disse podria entrar als hepatdcits
adjacents. En canvi, els virions nus presents en la bilis sortirien a través de la
membrana apical via els lisosomes (Figura 15C) [93]. Aquesta hipotesis
semblaria valida ja que diversos estudis previs [46], [92], [93] mostren com
I'HAV s’allibera de forma vectorial a partir de cultius de cel-lules epitelials

especialitzades. Tot i que aquests estudis no diferencien entre virus nus i quasi-
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embolcallats, deixant oberta la possibilitat d’'una alliberacié diferencial del virus

quasi-embolcallat front al nu.

A Sinusoid: blood

Space of Disse

( Biliary canaliculus }‘.‘
\\, \J

basolateral
membrane

apical /

membrane

. ——— — < P = —— 3

eHAV HAV —IgA
————— > HAV
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= > HAV transcytosis HAV
distinct export
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Figura 15. Microanatomia de I’hepatocit i les tres possibles hipotesis per a I'exportacio de
les dues formes de 'HAV en sang (eHAV) i en femta ( HAV). Imatge obtinguda de [93].

La tercerai ultima hipodtesis proposada suggereix que tant els virions quasi-
embolcallats com els nus s’alliberen a través de la membrana basolateral a
I'espai de Disse. Posteriorment, aquests virions nus entren altra vegada als
hepatdcits mitjancant un procés de transcitosis i arriben a la membrana apical,
on so6n alliberats al tracte biliar (Figura 15D). Tot i que els virus transportats
per transcitosis representen un percentatge molt petit dels virus excretats en
femta, aquesta transcitosis es pot veure potenciada en preséncia d’anticossos
IgA que s’uneixen a la capsida de 'HAV [254]. Aquesta ruta d’exportaci6 apical
proposada sembla complicada, pero imita la ruta utilitzada pel transport de
proteines apicals dins dels hepatocits (Figura 14). Aquesta via demostraria
altra vegada que els virus sén capacos d’explotar la maquinaria cel-lular per
millorar la seva transmissié [93], [254]. De totes aquestes possibilitats de

circulacié dels dos fenotips d’'HAV, la hipotesis més acceptada és la segona.
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3.2 Resultats

3.2.1 Expressio de diferents gens codificants de proteines
RAB

L’expressié de gens codificants de proteines RAB es va analitzar en cél-lules
Huh7-Al que sén hepatocits derivats d’hepatocarcinoma huma. Es va mesurar
I'expressio en diferents gens RAB (RAB7, RAB11A, RAB11C, RAB27A, RAB27B i
RAB35) involucrats en la secreci6 d’exosomes, i també del gen supressor de
tumors 101 (TSG101), el qual es un component de 'ESCRT-I que no es troba
present a eHAV i per tant, ens va servir com a control. L’expressid génica va ser

mesurada a través dels nivells de mRNA durant 72h.

Els nivells de mRNA de RAB11A van ser molt més alts que la resta (Figura
16), seguit del RAB35. Aquests resultats suggereixen que RAB11A i RAB35

podrien regular el transit en els hepatocits.
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Figura 16. Expressio génica de proteines RAB. Les dades estan representades com la mitjana *
error estandard.
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3.2.2 Expressio de diferents gens codificants de proteines
RAB en cél-lules Huh7-Al infectades amb HAV

Per tal d’esbrinar si el patr6 d’expressio6 dels gens RAB en cél-lules Huh7-Al
varia durant el cicle infecciés d’"HAV, es van infectar aquestes cél-lules amb les
dues poblacions d’"HAV, L0 i HP, utilitzant una MOI de 5, tal i com es detalla en
I'apartat 7.1.6.

La replicacié virica va ser confirmada quantificant el nimero de copies
genomiques (CG) en el sobrenedant de cél-lules infectades a les 0, 24, 48 i 72h
p.i, seguint el protocol de 'apartat 7.2. L'increment de les CG de la poblacié HP
va ser significativament més alt comparat amb el de la poblacié L0, confirmant
la seva major taxa de replicaci6 (Figura 17A). Simultaniament, es van mesurar
els nivells de mRNA dels diferents RAB analitzats i la proteina TSG101 en
cél-lules infectades amb HAV vs cel-lules no infectades, tal i com es detalla en
I'apartat 7.3. Es va establir un increment minim d’1.5 vegades com a nivell de
tall per definir una pujada dels nivells de mRNA especifica. Només la infeccioé
amb la poblacié HP es va associar a un augment de 1.89X de I'expressié génica
del TSG101 a les 24 h p.i, perd no a les 48 i 72 h p.i (Figura 17B). Tenint en
compte els baixos nivells d’expressié en cél-lules no-infectades (Figura 16),
podem assumir que la seva expressio en cél-lules infectades és forga baixa. Els
nivells de mRNA per RAB7A (Figura 17C) i RAB35 (Figura 17H) van ser més
alts en cél-lules infectades respecte a les no infectades, especialment en cél-lules
infectades amb la poblacié HP. Contrariament, els nivells de mRNA per RAB11A,
RAB11C,RAB27AiRAB27B no es van veure incrementats en cél-lules infectades.
No obstant, cal tenir en compte que els nivells d’expressi6 de RAB11A
probablement no van augmentar a causa del seu alt nivell basal en cél-lules no

infectades (Figura 16).
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Figura 17. Efecte de la replicacié d’'HAV en I'expressio génica de proteines RAB en la linia
cel-lular Huh7-Al A) Increment de les copies genomiques (CG) al llarg del temps en cél-lules
infectades amb les poblacions L0 i HP d’"HAV. B) Increment del mRNA de TSG101 al llarg del temps
en ceél-lules infectades amb HAV. C) Els mateixos parametres per RAB7A. D) Els mateixos
parametres per RAB11A. E) Els mateixos parametres per RAB11C. F) Els mateixos parametres per
RAB27A. G) Els mateixos parametres per RAB27B. H) Els mateixos parametres per RAB35. Linies
vermelles i verdes fan referéncia a cel-lules infectades amb L0 i HP, respectivament. La linia
discontinua representa el nivell de tall establert a un increment de 1.5. Les dades estan
representades com la mitjana # error estandard. Hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre les dues poblacions quan la p< 0.05.
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El conjunt de tots aquests resultats suggereix que les proteines RAB7A i
RAB35, i potser RAB11A, podrien estar involucrades en la via de secrecid
d’eHAV. Les dues primeres per augmentar I'expressié durant la infeccié d’HAV
respecte a les cel-lules no infectades i la ultima per tenir una expressié molt
elevada en les cel-lules Huh7-Al. Tot aix0 ens porta a l'estudi del paper

d’aquestes proteines RAB en la secrecié d’eHAV.

3.2.3 Colocalitzaci6 de les proteines RAB i HAV en cel-lules
Huh7-Al no polaritzades

Aquest estudi es va fer mitjangant un analisis quantitatiu de colocalitzaci6
per microscopia confocal de les capsides del virus amb les diferents proteines
RAB. Es va posar a punt una immunofluorescéncia indirecta de doble marcatge
en cultius de cel-lules Huh7-Al no polaritzades a les 48 h p.i. Aquest temps post-
infeccid es va establir valorant el nivell de replicacié tan de la poblacié parental
L0 com de la HP en aquesta linia cel-lular, i tenint en compte que es vol estudiar

el paper de les proteines RAB en les fases finals del cicle replicatiu de 'HAV.

Per dur a terme aquest estudi, es van infectar monocapes de cel-lules Huh7-
Al no polaritzades i confluents amb les dues poblacions del virus amb una MOI
de 5. Posteriorment, es va realitzar el protocol detallat a l'apartat 7.4. Per aquest
analisis es van realitzar un minim de tres experiments independents amb dues
repliques per cadascuna de les proteines RAB i poblacié viral, escanejant tots els
camps microscopics i posteriorment, fent el seu analisis qualitatiu mitjancant
I'observacié d’imatges. Es van establir uns parametres fixes per a la presa
d’imatges i per al seu posterior analisis quantitatiu (veure apartat 7.4.1 de
materials i metodes). Simultaniament, es va fer també un analisis quantitatiu

mitjancant el calcul dels coeficients de colocalitzacié.
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L’observacié de les imatges permet afirmar que les capsides de LO (canal
verd) colocalitzen clarament amb RAB7A (canal vermell)(Figura 18C), ja que es
pot veure la coincidéncia en I'espai del marcatge verd i el vermell formant punts
entre groc i taronja. En canvi, no colocalitzen tant amb RAB11A (Figura 18I) i
practicament no hi ha colocalitzacié amb RAB35 (Figura 180). Contrariament,
les capsides de HP clarament colocalitzen amb RAB35 (Figura 18R) i RAB11
(Figura 18L) i gairebé gens amb RAB7A (Figura 18F). Aquests resultats
suggereixen que les poblacions LO i HP podrien estar utilitzant RAB11 i
preferentment les proteines RAB7A i RAB35, respectivament, per la sortida de

les particules quasi-embolcallades.

L’analisi quantitatiu va corroborar aquestes observacions. Mitjancant la
deconvolucié de totes les imatges extretes, es va quantificar la colocalitzacié
amb els coeficients de Manders M1 (percentatge de la capsida del virus que
colocalitza amb la proteina RAB). Amb els resultats obtinguts es confirma que hi
ha una major colocalitzaci6 entre les capsides de L0 i la proteina RAB7A que amb
les capsides d’HP (Figura 18S), on la mitjana dels coeficients de Manders M1 és
de 0.58 (58% de colocalitzaci6) i 0.21 (21% de colocalitzacio), respectivament.
En canvi, les capsides d’HP colocalitzen molt més amb la proteina RAB35 que les
capsides de L0 (Figura 18U), on les mitjanes s6n de 0.381 0.13, respectivament.
Pel que fa a RAB11A, es va detectar una colocalitzacié similar amb les capsides
de LO i HP (Figura 18T), on les mitjanes de colocalitzacié s6n de 0.29 i 0.37,

respectivament.
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Figura 18. Colocalitzacié de capsides d’'HAV amb proteines RAB en cél-lules Huh7-Al no
polaritzades. A-C) Co-localitzac6 de capsides d'HAV amb RAB7A, en cel-lules infectades amb la
poblacié LO a les 48 hores post-infeccié (h p.i). D-F) Mostren el mateix analisis per cél-lules
infectades amb la poblacié HP. G-I) Mostren el mateix analisis pel RAB11 amb cel-lules infectades
amb LO0. J-L) Mostren el mateix analisis pel RAB11 amb cel-lules infectades amb HP. M-0) Mostren
el mateix analisis pel RAB35 amb cel-lules infectades amb L0. P-R) Mostren el mateix analisis pel
RAB35 amb cel-lules infectades amb HP. En vermell (HAV), en verd (RAB) i de taronja a groc
(colocalitzacié entre HAV i RAB). La reconstrucci6 de les imatges és adquirida a partir de seccions
seriades de 0,12pm i les barres blanques corresponen a 10um. S-U) Analsisi de microscopia
confocal quantitatiu de la proporcié de capsides d’'HAV colocalitzant amb RAB7A (S), RAB11A (T)
i RAB35 (U). Hi ha diferencies estadisticament significatives entre les dues poblacions quan la p<
0.05.
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3.2.4 Silenciament dels gens RAB

Per corroborar que les proteines RAB estudiades tenen un paper en la

. esv valu ienci Usi . Snic.
sortida de I’'HAV, es varen avaluar les conseqiiéncies del seu silenciament génic

Aquest estudi es va realitzar sembrant cél-lules Huh7-Al en plaques de 24
pous i un cop arribades a la confluencia, es transfectaven amb un mix de
seqiiencies siRNA que tenen com a diana especifica cada un dels gens RAB a
analitzar. El silenciament es va fer individualment per cada un d’ells o doble
combinant els mix de siRNA. Posteriorment, es recollien els sobrenedants i lisats
cel-lulars per mirar 'efecte de cadascun dels silenciaments realitzats. Els
resultats esperables quan un RAB esta implicat en la sortida és observar una
caiguda del titol a sobrenedant i un increment de les copies gendomiques
intracel-lulars. Per aquest estudi es van dur a terme dos experiments amb tres

répliques per cada gen i poblacié d’HAV.

Abans d’analitzar les conseqiiéncies del silenciament, ens vam assegurar
que el silenciament assolit fos suficient per poder treure’n conclusions fiables.
El silenciament genic individual va ser en mitjana de 97.74%=+0.63%,
88.51%+2.08% i 67.96%+%3.94% per RAB7A, RAB11A i RAB35, respectivament.
Al ser tots superiors al 60%, vam considerar que eren silenciaments suficients

per veure si provocaven algun efecte en la cel-lula.

El silenciament individual de RAB7A (Figura 19A i B) i RAB11A (Figura
19C i D) no indueixen una reducci6 de la sortida de particules infeccioses ni per
la soca LO ni per la soca HP (Figura 19A i C). No obstant, curiosament hi ha un
increment significatiu dels genomes intracel-lulars amb el silenciament del
RAB7A (Figura 19B) mentre que aquest efecte no es veu amb el silenciament

de RAB11A (Figura 19D). Aquest increment podria estar relacionat amb la
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reducci6 del transit cap al lisosoma promogut per RAB7A. Pel que fa al
silenciament individual de RAB35, aquest provoca una reduccié significativa
dels titols infecciosos al sobrenedant de cél-lules infectades amb HP (Figura
19E) concordant amb un increment significatiu de les copies genomiques
intracel-lulars (Figura 19F). Aquests canvis no es veuen en la poblaci6 LO. Els
resultats indicarien que RAB35 semblaria tenir una implicaci6 en la sortida viral
de la poblaci6é HP. De fet, aquesta teoria podria estar relacionada amb el fet que
la poblacié HP té un cicle de replicacié més rapid que el de la poblaci6 LO i que
la proteina RAB35 esta implicada en la via rapida del transit vesicular, tal i com

s’ha comentat en els antecedents [239].

En quant als resultats del silenciament genic doble, la caiguda dels nivells
de mRNA va ser en mitjana de 96%+1.36 i 74.36%=+3.36 per RAB7A i RAB11A,
respectivament, 94.3%*1.91 i 44.15%#*6.35 per RAB7A i RAB35,
respectivament i 83.19%+2.66 i 60.37%+6.82 per RAB11A i RAB35,
respectivament. Igual que en el cas del silenciament individual, al ser totes les
caigudes superiors al 60%, excepte pel RAB35 en el doble silenciament amb
RAB7A, vam considerar que eren silenciaments suficients per veure si

provocaven algun efecte en la cel-lula.
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Figura 19. Efecte del silenciament dels gens RAB en I'alliberament d’HAV de les cél-lules
Huh7-Al infectades. A) Efecte del silenciament de RAB7A a la sortida d’'HAV cap al sobrenedant.
B) Efecte del silenciament de RAB7A en les copies genomiques intracel-lulars. C-D) Mostren el
mateix efecte silenciant RAB11A. E-F) Mostren el mateix efecte silenciant RAB35. G-H) Mostren
el mateix efecte silenciant alhora RAB7A i RAB11A. I-]) Mostren el mateix efecte silenciant alhora
RAB7A1RAB35A. K-L) Mostren el mateix efecte silenciant alhora RAB11A i RAB35. Els titols virics
en el sobrenedant estan expressats com el Logio del TCIDso/ml i les copies gendomiques
intracel-lulars estan expressades com el Logio per ml d’extractes cel-lulars. Hi ha diferéncies
estadisticament significatives entre les dues poblacions quan la p< 0.05.
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El doble silenciament de RAB7A i RAB11A s’associa a un increment
significatiu de les copies genomiques intracel-lulars per ambdues soques d'HAV
(Figura 19H). Aix0 podria estar relacionat amb una baixa degradacié del virus
en el lisosoma degut al silenciament de RAB7A, tal i com hem comentat
anteriorment. Sorprenentment, l'alliberament de particules infeccioses al
sobrenedant només incrementa significativament en el cas de cél-lules
infectades amb HP. Aquests resultats podrien estar relacionats amb un augment
estadisticament significatiu de 1,99X dels nivells de mRNA de RAB35 observats
en cél-lules infectades amb HP amb aquest doble silenciament. Tot plegat, el
doble silenciament de RAB7A i RAB11A indica una produccié de virus més
elevada en aquestes condicions, traduint-se en un increment del virus en el
sobrenedant, només significatiu en el cas de la soca HP, la qual és capag
d’utilitzar el RAB35 per la seva sortida. També, aquests resultats estarien

suggerint que L0 no utilitza RAB35 per la seva sortida.

En el doble silenciament de RAB7A i RAB35 no indueix cap canvi rellevant,
ni per la soca HP (Figura 191-]). Aix0 podria estar explicat per el baix nivell de
silenciament aconseguit de RAB35, provocant que no es vegin bé els efectes del
silenciament, i/o una reduccid de transit cap al lisosoma. Finalment, el doble
silenciament de RAB11A i RAB35 causa una caiguda significativa dels titols
infecciosos en el sobrenedant de cél-lules infectades amb HP (Figura 19K), pero
no es correlaciona amb un augment de les copies genomiques intracel-lulars
(Figura 19L). Aquest fet podria estar explicat per I'increment estadisticament
significatiu de 8.2X del mRNA de RAB7A en aquestes condicions i la seva
associacié amb el transit cap al lisosoma. Aquest doble silenciament no mostra

cap efecte rellevant en cel-lules infectades amb la poblacié LO.
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Simultaniament, es va analitzar I'efecte del silenciament mesurant els fold
changes entre cél-lules silenciades i no silenciades en cada condicid. Aquestes
dades ens van aportar informaci6 rellevant que no haviem pogut observar en

I’analisi anterior.

Breument, per la poblaci6 HP, els increments en fold changes de les CG
intracel-lulars sén significativament més alts que les reduccions en fold changes
dels virus alliberats al sobrenedant amb cada silenciament individual (Taula 3).
Aquesta observacié suggereix que totes les proteines RAB poden estar
involucrades en la sortida d’"HP. A més, corrobora la relacié entre la poblacié HP

i RAB35 que haviem detectat préviament (Figura 19E-F).

Per altra banda, tot i que malauradament encara no hem vist un indici clar
de quin RAB podria ser utilitzat per I'alliberament de la soca L0, mirant els fold
changes de cada condicié ens fa entreveure quina proteina RAB pot estar
controlant la seva sortida. Fixant-nos en el fold change intracel-lular vs
sobrenedant del doble silenciament de RAB7A i RAB11A, s’observa que és de
2.53+0.11 vs 1.67+0.14, respectivament (Taula 3). Aquesta diferéncia podria
explicar-se per l'acumulacié intracel-lular del virus al trobar-se la via de
degradacié cap al lisosoma disminuida i també, per veure’s afectada la seva
sortida degut al silenciament. Per tant, aquests resultats ens indicarien de
manera indirecta que la poblacié L0 podria estar utilitzant RAB7A i RAB11A per
sortir de la cel-lula infectada. També, si mirem el fold change del doble
silenciament de RAB11A i RAB35, s’observa que el fold change extracel-lular és
significativament més alt que el fold change de les CG intracel-lulars (2.09+0.44
vs 0.85+£0.05 p=0.05; Taula 3), possiblement degut a qué en aquestes condicions
I'expressi6 de RAB7A té un increment estadisticament significatiu de 7.58X.
Aquests resultats suggereixen també un cert paper de RAB7A en accelerar la

sortida de la poblacié LO.
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Conjuntament, aquests resultats condueixen a pensar que la soca HP
utilitza la xarxa de transit controlada per RAB35, i en menor mesura RAB11A i
RAB7A, per a la seva sortida de la cél-lula. En canvi, la soca LO utilitzaria
preferentment la xarxa de transit controlada per RAB74, i en menor mesura

RAB11A.
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3.2.5 Colocalitzacioé de les proteines RAB i HAV en cél-lules Huh7-
Al polaritzades

Donat el diferent Us de les diferents proteines RAB per part de les dues
soques d’HAV, ens vam plantejar si podien tenir una eficiéncia de sortida
diferent per les membranes basolateral (BL) i apical (AP). Per tant, es va creure
oportu estudiar la distribuci6 de les proteines RAB en les membranes
basolaterals i apicals en cel-lules Huh7-Al polaritzades, la qual cosa podria

explicar la secrecié vectorial d’'HAV en els hepatocits.

Per dur a terme aquest estudi, es van polaritzar cél-lules Huh7-Al durant 14
dies en preséncia de DMSO, tal i com es detalla en I'apartat 7.6. Posteriorment,
les monocapes polaritzades van ser tenyides amb anticossos dirigits
especificament contra marcadors de les unions estretes de la membrana apical
(zonula occludens, Z0-01) i basolateral (alpha 1 Sodium Potassium ATPase,
Na+K*-ATPase). Amb I'objectiu d’examinar la colocalitzacié de cada RAB amb els
marcadors de membrana, es van realitzar un minim de tres experiments
independents i cinc captures representatives per a cada experiment i analisis de
colocalitzacié. Posteriorment, igual que es va fer en l'apartat 4.2.3, es va
analitzar les imatges qualitativament mitjancant l'observaci6 d’imatges i
quantitativament mitjancant els coeficients de Manders M1 (percentatge de la
membrana que colocalitza amb la proteina RAB) i M2 (percentatge de proteina

RAB que colocalitza amb la membrana).

L’analisi qualitatiu ens permet examinar les imatges des d'un pla
transversal i un pla sagital, la qual cosa ens facilita observar molt millor les
colocalitzacions. En les imatges es mostra que els marcadors de RAB7A, RAB11A
i RAB35 estan distribuits tant al llarg de la membrana BL (Figura 20A-F) com

de I’AP (Figura 19G-L) i no ens permet veure diferencies clares entre ells.
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Per tal d’estimar la colocalitzacié diferencial de cada RAB amb els
marcadors de membrana es va fer també I'analisi quantitatiu. S’observa que les
proporcions de membrana BL i AP que colocalitzen amb RAB7A (M1) sén de
38% i 42% (Figura 21A), respectivament, i amb RAB11A de 68% i 62% (Figura
21B), respectivament, indicant en ambdds casos que aquestes proteines es
troben en proporcions similars en les dues membranes. En canvi, els resultats
mostren que la membrana BL colocalitza significativament més amb la proteina
RAB35 respecte la membrana AP (50% vs 38%, p=0.0065, respectivament)
(Figura 21C). Aquestes dades estarien indicant que la poblacié HP podria estar
sortint més eficientment per aquesta membrana que no pas la poblacié L0. Per
altra banda, cal tenir en compte que les elevades proporcions de colocalitzacié
amb la proteina RAB11A respecte a les demés, podria ser explicat per els alts

nivells d’expressio d’aquesta proteina.

Per altra banda, no s’observen diferencies significatives entre la proporcio
de RAB7A, RAB11A i RAB35 colocalitzant amb la membrana BL (15.5 + 7.0; 18.2
+12.6117.2 £ 6.4 respectivament) ni tampoc amb la membrana AP (3.1 £ 1.1;
31 £ 1.5 1 39 + 2.0 respectivament; Figura 21D-F). No obstant, és
estadisticament significatiu (p<0.001) la major proporcié de RAB localitzats en
la membrana BL respecte 'AP. Aquest fet podria estar explicat per I'extensa

superficie d’aquesta membrana respecte a la membrana apical [255].
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Figura 21. Colocalitzaci6 de les proteines RAB en la membrana basolateral i apical. A-C)
Analisi quantitativa de microscopia confocal de la proporcié de marcadors basolaterals (Na+K+
ATPase) i apicals (ZO-1) co-localitzant amb RAB7A, RAB11A i RAB35. D-F) Analisis quantitativa
de microscopia confocal de la proporcié6 de RAB7A, RAB11A i RAB35 colocalitzant amb els
marcadors basolaterals (Na+K+ ATPase) i apicals (Z0-1). Hi ha diferéncies estadisticament
significatives entre les dues poblacions quan la p< 0.05.

3.2.6 Sortida vectorial de I'HAV en cél-lules Huh7-Al
polaritzades

Un cop analitzada la colocalitzacié del virus amb les diferents proteines
RAB i la localitzacié d’aquestes GTPases en les membranes BL i AP, vam decidir
estudiar la sortida de les particules de I'HAV en ceél-lules Huh7-Al polaritzades
crescudes sobre membranes d’inserts de transwell. La polaritzaci6 es va dur a
terme durant 14 dies, sota les condicions explicades en I'apartat 7.6 de materials
i métodes. Un cop polaritzades, les cél-lules van ser infectades amb les dues

poblacions d’HAV, la parental L0 i la poblacié HP, amb una MOI de 5 a través de
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la membrana BL tal i com succeeix de manera natural en la infecci6 in vivo i

també, a través de la membrana AP, seguint el protocol de I'apartat 7.6.2.

Per mesurar si la infeccié del virus alterava la permeabilitat cel-lular, es va
testar la transcitosis del virus de la membrana BL a I’AP (BL-AP) i de la
membrana AP a la BL (AP-BL) als temps 0, 1, 2 i 3 h p.i. Es van realitzar un total
de tres experiments amb tres répliques cada un i cada replica va ser titulada
dues vegades. Per calcular la transcitosis es va recollir el sobrenedant dels dos
compartiments del transwell i es va mirar els virus que havien passat d'un
compartiment a l'altre respecte la quantitat total present en els dos
compartiments. S’'observa que només un percentatge molt petit dels virions va

passar a través de les cel-lules per transcitosis (Figura 22).
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Figura 22. Mitjana de la taxa de transcitosis en cel-lules Huh7-Al polaritzades. A)
Transcitosis de la soca L0 calculada en intervals d’1 hora a 372C i expressat com la mitjana + SE
del percentatge del virus afegit. B) Transcitosis de la soca HP calculat i expressat de la mateixa
manera. BL-AP: percentatge de virus alliberats a la cambra apical després d’infectar les cél-lules
per la cambra basolateral. AP-BL: percentatge de virus alliberats a la cambra basolateral després
d’infectar les cél-lules per la cambra AP. Els virus es van quantificar per l'assaig d’infectivitat
TCIDso/ml en cél-lules FRhK-4.
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Posteriorment, es van recollir les particules produides en els sobrenedants
d’ambdoés compartiments del transwell, BLi AP, atemps 0, 2, 51 7 dies p.i. El titol
a temps 0 correspon al titol després de les 3 h p.i. més dos rentats, el qual es va

sostreure per observar I'augment de titol als 2, 51 7 dies.

Seguint el curs natural de la infeccid, quan les cel-lules van ser infectades
amb el virus a través de la membrana BL, la sortida de 'HAV va ser a través dels
dos dominis de la membrana, tant pel basolateral com I'apical (Figura 23A-D).
Per a la poblaci6 HP aquesta sortida és igual per la membrana AP que per la BL
(Figura 23D), en canvi per a la poblaci6 L0 la sortida és significativament major
a través de la membrana apical (p<0.05) (Figura 23C). Cal destacar que la
sortida de la poblaci6é HP a través de la membrana BL és significativament major
que la de la poblacié LO (p<0.05) (Figura 23B) mentre que no ho és per la
membrana apical (Figura 23A). Amb aquests resultats associariem la
localitzacié preferencial de RAB35 en la membrana BL i el seu Us per part dels

virions de la poblacié HP.
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Sorprenentment, la infecci6 a través de la membrana AP va ser molt eficient
amb les dues poblacions d’'HAV, tenint una sortida significativament més eficient
per la membrana AP (Figura 23E). La sortida per la membrana BL als 2 dies p.i.
és significativament més alta per la poblacié HP que per la poblaci6 L0, perd en

els seglients dies no s’observen diferéncies significatives (Figura 23F).

3.2.7 Analisis d’alineament d’aminoacids del fragment 130-
137 de la proteina VP2

Com s’ha comentat en els antecedents, només existeixen dues substitucions
aminoacidiques entre la poblacié L0 i la HP: L123F a la proteina VP1i S134G a
la proteina VP2. Ja s’ha mencionat que aquesta darrera substitucié podria
facilitar I'accessibilitat del primer late-domain de la VP2 amb el domini V d’ALIX
en la soca HP, afavorint I'is de la via de biogenesis d’exosomes regulada per
sindeca-ALIX. Per aquesta raé ens vam preguntar com de conservada esta

aquesta posicié al llarg dels diferents hepatovirus descrits fins el moment.

Per aquest analisis, vam alinear 129 seqiliéncies de VP2 de 9 especies
d’hepatovirus que infecten 34 espécies de mamifers diferents disponibles al
GenBank (EU526089, M20273.1, AY644676, AB279732, AB300205, M14707,
HQ246217, KX088647, M59286, D00924, EU140838, KR703607, MG181943,
KT452631-KT452747). Aquest alineament ens va revelar que els hepatovirus
que infecten primats, és a dir humans i ximpanzés, amb I'excepci6 de la soca HP,
tenen una Serina (S) ala posicié 134 de la VP2, mentre que la resta d’hepatovirus
que infecten simis no-primats, foques, rosegadors, ericons, musaranyes,
ratpenats i marsupials, tenen una Glicina (G), igual que la poblaci6 HP (Figura

24).
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_ P1 P2 P3
VP4
— iB 3A 3B
VPg VP2 | VP3| vP1 2c 3Cpo| 8D [ o Poly(A)
5'NC 3'NCR

VP2

M14707 (human-HM175-L0) P

134

EU526089 (human) P

M20273 (human) P
AY644676 (human) P
AB279732 (human) P
AB300205 (human) P

< X < < <<=

HQ246217 (chimpanze) P

KX088647 (human-HM175-HP) P

D00924 (african green monkey) p
EU140838 (african green monkey) P

KR703€07 (seal) P A
KT452747 (bat) P A
KT452746 (bat) P A
KT452745 (bat) P A
KT452744 (bat) P A
KT452743 (bat) P A
KT452742 (bat) P A
KT452741 (bat) P A
KT452740 (bat) p A
KT452739 (bat) P A

KT452653 (rodent) P
KT452652 (rodent) P
KT452651 (rodent) p
KT452650 (rodent) P
KT452649 (rodent) P
KT452648 (rodent) P
KT452647 (rodent) P
KT452646 (rodent) P
KT452645 (rodent) P
KT452644 (rodent) P
KT452643 (rodent) P
KT452642 (rodent) P
KT452641 (rodent) P
KT452640 (rodent) P
KT452639 (rodent) P
KT452638 (rodent) P
KT452637 (rodent) P
KT452636 (rodent) P
KT452635 (rodent) P
KT452634 (rodent) P
KT452633 (rodent) P
KT452632 (rodent) P
KT452631 (rodent) P

R R R R
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KT452738 (rodent) P A
KT452737 (rodent) P A
KT452736 (rodent) p 4
KT452735 (rodent) p 4
KT452734 (rodent) p A
KT452690 (rodent) P A
KT452689 (rodent) P A
KT452688 (rodent) P A
KT452687 (rodent) P A
KT452686 (rodent) P A
KT452685 (rodent) p 4
KT452684 (rodent) P A
KT452683 (rodent) P A
KT452682 (rodent) P A
KT452681 (rodent) P A
KT452680 (rodent) P A
KT452679 (rodent) P A
KT452678 (rodent) P A
KT452677 (rodent) P A
KT452676 (rodent) P A
KT452675 (rodent) p A
KT452674 (rodent) P A
KT452673 (rodent) P A
KT452672 (rodent) P A
KT452671 (rodent) P A
KT452670 (rodent) P A
KT452669 (rodent) P A
KT452668 (rodent) P A
KT452667 (rodent) P A
KT452666 (rodent) P A
KT452665 (rodent) P A
KT452664 (rodent) P A

KT452733 (bat) P A

KT452732 (bat) P A

KT452731 (bat) P A

KT452730 (bat) P A

KT452729 (bat) P A

KT452728 (bat) P A

KT452727 (bat) P A

KT452726 (bat) P A

P R R R R R R R
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KT452725 (bat) P 6 A
KT452724 (bat) P16 A
KT452723 (bat) P 6 A
KT452722 (bat) P 6 A
KT452721 (bat) P16 A
KT452720 (bat) P A
KT452719 (bat) P A
KT452718 (bat) P A
KT452717 (bat) P A
KT452716 (bat) P A
KT452715 (bat) P A
KT452714 (bat) P A
KT452713 (bat) P A
KT452712 (bat) P A
KT452711 (hedgehog) P A
KT452710 (hedgehog) P A
KT452709 (hedgehog) P A
KT452708 (hedgehog) P A
KT452707 (hedgehog) P A
KT452706 (hedgehog) P A
KT452705 (hedgehog) P A
KT452704 (hedgehog) P A
KT452703 (hedgehog) P A
KT452702 (hedgehog) P A
KT452701 (hedgehog) P A
KT452700 (hedgehog) P A
KT452699 (hedgehog) P A
KT452698 (hedgehog) P A
KT452697 (hedgehog) P A
KT452696 (hedgehog) P A
KT452695 (hedgehog) P A
KT452694 (hedgehog) P A
KT452693 (hedgehog) P A
KT452692 (hedgehog) P A
KT452691 (hedgehog) P A
KT452663 (shrew) P
KT452662 (shrew) p
KT452661 (shrew) P
KTA452660 (shrew) P
KT452659 (shrew) P
KT452658 (shrew) p
KT452657 (shrew) p
KT452656 (shrew) p
KT452655 (shrew) P
KT452654 (shrew) P
MG181943 (didelphis) P A

> P> > P >rr>rpr

Figura 24. Alineament aminoacidic dels residus al voltant de la posicié 134 de la proteina
VP2 de 9 especies d’hepatovirus que infecten diferents espéecies de mamifers. L'esquema del
genoma d'HAV esta il-lustrat sobre I'alineament. La posicié 134 de la VP2 esta indicada amb una
linia negra vertical. Els residus estan identificats seguint el codi de colors del Mega (A en groc, E i
D en vermell, G en magenta, Y en verd clar, Qi S en verd i P en blau). L’alineament va ser construit
a partir de 132 seqiiencies de 9 espécies d’hepatovirus existents infectant 34 especies diferents
de mamifers disponibles al GenBank.
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Aquests resultats sorprenents ens van portar a pensar que segurament els
primats hagin evolucionat per intentar evadir la forta resposta immune innata

que es donaria davant la sortida per la membrana basolateral.

3.2.8 Analisis d’alineament d’aminoacids del fragment 119-
126 de la proteina VP1

La poblacié6 HP té una substitucié aminoacidica a la posicié 123 de la
proteina VP1. Per aquesta rad, vam voler també realitzar un alineament de
diferents seqiiencies que contenien la posicié 123 de la proteina VP1 per tal de
veure com de conservada esta al llarg dels diferents hepatovirus descoberts fins

dara.

Per aquest analisis, vam alinear 28 seqiliéncies de VP1 de 9 espécies
d’hepatovirus disponibles al GenBank (EU526089, M20273, AY644676,
AB279732, AB300205, HQ246217, M14707, KX088647, M59286, D00924,
EU140838, NC_027818, KR703607, MG181943, KT452637, KT452641,
KT452644, KT452658, KT452661, KT452685, KT452691, KT452695,
KT452698, KT452714, KT452729, KT452730, KT452735, KT452742). En
aquest alineament no es va observar cap patro pel que fa a la substitucié L123F

(Figura 25).
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IRES
VPg

5’NCR

P1
VP4

P2

P3

VP2 | VP3

2C

3Dsa

© Poly(A)

VP1

1I23

LPET
LPST
LPST
LPST
LPST
LPST

MPSV
MPSV
LPST
LPST
LPST
LPST
LPST
FPST
IPST
MPST
MPST
LPST
LPST
LPST
aTHR ISsT
afrHgIssT
PPHEMPSV

EU526089 (human)
M20273 (human)
AYE644676 (human)
AB279732 (human)
AB300205 (human)
HQ246217 (chimpanze)

LPS T M14707 (human-HM175-L0)

F P S T KX088647 (human-HM175-HP)

5 P S T M59286 (cynomolgus macaque)
"L_ P S T D00924 (african green monkey)

L P S 7 EU140838 (african green monkey)

NC_027818 (seal)
KR703607 (seal)
KT452742 (bat)
KT452644 (rodent)
KT452641 (rodent)
KT452637 (rodent)
KT452735 (rodent)
KT452685 (rodent)
KT452730 (bat)
KT452729 (bat)
KT452714 (bat)
KT452698 (hedgehog)
KT452695 (hedgehog)
KT452691 (hedgehog)
KT452661 (shrew)
KT452658 (shrew)
MG181943 (didelphis)

Figura 25. Alineament aminoacidic dels residus al voltant de la posicié 123 de la proteina
VP1 de 9 especies d’hepatovirus que infecten diferents especies de mamifers. L'esquema del
genoma d’'HAV esta il-lustrat sobre I'alineament. La posicié 123 de la VP1 esta indicada amb una
linia negra vertical. Els residus estan identificats seguint el codi de colors del Mega (F, [, L, MiV
en groc, G en magenta, Q, SiT en verd, H en blau fluix i P i R en blau). L’alineament va ser construit
a partir de 28 seqiiéncies de 9 espécies d’hepatovirus existents infectant diferents especies de

mamifers disponibles a GenBank.
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3.2 Discussio

Fins fa 10 anys, el virus de I'hepatitis A (HAV) s’havia classificat com a virus
no embolcallat. No obstant, I'any 2013, el grup del professor Stanley Lemon va
descriure l'existencia de particules del virus quasi-embolcallades (eHAV) per la
propia membrana de la cel-lula [256]. El descobriment d’aquest nou fenotip ha
produit un gran canvi de paradigma en el model del cicle biologic de 'HAV i des
de llavors, la biogénesis d’aquestes particules quasi-embolcallades ha estat
plena d’incognites. Tots els estudis realitzats fins al moment indiquen que la
biogénesis de 1'eHAV depén del transit intracel-lular del virus, el qual
segurament involucra la proteina ALIX o la HD-PTP associades al complex
ESCRT en la via sindecan-ALIX. En una tesis anterior del grup, mitjancant
microscopia confocal i silenciament genic, es va mostrar que ALIX interacciona
més amb la poblacié HM175-HP que amb la parental HM175-L0. Aquest fet obre
la possibilitat que les dues soques surtin per dues vies diferents. El nostre estudi
proporciona novetats rellevants sobre la sortida vectorial de les dues poblacions

d’HAV.

Els hepatocits son cel-lules epitelials multipolars Gniques amb multiples
dominis apicals, laterals i basolaterals, donant lloc a vies de transit molt
especifiques i complexes. Aquest trafic esta regulat per proteines RAB, les quals
son essencials pel trafic de membrana i el transport intracel-lular de vesicules.
Les nostres dades sobre els nivells d’expressi6 de RAB7A, RAB11A i RAB35
mostren una relacié amb el nivell de replicacié de cadascuna de les poblacions
d’HAV en cél-lules Huh7-Al no polaritzades. En particular, quan les cél-lules s6n
infectades amb la poblaci6 HP, el nivell d'expressié de les proteines RAB
augmenta més que quan les ceél-lules son infectades amb L0O. Aquest augment
segurament és resultat de la major taxa de replicacid de la poblacié HP. Aquests

resultats ens porten a pensar que les cel-lules responen expressant més

91



Capitol 1

quantitat d’aquests RAB per tal de dirigir les vesicules intraluminals amb HAV

en el seu interior cap a la membrana i ser alliberades a I’espai extracel-lular.

L’estudi d'immunofluorescéncia confocal utilitzat per analitzar el paper de
les proteines RAB en les fases finals del cicle del virus de 'HAV en cel-lules Huh7-
Al no polaritzades, mostra que les capsides de LO colocalitzen clarament amb
RAB7A, mentre que les capsides de HP colocalitzen molt més amb RAB35.
Ambudes poblacions, LO i HP, podrien utilitzar RAB11, i preferentment les
proteines RAB7A i RAB35, respectivament, en la via de sortida a través dels

MVB.

Per altra banda, aquest estudi també recalca de nou I'alta replicacié de la
poblacié HP en comparacié amb LO en cél-lules Huh7-Al, cosa que indica que
aquest augment de la taxa de replicaci6 de la poblacié HP no és exclusiu de la

linia cel-lular FRhK-4, a la qual es troba adaptada [231].

En diferents estudis s’ha demostrat que la inhibici6 o silenciament del RAB7
[235], RAB11 [236] i RAB35 [238] pot interferir en I'alliberament de vesicules
extracel-lulars a I'espai extracel-lular. En el nostre cas, I'estudi de silenciament
génic del RAB35 provoca una caiguda notable del 50% de la quantitat de virus
alliberats a I’espai extracel-lular per ala poblacié HP, coincidint amb un augment
en l'espai intracel-lular. En canvi aquesta tendencia no s’observa per a la
poblacié LO amb cap dels RAB analitzats. Aquests resultats assenyalen que la
soca HP utilitzaria preferentment la xarxa de trafic controlada per RAB35 per a
la seva sortida de la cel-lula, cosa que concorda amb les observacions fetes en
I'estudi d'immunofluorescencia confocal, on la soca HP colocalitza
preferentment amb el RAB35. En canvi, pel que fa a la poblacié LO no es pot
assegurar que utilitzi majoritariament un RAB, pero mitjancant I'analisi dels fold

changes de les copies gendmiques intracel-lulars i els virus a sobrenedant
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sembla que tindria certa preferéncia a fer s de la xarxa de transit controlada

pel RAB7A, i en menor mesura RAB11A.

Fins fa poc, el paper de la polaritat dels hepatocits en la patogénesi i
transmissié de virus hepatotropics, com I'HAV o I'HCV, no s’havia estudiat en
detall, principalment a causa de la manca de models de cultiu d’hepatocits amb
una polaritzacié funcionalment rellevant. Com a conseqiiéncia, I'estudi del cicle
de la biogénesi d’"HAV en linies cel-lulars derivades d’hepatocits ha tingut una
série de limitacions. No obstant, actualment s’ha convertit en una area
d’investigacié molt important gracies als ultims avencos en models de cultiu
cel-lular d’hepatocits polaritzats, especialment en el camp de I'HCV [257]-[259].
El model de cél-lules Huh7-Al polaritzades al llarg d’aquest estudi, ens ha
permes estudiar la localitzaci6 de les proteines RAB, aixi com també I'entrada i

sortida de ’'HAV a través de les diferents membranes de I'hepatocit.

Primerament, l'estudi d’immunofluorescencia confocal utilitzat per
analitzar la distribucid de les proteines RAB en la membrana BL i AP de 'HAV
en cél-lules Huh7-Al polaritzades, mostra que RAB7A, RAB11A i RAB35 es
troben localitzats tant en la membrana BL com en I’AP. Tanmateix, mentre que
les proteines RAB7A i RAB11A es troben repartides per igual en ambdues
membranes, la proteina RAB35 es troba preferentment localitzada en la
membrana BL. Aquests resultats suggereixen que la poblacié HP, 1a qual utilitza
preferentment la via de sortida dirigida per RAB35, sortiria més eficientment

per la membrana BL que la poblaci6 LO.

En segon lloc, el nostre estudi sobre la sortida del virus en cél-lules Huh7-
Al polaritzades en un sistema de transwells, demostra que la sortida de 'HAV es
dona a través dels dos dominis de membrana, BL i AP, pero en proporcions

diferents a les previament descrites. En estudis anteriors s’havia observat que
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la sortida de I'HAV a través del domini basolateral era major al 95% [92], [254],
suggerint que el virus podria després entrar de nou als hepatocits i mitjangant
un procés de transcitosis arribar a la membrana apical on seria alliberat.
Posteriorment, en un altre estudi s’havia descrit que la sortida a través dels
dominis basolateral i apical és més similar, suggerint els dos dominis com a
possibles vies de sortida de 'HAV [93]. Per la poblacié6 HP aquesta sortida és
similar per les dues membranes, mentre que per la poblacié L0 la sortida és
significativament més alta a través de la membrana AP. Tot plegat, aquests
resultats suggereixen la localitzacié preferencial de RAB35 en la membrana BL

i el seu Us per part dels virions de la poblaci6é HP.

A partir d’aquests resultats, proposem que les soques de LO i HP poden
utilitzar diferents compartiments de I'hepatocit per a la biogénesis de les
particules quasi-embolcallades (Figura 26). La poblaci6 LO utilitzaria
preferentment el compartiment ARE i en menor mesura el SAC. Des de 'ARE
s’alliberaria a través de la membrana AP controlada per RAB7A i RAB11A,ia
partir del SAC, a través de la membrana BL controlada per RAB7 i RAB35. Al
contrari, la poblacié HP utilitzaria més el compartiment BEE i sortiria de la
cél-lula per la membrana BL dirigida per RAB35 i en menor mesura sortiria a

través de la membrana AP utilitzant RAB7A i RAB11A.
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Figura 26. Representacié esquematica de la sortida vectorial del virus de I’hepatitis A en
hepatocits humans polaritzats. L'HAV que entra per la membrana basolateral (BL) per
endocitosi donant a un endosoma tempra basolateral (BEE) es dirigeix més eficientment cap al
compartiment endosomal subapical (SAC) i a través de la formacié de cossos multivesiculars
(MVB) surt per la membrana BL en forma d’eHAV, on haura de fer front a les cel-lules dendritiques
plasmacitoides (pDCs). Per altra banda, 'HAV endocitat per endosomes de reciclatge apicals
(ARE) també es dirigeixen cap al SAC i formant MVB surt a través de la membrana AP en forma
d’HAYV, i en menor mesura per la membrana BL. Les proteines RAB regulen aquest trafic dins dels
hepatocits, les quals incrementen la sortida de 'HAV que presenti una serina en la posicié 134 de
la VP2 per la membrana AP en forma de particula nua mentre que el que presenti una glicina, sera
dirigit més eficientment per la membrana BL sortint en forma de particula quasi-embolcallada.

En els nostres experiments la sortida basolateral és menys eficient a la
préviament descrita [92], [93], [254]. Aix0 podria venir explicat pels diferents
dissenys experimentals utilitzats en cada estudi: diferents soques del virus i
sistemes cel-lulars (HM175p16 i HM175A.2 en les cél-lules N6 del clon HepG2,
HM17518f en cel-lules similars a hepatocits derivades de cel-lules mare i
HM17543C en Huh7-Al), diferents tipus d'inocul (particules nues o quasi-

embolcallades) i diferents temps post-infeccio.
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La capsida de la poblaci6 HM175-HP presenta dos canvis no sindonims
respecte la poblacié parental LO. El primer d’ells es troba en la posicié 134 de
VP2, molt propera als residus 144-149 (4.5A de distancia) del primer Iate
domain i dona lloc a un canvi aminoacidic no conservatiu d'una serina (S) per
una glicina (G), la qual és un aminoacid més flexible i podria fer més accessible
la Tyr144, essencial per a la interaccié del primer late domain 144-149.
Previament, s’havia suggerir que aquest canvi podia facilitar la interacci6 de la
poblacié HP amb la proteina ALIX, afavorint aixi la seva sortida de I'’hepatocit a
través dels cossos multivesiculars [84], [222], [223]. El segon canvi es troba
localitzat a la posicié 123 de VP1 i esta molt lluny d’aquest lloc d’'unié a ALIX.
Per aquesta rad, no es creu que pugui implicar canvis d’'interaccié amb la

proteina ALIX.

L’analisi d’alineament de la posicié 134 de la proteina VP2 i la posicié 123
de la proteina VP1 revela que no hi ha cap patré de variabilitat a la posicié 123
de VP1, pero si es detecta una clara diferencia a la posicié 134 de VP2. Tots els
hepatovirus que infecten primats, incloent humans i ximpanzés, tenen una
serina en la posicié 134 de VP2, excepte la poblacié HP. En canvi, tots els que
infecten simis no-primats, foques, rosegadors, ericons, musaranyes, ratpenats i
marsupials tenen una glicina. Es desconeix el significat d’aquest patro, pero
porta a pensar que pot estar relacionat amb la forta resposta immune dels
primats [260]. Els simis primats munten una resposta immune inicial més forta
a les infeccions viriques que els simis no primats, incloses les resposta
d’interferé (INF) alfa i gamma. Les cel-lules dendritiques plasmocitoides
intrahepatiques (pDC) estan presents de manera transitoria durant l'inici de la
infeccié per HAV en ximpanzés i després desapareixen. En un estudi in vitro s’ha
observat que pDCs co-cultivades amb Huh-7.5 o FRhK-4 i posteriorment,
infectades amb eHAV, produeixen grans quantitats d'INF-a [261](Figura 48),

pero, a diferéncia del que s’havia observat préviament amb HCV [262], no
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requereix de replicacié viral, és a dir, 'activacié de les pDCs sense replicacio és
suficient. Tot plegat suggereix que els hepatovirus que infecten primats poden
haver evolucionat cap a evadir la resposta de les pDCs més forta en simis
superiors adquirint aquest reemplacament d'una G per una S a la VP2, el qual
reduiria la sortida a través de la membrana basolateral. No obstant, la falta de
dades comparatives sobre la resposta antiviral que es munta contra la infeccié
per hepatovirus en micos i petits mamifers, dificulta poder confirmar la nostra

hipotesi.

Darrerament, s’ha descrit el paper de la proteina VP1-pX en controlar la
invaginacié de les procapsides de 'HAV als MVB [228], [229]. Aquest recent
descobriment no és incompatible amb la biogenesis dirigida per sindeca-ALIX i
el paper dels late domains de la VP2. Pot ser possible que la proteina pX de la
VP1iels late domains de la VP2 dirigeixin 'entrada al compartiment ARE i SAC,
respectivament. De fet, per un virus tan sigil-l6s com I'HAV, la possibilitat

d’utilitzar diferents vies podria ser un gran avantatge.

Un altre tema intrigant és l'impacte negatiu en la propagacié cél-lula-
cél-lula que pot tenir I’elevada sortida a través de la membrana apical respecte
a la basolateral. Tot i que una alta proporcié de sortida apical garanteix
I'excrecio fecal i la transmissié entre pacients en les fases més avancades de la
infeccio, es requereix la transmissié d’hepatdcit a hepatocit en les fases inicials
de la infecci6, suposadament a través de la membrana basolateral
Sorprenentment, en el nostre sistema s’ha trobat que la propagacié de les
particules eHAV entre els hepatocits és més eficient i robusta a través de
I'entrada i sortida apical que I’entrada i sortida basolateral. Aquests resultats
obren una nova hipotesi sobre el model del cicle enterohepatic, suggerint que el
virus que es troba en el canalicle biliar per ser excretat en femtes, pot tornar a

entrar a hepatocits veins a través de la membrana apical. Es desconeix I'impacte
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real in vivo. No obstant, en el domini apical dels hepatocits s’han descrit
processos d’endocitosis involucrats en el reciclatge i en el transport
intracel-lular mitjangant vesicules, als quals es troba involucrada I'annexina VI,
una proteina estructural que serveix com a marcador d’endosomes hepatics del
compartiment basal o apical [263]. La nostra hipotesis és que el virus utilitza o
mimetitza algun d’aquests processos descrits per tornar a entrar a la cel-lula a

través del domini apical.

Els nostres experiments de polaritzacié han estat realitzats en un model in
vitro de monocapes columnars d’hepatocits (cel-lules Huh7-Al), com la d'un
epiteli columnar simple, en canvi els hepatocits del fetge in vivo mostren una
polaritzacié complexa i especifica amb una distribucié tridimensional amb
multiples dominis apicals, laterals i basolaterals, la qual podria fer variar els
resultats. D’altra banda, es van utilitzar particules eHAV, les quals teoricament
es degraden sota l'accié de la bilis i es converteixen en particules nues al
canalicle biliar. No obstant, el trencament complet de I'embolcall és dificil
d’aconseguir in vitro mitjan¢ant concentracions fisioldgiques de sals biliars en
humans. Com a resultat s’obté una barreja de conformacions que va des de
particules nues a particules parcialment embolcallades. De fet, s’ha pogut
recuperar virus de la vesicula biliar de ratolins infectats, en els quals s’ha vist
diferents conformacions de particules d’'HAV [93]. Es temptador especular que
els estats intermedis poden encara ser infecciosos i ser endocitats a través de la
membrana apical, canviant aix{ la visié del cicle biologic de I'HAV. A més, no
podem ignorar la necessitat de nous estudis per determinar quin és i on es troba
el receptor responsable de la infeccié de 'HAV en els hepatocits, el qual segueix
sent desconegut. Trobar el receptor seria un gran aveng en la investigacié del

cicle biologic.
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4.1 Antecedents

L’hepatitis A és sovint una malaltia oblidada, pero de fet encara es
produeixen grans brots que provoquen alertes sanitaries arreu del mon. Moltes
vegades la situaci6 es veu empitjorada degut al desabastiment temporal de
vacunes contra ’'HAV [196]. Les vacunes inactivades, en general, requereixen
d’alts titols virics aixi com d’adjuvants per potenciar la seva resposta immune
[198], [214]. La producci6 industrial de vacunes viriques inactivades requereix
d’una gran quantitat d’antigen, la qual cosa és un repte quan es tracta d’un virus
de baixa replicacié com és el cas de I'HAV. Existeixen algunes soques d'HAV
adaptades a multiplicar en cultiu cel-lular (HM175, CR-326, GBM, TZ84, Lv-8,
YN5 i RG-SB), pero ho fan amb rendiments molt pobres de produccié d’antigen

[28], [264].

En el grup de Virus Enterics, com ja s’ha mencionat anteriorment, s’ha
obtingut una poblacié de replicaci6 rapida, anomenada HM175-HP, mitjancant
un procés de seleccié genomica i molecular breeding a partir de la soca HM175-
L0, la qual s’ha adaptat a multiplicar en condicions de shutoff cel-lular induit
artificialment amb la droga actinomicina D (AMD) [61], [231]. Com a resultat, la
soca HM175-HP es caracteritza per tenir un fenotip de replicacié més rapid en
cultius in vitro que la seva soca parental. Aquests atributs es deuen
principalment a que presenta un IRES més eficient juntament amb un as de
codons optimitzat en la regié VP1 de la capsida. Tot el procés de seleccié de la
soca HM175-HP es va produir en la linia cel-lular FRhK-4 (Fetal Rhesus
kidney)[231] i esta detallat en 'apartat 7.1.3.

Tal i com s’ha comentat en la introduccid, les parades transitories del

complex traduccional degudes a I'abundancia de codons rars, contribueixen al
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correcte plegament de les proteines estructurals. De fet, aquest estudi on s’ha
adaptat 'HAV a replicar en condicions de shutoff cel-lular artificial ha permes
comprovar com n’és d'important el paper dels codons rars en la regi6 de la

capsidaialavegada, en la fitness [22].

Quan I'HAV és cultivat en preséncia d’AMD experimenta una caiguda de
fitness, que es va recuperant durant el procés d’adaptacid. La recuperacio de la
fitness s’associa als canvis en I'ds de codons de la regié de la capsida que implica
una disminuci6 de I'tis dels codons rars per competencia i la seva substitucié per
codons rars vertaders en algunes posicions especifiques, aixi com I'augment de
codons abundants en altres posicions. Aquests canvis tenen un efecte molt
important en la velocitat de traduccié i en la conformacié de la capsida [22]. En
definitiva, aquest mecanisme d’adaptacié al shutoff cel-lular artificial demostra
que la cinética de traduccié és la que determina el biaix en I'ds de codons de
I’'HAV en la regi6 de la capsida, ja que intervé en la seleccid de la combinacié de
codons rars i freqlients per permetre el correcte plegament de les proteines. Tan
és aixi, que els codons rars estan altament conservats en la regi6 codificant de la
capsida i les mutacions d’aquests son seleccionades negativament inclas en
presencia de pressié immune [16], [265]. Aix0 explicaria que la soca HP, tot i
presentar canvis en I'is de codons que podrien modificar el plegament de la
capsida, mostra unes caracteristiques antigeniques i fisiques similars a la
poblacié L0, sent reconeguda antigénicament pels anticossos policlonals [61].
Per tant, aixd obriria la porta a una nova estratégia vacunal basada en la soca HP

de replicacié més rapida.

S’ha aconseguit propagar 'HAV en les linies cel-lulars AGMK, BS-C-1, CaCo-
2, FRhK-4, FRhK-6, HepG2, Huh-7, LLC-MK2, MRC-5 i Vero. No obstant, les

directrius de la OMS recomanen que les vacunes es produeixin en fibroblasts
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diploides embrionaris humans (cél-lules MRC-5, 2BS i KMB17) o en linies

cel-lulars continues derivades del mico verd africa (cel-lules Vero) [266].

La OMS també recomana fer proves per detectar la preséncia de qualsevol
agent adventici a les cel-lules, aixi com en els sérums o altres reactius
susceptibles a ser contaminats com per exemple la tripsina. A més, també
recomana fer proves d’oncogenicitat i tumorigenicitat. Les cél-lules MRC-5
(Medical Research Council cell strain 5) obtingudes a partir dels teixits
pulmonars fetals humans, son les cel-lules utilitzades per a la vacuna actual
basada en la soca HM175. Tot i haver sigut supervisada pel Comite d’Experts de
I’'OMS i complir els requisits, les seves existencies estan disminuint i no se’n
poden obtenir més degut a problemes tecnics i etics, ja que és extremadament
dificil obtenir nous fibroblats diploides humans dels teixits pulmonars fetals
[267]. Per altra banda, les cél-lules Vero (African green monkey kidney epithelial),
tot i ser una bona linia cel-lular per a la producci6 de vacunes, s’ha descrit que
poden evolucionar cap a un fenotip neoplastic a passatges alts, amb el

conseqlient problema de seguretat [268].

Els diferents substrats cel-lulars estan associats a variacions en I'eficiencia
de la purificacié del producte final, i els passos per a l'eliminacié dels
constituents cel-lulars residuals s6n especialment importants. De fet, 'antigen
d’HAV utilitzat per a la produccié de vacunes normalment s'obté a partir de la
lisis amb detergent de cel-lules infectades, ja que no s'allibera de manera eficient
al sobrenedant del cultiu [269]. Tanmateix, des del descobriment de la nova via
de sortida de 'HAV en forma quasi-embolcallada [12] s’ha hagut de reconsiderar
tot el model del cicle biologic del virus i obre la porta a dissenyar noves
estratégies per millorar l'alliberament del virus al sobrenedant, en lloc

d’extreure el virus del substrat cel-lular.
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4.2 Resultats

4.2.1 Replicacio del virus en tres linies cel-lulars: MRC-5,
Vero i FRhK-4.

Per tal de trobar un millor substrat cel-lular per a la produccié d’alts titols
virics, es va realitzar un estudi comparatiu de replicacid i alliberacié de 'HAV al
sobrenedant entre les dues poblacions que disposem en el nostre grup, la
poblacié6 HM175-L0 i la HM175-HP, en tres substrats cel-lulars diferents: les
linies MRC-5, Vero i FRhK-4. Aquesta darrera linia compliria tots els requisits
demanats pel comité de vacunes de la OMS, tot i que no es troba entre les
recomanades degut a que es tendeix a utilitzar les mateixes linies per totes les

vacunes viriques.

Es van sembrar les tres linies cel-lulars (MRC-5, Vero i FRhK-4) en flascons
de 25cm? de superficie, i un cop assolida la confluéncia es van infectar amb les
dues poblacions LO i HP, tal i com es detalla en I'apartat 7.1.4, amb una
multiplicitat d’infeccié (MOI) de 0.1 per les MRC-5 i FRhK-4 i una MOI de 5 per
les Vero. Es van recollir els sobrenedants en diferents temps p.i. i posteriorment,
es va determinar el titol viric mitjancant la tecnica de TCIDso, detallada a
materials i metodes al'apartat 7.1.7. Per obtenir resultats representatius, es van
realitzar un minim de tres infeccions independents amb cadascuna de les

poblacions d’HAV i per cadascun dels models cel-lulars.

Els resultats mostren un major rendiment de virus a sobrenedant a temps
més curts amb la soca HP en comparacié amb la soca L0 en qualsevol de les tres
linies cel-lulars (Figura 27), i ambdues soques repliquen més eficientment en

les cel-lules FRhK-4 en comparacié amb les cel-lules MRC-5 i Vero.
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Figura 27. Corbes de creixement de les poblacions LO (vermell) i HP (verd) en les cel-lules
MRC-5, FRhK-4 i Vero. Els virus del sobrenedant es van mesurar com a unitats infeccioses
expressades com a Logio TCIDso/ml.

Tot plegat suggereix que la linia cel-lular FRhK-4 és idonia per a la

replicacié de les dues poblacions virals. Tot i no utilitzar-se actualment en la
fabricacié de vacunes, podria ser una bona candidata per produir antigen d'HAV
als nivells requerits i suplir la falta de cel-lules, com és el cas de les MRC-5, o
evitar possibles problemes de tumorigenicitat, com en les Vero. A més, s’ha

reportat que estan lliures de caracteristiques tumorigeniques [270].
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4.2.2 Sortida del virus al sobrenedant de cel-lules FRhK-4
infectades amb L0 i HP

Donat que els resultats anteriors van mostrar que ambdues soques d’"HAV
repliquen més eficientment en la linia cel-lular FRhK-4, es va decidir tractar
d’incrementar encara més l'alliberament dels virions d’eHAV en el sobrenedant

del cultiu cel-lular d’aquesta linia cel-lular.

Per dur a terme aquest estudi, es van sembrar les cél-lules FRhK-4 en
flascons de 25cm? de superficie, i un cop assolida la confluéncia es van infectar
amb les dues poblacions L0 i HP. A les 24h h p.i. es va afegir wortmanina, una
droga que inhibeix la fosfoinositol-3-quinasa (PI3K), i aixi interfereix amb les
rutes de transit cel-lular. Posteriorment, vam titular les particules infeccioses
presents en el sobrenedant a les 12, 24 i 48 hores post-tractament, que

corresponen a les 36,481 72 h p.i, mitjancant la técnica de TCIDso.

Els resultats obtinguts mostren que I’addici6 de wortmanina en el medi de
creixement fa incrementar la sortida d’'ambdues poblacions en el sobrenedant
en els tres temps post-tractament analitzats (Figura 28A). Curiosament, la
poblacié HP incrementa significativament la seva sortida al sobrenedant a
temps curts de tractament mentre que la poblaci6 LO incrementa
significativament la seva sortida a temps més llargs de tractament (Figura 28B).
Els increments, expressats com la mitjana de fold-increases, son de 2.15, 3.70 i
4.80 per la poblacié LO i de 5.28, 2.03 i 1.5 per la poblacié HP ales 12, 24 i 48

hores post-tractament, respectivament.
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Figura 28. Efecte de la wortmanina en la sortida del virus al sobrenedant de cel-lules FRhK-
4. A) Titol viric de les soques LO i HP en abséncia i presencia de wortmanina (W). B) Fold increase
del titol viric en el sobrenedant amb tractament amb wortmanina.
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4.3 Discussio

L’hepatitis A és sovint una malaltia oblidada, pero de fet es segueixen
produint enormes brots degut a la falta de vacunaci6é contra 'HAV. Estudis in
vitro han aconseguit propagar soques d’'HAV en diversos cultius cel-lulars, pero
mostren una replicacié molt lenta, la qual dificulta la produccié requerida
d’antigen per una vacuna [28]. Consegilientment, sén molt poques les
combinacions soca-linia cel-lular que han servit per produir vacunes inactivades
llicenciades. El nostre estudi ha permes demostrar que la poblaci6 HM175-HP
seria una bona candidata per produir una vacuna inactivada més assequible
gracies a la seva rapida replicaci6. A més, s’ha trobat un substrat cel-lular optim
per a la produccié d’alts titols virals de la soca HM175-HP requerits per la
industria. La linia cel-lular FRhK-4 pot ser una bona candidata per suplir la falta
de cultius cel-lulars per a la produccié de vacunes. De fet, també ha estat
proposada per a la produccié a gran escala del poliovirus [270]. A més, s’ha
comprovat que esta lliure de caracteristiques tumorogeéniques [270] i de
poliomavirus [271], 'agent adventici que impedia la produccié de vacunes

mitjancant 1'ds de les linies cel-lular de rhesus fetal [272].

D’altra banda, s’ha trobat que 1'is de la wortmanina millora I’alliberament
d’eHAV i la seva acumulaci6 en el sobrenedant, sobretot en el cas de la poblacié
HM175-HP, la qual cosa és un clar avantatge per a la produccié i purificaci6
d’antigen. La wortmanina és una droga que inhibeix la PI3K, la qual és necessaria
per la morfogenesis dels MVB [273], la inducci6 a I'autofagia en els lisosomes i
la via de senyalitzacié PI3K-Akt-mTOR involucrada en la traduccié cap depenent
i la supervivéncia cel-lular [274]. Per tant, la inhibici6 de la PI3K dona lloc a
condicions de shut-off cel-lular que els virus poden aprofitar per incrementar la
seva taxa de replicacié [275]. Per altra banda, la via d’autofagia afavoreix el

transit dels MVB cap a la degradaci6, evitant aixi la secrecid de particules quasi-

108



Capitol 2

embolcallades a I'espai extracel-lular[276]. Si aquesta via es troba inhibida, hi
ha un augment de secreci6 de particules quasi-embolcallades. Probablement, el
major increment de particules virals al sobrenedant per la poblacié HP respecte
la LO, vindria donat per la seva elevada replicacié en condicions de shut-off
cel-lular descrita anteriorment [61], sumat a la major eficiéncia de sortida en
forma de particules quasi-embolcallades que es veu potenciada per la inhibicié
de l'autofagia provocada per la wortmanina [276], [277]. Es rellevant destacar
que, tot i ser una droga, la vida mitjana de la wortmanina en cultiu de teixits és
molt curta [278], el qual previndria els problemes de toxicitat. No obstant, tenint
en compte que la produccid d’antigen de la soca HM175-HP és també molt alta
en absencia de wortmanina i que les directrius de la OMS recomanen el minim
d’agents adventicis per a la produccié de vacunes, s’ha cregut convenient

continuar I'estudi d'immunogenicitat sense la preséncia de wortmanina.
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5.1 Antecedents

Totes les vacunes inactivades contra 'HAV produides fins al moment s6n
preparats de virus sencers que es produeixen obtenint el virus a partir
d’extractes cel-lulars infectats i posteriorment, inactivant-los amb formaldehid
[162]. En el capitol anterior, s’ha exposat la problematica d’obtenir els alts titols
virics requerits per la produccié de vacunes, donada la baixa replicaci6 de les
soques de 'HAV adaptades a replicar en cultiu cel-lular, la qual cosa encareix el
preu de les vacunes contra I’hepatitis A, comparat amb altres vacunes com la de
la poliomielitis, i contribueix a 'escassetat de vacunes en situacions de brots
quan la demanda supera les reserves. La soca HM175-HP podria representar
una solucié a aquesta problematica, gracies al seu fenotip de rapida i més alta
replicacio, en comparacié amb la soca HM175 (L0), molt propera a la soca de la
vacuna GSK. A més, I'estudi de la replicacié de 'HAV fet en diferents linies
cel-lulars suggereix que la linia cel-lular FRhK-4 és idonia per a la replicacié de
les soques derivades de la HM175. Aquesta idoneitat fa pensar que la
combinacié de la soca HM175-HP i la linia cel-lular FRhK-4 podria ser una bona
candidata per produir antigen d’HAV als alts nivells requerits per a la producci6

de la vacuna.

No obstant, un altre inconvenient present en la produccié de vacunes és la
falta d’adjuvants eficacos i segurs per potenciar la seva resposta immune. Els
adjuvants sén essencials per millorar i dirigir la resposta immune adaptativa
contra els antigens de la vacuna. Aquesta resposta és dirigida per dos tipus
principals de limfocits, les cel-lules T i B. La resposta immune comenga just quan
el sistema immune reconeix els epitops dels antigens presents en la vacuna i
provoca que s’activin components multiples de la resposta immune innata
(Figura 29). Aquests components activats indueixen el reclutament de les

cél-lules presentadores d’antigen (APC, de l'anglés), les quals son les
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encarregades de processar 'antigen i dirigir la presentacié d’antigen a través
dels complexes d’histocompatibilitat principal (MHC, de I'angles) que activen els
limfocits T, incloent els CD4+ o Th i els CD8 citotoxics, components de la resposta
immune adaptativa. L’activaci6 dels limfocits CD4+ Th1 o Th2 és la que acaba

induint a les cel-lules B productores d’anticossos [279], [280].

El tipus i magnitud de la resposta de la vacuna dependra de I'adjuvant
utilitzat, ja que cada adjuvant utilitza diferents mecanismes per produir els seus
efectes [279]. En el cas de I'hidroxid d’alumini, el qual és I'adjuvant més
comunament utilitzat en vacunes viriques, activa una forta resposta Th2 [279],
[280] que és poc efica¢ contra patogens que requereixen de la immunitat
dirigida per les cél-lules Th1, com és el cas dels virus. No obstant, totes les
vacunes inactivades existents contra I'HAV utilitzen hidroxid d’alumini com a
adjuvant [28], [162], excepte 'EPAXAL que es troba adsorbit a la superficie de

virosomes d’Influenza reconstituits [178], [179].

En circumstancies normals, la diferenciaci6 de les cél-lules Th1/Th2 es
troba en un estat equilibrat. Per una banda, les cel-lules Th1l estimulen la
resposta immune cel-lular, participant en l'activacié de macrofags i induint la
produccié d’anticossos opsonitzants (IgM i IgG2a) per part de les cél-lules B.
Aquesta resposta Th1 protegeix contra patogens intracel-lulars (protozous,
virus i alguns bacteris). Per altra banda, les cél-lules Th2 generen la resposta
immune humoral, la qual activa les cél-lules B que produeixen anticossos
neutralitzants. Aquest tipus de resposta és essencial per l'eliminacié de
patogens extracel-lulars. Les vacunes actuals contra I'HAV indueixen

basicament una resposta Th2 [279], [281], [282].
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Figura 29. Esquema model de la generacié de la resposta immune front a una vacuna.
Després de I'administracio, el complex antigen-adjuvant activa els receptors de reconeixement de
patrons (PRR, de I'angles) causant una cascada de reaccions que conduiran a l'activacié de la
resposta immune adaptativa. Els PRR poden estar localitzats a la superficie de la cel-lula o ser
endocitats i trobar-se a 'endosoma (com els TLR) o en el citoplasma (com els NLR o RLR).
Posteriorment, I'antigen és presentat per '’APC com a complex peptid/MHC, el qual s’uneix al
receptor de la cel-lula T (TCR). Les cél-lules T es diferencien en T CD8+ o citotoxics (CTL) o T helper
CD4+ (Thl i Th2). Les cél-lules Th1l i Th2 sén les responsables d’induir les cel-lules B que
produeixen anticossos opsonitzats i neutralitzants, respectivament. A més, les Th1 poden induir
I'estimulaci6 de les T CD8+ (CTL). Imatge extreta de [279].
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L’actual desafiament de la indudstria farmaceutica és desenvolupar
adjuvants que generin resposta Th1, la qual s’ha vist en diversos estudis que és
clau per I'’eliminacié d’infeccions viriques [283], [284]. S’ha suggerit que seria
inclis més important aconseguir una combinacié d’adjuvants per produir un
efecte més potent de la resposta immunitaria [285]. Per aquesta rad és
fonamental trobar noves estrategies vacunals que indueixin una forta resposta
immune tipus Th1l especifica contra 'HAV. No obstant, malgrat les grans
millores en la nostra comprensié de la immunologia, el desenvolupament de
nous adjuvants ha estat retardat. Des del descobriment del primer adjuvant
I'any 1926 [286], tan sols s’han aprovat deu adjuvants per a I'is huma [281],
[287]. Cal destacar un adjuvant anomenat CAF01, el qual s’ha vist que pot induir
fortament la resposta Th1 en ratolins, porcs i humans. L’adjuvant CAF01 esta
donant resultats prometedors en vacunes que es troben en assajos clinics contra
la tuberculosis [288], HIV [289] i malaria [290], demostrant ser un adjuvant

segur i eficag per assajos de vacunacié humana.

Als anys 60, es van descobrir els liposomes que sén nanovesicules
esferiques amb una membrana composta d'una doble capa de fosfolipids. Des de
llavors sén els nanotransportadors més comunament utilitzats gracies a les
seves caracteristiques hidrofobiques i hidrofiliques i la seva capacitat per
encapsular molécules ja sigui al seu interior o ala membrana lipofilica. A més, la
membrana dels liposomes és molt similar a la membrana cel-lular i per tant, no
son rebutjats per I'hoste al ser introduits [291]. L’alliberacié del seu cargo pot
ser lenta i sostinguda, perllongant el temps de contacte amb el sistema immune
[292]. Moltes formulacions de liposomes han sigut aprovades per ser utilitzades
com a drogues o vacunes [291]. Més recentment, també s’ha proposat una
alternativa a les vacunes classiques inactivades que sdn les vacunes que utilitzen
particules similars a virus (VLPs) que poden estar compostes per una o més

proteines virals, les quals poden mimetitzar I'estructura del virus i també, poden
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contenir una envolta lipidica [293]. Concretament, la vacuna EPAXAL contra
I’'HAV utilitza una estrategia similar com a sistema d’entrega. Aquesta vacuna es
troba adsorbida a la superficie de virosomes d’Influenza reconstituits, els quals

reemplacen I'ds d’hidroxid d’alumini com I'adjuvant principal [179].

Sabent que la combinaci6 idonia és replicar la soca HM175-HP en la linia
cel-lular FRhK-4, i que la majoria de virions s’alliberen de la cél-lula en la seva
forma quasi-embolcallada amb la membrana de la propia cél-lula, aquest capitol
de la tesis planteja explorar el potencial d’aquestes particules com a nou
candidat vacunal. Per fer aquest estudi, es proposa estudiar la immunogenicitat
d’aquest nou candidat vacunal en dos models animals, ratoli i porc. El primer
per ser un sistema de treball més facil i el segon per presentar un sistema
immune més proper a 'huma. En el cas de 'estudi amb ratolins, s’ha utilitzat la
soca de ratolins BALB/c, una de les més utilitzades en la investigacié biomedica,
ja que responen excel-lentment a la immunitzacié. En el cas de I'estudi amb
porcs, s’ha utilitzat la soca de porcs Large White x Landrace, la qual és una linia

comercial molt utilitzada també en el camp de la investigacio.
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5.2 Resultats

5.2.1 Caracteritzacio antigenica de la poblacié HP en
comparacio amb la poblacié LO

Atés que la poblacié HP podria tenir un plegament de la capside subtilment
diferent respecte a la poblacié LO, aquest capitol de la tesis pretén estudiar

I'antigenicitat i immunogenicitat de la poblacié HP com a nou candidat vacunal.

En primer lloc, es va voler comprovar la caracteritzacié antigénica
d’ambdues poblacions obtingudes en absencia i preséncia d’AMD. Aquesta
caracteritzacié antigénica dels diferents tipus de particules es va realitzar
mitjan¢ant un sandvitx ELISA directe fent Us d’anticossos anti-HAV provinents
d’'un serum convalescent huma. Per la captura antigénica es va fer servir el
sérum no marcat i per la deteccié es va usar el mateix serum, perd marcat amb
peroxidasa. A més, com totes les vacunes es produeixen amb capsides
immadures, aquest analisi s’ha centrat en particules nues alliberades de les
particules quasi-embolcallades. En total, s’han testat 3 estocs diferents amb 4

répliques cadascun d’ells.

Tot i un lleuger major reconeixement de les capsides de L0 produides en
absencia d’AMD respecte les capsides d’"HP (Figura 30), no hi ha una diferéncia
estadisticament significativa. No obstant, hi ha wun reconeixement
estadisticament més baix de la soca HP quan les capsides s6n produides en
preséncia d’AMD. Aquests resultats son probablement deguts als canvis
conformacionals de la capsida d’HAV depenent de les condicions d’inhibicié de
la sintesis proteica cel-lular en les que es troba. Durant el procés d’adaptacié a

multiplicar en presencia d’AMD, la soca HP va acumular alguns canvis de codons
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a la regié de la capsida. Aquests canvis de codons poden tenir influencia en la
seva cinetica de traduccio i plegament proteic depenent de la presencia o no
d’AMD, la qual cosa podria explicar la lleugera pérdua de reconeixement pels

anticossos humans contra la soca HP adaptada a créixer en presencia d’AMD.

Reconeixement de capsides d'HAV
amb un sérum convalescent huma
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Figura 30. Reconeixement de capsides de la poblacié HP i LO, produides en absencia o
preséncia d’actinomicina D i alliberades dels quasi-embolcalls, per un serum convalescent
huma. Hi ha diferéncies estadisticament significatives (t de Student, p<0.05) entre poblacions
quan s’indica amb un asterisc.

El fet que el reconeixement de la poblacié HP produida en preséncia d’AMD
sigui inferior és un resultat irrellevant tenint en compte que la produccié
d’antigen per la vacuna hauria de ser preferiblement produida en abséncia

d’aquesta droga.
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5.2.2 Comparativa de la capacitat immunogenica de 'HAV en
ratolins C57B1/6 i BALB/C

Primerament, es va dur a terme un estudi preliminar on es va estudiar la
capacitat immunogenica de la soca HP produits en abséncia d’AMD en ratolins
BALB/c i C57Bl/6. Els immunogens a inocular als ratolins es van produir a la

linia cel-lular FRhK-4 seguint el protocol detallat a 'apartat 7.1.5.

Amb aquests inoculs es van inocular 4 ratolins BALB/c i 4 ratolins C57Bl/6.
L’administracié dels immunogens va ser per via subcutania i contenien
aproximadament 5x107 unitats TCIDso en 50ul de tampé HEPES, pH 6.0. Les
mostres de serum es van obtenir després de sagnar els ratolins per el sinus
vends submandibular als dies 0, 28, 42, 48, 56 i 67. L'Gltim dia, els ratolins van
ser anestesiats amb isofluora (Ecuphar) i sacrificats mitjancant exsanguinacié
per puncié cardiaca. Es va quantificar el titol d’anticossos IgG totals anti-HAV en
les diferents mostres obtingudes mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx

indirecte segons el protocol detallat a I'apartat 7.10.1.

Amb els resultats obtinguts es va determinar que la immunogenicitat era
molt més robusta en el cas dels ratolins BALB/c que en els ratolins C57Bl/6
(Figura 31), sobretot en el reconeixement de capsides de LO (Figura 31C i D).
Per aquesta ra0, tots els experiments posteriors van ser realitzats utilitzant la

soca de ratolins BALB/c.
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Reconeixement de capsides HP
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Figura 31. Evoluci6 al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG en ratolins inoculats
amb HP quasi-embolcallat. A) Produccié d’anticossos IgG contra HP reconeixent les capsides de
HP en ratolins C57Bl/6. B) Produccié d’anticossos IgG contra HP reconeixent les capsides de HP
en ratolins BALB/6. C) Produccié d’anticossos IgG contra HP reconeixent les capsides de LO en
ratolins C57Bl/6. D) Produccié d’anticossos IgG contra HP reconeixent les capsides de LO en
ratolins BALB/c. La producci6 d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié serica reciproca que
reconeix les capsides de HP i LO. Les dades es mostren com la mitjana del grup * l'error estandard.
Hi ha diferéncies estadisticament significatives (t de Student, p<0.05) entre les dues soques de
ratolins quan les lletres son diferents.
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5.2.3 Caracteritzacio de la capacitat immunogeénica de 'HAV
en ratolins BALB/C

Posteriorment, es va dur a terme la caracteritzaci6 de la capacitat
immunogenica de 'HAV en ratolins BALB/c. Els immunogens a inocular als
ratolins es van produir a la linia cel-lular FRhK-4 seguint el protocol detallat a
I'apartat 7.1.5. Les particules nues s’obtenien mitjancant la lisi de les quasi-
embolcallades per l'acci6 del detergent NP40. Cal recordar que la soca LO
(HM175/43c) és un clon derivat de la soca HM175, aixi com ho és el clon

HM175/18f constituent de la vacuna GSK, i la soca HP és un clon derivat de LO.

Amb aquests inoculs preparats es van dissenyar 8 grups experimentals que

diferien en el producte administrat:

e Grup 1: LO nu administrat amb I'adjuvant AI(OH)3z (LO,+ Al(OH)3).

e Grup 2: LO quasi-embolcallat (LOe- Al(OH)3).

e Grup 3: HP nu administrat amb Al(OH)3 (HP, + Al(OH)3).

e Grup 4: HP quasi-embolcallat (HP. - AI(OH)s3).

e Grup 5: HP nu produit en preséncia d’AMD i administrat amb Al(OH)3
(HP,A + Al(OH)3).

e Grup 6: HP quasi-embolcallat i produit en preséncia d’AMD (HP.A -
Al(OH)3).

e Grup 7: vesicules extracel-lulars, és a dir, sobrenedant de cél-lules no
infectades, corresponent al grup control 1.

e Grup 8: ovoalbumina (OVA), corresponent al grup control 2.

En total es van inocular 96 ratolins femelles de 15 setmanes, repartits a raé
de 12 ratolins per grup. A més, també es va inocular un total de 16 ratolins

mascles de 15 setmanes d’edat, repartits a raé de 8 ratolins pels grups
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experimentals 3 i 5. Per facilitar la manipulaci6 de tants animals, es va procedir

a fer 'experiment utilitzant 2 cohorts.

L’administracié dels immunogens va ser per via subcutania i els inoculs
contenien aproximadament 5x107 unitats TCIDso en 50ul de tamp6 HEPES, pH
6,0. En el cas dels grups experimentals amb particules nues, I'inocul es barrejava
amb 50ul d’alimina (Al(OH)3), és a dir, I'inocul total era de 100ul (50pul
d’'immunogen + 50 ul d’alimina) . El protocol consistia de 4 dosis als dies 0, 14,
28142 (Figura 32). Les mostres de sérum es van obtenir després de sagnar els
ratolins per el sinus vends submandibular als dies 0, 28, 42 i 56 post-
immunitzacié. L'altim dia, els ratolins van ser anestesiats amb isofluora
(Ecuphar) i sacrificats mitjangant exsanguinacié per punci6é cardiaca. Tot el
procés d'immunitzacio, obtencié de mostres i sacrifici es va dur a terme en els
estabularis de la Unitat d’Experimentacié Animal de la Facultat de Farmacia de

la UB (CCiTUB).

Mostra de
Dia: O 14 28 42 56 sang __ 1. Tecnica ELISA sandvitx indirecta
T 1 } } | + 2. Assaig de neutralitzacié
. . R Sacrifici Obtencié de
Immunitzacié eforg Reforg Reforg Q) lamelsa
+ +
Mostra Mostra
de de
sang sang

Figura 32. Esquema il-lustratiu de la immunitzacié de ratolins BALB/cila presa de mostres.
Creat amb BioRender.com
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5.2.3.1 Resposta d’anticossos IgG totals

El titol d’anticossos IgG totals anti-HAV en les diferents mostres obtingudes
va ser quantificat mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx indirecte seguint el
protocol detallat en I'apartat 7.10.1. En aquest assaig es feia s d’'un serum
convalescent huma per la captura i els antigens testats eren capsides L0 i HP
nues produides en absencia i preséncia d’AMD, respectivament, i obtingudes de
sobrenedants de cel-lules FRhK-4 infectades, les quals eren posteriorment
lisades amb el detergent NP40. Amb els resultats obtinguts es va comparar el
potencial immune entre les particules nues i les quasi-embolcallades, aixi com

també entre les dues poblacions d’HAV utilitzades: LO i HP.

La comparaci6 de les cinetiques de producci6é d’IgG capaces de reconeéixer
les capsides de LO (clon HM175/43c de la soca HM175 molt semblant al clon
HM175/18f constituent de la vacuna GSK) al llarg del temps mostra un patré
similar amb totes les formulacions vacunals (Figura 33). Tot i que el
reconeixement de les capsides de L0 és inferior amb els serums de ratolins
inoculats amb la poblacié HP respecte els inoculats amb L0, no s’observen
diferéncies estadisticament significatives (Figura 33A vs C i B vs D). Aquest
reconeixement lleugerament inferior de la LO per part dels sérums de ratolins
inoculats amb la poblaci6 HP no és inesperada donat que es tracte del
reconeixement d'un antigen heteroleg en la tecnica d’ELISA. Aquesta diferéncia
no es detecta quan els serums de ratolins inoculats amb la poblacié HP sén

testats contra les capsides homologues, és a dir, capsides de HP (Figura 34).
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Reconeixement de capsides de LO
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Figura 33. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG que reconeixien les
capsides de L0. A) Produccid d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb L0, + Al(OH)s. B)
Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb LOe - Al(OH)3. C) Produccid
d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb HPx» + Al(OH)s. D) Produccié d’anticossos IgG
en ratolins femella inoculats amb HPe- Al(OH)s. E) Produccid d’anticossos IgG en ratolins femella
inoculats amb HPnA + Al(OH)s. F) Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb
HPeA - Al(OH)s. La producci6 d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié sérica reciproca que
reconeix les capsides de LO. Les dades es mostren com la mitjana del grup * l'error estandard.
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Per altra banda, si s’analitza la inmunogenicitat de les particules nues amb
adjuvant respecte a les particules quasi-embolcallades, és destacable que els
grups experimentals amb particules quasi-embolcallades tenen una produccié
d’anticossos lleugerament més alta al dia 56 post-immunitzacio, sobretot en el
cas dela L0, pero sense ser un augment estadisticament significatiu (Figura 33A
vs B i C vs D). Per tant, aquests resultats indiquen que els quatre grups
experimentals de ratolins estan produint nivells semblants d’anticossos contra
ambdos tipus de particules, i que les quasi-embolcallades podrien ser bons

adjuvants naturals per potenciar la resposta immune.

Cal destacar que no hi ha canvis significatius en la induccié d’anticossos que
reconeixen les capsides de LO en els ratolins inoculats amb HP produit en
presencia d’AMD (Figura 33E i F). Atés que a la industria farmaceutica li
interessa crear vacunes amb només els ingredients necessaris, s’ha decidit no
afegir aquests grups experimentals en posteriors cohorts d'immunitzacié de

ratolins i porcs.
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Reconeixement de capsides homologues
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Figura 34. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG que reconeixen les
capsides homologues. A) Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb LOn +
Al(OH)s. B) Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb L0O. - AI(OH)3. C)
Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb HP, + AI(OH)3. D) Producci6
d’anticossos IgG en ratolins femella inoculats amb HPe. - Al(OH)s. E) Produccié d’anticossos IgG en
ratolins femella inoculats amb HPnA + Al(OH)s. F) Produccié d’anticossos IgG en ratolins femella
inoculats amb HPeA - AI(OH)s. La produccié d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié serica
reciproca que reconeix les capsides de LO i HP. Les dades es mostren com la mitjana del grup *
'error estandard.
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Especificament, comparant el sérum provinent de ratolins inoculats amb
I'antigen LO,, administrat amb alimina com adjuvant, i el serum provinent de
ratolins inoculats amb I'antigen HP,, es troba que I'antigen HP. té uns titols
d’anticossos anti-L0O lleugerament més baixos, tot i que no estadisticament
significatius (Figura 35). Tenint en compte que els anticossos contra HP. van
ser induits en absencia de cap adjuvant addicional, els resultats s6n molt
prometedors, perque el preparat HP. mostra un comportament comparable
amb una soca equivalent a la vacuna actual de GSK. A més, la lleugera perdua de
poténcia de reconeixement es podria veure compensada amb la produccié 5
vegades superior de la soca HP en respecte a la soca LO i amb una major taxa de

replicacié en un temps menor (veure resultats capitol 2).
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Figura 35. Titols de les respostes d’IgG totals dels serums provinents de ratolins inoculats
amb LOn + Al(OH)3 i HPe- Al(OH)s al dia de sacrifici. Les linies negres discontinues indiquen la
mitjana dels valors. El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%,
respectivament. Les linies continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior
representen el percentil 75 i el 90%, respectivament.
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En quant als ratolins mascles, els estudis d'immunogenicitat només es van

fer entre les poblacions HP, ja que és la que interessava com a proposta de

candidata vacunal. Els resultats mostren que la resposta d’anticossos anti-HP és

subtilment superior amb serums que provenen de ratolins inoculats amb HP,,

encara que no hi ha diferencies estadisticament significatives (Figura 36).
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Producte Mitjana dilucié sérica | Positius
vacunal maxima reciproca /total
Femelles |HPa+Al(OH): 44063 12/12
HP. - Al(0H)s 43214 11/11
HP. + Al(OH): 14375 5/8
Mascl
A€ [ HP.- AI(OH)s 21250 4/8

Figura 36. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG totals reconeixent
les capsides d’HP en ratolins femelles i mascles inoculats amb HPx + Al(OH)3 i HP. - AI(OH)s.
A) Evoluci6 al llarg del temps de la producci6 IgG totals. La produccié d’anticossos s’expressa com
la maxima dilucid seérica reciproca que reconeix les capsides de HP. B) Taula resum de la mitjana
de la dilucié sérica maxima reciproca i els serums positius respecte als totals al dia 56 p.i. Les
dades es mostren com la mitjana del grup * I'error estandard. Hi ha diferéncies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre mascles i femelles quan les lletres son diferents.
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En canvi, inesperadament es veu tot el contrari en vers al reconeixement de
L0, en el cas concret dels mascles (Figura 37). Aquest reconeixement més baix
de LO a mascles, es podria explicar pel fet que al ser un reconeixement heteroleg
es necessitaria una major concentraci6é d’IgGs que es donaria en femelles, pero
no en mascles sense 'addicié d’'un adjuvant. Per tant, podem concloure que els
ratolins BALB/C mascles no s6n tan bon model com els ratolins femelles per

estudiar la immunogenicitat.
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Femell HP, + Al(OH): 29545 12/12
emetes | HP.- Al(OH) 31250 11/11
HP. + AI(OH)s 23750 7/8
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Figura 37. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG totals reconeixent
les capsides de LO en ratolins femelles i mascles inoculats amb HP, + A1(OH)3 i HPe - AI(OH)s.
A) Evoluci6 al llarg del temps de la producci6 IgG totals. La produccid d’anticossos s’expressa com
la maxima dilucié sérica reciproca que reconeix les capsides de L0. B) Taula resum de la mitjana
de la diluci6é sérica maxima reciproca i els serums positius respecte als totals al dia 56 p.i. Les
dades es mostren com la mitjana del grup # I'error estandard. Hi ha diferencies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre mascles i femelles quan les lletres so6n diferents.
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Finalment, varem treballar una tltima cohort d’immunitzacions de ratolins
femella per testar la immunogenicitat generada per un preparat vacunal que
combina la particula quasi-embolcallada d’HP amb la presencia d’aliimina com

adjuvant. Es van dissenyar 5 grups d’experimentacio:

e Grup 1: HP nu sense Al(OH)3; (HP, - AI(OH)3).

e Grup 2: HP nu administrat amb Al(OH)s (HP, + AI(OH)3).

e Grup 3: HP quasi-embolcallat sense Al(OH)3 (HP.- AI(OH)3)).

e Grup 4: HP quasi-embolcallat i administrat amb Al(OH)3z (HP. + Al(OH)3).
e Grup 5: vesicules extracel-lulars, és a dir, sobrenedant de cél-lules no

infectades, com a grup control.

Es van inocular un total de 35 ratolins femelles de 15 setmanes, repartits
en 7 ratolins per cada un dels grups d'immunogens. En aquesta cohort, la
immunitzaci6 de ratolins va ser exactament igual a I'anterior, pero es va allargar
el sacrifici fins al dia 63, per tal de veure si l'eficiencia de producci6 d’anticossos

augmentava.

El reconeixement d’anticossos que reconeixen capsides de HP és similar per
tots els serums (Figura 38). Sorprenentment, els resultats mostren que
I’alimina no potencia la produccié d’anticossos. A més, els resultats mostren que

allargar el sacrifici fins al dia 63, no suposa una produccié d’anticossos major.
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A Reconeixement de capsides HP
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B
Producte Mitjana dilucié sérica | Positius
vacunal maxima reciproca /total
HP, - AI(OH)s 40000 6/7
HP., + Al{OH): 357143 7/7
HP. - Al(OH)s 33333 6/7
HP. + AI{OH)s 34000 5/8

Figura 38. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG totals reconeixent
les capsides de HP en ratolins femelles inoculats amb HP, i HP. en preséncia o absencia
d’alimina. A) Evolucio6 al llarg del temps de la produccié IgG totals. B) Taula resum de la mitjana
de la diluci6 sérica maxima reciproca i els serums positius respecte als totals al dia 56 p.i. La
produccié d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié serica reciproca que reconeix les
capsides de HP. Les dades es mostren com la mitjana del grup * I'error estandard.

El reconeixement de LO corrobora que I'alimina no potencia la produccié
d’anticossos contra el virus (Figura 39). Tanmateix, s’observa que allargar el dia
de sacrifici indueix més produccié d’anticossos capagos de reconéixer LO,
contrariament al que s’observa amb el reconeixement de HP (Figura 38). A més,
destaca la resposta més primerenca dels grups inoculats amb virus quasi-
embolcallat respecte als inoculats amb virus nus, toti acabar tenint una resposta
d’anticossos similar. Aquests resultats recalquen de nou la bona

immunogenicitat que generen les particules quasi-embolcallades.
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A Reconeixement capsides de L0

60000 [HP - AI(OH), |HP,+AI(OH), HP,-AI(OH), HP,+ Al(OH),
50000 | |

40000 ] | B
30000 ] 1 '
20000
10000

s

O seérica

Diluci

by

maxima reciproca

0 28 42 56 63 0 28 42 56 63 0 28 42 56 63 0 28 42 56 63

Dies post-immunitzacié

B
Producte Mitjana dilucié sérica | Positius
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HP. - Al(OH)s 20000 7/7
HP. + Al(OH)s 15000 7/7
HP. - AI(OH)s 31667 6/7
HP. + Al(OH)s 30000 6/7

Figura 39. Evolucié al llarg del temps de la produccié d’anticossos IgG totals reconeixent
les capsides de LO en ratolins femelles inoculats amb HP, i HPe en preséncia o abséncia
d’aliimina. A) Evoluci6 al llarg del temps de la produccié IgG totals. B) Taula resum de la mitjana
de la dilucié serica maxima reciproca i els serums positius respecte als totals al dia 56 p.i. La
produccié d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié serica reciproca que reconeix les
capsides de LO. Les dades es mostren com la mitjana del grup * I'error estandard. Hi ha diferéncies
estadisticament significatives (t de Student, p<0.05) al dia 56 p.i entre grups experimentals quan
les lletres majuscules sén diferents.

Cal emfatitzar que no s’observen diferencies en la produccié d’anticossos
IgG totals entre els grups experimentals immunitzats amb virus quasi-
embolcallat en abséncia o preséncia d’Al(OH)z (Figura 38 i 39). Aquesta
informacié és molt destacable i proposa que la combinaci6 de les dues
condicions juntes no indueix més fortament la resposta immune en ratolins i
doncs, immunitzant tan sols amb la particules quasi-embolcallades en abséncia
d’adjuvant es podria obtenir una immunogenicitat molt bona. Aquestes dades
serien rellevants per generar una nova estrategia vacunal segons les directrius
de la OMS, on recalquen la importancia de generar vacunes el més naturals

possible.
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5.2.3.2 Caracteritzacio de la resposta d’IgGs: resposta d’ IgG1 i
IgG2a

El titol d’anticossos IgGl i IgG2a anti-HAV en les diferents mostres
obtingudes va ser quantificat mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx indirecte
seguint els passos descrits en I'apartat 7.10.2. En aquest assaig es feia s d’'un
sérum convalescent huma per la captura i els antigens testats eren capsides de
L0 o HP nues produides en absencia i presencia d’AMD, respectivament. Els
sérums van ser testats reconeixent capsides homologues, és a dir, anti-L0 contra

LO i anti-HP contra HP.

Els anticossos IgG1 i IgG2a s6n marcadors de resposta de limfocits Th2 i
Th1, respectivament. En aquest apartat es pretén estudiar la naturalesa de les
IgG totals mitjancant I'analisi de la proporcié d’anticossos IgG1 i IgG2a entre els
diferents grups de ratolins inoculats amb particules nues i 'adjuvant hidroxid
d’alumini o amb particules quasi-embolcallades sense adjuvant. Es important
esmentar que com hi havia algun grup repetit en les diferents cohorts de
ratolins, assumint que les immunitzacions s’havien fet sota les mateixes
condicions, es va considerar oportu realitzar 'analisi reunint els resultats de

totes les cohorts per facilitar-ne la seva interpretacid.

Primerament, comparant els titols d’anticossos IgG1l entre els ratolins
inoculats amb LO, aquests mostren una clara diferencia en la proporcié
d’anticossos (Figura 40A). Els ratolins inoculats amb L0, i Al(OH)3; produeixen
significativament més anticossos IgG1 que els grups inoculats amb LO. sense
Al(OH)3. Aquests resultats concorden amb el fet que I’Al(OH)s activa fortament
la produccié d’IgG1l [279], [286]. Aquesta tendencia també s’observa en els
ratolins inoculats amb HP, encara que en aquest cas les diferencies no sén

significatives. Al contrari, la resposta d’anticossos IgG2a és significativament
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més alta en ratolins inoculats amb L0. que no pas en ratolins inoculats amb L0,
(Figura 40B). Aquests resultats son molt rellevants ja que, d’acord amb el que
s’ha comentat en els antecedents, és necessari crear nous adjuvants que
estimulin la resposta Th1, la qual va dirigida als patogens intracel-lulars com els
virus [279], [281], [287]. No obstant, aquest patr6 no s’observa tan clar entre els
grups experimentals HP, i HP,, els quals tenen una producci6 d’anticossos IgG2a
similar. Aquesta observacié podria ser explicada pel fet que les capsides d’"HP
tenen major afinitat per ALIX tal i com s’explica en el capitol 1, i en conseqiiéncia,
estarien més fortament unides a la membrana, el que provoca que les particules
quasi-embolcallades no siguin lisades completament amb I’acci6 del detergent
NP40 (protocol detallat a I'apartat 7.1.5). Per tant, 'immunogen HP, inoculat
estaria format per una barreja de particules en fases intermédies entre quasi-
embolcallades i nues. De totes maneres, esperariem cert increment de resposta
d’anticossos IgG2a en el grup experimental HP. i, en canvi, no s’observa. Aquest
fet no passa tant en el cas dels antigens L0, i LO, ja que les capsides no estarien

tan estretament unides al quasi-embolcall.
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Figura 40. Titols de les respostes especifiques IgG1 i IgG2a dels serums provinents de
ratolins femella inoculats amb LOn + Al(OH)s3, LOe - AI(OH)3, HP» + Al(OH)3, HPe - AI(OH)s al
dia 56 post-inoculacié. A) Resposta d’anticossos IgG1l. B) Resposta d’anticossos contra
IgG2a. La produccié d’anticossos es va mesurar com la maxima diluci6é sérica reciproca que
reconeix les capsides de LO i HP. Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres
discontinues indiquen la mitjana dels valors. El bigoti i la caixa inferior representen els percentils
del 5% i el 25%, respectivament. Les linies continues representen el percentil del 50% i la caixa i
el bigoti superior representen el percentil 75 i el 90%, respectivament. Hi ha diferéncies
estadisticament significatives (t de Student, p<0.05) entre grups experimentals per una mateixa
resposta d’anticossos quan les lletres son diferents.

En segon lloc, una altra manera d’extreure resultats d’aquests assajos és
estimant la proporcié d’anticossos entre les respostes d’IgG1 i IgG2a dins de
cada grup experimental. Tal i com s’ha esmentat, els ratolins inoculats amb
hidroxid d’alumini, sobretot en el cas de la poblaci6é LO, tenen una produccié
d’'IgG1l més alta que d’IgG2a, mentre que els inoculats amb particules quasi-
embolcallades tenen una producci6 més elevada d’anticossos IgG2a. Aquestes
dades també s’observen comparant les proporcions d’anticossos (Taula 4). En
concret, la resposta IgG2a en L0, és gairebé 10 vegades més gran que en L0,

mentre que 'augment en el cas de la poblacié HP no és tan considerable. Aquests
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resultats sén totalment coherents amb el fet que I'hidroxid d’alumini activa més
la resposta Th2, mentre que les particules quasi-embolcallades activarien més

la resposta Th1 [286], [287].

Taula 4. Analisis quantitatiu de les respostes IgG1l i IgG2a. La produccié d’anticossos
s’expressa com a la mitjana de la maxima dilucié sérica de cada ratoli que reconeix les capsides de
L0 o HP segons 'origen del sérum.

Diluci6 sérica Dilucié sérica Mitjana de la Mitjana de la
Producte Nt Nt . . 2
vacunal maxima maxima Valor p proporcié proporcié Valor p
reciproca IgG1 reciproca IgG2a IgG1/1gG2a IgG2a/IgG1
LOn +
Al(OH); 37000 3000 <0.001 32000.4 0.22 0.001
LOe-
AI(OH); 6667 26667 0.18 0.67 200000.7 0.05
HPy + 20556 9445 0.13 13437.48 6250.5 0.12
Al(OH)3 ) ) ) )
HPe-
AI(OH)s 11843 13056 0.85 4219.43 4091.6 091

Tot plegat, aquestes observacions aporten informacié molt rellevant per
una nova estrategia vacunal que incorpori particules quasi-embolcallades amb

capacitat d’activar la resposta de limfocits Th1.

5.2.3.3 Neutralitzacio de la infectivitat in vitro.

La induccié d’anticossos neutralitzants és un enfoc més fiable per estimar
la validesa dels candidats vacunals. La tecnica de neutralitzaci6 de la infectivitat
in vitro consisteix en incubar els serums a testar, aixi com també un sérum no
immune amb I'HAV i posteriorment, realitzar una quantificacié dels virus
infecciosos mitjancant l'assaig de TCIDso. Els titols obtinguts dels serums
immunes es comparen amb els no immune i aixi es pot determinar si els séerums
immunes fan caure el titol viric infecciés. El protocol detallat es troba en

I'apartat 7.10.3.
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Tenint en compte que els resultats d’IgGs anti-HAV van mostrar que durant
els primers dies després de la immunitzacié hi havia titols bastant baixos, es va
decidir que les proves de neutralitzacié només es realitzarien amb mostres de
sérum del dia 56 després de la immunitzaci6. A més, tot i haver estat analitzats,
els resultats de neutralitzacié dels grups d’experimentacié on s'immunitzava
HP, i HP. produits en presencia d’AMD, no es mostren per tal de simplificar els
resultats. Igual que passa en els assajos de caracteritzacié antigénica i en els
titols d’'IgGs, no hi ha cap avantatge d’aquests dos grups vacunals enfront als

altres en la prova de neutralitzacio.

Primerament, es va realitzar una série d’assajos de neutralitzacié amb tres
mostres aleatories de cada grup d’experimentacié per tal de determinar quina
era la diluci6 més optima per a la prova. Per realitzar-ho, es va fer un banc de
dilucions dels sérums de les mostres escollides que anavadela1/50a1/10,000,
i es van incubar amb un total de 105 unitats TCIDso de 'HAV. Amb les dades
obtingudes, vam identificar que hi havia poca capacitat de neutralitzacié de
I’'HAV en els sérums més diluits (Figura 41) i a mesura que concentravem més

el serum, augmentava aquesta capacitat de neutralitzacié de 'HAV.
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Figura 41. Neutralitzacié de la infectivitat de la poblaci6 HAV homologa per sérums de
ratolins femella inoculats amb els antigens LOn + AI(OH)3, LOe - A1(OH)3, HPx + AI(OH)3 i HP.
- AI(OH)s. La capacitat de neutralitzacié és expressada com el logaritme decimal de la reduccid
del titol respecte el control negatiu (Logio No-Nt on No és el titol enfront del sérum no immune i Nt
el titol enfront del serum immune), anomenat index de neutralitzacid (IN). Les dades es mostren
com la mitjana del grup # I'error estandard. Hi ha diferéncies estadisticament significatives (t de
Student, p<0.05) al dia 56 p.i entre poblacions quan les lletres majtscules son diferents.

Addicionalment, aquesta prova també ens va permetre veure que els
sérums dels grups inoculats amb particules quasi-embolcallades (Figura 41B i
D) eren capacgos de neutralitzar millor la infectivitat de 'HAV a dilucions més
altes en comparacié amb els dels grups inoculats amb particules nues i

I'adjuvant Al(OH)3 (Figura 41Ai C), reforcant la idea de que les particules quasi-
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embolcallades estimulen igual o millor el sistema immune. Aquesta tendencia

també s’observa en el grup d’experimentaci6 de ratolins mascles (Figura 42).
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Figura 42. Neutralitzacio de la infectivitat de la poblacié HP per serums de ratolins mascle
inoculats amb els antigens HPn + AI(OH)3 i HPe - AI(OH)s. La capacitat de neutralitzaci6 és
expressada com el logaritme decimal de la reduccié del titol del control negatiu(Logio No-Nt on No
és el titol enfront del sérum no immune i Nt el titol enfront del serum immune), anomenat index
de neutralitzaci6 (IN). Les dades es mostren com la mitjana del grup * I'error estandard.

A partir d’aquesta prova, vam establir les dilucions 1/501i 1/10 pel nostre
assaig. La capacitat de neutralitzaci6 es va expressar com el Logio del nombre
d’unitats per ml de sérum capaces de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats
TCIDso en un 50% de les répliques (Logio 50Nso U/ml). Es a dir, el Logio del
nombre d’unitats per ml de serum capaces de neutralitzar 50,000 unitats TCIDsg
en un 50% de les repliques analitzades. De nou, es va considerar oportu realitzar
I'analisi reunint els resultats de totes les cohorts per facilitar-ne la seva

interpretacio.
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En els resultats obtinguts no s’observen clares diferencies entre els grups
inoculats amb particules nues o quasi-embolcallades ni per LO ni per HP
neutralitzant la infectivitat de la poblacié LO (Figura 43). Tampoc s’observen si

comparem els grups inoculats amb L0 i HP entre ells.
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Lo,+ LO,- HP - HP + HP - HP +
AI(OH), AI(OH), AI(OH), AI(OH), AI(OH), Al(OH),
Ag neutralitzat | LO LO LO LO LO LO

n n n n n n

Positius/total | 9/12 | 10/12| 6/7 |14/19 | 12/18 | SI7
% positius| 75 | 83.3 | 85.7 | 73.7 | 66.7 | 71.4

Figura 43. Neutralitzaci6é d’infectivitat de la poblacié LO per sérums de ratolins inoculats
amb els antigens LOx + AI(OH)3, LOe - AI(OH)3, HPy, - A1(OH)3, HP, + AI(OH)3, HP. - AI(OH)3 i
HPe + Al(OH)s. La neutralitzacié d’infectivitat es va mesurar com Logio del nombre d’unitats per
ml de serum capaces de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques
(Log1o 50Ns0 U/ml). Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen
la mitjana dels valors. El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%,
respectivament. Les linies continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior
representen el percentil 75 i el 90%, respectivament. L'antigen neutralitzat, la proporcié de
positius respecte el total i el percentatge de positius s'indiquen a sota del grafic.

Sorprenentment, no hi ha diferéncies estadisticament significatives entre
cap dels grups experimentals. Tots ells presenten una neutralitzacié semblant a

la resta de grups, sense mostrar un increment en el cas del preparat vacunal que
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combina la particula quasi-embolcallada i I'iis de I'hidroxid d’alumini. Aquests
mateixos resultats s’observen també quan es neutralitza la infectivitat de la

poblacié homologa en cada cas (Figura 44).
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Positius/total | 9/12 | 10/12 | 4/7 |12/19 | 13/18 | 5I/7
% positius| 75 83.3 | 571 | 63.2 | 722 | 71.4

Figura 44. Neutralitzacié d’infectivitat de la poblacié6 homologa per sérums de ratolins
inoculats amb els antigens LOn + AI(OH)s, LOe - AI(OH)s, HPn - AI(OH)s, HPn + Al(OH)3s, HPe -
Al(OH)3 i HPe + Al(OH)s. La neutralitzacié d’infectivitat es va mesurar com Logio del nombre
d’unitats per ml de serum capaces de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de
les répliques (Logio 50Nso U/ml). Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres
discontinues indiquen la mitjana dels valors. El bigoti i la caixa inferior representen els percentils
del 5% i el 25%, respectivament. Les linies continues representen el percentil del 50% i la caixa i
el bigoti superior representen el percentil 75 i el 90%, respectivament. L’antigen neutralitzat, la
proporci6 de positius respecte el total i el percentatge de positius s’indiquen a sota del grafic.

En conjunt, aquestes dades suggereixen que les particules quasi-
embolcallades podrien representar una vacuna alternativa més natural amb

similars propietats immunogeniques.
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Per intentar trobar diferencies entre els diferents grups vacunals i aixi
obtenir més informacio de les nostres dades, es va decidir calcular la capacitat
de neutralitzaci6 expressant-la com a Logio 90Nso U/ml, és a dir, calcular el Logio
del nombre d’unitats per ml de serum capagos de neutralitzar 90,000 unitats

TCIDso en un 50% de les répliques.

Aquests calculs ens van permetre veure que només en els preparats
vacunals d’'HP. - Al(OH)3; i HP. + Al(OH)3 hi havia ratolins capacos d’arribar a
neutralitzar in vitro el 90% d’unitats TCIDso en el 50% de les repliques (Figura
45). Els resultats son encoratjadors, encara que en ambdds casos només un de

tots els ratolins immunitzats n’és capag.

Amb tot el conjunt de les nostres dades de neutralitzaci6 de la infectivitat
in vitro es podria suggerir que I'hidroxid d’alumini no seria tan bo potenciant la
resposta immune i per tant, evidencia de nou la bona estratégia que seria
utilitzar les particules quasi-embolcallades, ja que seria una vacuna més natural

i igual o més immunogenica que les que utilitzen hidroxid d’alumini.
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Figura 45. Neutralitzacié d’infectivitat de la poblacié LO per sérums de ratolins inoculats
amb els antigens LOx + Al(OH)3, LOe - AI(OH)3, HPx - A1(OH)3, HPn + AI(OH)3, HPe - AI(OH)3 i
HPe + Al(OH)s. La neutralitzacié d’'infectivitat s’expressa com Logio del nombre d’unitats per ml
de sérum capaces de neutralitzar el 90% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques
(Log10 90Nso U/ml.) Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen
la mitjana dels valors. L’'antigen neutralitzat, la proporcié de positius respecte el total i el
percentatge de positius s’indiquen a sota del grafic.

5.2.4 Caracteritzacio de la capacitat immunogenica de 'HAV
en porcs Landrace x Large White

La immunitzacié de porcs requereix de titols d'immunogens més alts que la
de ratolins degut a la seva major mida. Es van produir estocs d’aproximadament
8 Logio TCIDso/ml a partir de sobrenedants de cel-lules infectades. En aquest
cas, la immunitzacié de porcs es va analitzar només amb la poblacié HP, donat
que és el nou candidat vacunal. A més, es va afegir un grup de porcs, on es
pogués analitzar la immunogenicitat generada per un preparat vacunal que en
comptes d’afegir-li l'adjuvant Al(OH)s;, se li afegis CAF01, un adjuvant

experimental seleccionat degut a les seves habilitats d’induir la resposta Th1 en
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ratolins, porcs i humans [275]. Per altra banda, es va utilitzar la vacuna HAVRIX
com a control positiu, i un determinant immunodominant del virus de la pesta
porcina africana (ASFV) anomenat p32 [294] com a control negatiu. Préviament,
en el laboratori de Sanitat Animal d’IRTA-CReSA, s’havien induit fortes
respostes d’anticossos anti-ASFV quan s’inoculaven porcs amb dues dosis de
50pg de la proteina recombinant p32, en presencia d’adjuvant CAF01®
(manuscrit en preparacio). Per aquest motiu, s’ha utilitzat la proteina p32 com
a control negatiu i alhora, com a control intern per garantir que I’experiment

d’immunitzacié del porc funciona correctament.

Aixi doncs, es van dissenyar 6 grups experimentals:

e Grup 1: HP quasi-embolcallat sense adjuvant (HP.).

e Grup 2: HP nu sense adjuvant (HPy).

e Grup 3: HP quasi-embolcallat amb I'adjuvant Al(OH)3 (HP. + Al(OH)3).

e Grup 4: HP quasi-embolcallat amb I'adjuvant CAF01® (HP. + CAF01).

e Grup 5: vacuna comercial HAVRIX-1440 (1440 unitats d’ELISA per dosis
amb I'adjuvant Al(OH)3) (HAVRIX), corresponent al grup control positiu.

e Grup 6: 50pg de p32 recombinant administrat amb l'adjuvant CAF01 ®
(p32 + CAF01), corresponent al grup control negatiu.

En total, es van inocular 6 porcs de 8 setmanes per cada un dels grups
d'immunogens a rad de 3 femelles i 3 mascles. No obstant, no es va fer una
separaci6 entre ells per analitzar els diferents resultats, ja que no diferien entre

ells.

[’administracié dels immunogens va ser per via subcutania i els inoculs
contenien 2,5x108 unitats TCIDso en 2ml de tampé HEPES, pH 6,0. En el cas dels

grups experimentals amb particules nues, es barrejaven amb 50ugr d’adjuvant
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Al(OH)3 o CAF01®. Aquest inocul era reforgat amb 1 dosi més el dia 30 després
delainoculacid inicial (Figura 46). Les mostres de serum es van obtenir després
de sagnar els porcs als dies 0, 28, 42 i 56 post-immunitzaci6. L'altim dia, els
porcs eren sacrificats. Tot el procés d'immunitzacid, obtencié de mostres i

sacrifici es va dur a terme en el Departament de Seguretat Animal d'IRTA-CReSA.
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Figura 46. Esquema il-lustratiu de la immunitzacié de porcs Landrace x Large White i la

presa de mostres. Creat amb BioRender.com

5.2.4.1 Caracteritzacid de la resposta d’IgGs totals

El titol d’anticossos IgG totals anti-HAV en les diferents mostres obtingudes
va ser quantificat mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx indirecte seguint el
protocol detallat en I'apartat 7.12.1, igual que es va fer amb els assajos amb
ratolins BALB/c. En aquest assaig es feia iis d’'un serum convalescent huma per
la captura i els antigens testats eren capsides de LO i HP nues obtingudes de
sobrenedants de cel-lules FRhK-4 infectades, les quals eren posteriorment
lisades amb el detergent NP40. Amb els resultats obtinguts es va comparar el
potencial immune entre les particules nues i les quasi-embolcallades, aixi com

també entre els dos tipus d’adjuvant, AI(OH)z i CAFO1.
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La comparacié6 de les cinetiques de producci6 d’'IgG totals al llarg del temps
mitjancant el reconeixement de HP, revela, tal i com s’esperava, que la
produccié d’IgG totals és molt menor pel preparat vacunal HP,-Al(OH)s en
comparacié amb la resta (Figura 47A i B). No obstant, només hi ha diferencies
estadisticament significatives amb la vacuna actual HAVRIX. La soca HP és ben
reconeguda pels anticossos generats contra la vacuna actual HAVRIX. Aquest
bon reconeixement no és inesperat, ja que tal i com s’indica a la introduccio, la
soca HP presenta unes caracteristiques antigeniques similars a la soca L0, sent

reconeguda pels anticossos policlonals.

Reconeixement capsides de HP

s0000 | HPrmAlGH),  HP- AI(OH), HP, +AI(OH)3  HP, + CAF01 HAVRIX

15000 | B
10000 B AB
5000 - ‘ AB
0 G— D

0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56

Dilucio sérica maxima reciproca

Dies post-immunitzacié

B
Producte Mitjana dilucié sérica | Positius
vacunal maxima reciproca /total

HP, - Al(OH)s 166.67 2/6

HP. - Al(OH)3 5833.33 3/6

HP. + Al(OH)s 1666.67 2/6

HP. + CAF01 5166.67 4/6

HAVRIX 12500.00 3/6

Figura 47. Produccio d’anticossos IgG totals contra les capsides de HP de sérums de porcs
inoculats amb HPy -Al(OH)3, HP. - A1(OH)3, HPe + A1(OH)3 HP. + CAF01 i HAVRIX. A) Evoluci6
al llarg del temps de la producci6 IgG totals. B) Taula resum de la mitjana de la diluci6 sérica
maxima reciproca i els sérums positius respecte als totals al dia 56 p.i. La producci6 d’anticossos
s’expressa com la maxima diluci6 serica reciproca que reconeix les capsides de HP. Les dades es
mostren com la mitjana del grup * l'error estandard. Hi ha diferéncies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre grups experimentals quan les lletres son diferents.
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Per altra banda, comparant les cinétiques de producci6 d’IgG totals
reconeixent LO (Figura 48A), s’observen resultats considerablement diferents
respecte al reconeixement d’HP. Sorprenentment, el preparat vacunal HP. +
CAFO01 va generar alts nivells d’anticossos capacos de reconeixer la soca LO.
Tanmateix, la soca LO no és gaire ben reconeguda pels anticossos generats
contra la vacuna actual HAVRIX. Aquest fet és sorprenent ja que la soca L0 és
molt similar a la soca salvatge i esperariem que els anticossos generats contra la
vacuna HAVRIX reconeguessin la soca. No obstant, sembla que reconeixen molt
millor la soca HP. La soca que nosaltres anomenem LO és la soca HM175/43c i

la soca utilitzada per la vacuna HAVRIX és la HM175/18f.

Reconeixement capsides de LO

20000 P AOH),  HP- AI(OH), HP, +AI(OH)3  HP, +CAF01 HAVRIX

15000
10000
5000
0 —t——"
0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56 0 28 42 56

Dies post-immunitzacié

Dilucio sérica maxima reciproca

B
Producte Mitjana dilucio6 sérica | Positius
vacunal maxima reciproca /total
HP. - Al(OH)3 1666.67 2/6
HP. - Al(OH)s 833.33 1/6
HP. + Al(OH)3 7666.67 4/6
HP. + CAFO1 15916.67 6/6
HAVRIX 1250 6/6

Figura 48. Produccio d’anticossos IgG totals contra les capsides de LO de serums de porcs
inoculats amb HPy, -Al(OH)3, HP. - AI(OH)3, HPe + Al(OH)3 HP. + CAF01 i HAVRIX. A) Evoluci6
al llarg del temps de la producci6 IgG totals. B) Taula resum de la mitjana de la diluci6 sérica
maxima reciproca i els serums positius respecte als totals al dia 56 p.i. La producci6 d’anticossos
s’expressa com la maxima dilucié serica reciproca que reconeix les capsides de LO.
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Aquestes dues soques s6n molt similars entre elles, pero difereixen en una
mutacié (D3070A; substitucié d’un acid aspartic a la posicié 70 de VP3 per una
alanina) present en el lloc immunodominant [295]. Aquesta mutacié podria
explicar el baix reconeixement de la soca L0. Encara que aquesta mutaci6 també
es troba a la soca HP, el diferent plegament de la capsida de la soca HP associat
als canvis de codons podria compensar la perdua antigénica i fer que HP fos més
semblant a la soca 18f utilitzada per generar la vacuna HAVRIX. A més, és
important mencionar que toti el baix reconeixement de les capsides de L0, els 6
sérums testats tenien presencia d’anticossos capacos de reconéixer-la (Figura
48B) front a només 3 sérums capacos de reconéixer les capsides de HP, encara

que aquests amb un reconeixement molt més elevat (Figura 47B).

5.2.4.2 Caracteritzacio de la resposta d’IgGs: resposta d’IgG1 i
IgG2a

El titol d’anticossos IgGl i IgG2a anti-HAV en les diferents mostres
obtingudes va ser quantificat mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx indirecte
seguint els passos descrits en 'apartat 7.12.2, igual que es va fer amb els assajos
amb ratolins BALB/c. En aquest assaig es feia tis d'un serum convalescent huma
per la captura i els antigens testats eren capsides d’'HP nues produides en
preséncia d’AMD. Amb els resultats obtinguts es va poder comparar la diferéncia
de produccié d’anticossos IgG1 anti-HAV i IgG2a anti-HAV entre els diferents

grups experimentals.

Els resultats obtinguts utilitzant HP com a antigen de captura mostren com
les immunitzacions de HP. + CAF01 i HAVRIX sdn les que generen més resposta
d’anticossos tant d’'IgG1 (Figura 49A) com d’IgG2a (Figura 49B) en porcs, sent

superior en la primera. Aquests resultats son els esperats en el cas de la vacuna
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HAVRIX, pero en el cas de la immunitzaci6 amb HP. + CAF01 esperavem que

induis més fortament la resposta Th1, la qual activa la produccié d’IgG2a.

Resposta d'anticossos  Resposta d'anticossos
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Figura 49. Titols de les respostes especifiques IgG1 i IgG2a que reconeixen les capsides
d’HP dels sérums provinents de porcs inoculats amb HPx - AI(OH)3, HP. - A1(OH)3, HPe +
Al(OH)3, HP. + CAF01 i HAVRIX al dia 56 post-inoculacio. A) Resposta d’anticossos contra
IgG1l anti-HAV dels diferents grups experimentals al dia de sacrifici. B) Resposta
d’anticossos contra IgG2a anti-HAV de diferents grups experimentals al dia de sacrifici. La
produccié d’anticossos s’expressa com la maxima dilucié serica reciproca que reconeix les
capsides d’'HP. Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen la
mitjana dels valors. El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%,
respectivament, i la caixa i el bigoti superior representen el percentil 75 i el 90%, respectivament.
Hi ha diferencies estadisticament significatives (t de Student, p<0.05) entre grups experimentals
per una mateixa resposta d’anticossos quan les lletres son diferents.

Per altra banda, és important destacar que el grup experimental inoculat
amb HP, sense Al(OH)z; demostra que sense l'adjuvant no es genera una bona
resposta immune en porcs. A més, no hi ha diferéncies estadisticament

significatives entre la resposta d’anticossos IgG1 i IgG2a en els grups inoculats
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amb HP. + al(OH)3 segurament al fet d’estar immunitzant amb particules quasi-

embolcallades i 'adjuvant a la vegada.

5.2.4.3 Neutralitzacio de la infectivitat in vitro.

La neutralitzacié dels serums corresponents al grups experimentals a
estudiar eren enfrontades a la neutralitzaci6 exercida per un sérum no immune
obtingut dels porcs corresponents al grup 6. El protocol detallat es troba en

I'apartat 7.12.3.

Igual que en el cas dels sérums provinents dels ratolins BALB/C, les
neutralitzacions es van realitzar només amb mostres de sérum del dia 56
després de la immunitzacid. Tots els serums es van testar a les dilucions 1/50 i
1/100. La capacitat de neutralitzaci6 es va expressar com el Logio del nombre
d’unitats per ml de sérum capaces de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats
TCIDso en un 50% de les répliques (Logio 50Nso U/ml). Es a dir, el Logio del
nombre d’unitats per ml de serum capaces de neutralitzar 50,000 unitats TCIDs

en un 50% de les répliques analitzades.

La vacuna HAVRIX, el control positiu de 'experiment, té una alta capacitat
de neutralitzacié (Figura 50). Aix0 era esperable, doncs esta ben documentat
que un 99% dels individus que reben la vacuna presenten anticossos anti-HAV
30 dies després de ser vacunats amb la primera dosis [28], [296], [297]. En el
cas dels prototips HP. + AI(OH)3 i HP. + CAF01 el 100% dels sérums testats son
capacos de neutralitzar la soca LO d’"HAV, encara que amb una capacitat menor
que els serums immunitzats amb HAVRIX. Per tant, tot i no arribar als nivells de
proteccié de la vacuna HAVRIX, aconseguim que tots els porcs produeixin IgGs

neutralitzants.
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Positius/total | 4/6 2/6 6/6 6/6 6/6
% positius | 67 33 100 | 100 100

Figura 50. Neutralitzacié d’infectivitat de la poblaci6 LO per serums de porcs inoculats amb
els antigens HP, - AI(OH)s, HP. - AI(OH)3, HP. + Al(OH)s, HP. + CAF01 i HAVRIX. La
neutralitzaci6 d’infectivitat s’expressa com Logio del nombre d’unitats per ml de sérum capaces
de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Logio 50Ns0 U/ml).
Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen la mitjana dels valors.
El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%, respectivament. Les linies
continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior representen el percentil
75 i el 90%, respectivament. L’antigen neutralitzat, la proporcié de positius respecte el total i el
percentatge de positius s'indiquen a sota del grafic. Hi ha diferéncies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre dos candidats vacunals quan les lletres son diferents.

L’alta capacitat de neutralitzacié de la vacuna HAVRIX també s’observa
quan els sérums son testats contra la soca HP (Figura 51). Aquestes dades
també mostren una bona neutralitzacié per part dels serums provinents de

porcs immunitzats amb els candidats vacunals HP. + Al(OH)3 i HP. + CAFO1.
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Figura 51. Neutralitzacio d'infectivitat de la poblacié HP per séerums de porcs inoculats amb
els antigens HP, - AI(OH)s, HP. - AI(OH)3, HP. + Al(OH)s, HP. + CAF01 i HAVRIX. La
neutralitzaci6 d’infectivitat s’expressa com Logio del nombre d’unitats per ml de sérum capaces
de neutralitzar el 50% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Logio 50Ns0 U/ml).
Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen la mitjana dels valors.
El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%, respectivament. Les linies
continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior representen el percentil
75 i el 90%, respectivament. L’antigen neutralitzat, la proporcié de positius respecte el total i el
percentatge de positius s’'indiquen a sota del grafic. Hi ha diferéncies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre dos candidats vacunals quan les lletres son diferents.

Per acabar d’analitzar bé aquests resultats, es va calcular la capacitat de
neutralitzacié expressant-la com a Logio 70Ns0 U/ml (Logio unitats capaces de
neutralitzar el 70% de 1 x 105 TCIDso en el 50% de les repliques per ml) i 90Ns,
U/ml (Logio unitats capaces de neutralitzar el 90% de 1 x 105 TCIDso en el 50%
de les repliques per ml). Aquest analisis només s’ha realitzat amb les dades de
neutralitzacié6 d’infectivitat de la poblacié LO, la qual donava nivells de

neutralitzaciéo més elevats.

S’observa que menys el grup experimental immunitzat amb HP, + Al(OH)s3,

tots tenen algun porc capag de neutralitzar 70,000 unitats TCIDso en el 50% de
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les repliques testades (Figura 52). Cal destacar que els porcs immunitzats amb
HP. + AI(OH)3; 0 HP. + CAF01 tenen una molt bona capacitat de neutralitzacié, ja
que practicament tots sén capacos de neutralitzar el 70% dels virus a
neutralitzar. Tanmateix, els 100% dels porcs immunitzats amb la vacuna

HAVRIX assoleixen aquest alt nivell de neutralitzacid.
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AI(OH), AI(OH), AI(OH), CAF01
Ag neutralitzat | LO LO LO Lo LO

n n n n n

Positiusftotal | 0/6 1/6 516 5/6 6/6
% positius | 0 17 83.3 | 83.3| 100

HAVRIX

Figura 52. Neutralitzaci6 d’'infectivitat de la poblacié LO per sérums de porcs inoculats amb
els antigens HPn - Al(OH)3, HP. - Al(OH)s3, HPe + AI(OH)3, HPe + CAF01 i HAVRIX. La
neutralitzaci6é d’'infectivitat s’expressa com Logio del nombre d’unitats per ml de sérum capaces
de neutralitzar el 70% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Logio 70Nso U/ml).
Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen la mitjana dels valors.
El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%, respectivament. Les linies
continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior representen el percentil
75 i el 90%, respectivament. L’antigen neutralitzat, la proporcié de positius respecte el total i el
percentatge de positius s'indiquen a sota del grafic. Hi ha diferéncies estadisticament
significatives (t de Student, p<0.05) entre grups quan les lletres s6n diferents.
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Si s’analitza la neutralitzacié expressant-la com a 90Ns5o U/ml, es perd la
majoria de la positivitat (Figura 53). Només en el cas dels porcs immunitzats
amb HP. + CAF01 hi ha un porc capa¢ de neutralitzar 90,000 unitats TCIDso en
el 50% de les répliques testades. En canvi, en el grup experimental amb HAVRIX
segueixen sent positius el 83.3% dels porcs immunitzats posant en evidéncia
I'exigéncia del nostre test de neutralitzacié. Tanmateix, cal recordar que degut a
lalenta replicacié del virus, la vacuna actual és cara de produiri utilitzant la soca

HP, la qual replica molt més rapid, es podrien abaratir els costos de produccio.
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Figura 53. Neutralitzacié d’infectivitat de la poblacié LO per serums de porcs inoculats amb
els antigens HPn - Al(OH)s, HP. - Al(OH)s, HP. + Al(OH)s, HP. + CAF01 i HAVRIX. La
neutralitzacié d’infectivitat s’expressa com Logio del nombre d’unitats per ml de serum capaces
de neutralitzar el 90% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Logio 70Nso U/ml).
Les dades es mostren com a boxplot. Les linies negres discontinues indiquen la mitjana dels valors.
El bigoti i la caixa inferior representen els percentils del 5% i el 25%, respectivament. Les linies
continues representen el percentil del 50% i la caixa i el bigoti superior representen el percentil
75 i el 90%, respectivament. L’antigen neutralitzat, la proporcié de positius respecte el total i el
percentatge de positius s’'indiquen a sota del grafic.
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5.2.5 Comparativa de la capacitat de neutralitzaciéo de la
infectivitat in vitro entre sérums provinents de ratolins
BALB/Ci porcs Landrace x Large White

Amb el conjunt de tots els resultats obtinguts en la neutralitzacié de la
infectivitat in vitro de 'HAV, s’ha fet una comparativa entre els sérums
provinents dels ratolins BALB/C i els porcs Landrace x Large White per tal de

observar diferéncies en la seva capacitat immunogenica.

Per poder comparar bé les respostes entre tots els preparats vacunals, es
van agafar totes les dades expressades com a Logio 50Nso U/ml, en la qual tenim
positius en tots els preparats vacunals. La mesura Logio 50Nso U/ml es va
normalitzar a 50Nso U/animal tenint en compte els ml de sang en cada animal:

1.5 mli 5.6 L de sang en ratolins i porcs, respectivament.

Tal i com s’ha comentat anteriorment a I'apartat 5.2.2.3, entre els diferents
productes vacunals inoculats a ratolins BALB/C, no veiem diferéncies
destacables (Taula 5). En canvi, si que observem que els porcs immunitzats amb
el producte vacunal HP. + CAF01 presenten un gran nimero d’unitats/animal
capaces de neutralitzar 50,000 unitats TCIDsg en el 50% de les mostres. Els seus
resultats s6n molt prometedors i a diferéncia de la resta de productes vacunals,

s’acosten molt als de la vacuna actual HAVRIX.

Per altra banda, tot i haver-hi alguns productes vacunals que no han sigut
testats en porcs Landrace x Large White, pero si en ratolins BALB/C, i a la
inversa, comparant els que s’han inoculat en ambdés animals, s’observa amb
claredat com la capacitat de produccié d’anticossos neutralitzants és molt més
elevada en porcs que en ratolins. Concretament, la seva produccié per animal és

d’uns 4-5 Logio més alta respecte a la dels ratolins BALB/C.
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Taula 5. Analisis comparatiu de neutralitzacié de la infectivitat in vitro dels sérums

provinents de ratolins BALB/C i porcs Landrace x Large White.

BALB/C Landrace x Large White
Producte Log10 50Ns0 50Nso Producte Log10 50Ns0 .
vacunal ?J/mli U/animal? vacunal ?J/mll 50Ns0 U/animal?
LOn + Al(OH)3 2.21+0.09 243.27 + 56.02 LOn + Al(OH)3 No data No data
LO.- Al(OH)3 2.2410.17 259.67 + 125.89 LOe- AlI(OH)3 No data No data
HPy, - Al{OH)3 2.28 + 0.05 285.82 + 34.87 HP., - Al{OH)3 3.04+0.24 6.14E+06 + 4.53 E+06
HPn + AI(OH)s 2.33+0.09 323.34 + 60.65 HP5 + Al(OH)3 No data No data
HP. - Al(OH)3 2.1610.10 214.33 + 58.62 HP. - Al(OH)3 2.7310.09 3E+06 £ 6.99E+05
HP. + AI(OH)3 2214011 240.49+72.90 HP. + AI{OH)3 2.98+0.18 5.35E+06 + 2.74E+06
HP. + CAFO1 No data No data HPe + CAFO1 3.31 +0.04 1.14E+07 + 1.14E+06
HAVRIX No data No data HAVRIX 4.14+0.19 7.73E+07 + 4.42E+07

1 Mitjana i error estandard del Logio 50Nso U/ml de la neutralitzacié de la infectivitat in vitro.

2 Mitjana de 50Nso U/animals tenint en compte que els ratoli BALB/C i els porc Landrace x Large White
contenen aproximadament 1.5 ml i 5.6 L de sang, respectivament.

Aquesta gran diferéncia en la produccié d’anticossos neutralitzants entre

els dos models d’animal pot ser deguda als dos sistemes immunologics

considerablement diferents entre ratolins i porcs [298], [299].
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5.3 Discussio

Ates que només existeix un serotip d’HAV, esta clar que la millor mesura
efectiva per prevenir brots d’HAV és mitjancant la vacunaci6. Actualment,
existeixen diverses vacunes atenuades i inactivades contra 'HAV llicenciades
arreu del mon, pero s6n molt costoses i en ocasions escasses [15], [185], [300].
Per aquest motiu, el gran desafiament actual en la indudstria farmacéutica és
crear noves vacunes més assequibles contra ’'HAV. Als anys 60, es van descobrir
els liposomes i des de llavors, sén els nanotransportadors més comunament
utilitzats al tenir una membrana molt similar a la membrana lipidica cel-lular i
per tant, no ser rebutjats per I'hoste al ser introduits [291]. Moltes vacunes
basades en liposomes han sigut aprovades gracies al seu eficient sistema
d’entrega, el qual permet alliberar el seu cargo poc a poc al llarg del temps.
Recentment, s’ha suggerit una altra alternativa a les vacunes classiques
inactivades que son les vacunes que contenen particules similars a virus (VLPs),
les quals utilitzen una estratégia similar, perd mimetitzant la conformacié de
proteines virals [293]. D’entre elles, cal destacar vacunes que ja s’estan
comercialitzant per Hepatitis E [301], hepatitis B [302] i papilomavirus [303].
La vacuna inactivada llicenciada EPAXAL contra I'HAV és una vacuna liposomal
que es troba absorbida a la superficie de virosomes d’Influenza reconstituits, els
quals reemplacen I'hidroxid d’alumini com a adjuvant principal [179]. La nostra
proposta es basa en aprofitar la combinacié de l'alta replicacié de la soca HP i la
seva eficient sortida en forma quasi-embolcallada. Els embolcalls lipidics estan
sent molt prometedors en el camp de les vacunes i s’ha pogut observar que so6n

molt immunogénics [304].
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Tradicionalment, laimmunogenecitat de les vacunes inactives s’incrementa
amb 'addicié d’adjuvants, com és I'hidroxid d’alumini. Tanmateix, un altre dels
principals inconvenients present en la produccié de vacunes és la manca
d’adjuvants segurs i eficagos, sobretot que generin resposta Th1, la qual serveix
per l'eliminacié d’infeccions viriques. Les nostres dades sobre la produccié
d’anticossos IgG totals en ratolins BALB/C indiquen que independentment de
I'immunogen inoculat, els ratolins produeixen una quantitat similar d’anti-HAV
IgG totals. Aquests resultats corroboren la nostra hipotesis de que els quasi-
embolcalls sén una bona estratégia per potenciar la resposta immune, sense la
necessitat de fer is d’adjuvants. A més, també emfatitzen la bona candidata que
és la immunitzacié amb particules HP., la nostra proposta com a nova base
vacunal. La seva lleugera disminucié en la produccié d’anticossos respecte a les
particules L0y, no seria un inconvenient ja que es veuria compensada per la seva

eficient replicacid, la qual és 5 vegades superior respecte a la poblaci6 LO.

El titol d’anticossos IgG1 i IgG2a anti-HAV en les diferents mostres ens
recalca la diferéncia de produccié entre particules nues i particules quasi-
embolcallades. Comparant els grups experimentals L0, vs LOe i HP,+ AI(OH)3 vs
HP. + Al(OH)3, s’obté clarament una major producci6 de IgG1 respecte a IgG2a
en ratolins inoculats amb particules nues i una major producci6 de IgG2a
respecte a IgG1l en ratolins inoculats amb particules quasi-embolcallades.
Aquestes dades concorden perfectament amb el fet de que I'hidroxid d’alumini
activaria més eficientment la resposta Th2, mentre que els quasi-embolcalls
conduirien més cap a una resposta Thl. Tanmateix, aquesta tendéncia no
s’observa comparant HP, + Al(OH)z vs HP.. Tot plegat, aquestes dades ens
proporcionen informacié rellevant per dissenyar una base vacunal que sigui
capag d’estimular més la resposta Th1, la qual serveix per a I'eliminaci6é del

virus.
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L’estudi de neutralitzacio, el qual permet avaluar la capacitat de
neutralitzar la infectivitat de 'HAV per part dels anticossos produits en els
ratolins, demostra que la capacitat de neutralitzacié dels serums provinents de
ratolins immunitzats tant amb particules nues com quasi-embolcallades és
practicament idéntica, no hi ha diferéncies entre elles. Aquestes dades
emfatitzen la bona immunogenicitat dels quasi-embolcalls que envolten les
particules d’HAV. Si es compara la base de la vacuna actual (L0,) amb la nostra
proposta (HP.), tampoc es detecten diferéncies estadisticament significatives,
tornant a subratllar la bona imunogenicitat que té la soca HP i evidenciant de
nou la bona estratégia vacunal que seria utilitzar les particules quasi-
embolcallades, sent una estrategia molt més natural i igual o més immunogenica

que la vacuna actual.

Per altra banda, en la immunitzacié de porcs Landrace x Large White s’ha
observat una bona inducci6 d’IgG totals i donat que tenen un sistema immune
molt similar al dels humans [298], aporten informacié molt rellevant de cara a
noves estratégies vacunals. Les dades de produccié d’'IgG totals obtingudes ens
corroboren que els productes quasi-embolcallats sén molt immunogénics. A
més, ens aporten resultats molt prometedors sobre I'adjuvant CAF01, el qual
juntament amb les particules quasi-embolcallades provoca una produccié d’IgG
totals molt elevada, similar a la vacuna HAVRIX. Aquest adjuvant seria molt bo
de cara a una vacuna contra un virus, com és el cas de 'HAV, ja que en els
resultats on es determina la produccié d’anticossos IgG2a anti-HAV, s’ha vist una

resposta accentuada de Th1l.

La neutralitzacio6 de la infectivitat in vitro de 'HAV també confirma que el
producte vacunal HP quasi-embolcallat amb I'adjuvant CAF01 és el que és capac
d’induir la produccié més alta d’anticossos neutralitzants en porcs. També, el

producte vacunal HP quasi-embolcallat amb I'adjuvant Al(OH)s; dona resultats
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molt prometedors. Cap dels dos ha aconseguit arribar a la proteccié de la vacuna
HAVRIX, pero tenint en compte que la soca HP replica molt més rapid, es podria
veure compensat amb una obtencié de la vacuna a temps més curts que
abaratirien els costos de produccié. Per aquest motiu, la nostra proposta vacunal
utilitzant la soca de replicacié rapida HP i les particules quasi-embolcallades
segueix sent bona per implementar noves estratégies vacunals per 'HAV i altres

patogens.

Es important fer émfasis a qué en el nostre estudi les neutralitzacions es
feien amb 100,000 virus infecciosos totals, els quals s6n molts comparativament
amb les neutralitzacions realitzades en altres estudis. Hi ha una falta
d’estandarditzacio per fer els calculs de neutralitzacié i per aquests motius, en

aquest estudi s’ha calculat amb les unitats 50Ns5o/ml.

Intentar explicar com els anticossos aconsegueixen neutralitzar el virus, és
motiu de controversia des del descobriment que la gran majoria, si no totes, les
particules d’'HAV circulants en la sang estan en la forma quasi-embolcallades.
Aquests virions estan completament envoltats per la membrana de I'hoste, la
qual es creu que protegeix la capsida de la neutralitzacié produida pels
anticossos neutralitzants a la sang durant les infeccions agudes. Fins al moment,
no s’ha detectat proteines virals que es mostrin a la superficie de les particules
eHAV, suggerint que el virus ha desenvolupat una estratégia intel-ligent per
evadir la neutralitzaci6 [13], [256]. Tanmateix, ha sigut demostrat que la
infecci6 per eHAV provoca una resposta d’anticossos contra el virus [305]. Les
nostres dades de neutralitzacié també confirmen que tant els ratolins com els
porcs han sigut capagos de generar anticossos neutralitzants contra 'eHAV. Una
possible explicaci6 de com els anticossos neutralitzants sén capagos
d’interaccionar amb els epitops d’eHAV és que la membrana d’eHAV es degradi

al lisosoma, permetent l'accés d’anticossos neutralitzants a la capsida [13],
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[256]. Una segona explicacié és que la membrana d’eHAV es fusioni amb
I’endosoma tarda alliberant el contingut de I'exosoma dins del citoplasma per
ser transcrit i és en aquest moment on els anticossos neutralitzants podrien
entrar en contacte amb la capsida [63]. Sigui com sigui I'alliberament de la
carrega dels quasi-embolcalls, esta clar que en algun moment del cicle infeccios
de I'HAV, les capsides queden al descobert i poden ser reconegudes pels

anticossos neutralitzants.

En el nostre estudi d'immunitzacié en animals hi ha certes limitacions que
poden fer variar els resultats obtinguts. Primer de tot, les immunitzacions han
sigut realitzades amb immunogens no purificats, la qual cosa podria fer variar
els resultats respecte a immunitzacions amb immunogens purificats evitant
interaccions inespecifiques. En segon lloc, una possible explicacié de les
diferéncies en la resposta immune dins de cada grup experimental, pot venir
donada per la variabilitat entre diferents individus, la qual és inevitable. Per
aquestes limitacions, s’estan duent a terme més estudis experimentals on
s’utilitza un model de ratolins (Ifn~/-) altament susceptible a infeccions virals.
Aquests ratolins so6n vacunats amb els diferents productes vacunals i
posteriorment, son desafiats amb la poblacié LO de 'HAV per tal de confirmar
I'eficacia protectora de la vacuna candidata i obtenir més informacié sobre la
resposta immune front a ’'HAV en ratolins. La proteccié davant la infeccio per el
virus també sera validada en un segon model de ratolins, B6;129 MAVStm1Zjc/],

el qual és altament patogénic per HAV.
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L’expressié de RAB7A i RAB35 augmenta amb la replicacié de 'HAV en
cél-lules Huh7-Al, sobretot per la poblacié HP.

El silenciament de RAB35 en cel-lules Huh7-Al inhibeix la sortida de la
poblacié HP.

Les capsides de LO i HP colocalitzen amb RAB7A i RAB35,
respectivament.

La poblaci6 HP surt indistintament a través de les membranes
basolateral i apical. En canvi, la poblacié LO s’allibera majoritariament
pel domini apical.

La poblacié HP utilitza la xarxa de trafic controlada per RAB35, i en
menor mesura RAB11A. En canvi, la poblacié LO utilitzaria la xarxa de
transit controlada per RAB74, i en menor mesura RAB11A.

La membrana basolateral dels hepatocits esta enriquida en RAB35. En
conseqiiencia, la major sortida de la poblaci6 HP per la membrana
basolateral respecte la poblacié L0 es podria explicar per una major
eficiéncia d’'interaccié amb la xarxa controlada per RAB35.

La capsida de la poblacié HP difereix de la capsida de la poblaci6 LO en
dos aminoacids; un d’ells és el canvi d'una S per una G en la posicié 134
dela VP2, que es localitza a 4.5A de la Y d’'un dels late domains del virus.
Aquesta substitucié li permetria a la poblaci6 HP interaccionar
mitjancant un mecanisme diferent amb ALIX que afavoriria el transit cap
alamembrana basolateral i la seva sortida en forma quasi-embolcallada.

Tots els hepatovirus, excepte els que infecten primats, tenen una S en la
posici6 134 de VP2, mentre que la resta d’hepatovirus tenen una G.
Aquest canvi podria haver estat seleccionat per reduir la sortida a través
de la membrana basolateral, contribuint a evadir la resposta immune,
més forta en simis superiors.

La poblacié HP mostra uns nivells de replicacié6 més elevats i és més
rapida que la parental LO en cel-lules MRC-5, VERO i, especialment, en
FRhK-4, fet pel qual aquestes ultimes serien un substrat candidat optim
per suplir la falta de cultius cel-lulars per a la produccié de vacunes.
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Els quasi-embolcalls s6n una bona estrategia vacunal per potenciar la
resposta immune, evitant I'as d’adjuvants.

L’adjuvant CAF01, juntament amb les particules quasi-embolcallades,
provoca una bona resposta immune, similar a la vacuna HAVRIX, i a més,
amb una resposta accentuada de Th1.
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7.1 Cel‘lulesi virus

7.1.1 Linies cel-lulars

Les linies cel-lulars utilitzades en aquest treball sén:

MRC-5: cél-lules diploides derivades de fibroblasts fetals humans
comunament utilitzades en la produccié de vacunes viriques, ([306]. Es fan
créixer a 372C en medi essencial minim (MEM) suplementat amb 10% de serum
fetal bovi (FBS). Es subcultiven cada 7 dies a una relacié de multiplicacié entre
1:211:5, arribant a la monocapa confluent als 2-3 dies després de la incubacié a

37°C.

Vero: cel-lules continues aillades de cél-lules epitelials de ronyé de mono
verd (Cercopithecus aethiops) [307]. Es fan créixer a 372C en MEM suplementat
amb un 5% de FBS. Es subcultiven cada 7 dies a una relacié de multiplicaci6 1:5,
arribant a la monocapa confluent als 2-3 dies després de la incubacié a 372C. Es
important recalcar que la replicaci6 de 'HAV en cel-lules Vero requereix d’'una

incubaci6 a 33°C.

FRhK-4: cél-lules epiteloides i derivades de cél-lules embrionaries de ronyo
de mono rhesus (Macaca mulatta) [308]. Aquestes cél-lules creixen a 37°C en
MEM suplementat amb un 15% de FBS inactivat (FBSi). Es subcultiven cada 7
dies a una relacié de multiplicacié 1:3, arribant a la monocapa confluent als 2-3

dies després de la incubaci6 a 37°C.

Aquesta linia cel-lular va ser utilitzada per I'estudi de replicacié de 'HAV, i
també durant tot el desenvolupament de la tesis per a 'obtencié de suspensions

virals de la poblaci6é parental HM175-L0 i la de replicacié rapida HM175-HP i
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per la quantificaci6 del nimero de particules infeccioses de les suspensions

virals (TCIDso).

Huh7-AI: linia cel-lular d’hepatocits humans derivada de la linia Huh7
(Human hepatocarcioma) cedides per G.Kaplan [219], del Center for Biologics
Evaluation and Research (Maryland, Estats Units). La sublinia Huh7-Al mostra
una alta permissivitat a la infeccié per 'HAV. Aquesta linia cel-lular també es
cultiva a 372C en MEM suplementat amb un 10% de FBS. També, es subcultiva
cada 7 dies amb una relacié de multiplicacié 1:7, aconseguint-se una monocapa
confluent al cap de 2-3 dies després de la incubacié a 372C. Aquestes cél-lules

van ser utilitzades per I'estudi del cicle biologic de I'HAV.

Solucions necessaries pel creixement de les linies cel-lulars:

Medi Minim Esencial (MEM):

MEM 1X amb sals Eagle autoclavat durant 20 minuts i suplementat en

condicions d’esterilitat amb:

NaHCO3 e 2% (v/v)

HEPES ..o 15 mM

L-Glutamina .........cccovvviriene. 2 MM

NEAA e, 1X

FBS e 5%, 10 % i 15% (v/v) segons la linia

Penicilina - Estreptomicina ... 100 Ul/ml - 100 pg/ml

Conservar a 4 °C.
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Tampo PBS:
NaCl e 8g/l
KCL e 0.2 g/l
NazHPOs v 1.15 g/l
KH2oPO4 oo 0.2 g/l

En H;O0 bidestil-lada.
Ajustar el pH a 7.1-7.2 si és necessari.
Esterilitzar per autoclau durant 20 min.

Conservar a 4 °C.

Tripsina-EDTA:
Tripsina ...ccccceveiieeceeneeee e 2.5g/1
EDTA e 0.2g/1

Penicilina - Estreptomicina ... 100 Ul/ml- 100 ug/ml

En tampd PBS.
Esterilitzar per filtracio.

Conservar a -202C.
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7.1.2 Recompte de la viabilitat cel-lular

En alguns experiments, es va necessitar comptabilitzar el nimero de

cél-lules que es sembraven en la preparaci6 en format de plaques o transwells.

El recompte es va fer segons el seglient protocol:

172

a) Preparacié de la suspensié cel-lular i comptatge:

Tripsinitzar les cél-lules.

Afegir el volum adequat de MEM 10-15% SFB per inactivar la tripsina.
El percentatge de FBS depén de la linia cel-lular utilitzada.

Agafar 90pl de la suspensi6 cel-lular i afegir-li 10pl de blau tripa.
Barrejar bé i introduir 10ul de la suspensié cel-lular amb blau tripa a la
cambra de Neubauer, coberta previament amb un cobreobjectes.
Observar la preparaci6 en la cambra de Neubauer. Tenint en compte que
idealment el nimero de cél-lules a comptar en cadascun dels quadrants
de la cambra de Neubauer hauria de ser entre 10 i 100 cel-lules. En cas
que el nimero sigui superior a 100, s’ha de diluir més la suspensio
cel-lular. La diluci6 emprada s’ha de tenir present a 'hora d’efectuar els
calculs de la concentracid cel-lular.

Comptar les cel-lules viables en cadascun dels quatre quadrants de la
cambra. El blau tripa penetra tinicament en les cél-lules no viables, per
tant, les cél-lules no viables es veuen blaves i les viables refringents. En
el cas que quedin cél-lules just a la vora dels quadrants, comptar les que
quedin en dos d’ells (ex: vora superior i dreta), sempre seguint el mateix

criteri en cadascun dels quatre quadrants.
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b) Calcul de la concentracio:

Un cop s’ha fet el recompte dels 4 quadrants res de la cambra Neubauer, es fala

mitjana i s’aplica la segiient férmula:

Concentracio en la suspensio (cel/mL) = [(cél-lules contades/4) x10,000] xFD.

En el cas que s’hagi hagut de fer una diluci6, s’ha de transformar la
concentracié obtinguda durant el recompte cel-lular en la concentraci6 de la

mostra multiplicant pel factor de dilucié (FDa).

Per saber el volum a sembrar en cada estudi es va tenir en compte la
concentracié de cél-lules viables en la suspensié (cel-lules/ml), el format de la
placa o transwell (ml/pou) i la concentracié optima de suspensié a sembrar

(cel-lules/ml).

7.1.3 Poblacions viriques

Al llarg d’aquest treball s’han utilitzat dues poblacions viriques derivades
de la soca HM175/43c de 'HAV (ntimero d’accés GenBank: M59809) [217].
Aquestes poblacions havien estat préviament obtingudes al grup de Virus
Entérics a partir de passatges seriats, a intervals de 7 dies, en cel-lules FRhK-4
on la soca 43c és citopatogénica [231], [265]. D’una banda es va obtenir la
poblacié parental o HM175-L0, que prové de la soca HM175/43c després de
replicar 5 passatges en abséncia d’actinomicina D (AMD, Sigma). D’altra banda
es va obtenir la poblacié de replicacié rapida HM175-HP, la qual és el resultat
d’un procés de molecular breeding entre dues poblacions adaptades a diferents

condicions de silenciament cel-lular, FO.05LA (120 passatges en 0.05 pg/ml
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d’AMD)iF0.2LA (65 passatges en 0.05 pg/ml d’AMD + 70 passatges en 0.2 pg/ml

d’AMD) [231].
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Figura 52. Esquema del flux de treball dels processos d’adaptacié realitzats en el grup
Virus Enterics per a 'obtencio de poblacions de 'HAV adaptades a diferents nivells
silenciament cel-lular. Imatge adaptada de [61] .
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7.1.4 Obtenci6 de suspensions viriques de la soca parental

HM175-L0ila soca HM175-HP en cel-lules FRhK-4

Les suspensions viriques emprades en els diferents assajos es van produir

infectant amb la soca parental HM175-L0 o HM175-HP flascons de monocapes

confluents de cel-lules FRhK-4 preparades 3-4 dies previs a la infeccid. Es

seguir el seglient protocol:
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- Decantar el medi de creixement dels flascons de cultiu i infectar la
monocapa cel-lular amb una multiplicitat d’infecci6 (MOI) d’un virus
infeccios per cada cel-lula (MOI=1) en un volum final de 3 ml.

- Incubar els flascons a 372C durant 60 minuts per permetre 'adsorcié del
virus a les cél-lules.

- Incorporar el medi post-infeccid, amb la mateixa composicié que el medi
de creixement, pero amb 2% de FBSi. En el cas de les infeccions amb la
soca HM175-HP, suplementar el medi amb 0.05 pg/ml d’AMD .

- Incubar a 37°2C durant 7-8 dies fins a tenir un efecte citopatic (CPE)
generalitzat.

- Per obtenir els virus alliberats al sobrenedant, recuperar aquest i
centrifugar a 1,500 x g durant 10 minuts. Finalment, recuperar el
sobrenedant i guardar-lo a -80°C.

- Per obtenir el total de virus produits, lisar les cél-lules mitjancant tres
cicles de congelacio-descongelacid a -80°C. Centrifugar el cultiu lisat a
3,000 x g durant 20 minuts per tal d’obtenir una suspensi6 virica lliure

de restes cel-lulars. Finalment, guardar les suspensions viriques a -802C.

7.1.5 Produccio de suspensions concentrades amb titols alts de
particules viriques en cel-lules FRhK-4

Per a la produccié d’antigen viric per la inoculacié subcutania de ratolins
BALB/C i porcs Landrace x Large White, es van concentrar les suspensions
viriques de la soques HM175-L0 i HM175-HP previament obtingudes en
cél-lules FRhK-4, tal i com s’ha descrit en I'apartat anterior 7.1.4. Per a la

concentracid, es va seguir el segiient protocol:

- Centrifugar dos cops a 10,000 x g durant 30 minuts a 4°C per eliminar

restes cel-lulars.
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Ultra-centrifugar a 27,000 x rpm en el rotor 32Ti 2 hores a 4°C.
Decantar el sobrenedant i re-suspendre el pellet en 1ml d’"HEPES 15mM.
Aquesta fraccio6 representa els virus quasi-embolcallats.

Per obtenir virus nus, lisar la fraccié anterior amb un 3% de NP40 durant
30 minuts a 379C, seguit de 3 cicles de sonicaci6 a 60W durant 30 segons
i posteriorment, realitzar 3 cicles de congelacio i descongelaci6 a -802C
i 379C, respectivament.

Guardar la suspensi6 virica a 4°C si és per a is immediat 0 a -802C per a
Us posterior.

Per tal d’inactivar les particules viriques concentrades, incubar-les
durant 3 hores sota llum UV en condicions estérils. Posteriorment,
comprovar que la suspensi6 d’HAV s’ha inactivat correctament
quantificant el titol infecciés abans i després del tractament seguint el

protocol detallat a I’'apartat 7.1.7.

7.1.6 Replicaci6 del virus parental HM175-L0 i del mutant

HM175-HP en ceél-lules Huh7-Al

Les suspensions viriques obtingudes en la linia cel-lular FRhK-4 segons el

protocol detallat a 7.1.4, es van utilitzar per infectar flascons de monocapes

confluents de cél-lules Huh7-Al preparades 5-7 dies previs a la infecci6. Es va

seguir el seglient protocol :
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Decantar el medi de creixement dels flascons de cultiu i infectar la
monocapa cel-lular amb la MOI necessaria i determinada per cada
experiment (generalment una MOI=5).

Incubar els flascons a 372C durant 60 minuts per a permetre I'adsorcié

del virus a les cel-lules.
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- Incorporar el medi post-infeccid, de composicié idéntica al medi de
creixement, pero amb un 2% de FBS.

- Incubar a 3792C durant el temps que requereixi I'experiment que
I'expressarem com dies post-infeccié (d.p.i.).

- Per obtenir els virus alliberats al sobrenedant, recuperar aquest i
centrifugar a 1,500 x g durant 10 minuts. Finalment, recuperar el
sobrenedant i guardar-lo a -80°C.

- Per obtenir el total de virus produits, lisar les cél-lules mitjancant tres
cicles de congelaci6-descongelacié -802C. Centrifugar el cultiu lisat a
3,000 x g durant 20 minuts per tal d’obtenir una suspensi6 virica lliure

de restes cel-lulars. Finalment, guardar les suspensions viriques a -802C.

7.1.7 Quantificacio del titol infeccios de les suspensions d’HAV:
calcul de la TCIDso/ml

El nimero de particules viriques infeccioses de les suspensions d’HAV es va
quantificar usant el meétode TCIDsg, el qual quantifica la dosi virica necessaria
per provocar efecte citopatic (CPE) en el 50% de les repliques infectades.
L’assaig es realitza infectant monocapes de cél-lules FRhK-4 en un format de

placa de 96 pous. El protocol que es va seguir va ser el segiient:

- Descartar el medi de creixement de les plaques de 96 pous amb
monocapes confluents preparades 3-4 dies previs a la infeccié.

- Inocular la placa amb dilucions seriades 1/10 en MEM 0% FBS de la
suspensio virica a titular. Concretament, per cada dilucié s’inoculava una
columna (8 pous), afegint 20pl a cada pou. Com a control negatiu,
s’afegia el mateix volum de MEM 0% SFB als 8 pous de la dltima columna
de la placa.

- Incubar la placa inoculada a 372C durant 60 minuts en una atmosfera

enriquida amb un 5% en CO; a fi de facilitar 'adsorcio del virus.
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Afegir MEM amb 2 % de FBSi com a medi post-infeccié (p.i)

Incubar la placa a 372C en una atmosfera enriquida amb un 5% en CO;
durant 10 dies.

Inspeccionar les cél-lules i realitzar les lectures de presencia/abséncia
de CPE per cada pou inoculat de la placa als 10-11 d.p.i. Fer una lectura
addicional i definitiva als 13 dies.

Calcular la TCIDso segons la formula descrita en el metode de Behrens i

Karber [8] que es detalla a continuacio:

LogTCIDso=Ir +1/2d - 1 X (pi+1)
on:
Ir és el logaritme en base 10 de la diluci6 més alta que dona el 100%
d’efecte citopatic (CPE)
d és el logaritme de la série dilucional
pi és la proporcié de resposta positiva en les dilucions amb CPE en

menys de les 8 repliques

D’aquesta manera, el titol infecciés s’expressa com a TCIDso/ml, tenint en

compte que el volum de I'indcul era de 20pl.

7.2 Quantificacié mitjancant RT-qPCR de 'HAV

Per a quantificar el RNA de I'HAV es va utilitzar la técnica de la RT-PCR a

temps real (RT-qPCR) d’'un fragment de la regi6 5’NCR. El protocol que es va

seguir és el descrit per Costafredai col-laboradors 'any 2006 [309]. Per ala seva

realitzacid es va utilitzar el kit RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-qPCR

(Invitrogen™, Life Technologies™) i els primers i la sonda descrits a la Taula 6.
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Els passos a seguir son:

- Preparar la barreja de reaccié per ala RT-qPCR (per pou):

Reactiu Volum Concentracio final
5X Buffer Reaction mix 5ul 1X
100 puM primer HAV 68 (Sigma Aldrich) 0.125 pl 0.5 uM
100 pM primer HAV 240 (Sigma Aldrich)  0.225 pl 0.9 uyM
50 pM sonda 150(-) HAV TagMan® 0.125ul 0.25 uM
marcada amb FAM™
Ultrasense Enzim mix 1.25pul
H:0 desionitzada lliure de DNAses i 13.275ul
RNAses (Gibco®, Life Technologies™)

Extracte d’acids nucleics (RNA) 5ul
Volum total 25ul

- Afegir a cada pou 20pl de la mix corresponen i 5pl de la mostra.

- Collocarlaplacaal’aparell de RT-gPCR afegint els seglients parametres:

Fases de la RT-qPCR Temperatura Temps Cicles
Transcripcié reversa 55¢C 60’ 1X
Desnaturalitzacié inicial/

95°C 5 1X
activacié polimerasa
Desnaturalitzacié 95¢C 15”
Hibridacié 60°C 1 45X
Extensio 65°C 1

La fluorescéncia es mesura a final de cada cicle
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L’aparell de RT-qPCR utilitzat és el Mx3000P (Stratagene) i els resultats de
les quantificacions eren analitzats amb el programa MxPro, el qual és

proporcionat per la mateixa casa comercial de I'aparell.

Taula 6. Primers i sonda utilitzats per la RT-qPCR de la regié 5’NCR.

Oligonucleotid Seqiiéncia

HAV 68 5’ TCACCGCCGTTTGCCTAG 3’

HAV 240 5" GGAGAGCCCTGGAAGAAAG 3’

HAV 150 (-) 5’ [6FAM]TTAATTCCTGCAGGTTCAGG[MGBNFQ] 3’

7.3 Quantificacio relativa de I'’expressio genica en cel-lules
Huh7-Al

Per quantificar l'expressié relativa de gens en les cel-lules Huh7-Al
infectades amb les poblacions HM175-L0 i HM175-HP de ’'HAV, es va posar a
punt una RT-qRCR per quantificar el mRNA del gens a analitzar en extractes de

cel-lules no-infectades i infectades.

Les cel-lules Huh7-Al es van sembrar a una relacié de multiplicaci6 de 1:6
en flascons de 25cm? de superficie i es van incubar durant 48 hores a 372C per
arribar a la confluéncia. Les cel-lules van ser infectades amb una MOI de 5.
Paral-lelament, com a control negatiu, es van mantenir flascons sota les mateixes
condicions, pero sense infectar. Les cél-lules van ser lisades ales 481 72 h p.i. i
es va extreure 'RNA total dels lisats amb el GenElute™ Mammalian Total RNA

Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) seguint les instruccions del kit comercial. Es van
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realitzar un minim de 3 experiments independents amb dues répliques

cadascun per a cada poblacié i temps p.i.

Seguidament, es va dur a terme una RT-qPCR per quantificar I'expressié
génica dels gens d’interés. El kit utilitzat va ser KiCqStart® One-Step Probe RT-
qPCR ReadyMix™ (Sigma-Aldrich) amb els primers i les sondes KiCqStart® Probe
Assays (Sigma-Aldrich) pre-dissenyats (Taula 7). Com a gen de referéncia
endogen es va utilitzar Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) i
tots els gens es van quantificar per triplicat en cada réplica. Els passos seguits

van ser els segiients:

- Preparar les dues barreges de reaccié per ala RT-qPCR:

o Barreja per ala quantificaci6 dels gens a analitzar (per pou):

Reactiu Volum Concentracio
final
KiCqStart One-Step Probe RT-qPCR (2X) 10 pl 1X
10 uM primer FH2 (Sigma Aldrich) 0.9 ul 0.45 uM
10 uM primer RH2 (Sigma Aldrich) 0.9 ul 0.45 pM
10 uM sonda PH2 (Sigma Aldrich) 0.3ul 0.15 uM

H;0 desionitzada lliure de DNAses i RNAses  2.9ul
(Gibco®, Life Technologies™)
Extracte d’acids nucleics (RNA) 5ul

Volum total 20wl

o Barreja per a la quantificacié del gen de referéncia GAPDH (per

pou):
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Reactiu Volum Concentracié
final
KiCqStart One-Step Probe RT-qPCR (2X) 10 ul 1X
10 pM primer FH2 (Sigma Aldrich) 0.9 ul 0.45 uM
10 pM primer RH2 (Sigma Aldrich) 0.9 ul 0.45 uM
10 pM sonda PH2 (Sigma Aldrich) 0.3pl 0.15 pM
H:0 desionitzada lliure de DNAses i RNAses 2.9ul
(Gibco®, Life Technologies™)
Extracte d’acids nucleics (RNA) 5ul
Volum total 20 ul

- Afegir a cada pou 20pl de la mix corresponent i 5ul de la mostra. Cada

mostra va ser quantificada per triplicat i per les dues mix per separat.

- Col-locar la placa de 96 pous a I'aparell de RT-qPCR i seguir el segiient

programa:

Fases de la RT-qPCR Temperatura Temps Cicles

Sintesi cDNA 50°C 20’ 1X

Desnaturalitzacio 95¢C 1 1X
95°C 5”

Cicle PCR 40X
60°C 35”

La fluorescéncia es mesura a final de cada cicle

L’aparell de RT-qPCR utilitzat per aquesta tesi era el Mx3000P (Stratagene)

i els resultats de les quantificacions s’analitzaven amb el programa MxPro

proporcionat per la mateixa casa comercial de I'aparell.
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Taula 7. Primers i sondes utilitzats per a la quantificacié relativa de mRNA

genic en cel-lules Huh7-Al. Pre-dissenyats per KiCqStart® Probe Assays

(Sigma-Aldrich).

Oligonucleotid Seqiiéncia

SDCBP

SDC1

RAB7A

RAB11A

RAB11C

RAB27A

RAB27B

Forward 5 AGCTCTCTCAATACACATGGGG 3’
Reverse 5’AAGGTCTTGCTACCAACTGC 3’

Probe 5’ [6FAM] TGGCCGTGGTTTCTGGT [0QA] 3’
Forward 5 CACCATGAGACCTCAACC 3’

Reverse 5° CCGAGGTTTCAAAGGTGA 3’

Probe 5’ [6FAM] AGCCAAGCTGACCTTCA [0QA] 3’
Forward 5 CACCATGAGACCTCAACC 3’

Reverse 5 CCGAGGTTTCAAAGGTGA 3’

Probe 5’ [6FAM] AGCCAAGCTGACCTTCA [0QA] 3’
Forward 5 AGAAGCATCCAGGTTGATGC 3’
Reverse 5 AATAAGGCACCTACAGCTCC 3’

Probe 5'[6FAM] TGGGACACAGCAGGGCA [0QA] 3’
Forward 5 AAGGAGCTCTATGACCATGC 3’
Reverse 5 AGCAGTCCATTGTTTTCAGC 3’

Probe 5’ [6FAM] GCCCACTGAGGAGGCC [0QA] 3’
Forward 5 CATTTCAAGAGCAGGGTTGC 3’
Reverse 5’ GTTTCACTGTGTTAGCCAGG 3’

Probe 5’'[6FAM]AGGGCGGATCACGAGGT[0OQA] 3’
Forward 5’ ATCTGATCAAACTCCTGGCC 3’
Reverse 5 TAAACCACACGTTTTTCCCG 3’

Probe 5’ [6FAM] TCGGGATTCAGGGTG [OQA] 3’
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Forward 5 ATGTTAGCACTGTGGATGGC 3’
RAB35 Reverse 5’ CTGTCCCAGAATCACCAGC 3’

Probe 5’ [6FAM]ACCGACTCTCCACTTGC[OQA] 3’

Forward 5 CTGCCACAACAAGTTCTG 3’
TSG101 Reverse 5’ CAGAGATGAGAGAGGCTC 3’

Probe 5’ [6FAM] ACCGACTCTCCACTTGC [0QA] 3’

Forward 5’ GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’
GAPDH Reverse 5’ TCTAGGAAAAGCATCACCCG 3’

Probe 5’ [6FAM] ACCGACTCTCCACTTGC [0OQA] 3’

Un cop obtinguts els valors de Ct de les RT-qPCR es va fer l'analisi
d’expressi6 genica mitjancant el metode de comparacié de Ct de Josh Haimes i

Melissa Kelley, Dharmacon, Lafayette, CO, USA [310]

Seguint les instruccions del meétode, els valors de Ct dels triplicats de cada
mostra es van normalitzar individualment tenint en compte el nivell d’expressio
del gen endogen GAPDH de la mateixa mostra. Degut a que el valor de les Ct és
una mesura proporcional al logaritme negatiu de la concentracié de la seqtiéncia
diana, per aconseguir un valor d’expressid es va requerir transformar les dades
d’expressio. Per tal d’aconseguir el valor de variacié (increment o decrement)
de cada mostra (fold change), les dades van ser normalitzades respecte els
resultats obtinguts de les mostres control (cél-lules no infectades o non-

targeting siRNA) establertes en cada cas.
Els calculs realitzats van ser:

1. Normalitzar Ct amb el gen de referencia endogen.
ACt = Ct (gen diana) - Ct (gen referéncia endogen en aquest cas el

GAPDH)
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2. Transformacié exponencial de I'expressio.
Expressio = 2-ACt

3. Mitjana de les répliques i desviacié estandard.

4. Normalitzar respecte el tractament control.

Increment (AACt) = 2-ACt (mostra problema) / 2-A¢t (mostra control).

7.4 Microscopia confocal

L’estudi de microscopia confocal de co-localitzacié quantitativa de les
poblacions HM175-L0 i HM175-HP amb les proteines RAB7A, RAB11A i RAB35
es va realitzar mitjancant un analisi d'imatges d’'immunofluorescéencia indirecta

sobre cultius de cél-lules Huh7-Al infectades amb el virus de ’'HAV.

7.4.1 Immunofluoresceéncia indirecta de doble marcatge per
I’'HAV i les proteines RAB

Per a dur a terme l'estudi de microscopia confocal es van fer créixer
cél-lules Huh7-Al sembrades a una densitat de 7 x 104 cél-lules/pou en un
cobreobjectes Lab-Tek® Chambered 1.0 Borosilicate Coverglass System Nunc™,
Thermo Scientific™. Un cop confluents (aproximadament 48 hores després) es
van infectar amb una MOI de 5. Les infeccions es van parar a les 48 h seguint el

segiient protocol:

a) Reactius:

- PBS 100mM.
- Soluci6 de fixacio: paraformaldehid 4% en PBS i sacarosa 60mM.

- Soluci6 de rentat: PBS amb Glicina 20mM.
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Solucié de permeabilitzacié: PBS amb Glicina 20mM i 0.05% Trit6X100.
Solucié de bloqueig: PBS amb Glicina 20mM i 1% BSA.

Solucié d’incubaci6: PBS amb Glicina 20mM, 1% BSA i 0.025%
Trit6X100.

Procediment:
Retirar el medi de cultiu.
Rentar les cél-lules amb PBS.
Incubar 15 minuts amb la soluci6 de fixaci6.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb PBS.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 10 minuts amb solucié de permeabilitzacio.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 30 minuts amb solucié de bloqueig.
Incubar 60 minuts amb els anticossos primaris diluits amb solucié
d’incubaci6 a 372C en humitat controlada:
o 1/800 Anti-HAV Mouse monoclonal isotype IgG2a 7E7(M40)
(Mediagnost)
o 1/20 Anti-RAB7 Rabbit polyclonal (Santa Cruz Biotechnology)
o 1/50 Anti-RAB11 Rabbit polycolonal (Proteintech)
o 1/50 Anti-RAB35 Rabbit polycolonal (Proteintech).
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 60 minuts amb els anticossos secundaris diluits amb soluci
d’incubaci6 a 372C en humitat controlada*:
o 1/2000 Goat Anti-Mouse polyclonal IgG H&L Cy3 (Life
technologies).
o 1/1000 Goat Anti-Rabbit polyclonal 1gG H&L Alexa Fluor 488
(Abcam).

*A partir d’aquest pas cal protegir les immunofluorescéncies de la llum.
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- Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la soluci6 de rentat.

- Incubar 15 minuts amb Hoescht 33342 (Sigma-Aldrich ) a 1 pg/ml diluit
amb solucié d’'incubaci6 a per a la tinci6 del nucli.

- Rentar 2 cops durant 5 minuts amb PBS.

- Afegir PBS i guardar a 4°C en humitat controlada fins a la seva
observacid.

- Observar les immunofluorescencies al microscopi confocal.

Com a controls de 'experiment es van utilitzar anticossos primaris sols,
anticossos secundaris sols, un primari amb un secundari dirigit contra IgGs d'un

altre animal i una mostra sense anticossos per testar 'autofluorescencia.

La captura d’imatges es va realitzar amb el microscopi confocal Zeiss LSM
880 dels Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona (CCiTUB)
utilitzant un objectiu Plan-Apochromat63.0x1.40 OIL a una resoluci6 de 1024 x
1024 i zoom 2. La distancia entre talls va ser de 0,12um. Els lasers utilitzats van
ésser els de 488nm, 561nm i 405nm. Durant tot I'analisi es va mantenir un
Threshold pel soroll de fons de 10 per a totes les imatges. Per aquest estudi es
van analitzar un minim de tres experiments independents i es van prendre 6-7

imatges representatives de cadascuna de les colocalitzacions.

7.4.2 Us del software d’analisi

Les imatges del microscopi confocal s’obtenen dividides per canals,
corresponent cadascun d’ells a un laser (p.ex canal 1: laser 561nm). Les imatges
es deconvolucionen i es preparen per al seu analisi amb el software Hyugens
Essential v. 3.7.1 p4. Aquesta deconvoluci6 consisteix en la restauraci6 de les

imatges obtingudes per microscdpia eliminant el soroll produit per I'’energia
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despresa del flux de fotons dels lasers. També, defineix els objectes de les
imatges tornant a la ubicaci6 original la llum dispersa. Un cop s’obtenen les

imatges deconvolucionades, es realitza el calcul de la co-localitzacié.

La co-localitzaci6 esta descrita com la superposici6 espaial, amb les
mateixes coordenades, entre dues senyals de fluorescéncia generades per dos
fluorocroms que marquen dues dianes diferents. La co-localitzacié quantitativa
ens permet examinar els antigens d’interés en imatges d'immunofluorescencia
obtingudes per microscopia confocal mitjancant el calcul de determinats
coeficients [311]. El programa informatic d’analisi emprat en aquest treball és

I'Image | .

Hi ha moltes teécniques diferents per adquirir les imatges i moltes raons per
les quals es vol fer un analisis de co-localitzaci6. Per aquestes raons existeixen
diferents metodes per estudiar la co-localitzacié. No existeix el métode optim
universal, cadascun té els seus propis avantatges i desavantatges. Per tant, s’ha
de trobar el métode que pot ser més adequat per les nostres dades. En aquest
treball ens interessa el comportament del virus de 'HAV i de les proteines RAB,
i degut a la diferencia d’abundancia en el marcatge de cada antigen, es va decidir
utilitzar els coeficients de Manders M1 i M2 per a I'analisi quantitatiu, els quals

proporcionen un valor independent per a cada canal.

El coeficients de Manders M1 i M2 ens expressen el grau o percentatge de
co-localitzacié dels pixels d’interes per a cada canal. Aquest calcul no esta
influenciat per les intensitats dels dos canals, pero si pel soroll de la imatge i el
Threshold establert. Per aix0 és important realitzar la deconvolucié de les

imatges i establir sempre el mateix nivell de Threshold [311].
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El coeficient de Manders M1 és el resultat del sumatori de la intensitat dels
pixels del canal 1 que correspon al laser 561 (HAV,vermell) que co-localitzen, és
a dir, que es troben en les mateixes coordenades, amb el canal 2 que correspon

al laser 488 (RAB, verd), dividit entre el sumatori de les intensitats dels pixels

del canal 1.
_ Zi51i,coloc
M1= 2iS1;

S1: Intensitat de la senyal dels pixels del canal 1.

En canvi, el coeficient de Manders M2 és el resultat del sumatori de la
intensitat dels pixels del canal 2, laser 488 (RAB, verd) que co-localitzen amb el
canal 1, el laser 561 (HAV, vermell), dividit entre el sumatori de les intensitats
dels pixels del canal 2.

M2= Ziszi,coloc
2iS2i

S2: Intensitat de la senyal dels pixels del canal 2.

Els resultats obtinguts variaran de 0 a 1, on el 0 reflecteix imatges no
superposadesil’'l, el 100% de co-localitzaci6é entre ambdds canals. Per tant, M1
és un bon indicador de la proporcid del senyal vermell coincident amb un senyal
del canal verd sobre la seva intensitat total i M2 ho és de la proporcio del senyal

verd coincident amb un senyal del canal vermell sobre la seva intensitat total.
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7.5 Silenciament génic de les proteines RAB7A, RAB11A i
RAB35

El silenciament dels gens RAB es va dur a terme mitjancant la transfecci6
de siRNA amb el sistema SMART pool ON-TARGETplus siRNA (Dharmacon, GE
Healthcare) dirigit contra els gens RAB7A, RAB11A i RAB35 individualment.
Paral-lelament, com a control de cel-lules no silenciades es va utilitzar un SMART
pool ON-TARGETplus Non-targeting siRNA (Dharmacon, GE Healthcare).
Primerament, es van sembrar cel-lules Huh7-Al a una densitat de 6,5 x 104
cél-lules/pou en plaques de 24 pous i es van fer créixer durant 24 hores a 372C
en atmosfera enriquida amb 5% de CO,. Posteriorment, es va realitzar el
protocol de transfeccié detallat a continuacié. La concentracié final dels dos
pools de siRNA utilitats va ésser de 50nM pel siRAB7A i siRAB11A i de 100nM
pel siRAB35, degut a que amb 50nM no aconseguiem un silenciament suficient.
Es varen també fer silenciaments dobles combinant mix de siRNA a una
concentraci6 final de 50nM en tots els casos. A les 48 hores post-transfeccio, les
cél-lules es van infectar amb les soques L0 i HP utilitzant una MOI de 5, seguint
el protocol detallat en 'apartat 7.1.6. Cél-lules sense infectar van servir com a
control negatiu. Es van realitzar un total de 2 experiments amb 3 répliques

cadascun per cada gen i poblacié d’'HAV.

Procediment de transfeccié:

- Diluir els siRNA a 5 pM en H;0 desionitzada lliure de RNAses (Gibco®,
Life Technologies™)
- En dos tubs per separat diluir els siRNA i el reactiu de transfeccio

DharmaFECT 4 amb medi de cultiu lliure de sérum:
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o Tub1:

* En el cas de voler una concentracié final de 50 nM del
siRNA: preparar 50 pl / pou de siRNA, afegint 2,5 pl de la
solucié 5 uM de siRNA i 47,5 pl de medi de cultiu lliure
de serum.

= En el cas de voler una concentracié final de 100 nM del
siRNA: preparar 50 pl / pou de siRNA, afegint 5 pl de la
solucié 5 uM de siRNA i 45 pl de medi de cultiu lliure de
sérum.

o Tub 2: preparar 50 pl / pou del reactiu de transfeccio
DharmaFECT 4, afegint 0,25 pl del reactiu i 49,75 pl de medi de
cultiu lliure de sérum.

Barrejar acuradament les dues solucions amb la pipeta i incubar 5
minuts a temperatura ambient.

Afegir el contingut del tub 1 al tub 2 per aconseguir un volum final de
100 pl (1:1)

Barrejar acuradament amb la pipeta i incubar 20 minuts a temperatura
ambient.

Afegir 400 pl / pou de medi de cultiu al 2% SFB sense antibiotic, per
obtenir un volum final de solucié de transfeccié de 500 pl / pou a una
concentracié final de 50 o 100nM de siRNA depenent del siRAB a
silenciar.

Retirar el medi de cultiu dels pous de la placa de 24 i afegir 500 pl / pou
de la soluci6 de transfeccio

Incubar les cel-lules a 379C en una atmosfera enriquida amb un 5% en

CO; durant 48 hores.

Per fer I'analisi de 'expressi6 génica es va seguir el mateix métode de

quantificaci6 relativa detallat a I'apartat 7.3.
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7.6 Polaritzacio de cél-lules Huh7-Al in vitro

Per a polaritzar les cél-lules Huh7-Al es va seguir el segiient procediment.
Es van sembrar 4,5 x 105 cel-lules/cm? de superficie en transwells de
policarbonat de 0,4 pm d’inserts (CorningTM Transwell® 12-well plate), en
coverglasses (Lab-Tek® Chambered 1.0 Borosilicate Coverglass System NuncTM
8 well plate, Thermo ScientificTM) o en flascons de 25cm? de superficie. El medi
de cultiu utilitzat era MEM amb 15% de FBS. Un cop les cél-lules assolien la
confluencia, es refrescava el medi cada 48 hores suplementant-lo amb un 1% de
DMSO, durant un total de 14 dies mantenint les cel-lules a 37°C i en el cas dels
transwells i coverglasses, en una atmosfera enriquida amb un 5% en CO; en el

cas dels transwells.

7.6.1 Immunofluorescéncia indirecta de doble marcatge per
cel-lules Huh7-Al polaritzades

Per confirmar la polaritzacié es va posar a punt una immunofluorescéncia
indirecta de doble marcatge de les unions estretes (tight junctions), on es
marcava la proteina Z0-1 (zonula occludens protein-1) de la membrana apical i
I’ATPasa de sodi-potassi (Na*K*-ATPasa) de la membrana basolateral dels
hepatocits en cél-lules crescudes en coverglasses (Lab-Tek® Chambered 1.0
Borosilicate Coverglass System NuncTM 8 well plate, Thermo ScientificTM). El

protocol que es va seguir és el segiient:

a) Reactius:

- PBS100mM.

- Soluci6 de fixaci6: paraformaldehid 4% en PBS i sacarosa 60mM.

- Soluci6 de rentat: PBS amb Glicina 20mM.

- Soluci6 de permeabilitzacié: PBS amb Glicina 20mM i 0.05% Trit6X100.
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Solucié de bloqueig: PBS amb Glicina 20mM i 1% BSA.
Solucié d’incubaci6: PBS amb Glicina 20mM, 1% BSA i 0.025%
Trit6X100.

Procediment:
Retirar el medi de cultiu.
Rentar les cél-lules amb PBS.
Incubar 15 minuts amb la soluci6 de fixaci6.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb PBS.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 15 minuts amb solucié de permeabilitzacio.
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 30 minuts amb solucié de bloqueig.
Incubar 60 minuts amb els anticossos primaris diluits amb solucié
d’incubaci6 corresponents a 37°C en humitat controlada:
o 1/100 Anti-Z0-1 rat polyclonal (Santa Cruz Biotechnology).
o 1/100 Anti- Na+K+-ATPasa Mouse monoclonal (Abcam)
o 1/20 Anti-RAB7 Rabbit polycolonal (Santa Cruz Biotechnology)
o 1/50 Anti-RAB11 Rabbit polycolonal (Proteintech)
o 1/50 Anti-RAB35 Rabbit polycolonal (Proteintech).
Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la solucié de rentat.
Incubar 60 minuts amb els anticossos secundaris diluits amb soluci
d’incubaci6 corresponents a 37°C en humitat controlada*:
o 1/200 Goat Anti-Mouse polyclonal IgG Cy3 (Life technologies)
o 1/200 Goat Anti-Rabbit polyclonal 1gG H&L Alexa Fluor 488
(Abcam)
o 1/200 Goat Anti-Rat polyclonal 1gG Cy3 (Abcam)

*A partir d’aquest pas cal protegir les immunofluorescéencies de la llum.
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- Rentar 2 cops durant 5 minuts amb la soluci6 de rentat.

- Incubar durant 15 minuts amb solucié d’'incubacié + Hoescht 33342
(Sigma-Aldrich ) a 1 pg/ml per a la tinci6 del nucli.

- Rentar 2 cops durant 5 minuts amb PBS.

- Afegir PBS i guardar a 4°C en humitat controlada fins a la seva
observacid.

- Observar les immunofluorescencies al microscopi confocal.

Com a controls de 'experiment es van utilitzar anticossos primaris sols,
anticossos secundaris sols, un primari amb un secundari dirigit contra IgGs d'un

altre animal, i una mostra sense anticossos per testar 'autofluorescencia.

Les imatges d'immunofluorescéncia indirecta van ser agafades tal i com es
detalla a I'apartat 7.4.1, amb la tnica diferéncia que per a la seva visualitzacio
es va utilitzar un zoom 1 i es van prendre les imatges amb una distancia entre
talls de 0,5 um. Per aquest estudi, igual que en les cel-lules no diferenciades, es
van realitzar un minim de tres experiments independents i es van prendre 6-7

imatges representatives de cadascuna de les co-localitzacions.

7.6.2 Infecci6 de monocapes polaritzades de cel-lules Huh7-Al
en transwells

Les cél-lules Huh7-Al polaritzades en monocapa crescudes en un sistema
de transwell de 12 pous (Corning™ Transwell™ Multiple Well Plate with
Permeable Polycarbonate Membrane Inserts) es van utilitzar per avaluar
I'entrada i sortida vectorial d’ambdues poblacions. Primerament, es van
sembrar cel-lules Huh7-Al a una densitat 4,5 x 105 cel-lules/pou i es van deixar

polaritzar seguint el protocol en 'apartat anterior 7.6. Un cop polaritzades, es
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van infectar amb les dues poblacions d’"HAV, la parental L0 i la HP, amb una MOI
de 5 a través dels compartiments apical i basolateral del sistema de transwell.
Es van deixar incubar 90 minuts a 372C en atmosfera enriquida amb CO; per a
I'adsorcié del virus. Seguidament, es va retirar I'inocul, es va netejar curosament
la monocapa i es va deixar incubar amb medi al 2% de FBS a 372C en una
atmosfera enriquida amb un 5% en CO,. Posteriorment, es van recollir els
sobrenedants d’ambdoés compartiments a intervals d’'una hora fins a les 3 h p.i.
per valorar la transcitosis. Més endavant, es van recollir també els sobrenedants
als 51 7 dies p.i. El titol infeccids dels sobrenedants es van quantificar mitjancant
I'assaig de TCIDso. El titol a temps O correspon al titol després de 3 hores
d’infeccid i dos rentats, el qual es va sostreure dels titols obtinguts els dies 5i 7
p.i. per observar l'augment. Es van realitzar un minim de 5 experiments
independents amb 3 repliques cadascun i per cadascuna de les poblacions del

virus.

7.7 Alineament de seqiiencies mitjancant el programa
Mega

L’alineament de les seqtiéncies de la proteina VP2 de 'HAV es va fer a partir
de 132 seqiiencies de VP2 representatives de les 9 espécies d’hepatovirus i
recuperades de 34 especies diferents de mamifers disponibles al GenBank
(EU526089, M20273, AY644676, AB279732, AB300205, M14707, HQ246217,
KX088647, M59286, D00924, EU140838, KR703607, MG181943, KT452631-
KT452747).

Pel que fa a I'alineament de les seqiiéncies de la proteina VP1, aquest es va
fer a partir de 28 seqliéncies de VP1 representatives de les 9 especies diferents
d’hepatovirus disponibles al GenBank (EU526089, M20273, AY644676,
AB279732, AB300205, HQ246217, M14707, KX088647, M59286, D00924,
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EU140838, NC_027818, KR703607, MG181943, KT452637, KT452641,
KT452644, KT452658, KT452661, KT452685, KT452691, KT452695,
KT452698, KT452714, KT452729, KT452730, KT452735, KT452742).

Tots els fitxers de GenBank descarregats van ser utilitzats en format Fasta
i van ser afegits al programa Mega versi6 11 (Tamura K, Stecher G, and Kumar S
2021), el qual va ser lutilitzat per generar alineaments. A partir dels
alineaments obtinguts, es van analitzar les mutacions que eren del nostre

interes.

7.8 ELISA sandvitx indirecta per a la caracteritzacio
antigenica de capsides de les poblacions L0 i HP

Per tal de caracteritzar antigénicament els diferents tipus de particules de
la poblacié L0 i HP, es va posar a punt un assaig de sandvitx ELISA indirecta, on
es va fer us d’'un serum convalescent huma no etiquetat i peroxidasa-etiquetat
per la capturai detecci6, respectivament. Els antigens testats eren capsides nues
de LO o HP obtingudes a partir de SN de cel-lules FRhK-4 lisats amb NP40. A
mode de control negatiu es va utilitzar com a antigen de captura sobrenedant de

cel-lules FRhK-4 no infectades.

Tots els assajos d’ELISA es van realitzar en plaques de poliestire de 96 pous
(Sigma Aldrich) i el volum de reactius per pou en cada pas era de 50,
exceptuant el volum de la solucié de rentat que era de 100ul, per assegurar-nos

que la placa era rentada correctament. El protocol que es va seguir és el segiient:
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Reactius:

Tampé de cobertura: 35nM de bicarbonat sodic i 15mM de carbonat
sodic a un pH de 9,6.

Solucié de rentat (PTB): PBS (pH 7,2) amb 3mg/ml de BSA i 0,05%
Tween20.

Tamp6 de detecci6 (tamp6 TMB): 1-Step Ultra TMB (Sigma Aldrich).

Tamp6 neutralitzant: 2M H;SO4.

Procediment:

Afegir I'anticos huma convalescent (anti-HAV IgG) diluit amb el tampé
de cobertura a una concentracié de 0,5 pg/ml.

Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Bloquejar els llocs d’uni6 inespecifics afegint tamp6 de rentat.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir aproximadament 106 TCIDso de virus, o el corresponent
sobrenedant de cel-lules FRhK-4, els quals previament havien estat lisats
amb un 3% de NP40 durant 30 minuts a 379C, seguit de 3 cicles de
sonicaci6 a 60W durant 30 segons i posteriorment, amb 3 cicles de
congelacio-descongelacié a -802C i 372C, respectivament.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir l'anticos convalescent huma (anti-HAV IgG) conjugat amb
peroxidasa (Biokit) diluit en solucié de rentata 1/1400.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.
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Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir el tampd de deteccié (TMB), el qual és el substrat cromogeénic.
Incubar la placa durant aproximadament 20 minuts a temperatura
ambient en humitat controlada.

Parar la reacci6 afegint H,SO4 2M abans que el control negatiu agafi
color.

Llegir la placa a A450nm (D049;) amb el lector ASYS UVM340.

7.9 Inoculaciéo subcutania d’'immunogens en ratolins

BALB/C

La inoculaci6 subcutania d’antigens virics en ratolins BALB/C es va fer a

partir de les suspensions concentrades de 'HAV produides tal i com es detalla

en I'apartat 7.1.5. Es va inocular 7,5Log TCIDsg a 8 grups de ratolins femella de

15 setmanes d’edat segons el segiient disseny:
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Grup 1: LO nu (LOn).

Grup 2: LO quasi-embolcallat (LOe).

Grup 3: HP quasi-embolcallat (HPe).

Grup 4: HP quasi-embolcallat i amb actinomicina D (HPeA).

Grup 5: HP nu amb adjuvant (HPn).

Grup 6: HP nu amb actinomicina D i adjuvant (HPnA).

Grup 7: ovoalbumina (OVA), que correspon a un control negatiu (control
1).

Grup 8: pseudo-embolcalls (PE), és a dir, sobrenedant de cel-lules sense

infectar, que correspon a un control negatiu (control 2).
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Previ a la inoculacié dels immunogens, es va realitzar un analisi estadistic
amb el Programa de I'Oficina Avaluadora de Projectes de la Universitat Miguel
Hernandez D’Elx (Alacant) per determinar el nombre d’animals que calia
utilitzar per obtenir resultats cientificament rellevants. A partir d’aquest
analisis es va calcular que s’havien d’inocular un total de 96 ratolins femella de
15 setmanes d’edat, repartits aleatoriament en 12 ratolins per cada un dels
grups experimentals. Addicionalment, es van inocular un total de 16 ratolins
mascles de 15 setmanes d’edat, repartits en 8 ratolins pels grups experimentals
31i5. Per facilitar la manipulacié de tants animals d’experimentacio, es va decidir
dividir la part experimental en 2 cohorts de similar mida i amb representants de

tots els grups experimentals.

A més, es va afegir una tercera cohort d'immunitzacions de ratolins, on es
va considerar analitzar la immunogenicitat generada per un preparat vacunal
que combinava la particula quasi-embolcallada amb la preséncia de I'adjuvant
hidroxid d’alumini. Aquesta cohort només es va realitzar amb immunogens de

la poblacié HP i contenia els segiients 5 grups d’experimentacié:

e Grup 1: HP nu (HP,) en abséncia d’Al(OH)s.

e Grup 2: HP nu (HP,) administrat amb Al(OH)s.

e Grup 3: HP quasi-embolcallat (HP.).

e Grup4: HP quasi-embolcallat i administrat amb Al(OH)s.

e Grup 5: pseudo-embolcalls (PE), corresponent al grup control.

Es van inocular un total de 7 ratolins femelles de 15 setmanes d’edat per

cada un dels grups d'immunogens.

En les tres cohorts, els ratolins eren inoculats per via subcutania amb 5x107

unitats TCIDso de cada tipus de particula virica en 50ul de tamp6 amortidor
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HEPES, pH 6,0 i, en el cas dels grups experimentals amb particules nues, es
barrejaven amb 50ul d’adjuvant hidroxid d’alumini. Aquest inocul inicial era
reforgat als dies 14, 281 42. Les mostres de serum s’obtenien després de sagnar
els ratolins per la vena caudal als dies 0, 28, 42 i 56. Addicionalment, en la
tercera cohort també s’obtenien mostres al dia 63. Posteriorment, els ratolins
eren sacrificats el dia 56, en el cas de les dues primeres cohorts, i el dia 63 post-

inoculacio, en el cas de la tercera cohort.

Els experiments amb animals d’experimentacié es van dur a terme sota
condicions de Bioseguretat de tipus II en els estabularis de la Unitat
d’Experimentacié Animal de la Facultat de Farmacia (CCiTUB), en col-laboracid
amb el Departament de Bioquimica i Fisiologia de la Facultat de Farmacia. Els
animals van mantenir-se constantment en instal-lacions especials, ambientals,
socials i sanitaries adequades, aixi com també es van realitzar controls rutinaris

per garantir el benestar animal.

7.10 Caracteritzacio de la capacitat immunogénica de 'HAV
en ratolins BALB/C

Per tal de poder calcular el titol d’anticossos anti-HAV en les diferents
mostres obtingudes de sérum dels ratolins inoculats amb els diferents
productes, es va posar a punt un assaig de sandvitx ELISA indirecta, on es feia s
d’un sérum convalescent huma per la captura. Els antigens testats eren capsides

nues de LO o HP.
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7.10.1 ELISA sandvitx indirecta per a la quantificacio dels titols
d’anticossos anti-HAV IgG totals

Els serums provinents dels ratolins immunitzats obtinguts al dia 0, 28, 42,
56 i 63 post-infeccio, van ser analitzats mitjancant una ELISA sandvitx indirecta
per a la quantificaci6 dels titols d’anticossos anti-HAV. Altra vegada, a mode de
control negatiu s’utilitzava com a antigen de captura sobrenedant de cél-lules
FRhK-4 no infectades i com a anticos primari, serum de ratolins immunitzats
amb aquest sobrenedant, corresponental grup 8i5 d’'immunitzaci6 de la segona

i tercera cohort, respectivament.

Tots els assajos d’ELISA es van realitzar en plaques de poliestire de 96 pous
(Sigma Aldrich), i el volum afegit per pou en cada pas era de 50pl, exceptuant el
volum de la solucié de rentat que era de 100ul, per assegurar-nos que la placa

era rentada correctament. El protocol que es va seguir és el segiient:

c) Reactius:

- Tampo6 de cobertura: 35nM de bicarbonat sodic i 15mM de carbonat
sodic a un pH de 9,6.

- Soluci6 de rentat (PTB): PBS (pH 7,2) amb 3mg/ml de BSA i 0,05%
Tween20.

- Tamp6 de deteccid (tampd TMB): 1-Step Ultra TMB (Sigma Aldrich).

- Tamp6 neutralitzant: 2M H,S0a.

d) Procediment:
- Afegir I'anticos huma anti-HAV IgG diluit amb el tamp6 de cobertura a
una concentracié de 0,5 pg/ml.

- Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.
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Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Bloquejar els llocs d’unié inespecifics afegint tamp6 de rentat.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

Afegir aproximadament 106 TCIDso de virus o sobrenedant de cel-lules
FRhK-4, els quals préviament havien estat lisats amb un 3% de NP40
durant 30 minuts a 372C, seguit de 3 cicles de sonicacié a 60W durant
30 segons i posteriorment, amb 3 cicles de congelaci6-descongelaci6 a
-802C i 372C, respectivament.

Incubar la placa durant 3 hores a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir dilucions seriades dels sérums a testar amb soluci6 de rentat.
Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir 'anticos anti-IgG de ratoli conjugat amb peroxidasa (Sigma
Aldrich) diluit en solucié de rentat a 1/40,000.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir el tampé de deteccié (TMB), el qual és el substrat cromogeénic.
Incubar la placa durant aproximadament 20 minuts a temperatura
ambient en humitat controlada.

Parar la reacci6 afegint H.SO4 2M abans que el control negatiu agafi
color.

Llegir la placa a A450nm (D049;2) amb el lector ASYS UVM340.
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Un serum de ratoli era considerat positiu en el reconeixement del virus
quan el valor mig d’absorbancia (A) era major que el limit de deteccié (Ld1)
sumat al segon limit de detecci6 (Ld2). EI Ld1 es va establir com la mitja + 3SD
dels valors de reconeixement de sobrenedant de cel-lules FRhK-4 no infectades
amb el sérum anti-OVA (corresponent al grup control 1). Els valors de
reconeixement de la capsida pel sérum anti-HAV (grups inoculats amb HAV com
a immunogen) per sota aquest Ld1 eren considerats negatius. El Ld2 es va
establir com la resta de la mitjana dels valos de reconeixement de la capsida amb

el serum anti-PE a cada un dels valors positius del primer tall.

7.10.2 ELISA sandvitx indirecta per a la quantificaci6 dels titols
d’anticossos especific anti-HAV IgG1 i IgG2a

Els sérums provinents dels ratolins immunitzats obtinguts al dia 56 post-
infeccid, van ser analitzats també mitjancant una ELISA sandvitx indirecta per a
la quantificaci6 dels titols d’anticossos anti-HAV IgG1 i IgG2a. El procediment

seguit és molt similar al de I'apartat 7.10.1, pero presenta lleugeres variacions:

a) Reactius:

- Tamp6 de cobertura: 35nM de bicarbonat sodic i 15mM de carbonat
sodic a un pH de 9,6.

- Solucié de rentat (PTB): PBS (pH 7,2) amb 3mg/ml de BSA i 0,05%
TweenZ20.

- Tampo de conjugacid: extravidina-peroxidasa (Sigma Aldrich).

- Tamp6 de deteccid (tamp6 TMB): 1-Step Ultra TMB (Sigma Aldrich).

- Tamp6 neutralitzant: 2M H,S0a.
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b)

Procediment:

Afegir I'anticos huma anti-HAV IgG diluit amb el tamp6 de cobertura a
una concentracié de 0,5 pg/ml.

Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

Bloquejar els llocs d’uni6 inespecifics afegint tampé de rentat.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir aproximadament 106 TCIDso de virus o sobrenedant de cel-lules
FRhK-4, els quals préviament havien estat lisats amb un 3% de NP40
durant 30 minuts a 372C, seguit de 3 cicles de sonicacié a 60W durant
30 segons i posteriorment, amb 3 cicles de congelacié-descongelaci6 a -
802C i 379C, respectivament.

Incubar la placa durant 3 hores a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir dilucions seriades dels sérums a testar amb soluci6 de rentat.
Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir I'anticos anti-IgG1 o anti-IgG2a de ratoli conjugat amb biotina
(Sigma Aldrich) diluit en soluci6 de rentat a 1:250,000.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir el tamp6 extravidina-peroxidasa, perque s’uneixi a la biotina.

Incubar durant 30 minuts a 372C en humitat controlada.
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- Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

- Afegir el tamp6 de deteccié (TMB), el qual és el substrat cromogeénic.

- Incubar la placa durant aproximadament 20 minuts a temperatura
ambient en humitat controlada.

- Frenar la reaccié afegint H,SO4 2M abans que el control negatiu agafi
color.

- Llegirla placa a A450nm (DO492) amb el lector ASYS UVM340.

7.10.3 Técnica de neutralitzacié de la infectivitat in vitro per a la
quantificacié6 dels titols d’anticossos anti-HAV
neutralitzants

La capacitat dels serums de neutralitzar la infectivitat in vitro de les dues
soques d'HAV, HM175-L0 i HM175-HP, va ser caracteritzada mitjancant la
tecnica de neutralitzacié de la infectivitat in vitro. A mode de control negatiu de
'assaig de neutralitzacio es va utilitzar sérums del grup control inoculats amb

PE. Es van seguir els seglients passos:

- Lisarel virus amb un 3% de NP40, tal i com es detalla en I'apartat 7.10.1.

- Diluir el séerum de ratoli i 'HAV en un volum final de 100ul de MEM 0%
i a una concentracié final del virus de 105 TCIDso. Per a cada sérum
s’assagen les dilucions 1:101 1:50.

- Incubar la mix durant 3 hores a 372C en agitacid.

- Titulacié de cada una de les suspensions viriques tal i com es descriu en

I'apartat 7.1.7.

Un cop obtingut el titol viric per a cada una de les suspensions viriques

assajades, la neutralitzacié de la infectivitat in vitro d’"HAV es va expressar com
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a index de neutralitzacié (IN). L'IN s’entén com el logaritme decimal de la
reduccid del titol del control negatiu (N.) respecte al titol del serum (Ns);
(IN=Logio (Nc - Ng)). Aquest valor ens indica quin és el nimero de virus
neutralitzats. La capacitat de neutralitzacié també es pot expressar com el Logio
del nombre d’unitats per ml de serum capacos de neutralitzar el 50% i 90% de
1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Log1o 50Ns0 U/ml i Logio 90Ns

U/ml, respectivament).

7.11 Inoculacié subcutania d’'immunogens en porcs
Landrace x Large White

La inoculacié subcutania d’antigens virics en porcs Landrace x Large White
es va fer a partir de les suspensions concentrades de 'HAV produides tal i com
es detalla en I'apartat 7.1.5. En total es van inocular 2,5 x108 TCIDso només de la
poblacié HP, ja que és la base d’'una vacuna alternativa i en els estudis previs en
ratolins, es va observar que era un bon immunogen. A més, es va contemplar
afegir un grup, on es pogués analitzar la immunogenicitat generada per un
preparat vacunal que en comptes d’afegir-li 'adjuvant hidroxid d’alumini, se li
afegis CAF01, el qual és un adjuvant en estat d’experimentacié amb elevades
capacitats d’induir la resposta Th1l en ratolins, porcs i humans [312]Com a
control positiu es va utilitzar la inoculacié de la vacuna HAVRIX i com a control
de la resposta immune la inoculacié d’'una proteina recombinant. Segons

aquestes caracteristiques, es van dissenyar 6 grups experimentals d’inoculacié:

e Grup 1: HP quasi-embolcallat sense adjuvant (HP.).

e Grup 2: HP nu sense adjuvant (HP,).

e Grup 3: HP quasi-embolcallat administrat amb I'adjuvant Al(OH)s;
Alhydrogel (HP. + Al(OH)3).
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e Grup 4: HP quasi-embolcallat administrat amb I'adjuvant CAF01® (HP. +
CAF01).

e Grup 5: vacuna comercial HAVRIX-1440 (1440 unitats d’ELISA per dosis
en hidroxid d’alumini) (HAVRIX), corresponent al grup control positiu.

e Grup 6: 50ug de p32 recombinant administrat amb I'adjuvant CAF01®

(p32 + CAF01), corresponent al grup control negatiu.

Es van inocular un total de 36 porcs de 8 setmanes, repartits aleatdoriament

en 6 porcs per cada un dels grups experimentals.

Els porcs eren inoculats per via subcutania amb 2,5x108 unitats TCIDso de
cada tipus de particula virica en 2ml de tampé amortidor HEPES, pH 6,0 i, en el
cas dels grups experimentals amb particules nues, es barrejaven amb l'adjuvant
Alhydrogel o CAF01®. Aquest inocul inicial era refor¢at amb 1 dosis més el dia
30 després de la inoculaci6 inicial. Les mostres de sérum s’obtenien després de
sagnar els porcs per la vena jugular externa als dies 0, 28, 42 i 56. Els porcs eren
sacrificats el dia 56 post inoculaci6 per a 'obtencié de la melsa que serviria per

estudiar la resposta immune cel-lular.

Aquesta part de la tesis es duia a terme a sota condicions de Bioseguretat
de tipus II en els estabularis de I'IRTA-CReSA, en col-laboraci6 amb el
Departament de Sanitat Animal. Els animals van mantenir-se constantment en
instal-lacions especials, ambientals, socials i sanitaries adequades, aixi com

també es van realitzar controls rutinaris per garantir el benestar animals.
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7.12 Caracteritzacio de la capacitat immunogénica de 'HAV
en porcs Landrace x Large White

Per tal de poder calcular el titol d’anticossos anti-HAV en les diferents
mostres obtingudes, es va posar a punt un assaig de sandvitx ELISA indirecta, on
es feia Us d’'un serum convalescent huma per la captura. Els antigens testats eren
capsides nues de LO o HP, és a dir, testant I'antigen heteroleg o homoleg,

respectivament.

7.12.1 ELISA sandvitx indirecta per a la quantificaci6 dels titols
d’anticossos anti-HAV IgG totals

Els serums provinents dels porcs immunitzats obtinguts al dia 0, 28,421 56
post-infeccio, van ser analitzats mitjangant una ELISA sandvitx indirecta per a la
quantificacié dels titols d’anticossos totals anti-HAV. A mode de control negatiu
s’'utilitzava com a antigen de captura sobrenedant de cel-lules FRhK-4 no
infectades i com a anticds primari, serum de porcs immunitzats amb p32

recombinant, corresponent al grup 6 d’'immunitzacio.

El titol d’anticossos IgG totals anti-HAV en les diferents mostres obtingudes
va ser quantificat mitjancant un assaig d’ELISA sandvitx indirecte seguint el
protocol detallat en 'apartat 7.10.1, perd amb petites variacions. El protocol

que es va seguir és el segiient:

a) Reactius:

- Tamp6 de cobertura: 35nM de bicarbonat sodic i 15mM de carbonat
sodic a un pH de 9,6.

- Soluci6 de rentat (PTB): PBS (pH 7,2) amb 3mg/ml de BSA i 0,05%

Tween20.
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Tamp6 de detecci6 (tamp6 TMB): 1-Step Ultra TMB (Sigma Aldrich).

Tamp6 neutralitzant: 2M H;SO4.

Procediment:

Afegir I'anticos huma anti-HAV IgG diluit amb el tamp6 de cobertura a
una concentracié de 0,5 pg/ml.

Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

Bloquejar els llocs d'uni6 inespecifics afegint tamp6 de rentat.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir aproximadament 106 TCIDso de virus o sobrenedant de cel-lules
FRhK-4, els quals préviament havien estat lisats amb un 3% de NP40
durant 30 minuts a 372C, seguit de 3 cicles de sonicacié a 60W durant
30 segons i posteriorment, amb 3 cicles de congelacié-descongelacié a
-802C i 372C, respectivament.

Incubar la placa durant 3 hores a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir dilucions seriades dels sérums a testar en soluci6 de rentat.
Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir 'anticds anti-IgG de porc produit en conill i conjugat amb
peroxidasa (Sigma Aldrich) diluit en solucié de rentata 1/20,000.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.
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- Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

- Afegir el tamp6 de deteccié (TMB), el qual és el substrat cromogeénic.

- Incubar la placa durant aproximadament 20 minuts a temperatura
ambient en humitat controlada.

- Parar la reaccié afegint H,SO4 2M abans que el control negatiu agafi
color.

- Llegirla placa a A450nm (DO492) amb el lector ASYS UVM340.

El grup control immunitzat amb sobrenedant de cel-lules FRhK-4 no es va
realitzar en els experiments amb porcs, per aquesta rad, un serum de porc era
considerat positiu en el reconeixement del virus quan I'absorbancia (A) era
major que el limit de deteccié (Ld1). E1 Ld1 s’obtenia aplicant I'algoritme Ld1 =
g+ (3xSD), on g correspon al valor mig d’absorbancia dels serums provinents de
porcs inoculats amb p32 recombinat + CAFO1 (control negatiu) i SD a la

desviacié estandar dels mateixos valors.

7.12.2 ELISA sandvitx indirecta per a la quantificaci6 dels titols
d’anticossos especific anti-HAV IgG1 i IgG2a

Els sérums provinents dels porcs immunitzats obtinguts al dia 56 post-
infeccio, van ser analitzats també mitjangant una ELISA sandvitx indirecta per a
la quantificaci6 dels titols d’anticossos anti-HAV IgG1 i IgG2a. El procediment a
seguir és molt similar al de 'apartat 7.10.2, perd presenta lleugeres variacions.

Es va seguir el seglient protocol:
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Reactius:

Tampé de cobertura: 35nM de bicarbonat sodic i 15mM de carbonat
sodic a un pH de 9,6.

Solucié de rentat (PTB): PBS (pH 7,2) amb 3mg/ml de BSA i 0,05%
Tween20.

Tamp6 de detecci6 (tamp6 TMB): 1-Step Ultra TMB (Sigma Aldrich).

Tamp6 neutralitzant: 2M H;SO4.

Procediment:

Afegir I'anticos huma anti-HAV IgG diluit en el tampé de cobertura a una
concentracié de 0,5 pg/ml.

Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Bloquejar els llocs d’uni6 inespecifics afegint tampd de rentat.

Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir aproximadament 10¢ TCIDso de virus o sobrenedant de cel-lules
FRhK-4, els quals préviament havien estat lisats amb un 3% de NP40
durant 30 minuts a 372C, seguit de 3 cicles de sonicacié a 60W durant
30 segons i posteriorment, amb 3 cicles de congelacié-descongelacié a
-802Ci 372C, respectivament.

Incubar la placa durant 3 hores a 372C en humitat controlada.

Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

Afegir dilucions seriades dels sérums a testar amb soluci6 de rentat.

Incubar la placa tota la nit a 42C en humitat controlada.
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- Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

- Afegir I'anticos és anti-IgG1 o anti-IgG2a de porc produit en ratolf
(BioRad) diluita 1/5,000.

- Incubar la placa durant 1 hora a 372C en humitat controlada.

- Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la solucié de
rentat.

- Afegir I'anticds peroxidasa anti-ratoli produit en cabra (Sigma Aldrich)
diluita 1/10,000.

- Incubar durant 30 minuts a 372C en humitat controlada.

- Decantar el contingut de la placa i realitzar 3 rentats amb la soluci6 de
rentat.

- Afegir el tamp6 de deteccié (TMB), el qual és el substrat cromogeénic.

- Incubar la placa durant aproximadament 20 minuts a temperatura
ambient en humitat controlada.

- Frenar la reaccié afegint H,SO4 2M abans que el control negatiu agafi
color.

- Llegir la placa a A450nm (DO492) amb el lector ASYS UVM340.

7.12.3 Técnica de neutralitzacié de la infectivitat in vitro per a la
quantificacié dels titols d’anticossos anti-HAV
neutralitzants

La capacitat dels serums de neutralitzar la infectivitat in vitro de les dues
soques d’'HAV, HM175-L0 i HM175-HP, va ser caracteritzada mitjancant la
técnica de neutralitzacié de la infectivitat in vitro. A mode de control negatiu de
'assaig de neutralitzacio es va utilitzar serums del grup control negatiu. Es van

seguir els seglients passos:

212



Materials i métodes

- Lisar el virus amb un 3% de NP40 tal i com es detalla en I'apartat 7.10.1.

- Diluir el serum de ratoli i 'HAV en un volum final de 100ul de MEM 0%
i a una concentracié final del virus de 105 TCIDso. Per a cada serum
s’assagen les dilucions 1:501i 1:100.

- Incubar la mix durant 3 hores a 372C en agitacid.

- Titulacié de cada una de les suspensions viriques tal i com es descriu en

I'apartat 7.1.7.

Un cop obtingut el titol viric per a cada una de les suspensions viriques
assajades, la neutralitzacié de la infectivitat in vitro d’'HAV s’expressava com a
index de neutralitzacid (IN). L'IN s’entén com el logaritme decimal de la reduccié
del titol del control negatiu (N.) respecte al titol del serum (Ns); (IN=Logio (N -
Ns)). Aquest valor ens indica quin és el nimero de virus afectats per la
neutralitzacid. La capacitat de neutralitzacié es pot també expressar com el
Logio del nombre d’unitat per ml de serum capacos de neutralitzar el 50%, 70%
0 90% de 1x105 unitats TCIDso en un 50% de les repliques (Logio 50Nso U/ml,
Logio 70Ns0 U/ml, Logio 90Nso U/ml, respectivament).

7.13 Analisis estadistic

Les dades es presenten com a mitjanes * error estandard. El test de
Shapiro-Wilk es va utilitzar per analitzar la distribucié normal de les variables
(p>0,05) i el Brown-Forsythe es va utilitzar com a prova de variancies iguals
(p>0,05). Es varealitzar la prova t-student (unpaired de dues cues) per comparar
parells de resultats. L'analisi estadistic es va realitzar a un nivell de confianga
del 95%. Tots els analisis i grafics estadistics es van realitzar utilitzant el

programari SigmaPlot v14.
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