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Resumen

Introduccién: El desarrollo de una vacuna contra el virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2), el cual causa
una infeccién de transmisién sexual de por vida, seria un gran paso para mejorar la salud sexual y repro-
ductiva mundial. Objetivos: Estudiar las respuestas inmunes de mucosa y sistémica inducidas por una
vacuna experimental, consistente en particulas semejantes a bacterias (BLP] derivadas de lactobacilos,
que conservan su matriz de peptidoglicano y exponen el antigeno gD del HSV-2 en su superficie gracias
a la fusién con dominios LysM. Materiales y métodos: Ratones BALB/c de seis semanas de edad fueron
inmunizados por via nasal con el complejo His-Acglu-gD-BLP027 los dias 0, 14 y 28. Como control, se
administré His-Acglu-gD por via intranasal o His-gD con adyuvante completo de Freund por via peritoneal.
Se evaluaron los niveles de inmunoglobulinas especificas en suero y en lavado broncoalveolar (BAL), asi
como la produccién de citoquinas por parte de los esplenocitos, en respuesta a la reestimulacién antigé-
nica. Resultados: La vacuna experimental indujo mayores niveles de IgA en BAL en comparacidn con los
ratones inmunizados con el adyuvante de Freund. Conclusiones: Este nuevo sistema de presentacion
de antigenos podria ser una herramienta Util para el desarrollo de vacunas mucosas que estimulen la
inmunidad local y a distancia.

Palabras clave: vacunas de mucosas, particulas semejantes a bacterias, presentacion de antigenos, ad-
yuvantes, respuesta inmune adaptativa.
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Introduction: The development of a vaccine against herpes simplex virus type 2 (HSV-2), which causes a
lifelong sexually transmitted infection, would be a great step to improve sexual and reproductive health
worldwide. Objectives: To study the mucosal and systemic immune responses induced by an experi-
mental vaccine consisting of bacterium-like particles (BLP] derived from lactobacilli, which retain their
peptidoglycan matrix and expose the HSV-2 gD antigen on their surface thanks to its fusion with LysM
domains. Materials and methods: Six-week-old BALB/c mice were nasally immunized with the His-Acglu-
gD-BLPO27 complex on days 0, 14, and 28. As a control, His-Acglu-gD was administered intranasally or
His-gD with complete Freund’s adjuvant peritoneally. The levels of specific immunoglobulins in serum
and in bronchoalveolar lavage (BAL), as well as the production of cytokines by splenocytes after the
antigenic restimulation, were evaluated. Results: The experimental vaccine induced higher levels of IgAin
BAL than in mice immunized with Freund’s adjuvant. Conclusions: This new antigen presentation system
could be a useful tool for the development of mucosal vaccines that stimulate local and distantimmunity.
Key words: mucosal vaccines, bacterium-like particles, antigen presentation, adjuvants, adaptive im-
mune response.
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Introduccién

El desarrollo de una vacuna contra el virus del herpes sim-
ple tipo 2 (HSV-2), una infeccion de transmisién sexual (ITS)
de por vida, mejoraria de manera critica la salud sexual y repro-
ductiva mundial®. Segun la OMS, en 2016 habia 491 millones
de personas de 15a49 afios (13 % de la poblacién) infectadas
en todo el mundo, de las cuales el 64 % eran mujeresz. El HSV-
2 puede causar lesiones genitales dolorosas, recurrentes y, a
menudo, se asocia con efectos psicosociales negativos como
vergiienza, ansiedad y depresién®. Ademas, esté demostrado
que lainfeccién por HSV-2 triplica el riesgo de infeccidn por el vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (HIV)*. Por otro lado, este
virus puede causar herpes neonatal cuando el recién nacido se
expone al HSV en el canal parto. Este tipo de herpes tiene una
frecuencia estimada de 10 casos por cada 100.000 nacidos en
todo el mundo, pero es una afeccién grave que puede producir
discapacidad neuroldgica persistente e incluso la muerte®.

Los antiviricos como el aciclovir, el famciclovir y el valaciclo-
vir son los mas eficaces para el tratamiento de las personas
infectadas por HSV. Sin embargo, aunque pueden reducir la in-
tensidad y frecuencia de los sintomas, no curan la infeccién®.

Por todo lo expuesto, es necesario desarrollar mejores in-
tervenciones de tratamiento y prevencion y, en particular,
vacunas contra el HSV-2, ya que este virus causa 23 millones
de infecciones nuevas cada afio. El desarrollo de vacunas de
subunidad se ha centrado principalmente en la generacién de
anticuerpos neutralizantes dirigidos a la glicoproteina D (gD)
de la envoltura viral. Esta glicoproteina media la fusién con la
membrana celular y se ha demostrado que los anticuerpos
contra gD impiden la entrada del virus’.

Aunque adn no hay vacunas de administracién nasal dis-
ponibles para enfermedades de transmisién sexual, existen
antecedentes que indican que este abordaje seria el mas apro-
piado, ya que estas son capaces de estimular la produccién de
anticuerpos especificos en la mucosa vaginal®. Las vacunas
administradas por esta via también estimulan la respuesta in-
mune celular, en particular, la de las células T de memoria, in-
dispensables en las infecciones crénicas como la causada por
el HSV-21°,

La administracién de antigenos a través de las vias muco-
sas es un desafio porque puede generar tolerancia en lugar de
respuestas inmunitarias efectoras. La inmunotolerancia es la
respuesta inmune natural de la mucosa, que ha evolucionado
para prevenir respuestas inflamatorias dafiinas, a los antige-
nos solubles!®. Ante este escenario, las bacterias lacticas (BL)
con capacidad inmunomoduladora o inmunobidticas surgen
como potenciales vectores de antigenos y adyuvantes para el
desarrollo de vacunas de mucosa'!3, La cepa Lacticaseiba-
cillus rhamnosus 1BLO27 tiene propiedades inmunomodula-
doras antivirales intrinsecas y propiedades como adyuvante
de mucosas'4. Como la viabilidad de las BL no es un requisito
indispensable para lograr un efecto inmunomodulador dpti-
mo'®, empleamos las particulas similares a bacterias (BLP)
derivadas de la cepa IBLO27 (BLP027), las cuales mejoran las
respuestas inmunes locales y sistémicas, humorales y celula-

res cuando se administran junto con una vacuna viral por via
mucosa®.

Las BLP se obtienen mediante el tratamiento de las BL con
acidoy calor, lo que resulta en la muerte bacteriana y la pérdida
de ADN y proteinas citoplasmaticas. Este tratamiento expone
el peptidoglicano (PG) presente en la pared celular, de modo
que la capacidad de unidn de proteinas con motivos LysM au-
menta al menos 10 veces?’. El motivo LysM es un dominio de
unién de pared celular ampliamente distribuido en la naturale-
za que se une de manera no covalente a los residuos de N-ace-
tilglucosamina del PG'81%, Hasta la fecha, mas de 40 antigenos
diferentes de naturaleza bacteriana, viral o parasitaria se han
fusionado con el dominio C-terminal de AcmA - una autolisina
de Lactococcus lactis?® -, el cual les permitié unirse a las BLP y
quedar expuestas en su superficie.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en trabajos ante-
riores, desarrollamos una plataforma para vacunas mucosas
que explota el potencial inmunomodulador bien descripto
de L. rhamnosus IBL027 en combinacién con los 5 dominios
LysM de la glicoproteina manosil-endo-beta-N-acetilglucosa-
midasa (Acglu) (GenBank: KPH22907.1) derivada de Limo-
silactobacillus fermentum, capaz de estimular la respuesta
inmune celular y humoral, tanto mucosa como sistémica,
cuando se administra por via intranasal®l. En este enfoque,
la pared celular gruesa y rigida de L. rhamnosus, libre de pro-
teinas y acidos teicoicos expone el PG para unir proteinas con
dominios LysM. La unidn no covalente de los antigenos del
patdégeno a la superficie de las BLP se logra mediante la sim-
ple mezcla de los antigenos heterélogos purificados con las
particulas lacticas®!. En este trabajo, proponemos el uso de
esta plataforma para presentar la glicoproteina gD del HSV-2
como antigeno en su superficie. Por Gltimo, proponemos es-
tudiar las respuestas inmunes de mucosa y sistémica provo-
cadas por la vacuna experimental utilizando inmunizaciones
intranasales en un modelo de ratdn. Aunque sera necesario
realizar estudios que evallden los niveles de anticuerpos indu-
cidos por esta plataforma en la mucosa genital, su capacidad
de neutralizacién viral y la capacidad protectora de la vacuna
frente a un desafio con HSV-2, los resultados preliminares ob-
tenidos en este trabajo indican que la plataforma constituida
por Acglu-BLP027 es una herramienta prometedora para la
generacién de vacunas mucosas.

Materiales y métodos
Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano

L. fermentum IBLO38 y L. rhamnosus IBLO27, deposita-
dos en la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la
Universidad Nacional de Tucuman (Tucuman, Argentina), se
cultivaron durante 12 h a 37 °C en caldo Man-Rogosa-Shar-
pe [MRS] (fase logaritmica final).

Las cepas de £ coli (TOP10, DH5¢, DB3.1 y Rosetta) se
cultivaron en caldo Luria Bertani o en placas de agara 37 °C
suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina, 50 pg/ml de
gentamicina o 17 pg/ml de cloranfenicol para el plasmido de
seleccidn.
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Clonado recombinante de la glicoproteina gD del HSV-2

El antigeno viral usado en el desarrollo de esta vacuna ex-
perimental fue un polipéptido recombinante de 45 kDa que
comprende los aminoécidos 1 - 340 de la glicoproteina gD
(GenBank: JQ956374.1) de HSV-2. Se partié del plasmido
pENTRY207-gD perteneciente a la genoteca del Laboratorio de
Biologia de Infecciones de INSIBIO (Tucuman, Argentina). La
secuencia codificante para gD sin los dominios transmembra-
na, flanqueada por los sitios attB fue subclonada en el vector de
destino personalizado pETG-N-RGS-His-[fB] con el objetivo de
agregarle a dicha proteina una etiqueta de polihistidina (His)
que permitird, luego, purificarla y usarla como control. También,
el antigeno de interés fue subclonado en el vector pENHAC-
[rfb] donde, ademas de la etiqueta de polihistidina, se agregé
la secuencia de Acglu, que permitira unir el antigeno de interés
ala superficie de las BLP para generar una vacuna de mucosa.
Para este fin. se usé la LR-clonasa Il (clonado recombinatorio
Gateway®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
ADN plasmidico se aislé con el kit comercial High Pure Plasmid
Isolation (Roche] ylaintegridad de los vectores resultantes se
verificé mediante andlisis de restriccién con Hindlll/Xbal (New
England Biolabs) seguido de electroforesis en agarosa.

Expresién y purificacion de las proteinas recombinantes
His-gD e His-Acglu-gD

Las proteinas recombinantes se identificaron en €. coli Ro-
setta, como se describié anteriormente®®?3, La expresién de
la proteina His-gD se indujo con 1 mM de IPTG de acuerdo con
lo descripto en la literatura®*. Por otro lado, se puso a punto la
expresion de His-Acglu-gD por tratarse de una proteina adn no
descripta. Para ello, se indujeron cultivos de 10 ml con diferen-

Figura 1. Esquema de inmunizacién.

@
Ratones BALB/c de 6
semanas de edad

Grupo 1:
His-gD [35 pg/ratén)
+ adyuvante de Freund
completo
IP.

Grupo 3:
His-Acglu-gD-BLP027
(108 particulas +
60 pg/raton]

Grupo 2:
His-Acglu-gD
[60 pg/ratén]

LN,

Dia 28:
Segundo refuerzo

Dia 0:
Inmunizacion

Dia 14:
Primer refuerzo

Dia 38:
Eutanasia

» Los ratones BALB/c de seis semanas de edad se inmunizaron por via
intraperitoneal (I.P.) con His-gD con adyuvante completo de Freund los
dias O (primera dosis), 14 y 28 (refuerzos). Este grupo fue usado como
control para las comparaciones. El resto de los ratones fueron vacuna-
dos por via intranasal (I.N.) His-Acglu-gD o His-Acglu-gD-BLP027. Diez
dias después del primer o del segundo refuerzo, se obtuvieron mues-
tras de suero y BAL para la determinacién de anticuerpos especificos
IgG e IgA. Cada grupo experimental estuvo integrado por 8 ratones.

tes concentraciones de IPTG (0,1; 0,5; 1,0 0 2,0 mM] durante 2,
304 h,secentrifugarona4°Cpara separar el sedimento celular
del sobrenadante, y las fracciones de proteinas nativas y des-
naturalizadas se obtuvieron como se describié previamente®3.

Ambas proteinas se purificaron utilizando cromatografia
Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La expresién y pureza de las proteinas recombi-
nantes se analizaron mediante SDS-PAGE seguida de la tincién
con el colorante azul de Coomassie y se verificaron mediante
transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal
anti-RGS-His de ratén (Qiagen, Alemania). Las proteinas purifi-
cadas se almacenaron a -80 °C. La concentracién de proteinas
se determind con el reactivo de Bradford (BioRad) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Preparacidn de la vacuna His-Acglu-gD-BLP02?7

Se prepararon las BLPO27 como se describié anterior-
mentel®. Se incubaron diferentes concentraciones de la
proteina recombinante His-Acglu-gD purificada en condicio-
nes desnaturalizantes (30, 70 o 90 pg de proteina) con las
BLP (108 particulas) en rotacién suave durante 1 h atempe-
ratura ambiente. Las particulas se lavaron 3 veces con PBS
estéril, se resuspendieron en el mismo buffer y se almace-
naron a -80 °C. La cantidad de proteina unida se comparé
con estandares de BSA por SDS-PAGE utilizando el programa
ImageJ.

Inmunizacion de los ratones

Los ratones BALB/c se obtuvieron de una colonia cerra-
da, mantenida en CERELA-CONICET (Tucuman, Argentina).
Se alojaron en jaulas de plastico a temperatura ambiente
con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los parametros se
estudiaron en 8 ratones por grupo. Todos los grupos fue-
ron alimentados con una dieta balanceada convencional
ad libitum. Antes de la eutanasia, todos los animales fue-
ron anestesiados anestesiaron usando una mezcla de
clorhidrato de ketamina y clorhidrato de xilazina en una
proporcién de 20:1. No se observaron signos de malestar o
dolor durante el experimento.

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y fueron
aprobados prospectivamente por el Comité Etico de Cuida-
do Animal del CERELA (protocolos n.’ BIOT-CRL/11).

Para las inmunizaciones, se utilizaron ratones BALB/c
de seis semanas de edad divididos en tres grupos. El grupo
1 se inmunizé por via intraperitoneal con 35 pg de His-gD
con adyuvante completo de Freund. El grupo 2 recibié 60
pg de la proteina His-Acglu-gD por via intranasal y el grupo
3 se inmunizé usando His-Acglu-gD-BLP027 por la misma
via (108 particulas/ratén con 60 pg de proteina). De esta
manera, los 3 grupos recibieron la misma cantidad (en
micromoles] de proteina. Todos los grupos de animales
fueron inmunizados con una primera dosis el dia 0 y re-
cibieron dos refuerzos los dias 14 y 28, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 2. Expresién de la proteina His-gD recombinante.
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» (A) SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresada en seis clones de E.
coli Rosetta (A-F) después de la induccion con 1 mM de IPTG en con-
diciones nativas (CN) o desnaturalizantes (CD); Alb, albumina de 65
KDa usada como marcador de peso molecular. (B) Western blot de la
proteina recombinante His-Acglu-gD en condiciones desnaturalizantes
utilizando un anticuerpo primario anti-RGS-His y la proteina ORF2 del
HEV de 66 KDa como control.

Deteccidn de anticuerpos en suero y BAL

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante pun-
cién cardiaca 10 dias después del segundo refuerzo y se
recogieron en tubos heparinizados. Las muestras de lavado
broncoalveolar (BAL) se obtuvieron como se describié ante-
riormente!®. Brevemente, se expuso la traquea y se intubd
con un catéter. Se realizaron dos BAL secuenciales en cada
ratén inyectando 1 ml de PBS estéril; el fluido recuperado
se centrifugé durante 10 min a 900 x g. Los sobrenadantes

se congelaron a -80 °C para andlisis posteriores. Los anti-
cuerpos anti-gD especificos (IgA e IgG) se determinaron por
ELISA siguiendo lo descripto anteriormente®4, sensibilizan-
do las placas de poliestireno con 3 pg de la proteina His-gD
por pocillo.

Anilisis de datos

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resul-
tados se expresaron como media + DE. La prueba de Tukey,
para comparaciones por pares de las medias, se utilizé para
evaluar las diferencias entre los grupos. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p <0,05.

Resultados
Expresion y purificacion de las proteinas quiméricas gD del
HSV-2

La proteina recombinante His-gD del HSV-2 (45 KDa) se
expresé en €. coli Rosetta después de la induccién con 1
mM de IPTG, segun lo descripto en la literatura®®, utilizando
los plasmidos pETG-N-RGS-His-gD y pENHAc-N-gD. Las pro-
teinas de la fraccion citoplasmatica (CN] y de los cuerpos
de inclusién (CD) fueron analizadas mediante SDS-PAGE.
Encontramos una mayor cantidad de His-gD en condiciones
desnaturalizantes (Figura 2A). Esta proteina se purificé con
buffer urea 8 M usando cromatografia de afinidad Ni-NTA.
Su pureza se analizé mediante SDS-PAGE (Figura 2A) y se
verificd mediante Western blot usando un anticuerpo mono-
clonal anti-RGS-His de ratén (Figura 2B) y la proteina ORF2
del virus de la hepatitis E (Hepatitis € virus: HEV) de 66 KDa
como control®®,

Adem3s, se establecieron las condiciones 6ptimas de
expresion de la proteina recombinante His-Acglu-gD (75
KDa). Para ello, se indujo la expresién en cultivos de 10 ml
usando cuatro concentraciones diferentes de IPTG (0,1;
0,5; 1 y 2 mM] y diferentes tiempos de induccion (2, 3 y

Figura 3. Condiciones dptimas de expresién de His-Acglu-gD.
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» SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresada en de E. coli Rosetta, inducida con las siguientes concentraciones de IPTG: 0,1; 0,5; 1 y 2 mM a 37°C
durante 2,3 04 h. La flecha negra indica la condicién de induccién seleccionada para los siguientes experimentos.
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Figura 4. Unién de |a proteina recombinante His-Acglu-gD
alas BLPO27.

His-Acglu-gD-
Estandares de ALB
IBLP027
ALB ALB ALB ALB ALB
0 pg/mi125 pg/mi250 pg/ml 500 ug/ml 1000 pg/ml 30 ug 704g 90 g
L |
4 — —

e -

» SDS-PAGE de His-Acglu-gD (75 KDa) expresadaen €. coli Rosetta después
de la induccién con 0,1 mM de IPTG y purificada en condiciones desna-
turalizantes (CD), unida a las BLP de Lacticaseibacillus rhamnosus
IBLO27. Tres concentraciones diferentes (30, 70y 90 pg] de la proteina
recombinante purificada se unieron a 108 BLP027. La cantidad de pro-
teina unida se determing en comparacion con los estandares de ALB.

4 h). Las proteinas obtenidas en CN y CD, en cada una de
las condiciones, fueron analizadas mediante SDS-PAGE. La
banda correspondiente a His-Acglu-gD se visualizé en ma-
yor cantidad en CD en todas las condiciones analizadas (Fi-
gura 3). Sorpresivamente, se observd una mayor cantidad
de proteina luego de 3 h de haber inducido la expresién con
IPTG a la menor concentracién testeada (0,1 mM]. Se pudo
determinar que un tiempo de induccién de 4 h no aumenta
la expresién de la proteina (Figura 3].

Desarrollo de una vacuna de mucosa experimental usando
gD como antigeno

A continuacién, se desarrollé una vacuna experimental
mediante el uso de una proteina de fusién, resultado del
dominio LysM de Acglu, las BLP027 y gD del HSV-2 como
antigeno. Para ello, se mezclaron diferentes concentracio-
nes de la proteina recombinante His-Acglu-gD purificada
por cromatografia Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific) en
condiciones desnaturalizantes (30, 70 0 90 pg de protei-
na) con las BLP (108 particulas) con el objetivo de deter-
minar cudl era la maxima cantidad de proteina que podia
unirse a las particulas, ya que, segun los resultados ob-
tenidos previamente?!, una mayor cantidad de antigeno
seria capaz de estimular la respuesta inmune celular con
mayor eficiencia. Después del lavado, las particulas se so-
metieron a un analisis por SDS-PAGE y se compararon con
estandares de albumina sérica bovina (ALB). El andlisis de
la densidad de las bandas realizado con ImageJ indicé que
108 BLP027 podrian unirse como maximo a 60 pg de His-
Acglu-gD (Figura 4). La vacuna experimental se designé
His-Acglu-gD-BLP027.

Inmunogenicidad de la vacuna experimental basada en gD-
BLP0O27

Para investigar si la vacuna experimental His-Acglu-gD-
BLP027 era inmunogénica, realizamos experimentos en
ratones adultos inmunocompetentes. Para estandarizar las
inmunizaciones, dados los diferentes PM de las proteinas
de fusion, elegimos administrar el mismo ndmero de moles
(10%) en cada dosis segun lo detallado en la seccién “Mate-
riales y Métodos”. Diez dias después del segundo refuerzo,
se analizaron los niveles de IgG especificos en suero, asi
como los niveles de IgA en BAL por ELISA (Figura 5).

Se observd que His-gD es inmunogénica cuando se admi-
nistra por via intraperitoneal con el adyuvante completo de
Freund, ya que se detectaron anticuerpos IgG especificos
de gD en suero (Figura 5). Ademas, este protocolo de inmu-
nizacién también fue capaz de inducir una respuesta inmu-
ne humoral en el tracto respiratorio, ya que se encontraron
anticuerpos IgA especificos de gD en BAL (Figura 5). La
respuesta mas potente se observo en el grupo experimen-

Figura 5. Inmunogenicidad de la vacuna experimental
His-Acglu-gD-BLP0O2?7.
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» Los ratones BALB/c de seis semanas de edad se inmunizaron por via
intraperitoneal (I.P.) con His-gD con adyuvante completo de Freund los
dias O (primera dosis), 14 y 28 (refuerzos). Este grupo fue usado como
control para las comparaciones. El resto de los ratones fueron vacuna-
dos por via intranasal (I.N.) con His-Acglu-gD o His-Acglu-gD-BLP027.
Diez dias después del segundo refuerzo, se obtuvieron muestras de
suero y BAL para la determinacién de anticuerpos especificos IgG e IgA
por ELISA. Las placas de poliestireno se sensibilizaron con 3 pg de la
proteina His-gD por pocillo. Cada grupo experimental estuvo integrado
por 8 ratones. Las diferentes letras sobre las barras indican diferencias
significativas entre los grupos. P <0,05 se considerd significativo.
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tal que recibié la inmunizacién intraperitoneal con His-gD
asociada al adyuvante completo de Freund, el cual es uno
de los adyuvantes conocidos mas eficaces, cuyo uso esta
restringido para humanos (Figura 5). Las inmunizaciones
intranasales con His-Acglu-gD y el complejo His-Acglu-gD-
BLPO27 resultaron en niveles elevados de anticuerpos IgG
especificos anti-gD, sin diferencias significativas entre los
dos grupos. Sin embargo, se observé que la vacuna experi-
mental desarrollada en este trabajo tiende a inducir mayo-
res niveles de IgAen BAL en comparacién con los grupos de
ratones inmunizados con His-Acglu-gD o con el adyuvante
de Freund (Figura 5).

Discusién

Diferentes cepas de Lactobacillus pueden estimular las
respuestas inmunitarias innatas y especificas y, en conse-
cuencia, se han propuesto como vectores de vacunas®. La
activacién de la respuesta inmune innata esta mediada por
los receptores de reconocimiento de patrones (RRP) expresa-
dos en las células inmunes que reconocen estructuras mole-
culares conservadas, los MAMP, que activan la produccién de
citoquinas, quimioquinas y otros efectores innatos. El reco-
nocimiento de los Lactobacillus por el huésped esta mediado
predominantemente por el receptor TLR2, que reconoce el PG
de la pared celular, lo que conduce a la activacién y maduracién
de las células dendriticas®” y a la diferenciacién de precursores
monociticos?8. Ademas, la viabilidad de las BL no es necesaria
para lograr este efecto inmunomodulador. De hecho, previa-
mente, este equipo de trabajo demostré que las particulas
semejantes a bacterias derivadas de la cepa IBLO27 mejoran
las respuestas inmunitarias locales y sistémicas, humorales y
celulares cuando se administran conjuntamente con una la va-
cuna oral contra el rotavirus'®, con la vacuna contra el virus de
la influenza administrada por via nasal'# o cuando son usadas
como vectores del antigeno modelo Venus®!. La interaccién
MAMP-RRP desencadena una respuesta inflamatoria controla-
da, que es el principal mecanismo de accién observado en las
BLP utilizadas como plataformas de liberacién de antigenos®®.

Tradicionalmente, las especies de Lactobacillus se han di-
sefiado con el fin de expresar antigenos virales y bacterianos
para inducir respuestas inmunitarias protectoras. Este enfo-
que tiene un problema regulatorio, ya que genera organismos
genéticamente modificados que estan estrictamente controla-
dos por entes gubernamentales®®. En el sistema que desarro-
llamos en nuestro laboratorio, los antigenos etiquetados con
Acglu, una proteina con dominios LysM, se adhieren pasiva-
mente a la superficie de las BLPO27 sin alteracidn del genotipo
y, por lo tanto, sin generacién de microorganismos transgéni-
cos. Por esta razon, se espera que las vacunas basadas en esta
estrategia de presentacion de antigenos tengan un proceso de
aprobacién mas facil, mas rapido y menos costoso. Teniendo
esto en cuenta, se estudid si esta estrategia es adecuada para
el desarrollo de una vacuna candidata contra el HSV-2.

Los virus del herpes simple son la principal causa de Ulceras
genitales en todo el mundo y se transmiten principalmente por

via sexual. La respuesta inmunitaria al HSV-2 tipicamente con-
trola la infeccién mucosa aguda; sin embargo, el virus perma-
nece latente en los ganglios, y hay una excrecion esporadica
de bajo grado del virus durante toda la vida desde las neuronas
sensoriales hacia la mucosa. Por lo tanto, mientras el HSV se
esconde de por vida en los ganglios del trigémino, autonémico
odelaraizdorsal, sereactiva y se elimina de manera asintoma-
tica, lo que hace que la transmisién sea alta®?, La terapia actual
incluye tratamiento antivirico episddico para reducir el tiempo
de curacién y terapia antiviral supresora diaria para reducir la
frecuencia de las recurrencias, la diseminacion del virus y el
riesgo de transmisién3Y, Por este motivo, las vacunas preven-
tivas o terapéuticas son muy deseables para controlar la infec-
cién y/olas enfermedades por herpes®!. A pesar de los intentos
de desarrollar vacunas eficaces contra el HSV-2, actualmente,
no hay ninguna vacuna aprobada disponible.

Una vacuna preventiva seria ideal para prevenir la infeccién
activa y la transmisién del virus, lo que evitaria la infeccion
latente de los ganglios de la raiz dorsal, la reactivacién y las
manifestaciones clinicas que la acompafan. También evitaria
las secuelas de la infeccién primaria y la propagacién viral den-
tro de la poblacién y las complicaciones graves que implica la
reactivacion?. Sin embargo, la utilidad de tal vacuna esta en
duda. La mayoria de las infecciones por herpesvirus ocurren en
la adolescencia®*, por lo que cualquier vacuna profilactica solo
tendria una utilidad dptima si su administracién fuera segura
durante la primera infancia. Entonces, podria ser mas realis-
ta centrarse en vacunas terapéuticas, ya que el propdsito de
estas vacunas no es solo prevenir la diseminacion del virus,
sino también destinarlas a personas que ya estan infectadas
por el virus, con el objetivo de reducir |a recurrencia clinica, la
duracién o gravedad de la misma®. Aunque la mayoria de las
vacunas terapéuticas no son tan eficaces para atacar el virus
latente, el trabajo reciente en la edicién del genoma que invo-
lucra endonucleasas autoguiadas y los sistemas CRISPR/cas9
ofrecen un puente para completar la eliminacién viral®. Una
vacuna terapéutica seria rentable y se administraria de mane-
ra mas eficiente en comparacion con una vacuna profilactica,
dirigida al subconjunto de individuos seropositivos con sinto-
mas clinicos. Si bien la infeccién por HSV-2 tiene una amplia
gama de presentaciones, que varian segin el individuo (que
van desde asintomaticas hasta complicaciones graves como
la queratitis ocular), esta seria una estrategia mas eficaz para
la prevencién de complicaciones clinicas graves en compara-
cién con las vacunas profilacticas®.

Se demostré que gD es la glicoproteina mas abundante en
el virién y el principal estimulo para la generacién de anticuer-
pos neutralizantes contra el virus, por lo tanto, es importante
su estudio para el disefio de vacunas y para el desarrollo de
estrategias terapéuticas novedosas®®. Sin embargo, hasta el
momento, los estudios clinicos realizados con candidatos a va-
cunas contra el HSV-2 han resultado decepcionantes, a pesar
de los datos preclinicos prometedores con vacunas disefiadas
para provocar respuestas de anticuerpos neutralizantes que
se dirigen principalmente contra gD¥’. A pesar de los estudios
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preclinicos prometedores y de un ensayo clinico de fase 3 de
parejas serodiscordantes, que demostraron proteccién en
mujeres doblemente seronegativas para HSV-1 y HSV-2 (pero
no en hombres), realizados con una vacuna formulada con
la proteina recombinante gD-2, un adyuvante patentado de
hidréxido de aluminio (alumbre] y monofosforil lipido A, gD2-
AS04 (GlaxoSmithKline, Brentford, Reino Unido), un ensayo de
campo posterior no encontré proteccién contra la infeccién o
enfermedad por HSV-2 en mujeres doblemente seronegati-
vas®®39, Lavacuna se administré por via intramuscular a los 0,
1y6 meses.

Otra vacuna que completé los ensayos clinicos de fase | es
una cepa de HSV-2 defectuosa en la replicacién, con dos genes
involucrados en la replicacion viral eliminados (UL5 y UL29),
denominada dI5-29 (HSV529, Sanofi Pasteur, Lyon, Francia)°.
En estudios preclinicos, la vacuna fue segura, indujo respues-
tas robustas de anticuerpos y células Ty redujo el estableci-
miento de latencia en los nervios periféricos*%*!, El estudio de
fase |, donde se administréd HSV529 o placebo mediante inyec-
cién intramuscular los dias 0, 30 y 180, también encontré que
la vacuna era segura y provoc6 un aumento de >4 veces en
las respuestas de anticuerpos en participantes seronegativos
para HSV, pero no, un aumento sostenido en las respuestas de
anticuerpos en participantes seropositivos. Ademas, solo un
subconjunto de participantes tuvo respuestas significativas
de células T CD4 e incluso, menos CD8%04L,

Actualmente, existe un impulso para examinar el potencial
de otros adyuvantes y rutas de inmunizacién para lograr alcan-
zar una respuesta inmune protectora contra el herpes genital.

Por otro lado, la inmunogenicidad de una vacuna se ve
afectada por la forma en que se presentan los antigenos vira-
les virus atenuado, con replicacion defectuosa, de ciclo Unico,
virus inactivado o subunidad de proteina con adyuvante), asi
como ladosis y la viade administracion. La via de inmunizacién
se basa a menudo en consideraciones pragmaticas mas que
inmunolégicas. Las vacunas inactivadas pueden ser mas in-
munogénicas cuando se administran por via intradérmica, por
ejemplo, debido a la abundancia de células inmunoestimulado-
ras como las células dendriticas en la dermis®’.

Se demostré en estudios experimentales en animales y
humanos que la inmunizacién nasal es un medio eficaz para
inducir respuestas de memoria celular y de anticuerpos contra
antigenos en el tracto respiratorio, asi como en la mucosa del
tracto genital*. Sin embargo, la vacuna contra la influenza viva
atenuada Flumist® es actualmente la Gnica vacuna nasal auto-
rizada. Se han propuesto diferentes adyuvantes y sistemas de
administracion para el desarrollo de nuevas vacunas nasales
eficaces. No obstante, los esfuerzos previos en humanos con
adyuvantes experimentales derivados de toxinas para la inmu-
nizacién nasal han fracasado debido a los casos notificados
de pardlisis facial transitoria (paralisis de Bell) después de la
vacunacién nasal*2. Por lo tanto, la seguridad de los nuevos in-
munoestimuladores disefiados para la administracién nasal en
humanos debe evaluarse a fondo.

Los adyuvantes actualmente aprobados estan restringidos,

en gran medida, para promover respuestas a las rutas parente-
rales de inmunizacién. Sin embargo, la préxima generacién de
vacunas requerird la inclusién de adyuvantes que también den
lugar a potentes respuestas celulares de tipo Th1 que puedan
contribuir significativamente a lainmunidad contra infecciones
por patégenos intracelulares. Las nuevas estrategias de vacu-
nacién deben usar adyuvantes que estimulen las respuestas
mucosas Y sistémicas a través de diferentes rutas de inmuni-
zacion®’.

En este trabajo, se evalué la capacidad de la construccién
His-Acglu-gD-BLP027 para inducir respuestas inmunes espe-
cificas cuando se administra por via nasal a ratones adultos
inmunocompetentes. La proteina recombinante His-Acglu-gD,
administrada por la misma via, se us6 para las comparacio-
nes. Se observé que la inmunizacién nasal con His-Acglu-gD-
BLPO27 fue eficaz para estimular las respuestas inmunes hu-
morales, respiratorias y sistémicas, lo cual fue demostrado por
el aumento de los niveles de anticuerpos especificos en BAL y
en las muestras de suero de los ratones vacunados. El comple-
jo His-Acglu-gD-BLP027 incrementd los niveles de IgA especifi-
ca en BAL, sin embargo, los niveles de anticuerpos séricos en
ratones tratados con His-Acglu-gD no fueron estadisticamente
diferentes de los observados en los ratones que recibieron el
complejo con las BLPO27 por via nasal. Cabe recordar que la ex-
hibicidn de proteinas implica una compensacién entre una alta
exposicién, que mejorara las interacciones con las CPA, y una
baja exposicion, que protegera la proteina mostrada. El grado
de exposicién y su efecto sobre la inmunogenicidad no se pue-
de medir ni racionalizar!®. De hecho, el uso del sistema de an-
claje propuesto en este trabajo puede resultar en respuestas
del hospedador claramente diferentes*?; esto debe tenerse en
cuenta al disefar estrategias de entrega basadas en BLP.

Existen estudios en donde la oncoproteina E7 del virus del
papiloma humano-16 (human papillomavirus: HPV-16) se ha
mostrado con éxito en la superficie de L. lactis, y la inmuniza-
cién intranasal de ratones C57BL/6 con las bacterias recom-
binantes indujo una respuesta inmune especifica para E744,
Basandose en estos resultados, Ribelles et al. exploraron la
posibilidad de generar una BAL no modificada genéticamente
que muestre la oncoproteina. Para lograr esto, E7 se unié a la
superficie de L. lactis o L. casei (no recombinante]. La admi-
nistracién de estas cepas provocé una respuesta inmune débil
en comparacion con las respuestas observadas para las cepas
modificadas genéticamente®. Este estudio muestra clara-
mente que la localizacién del antigeno juega un papel impor-
tante, pero no revela una tendencia general sobre qué tipo de
localizacién es mas prometedora o sobre cudl serd la respuesta
inmune inducida.

Por otro lado, recientemente, se ha demostrado que el do-
minio LysM es un agonista del TLR2 y que actia como adyu-
vante: los dominios LysM mezclados o fusionados con antige-
nos pueden provocar respuestas inmunes robustas contra los
mismos*®. Este efecto parece ser independiente de cualquier
activacion de células T o de |a presencia de epitopos de células
T, que es para lo que se utilizan a menudo los adyuvantes de
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proteinas. Ademas, se ha identificado que los dominios LysM
son capaces de aumentar lainmunogenicidad de los antigenos
que se coadministran o se unenaellos y también, de aumentar
los titulos de anticuerpos funcionales especificos para dichos
inmundgenos 846, Porlo tanto, la respuesta inmunitaria poten-
ciada, provocada por los adyuvantes inmunoldgicos LysM no
es una respuesta proinflamatoria genérica, sino una respuesta
especifica que es Gtil para adyuvar vacunas. Es asi como nues-
tros resultados sugieren que para algunos antigenos se podria
prescindir del uso de las BLP porque, al fusionarlos con el domi-
nio Acglu, se obtiene una respuesta inmune humoral sistémica
semejante a la formulacién con las particulas. Aunque es nece-
sario realizar nuevos estudios para profundizar en este punto
y para evaluar si ajustando ciertos pardmetros como la dosis
o el esquema de inmunizacidn se puede obtener un efecto si-
milar en la produccidn de anticuerpos en las mucosas, el uso
del dominio LysM como adyuvante simplificaria el proceso de
preparacién de la vacuna y disminuirfa los costos de la misma.

Ademss, los esplenocitos de los ratones tratados con este
complejo produjeron niveles mas altos de TNF-a e IFN-y en
respuesta a la estimulacién con el antigeno especifico en com-
paracin con los otros grupos (datos no mostrados). Estos re-
sultados indican que la vacuna experimental probada es capaz
de inducir una respuesta inmune celular mediada por linfocitos
Th1l. Estos hallazgos son importantes, ya que diversos estu-
dios han demostrado que, aunque los anticuerpos, especial-
mente de tipo IgG, contribuyen significativamente a la protec-
cién contra el herpes genital, la inmunidad protectora contra
el HSV-2 se correlaciona con el desarrollo de una respuesta po-
tente por parte de las células T CD4" o CD8* y del IFN-y, ya que
pueden reducir la gravedad de la infeccidn primaria producida
en ratones, eliminar el virus del sistema nervioso y protegerlos
contra la reactivacion exvivo®C. Sin embargo, no todas las vacu-
nas administradas por via intranasal son capaces de estimular
respuestas inmunes celulares. En este sentido, se realizaron
estudios en donde se probd la capacidad del adyuvante IC31°
en combinacién con la glicoproteina D del HSV-2 para inducir
inmunidad protectora contra la infeccién por herpes genital
en ratones C57BL/6 luego de administrarlo a través de las vias
intranasal, intradérmica o subcutdnea. La inmunizacién con
gD mas IC31° a través de las tres rutas desarrollé respuestas
elevadas de anticuerpos vaginales y séricos especificos con
actividad neutralizante de HSV-2. Sin embargo, solo la inmuni-
zacién intradérmica dio como resultado una significativa res-
puesta a IFN-y esplénico®.

Aunque el tracto genital es un componente del sistema in-
mune de las mucosas, presenta caracteristicas Unicas, que no
comparte con otros tejidos mucosos, y secreciones externas
tipicas. Tanto los tejidos del tracto genital masculino como fe-
menino carecen de sitios mucosos inductivos, analogos a las
placas de Peyer intestinales. En consecuencia, las respuestas
inmunes humorales y celulares locales, estimuladas por infec-
ciones genitales son débiles o estan ausentes, y las inmuniza-
ciones intravaginales repetidas solo dan como resultado res-
puestas humorales minimas*?. En linea con esta observacion,

varios estudios han documentado el valor de la inmunizacién
nasal para montar inmunidad protectora contra el herpes geni-
tal en ratones*®. Por ejemplo, lainmunizacién por via intranasal
con gD combinada con una serie de adyuvantes de probada
eficacia como la emulsién de aceite en agua MF59, las micro-
particulas de poli(D,L-lactida-co-glicdlido) (PLG) (encapsula-
das o coadministradas), los complejos inmunoestimulantes
(ISCOMs ] (incorporados o coadministrados con iscomatrix] y
la enterotoxina desintoxicada de €. coli LT-K63 indujeron res-
puestas de anticuerpos IgA de mucosas (lavado nasal, saliva
y lavado vaginal) que fueron mayores que las inducidas por la
administracién intramuscular de gD con MF59. La inmuniza-
ciénintranasal con estas formulaciones también indujo niveles
sustanciales de IgG en suero y anticuerpos neutralizantes?®,
Otros estudios probaron que la inmunizacién intranasal con gD
en combinacion con alfa-galactosilceramida (alfa-GalCer) pro-
voca una fuerte respuesta sistémica de IgG especifica de gD,
asi como una respuesta linfoproliferativa con un perfil mixto de
citoquinas Th1/Th2 en el bazo, los ganglios linfaticos medias-
tinicos y los ganglios linfaticos genitales, y potentes respues-
tas linfoproliferativas e IFN-y especificos de gD en los ganglios
linfaticos genitales y en el bazo*®. La vacuna experimental
His-Acglu-gD-BLP027 presentada en este trabajo, administra-
da a ratones adultos inmunocompetentes por via intranasal
fue eficaz para estimular las respuestas inmunes humorales,
respiratorias y sistémicas y para inducir una fuerte respuesta
inmune celular mediada por linfocitos Th1. Desde el punto de
vista de la aplicacién, el dominio LysM puede sacarse de su
contexto natural y fusionarse con otras proteinas. Por lo tanto,
la plataforma presentada en este trabajo permitiria unir cual-
quier proteina o péptido de interés al PG de las bacterias Gram
positivas. Aunque es necesario realizar mas estudios, esto abre
la posibilidad al desarrollo de vacunas de mucosas multivalen-
tes que permitirdn aprovechar la capacidad adyuvante de las
BLP optimizando los costos de produccién y facilitando la admi-
nistracién de las mismas a la poblacién. Ademas, como se de-
mostré previamente®!, la presentacién de proteinas recombi-
nantes en la superficie de las IBLP es una excelente estrategia
por razones relacionadas con la estabilidad y la accesibilidad
de la proteina presentada.

Por otro lado, las BLP derivadas de L. lactis con el dominio de
unidn al PG AcmA se evaluaron ampliamente como portadoras
de antigenos respiratorios e intestinales, y se obtuvieron res-
puestas inmunes mucosas, especificas de dichos antigenos®..
Sabiendo que las BLP se pueden usar de dos maneras: como
adyuvantes al mezclarlas con los antigenos o como portadoras
cuando el antigeno se une a su superficie a través de una eti-
queta de unidn al PG, Bi et al. Disefiaron una vacuna de admi-
nistracién nasal contra el HIV tipo 1 (HIV-1)2. En este estudio,
unieron trimeros de la proteina gp120 del HIV-1 a la superficie
de las BLP utilizando AcmA o mezclaron la proteina gp120 con
las particulas, y se usaron dos vias, intramuscular o intranasal,
parainmunizar ratones y cobayas. Encontraron que ambas for-
mulaciones indujeron IgG especifica de gp120, pero solo el an-
tigeno unido a las BLP como vehiculo de administracién indujo
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con éxito SIgA mucosa en ratones, no solo en la cavidad nasal,
sino también en los sitios de la mucosa vaginal y rectal. Ade-
mas, los lavados nasales de cobayas inmunizadas con gp120
unida a las BLP pudieron neutralizar pseudovirus del HIV-1 de
nivel 18. Esto indica que la unién de trimeros de gp120 a las
BLP es una buena estrategia para inducir respuestas inmunes
humorales y mucosas y que las BLP utilizadas como portado-
res de los trimeros de gp120 en su superficie inducen mejores
respuestas inmunitarias de la mucosa que las BLP mezcladas
con lo trimeros de esta proteina.

Sibien en este trabajo se valoré la produccion de anticuer-
pos sistémicos y del tracto respiratorio especificos para gD, es
necesario continuar con mas estudios que evalden los niveles
de anticuerpos presentes en la mucosa genital, su capacidad
de neutralizacién viral y la capacidad protectora de la vacuna
frente a un desafio con HSV-2.

Se requiere una vacuna que, administrada por via intrana-
sal, pueda activar el sistema inmunolégico estimulando los si-
tios mucosos distantes. Los resultados aqui obtenidos y los an-
tecedentes mencionados nos permiten proponer la plataforma
constituida por Acglu-BLPO27 como una herramienta promete-
dora para la generacién de vacunas mucosas que estimulen no
ololainmunidad local, sino que también potencien la respuesta
inmune en sitios mucosos distantes.
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