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Resumen

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es el principal agente causante de heumonia
adquirida en la comunidad, una enfermedad infecciosa del tracto respiratorio
responsable de altas tasas de mortalidad y morbilidad principalmente en nifios menores
de cinco afos. Esta bacteria gram positiva presenta una capsula polisacaridica que
constituye el principal determinante antigénico y es ademas un importante factor de
virulencia. Segun la composicién del polisacarido capsular se distinguen 92 serotipos
gue varian en su prevalencia segun la zona geogréfica y edad de la poblacion.

Al presente existen dos tipos de vacunas antineumocadcicas ambas formuladas en base
a una mezcla de polisacaridos capsulares (PnPs) de los serotipos mas prevalentes. Si
bien su implementacion ha disminuido notoriamente la incidencia de la enfermedad, la
situacion epidemioldgica se encuentra lejos de estar controlada principalmente porque
las vacunas formuladas en base a polisacaridos solo confieren proteccién contra un
namero limitado de serotipos. Por esta razon, varias proteinas neumocécicas
conservadas con potencial inmunoprotector estan siendo evaluadas como candidatos
para la formulacion de vacunas ya que tiene el potencial de conferir proteccién universal
independiente de serotipo.

Por su importancia como factor de virulencia y por su alto grado de conservacién en la
mayoria de los aislados clinicamente relevantes, la citotoxina hemolitica neumocécica
neumolisina (PLY) tiene gran potencial como antigeno para la formulacién de vacunas.
Dentro de las estrategias consideradas para el desarrollo de vacunas
antineumocdcicas, un punto muy importante es la generacion de proteccion a nivel de la
mucosa nasofaringea que representa la puerta de entrada del patégeno. Las respuestas
en mucosas son inducidas mas eficientemente si la vacuna es administrada por esta
misma via, pero dentro de las diferentes opciones de inoculacion mucosa existen
importantes variaciones en cuanto al tipo y localizacion de la respuesta inmune
generada. En cuanto al tracto respiratorio, la administracion intranasal (i.n.) ha mostrado
un amplio potencial, pero también se ha asociado con efectos secundarios neuroldgicos
y ha generado dudas en cuanto a su seguridad por lo que otras alternativas son
necesarias.

La ruta de administracion sublingual (s.l.), que consiste precisamente en colocar la
formulacion abajo de la lengua, es una alternativa para la vacunacibn mucosa contra

enfermedades respiratorias y ya existen varios antecedentes preclinicos que
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demuestran proteccion en distintos modelos. Sin embargo, hasta ahora no existen
trabajos que hayan evaluado la eficacia de vacunas sublinguales contra neumonia
neumocacica invasiva.

Empleando un modelo murino de neumonia neumocécica invasiva, este trabajo
muestra que la administracion s.l. de PnPs serotipo 1 confiere una proteccién del 60%
frente a un desafio letal con un aislado clinico de neumococo del mismo serotipo. El
perfil de la respuesta inmune en animales protegidos mostré un incremento en el
porcentaje de linfocitos T productores de interleuquina diecisiete (IL-17) e interferon
gama (INFy) a nivel de ganglios submandibulares, lo que se encuentra en linea con lo
establecido anteriormente por nuestro y otros grupos.

Dado que la actividad hemolitica de neumolisina representa un problema para la
formulacion de vacunas, para evaluar su potencial antigénico se emplearon variantes
recombinantes carentes de citotoxicidad. El toxoide recombinante PLYAA146 cuenta
con una delecibn aminoécidica puntual y el toxoide recombiante PLYt se generé
mediante insercion de un coddn de terminacion que hace que la proteina carezca del
extremo carboxilo terminal responsable de la toxicidad.

La vacunacion s.I. con PLYAA146 no produjo un aumento significativo de los niveles
IgG en suero. Sin embargo, la toxina con actividad hemolitica completa si mostré ser
inmunogénica y no mostré signos de toxicidad por ruta SL. En cambio, la vacunacién
con el toxoide PLYt, en mayores dosis, s6lo o coadministrado en conjunto con toxina
colérica (CT) o flagelina (FliC) como adyuvantes, indujo un aumento significativo del
titulo sérico de IgG especifica y proteccidon parcial frente a un desafio letal con S.
pneumoniae.

En conjunto los resultados obtenidos demuestran que la administracion sublingual de
dos antigenos de distinta naturaleza, induce una respuesta inmune adaptativa, humoral
a nivel sistémico y de linfocitos T en los ganglios drenantes. Ademas, los estudios
preliminares mostraron que la vacunacién sublingual es capaz de conferir proteccién
parcial frente a neumonia neumocécica invasiva causada por un aislado clinico de
serotipo 1.

Estos resultados constituyen un antecedente Unico y demuestran el potencial de la ruta
de vacunacioén sublingual para la prevencién de infecciones respiratorias en general y

de la neumonia neumocécica invasiva en particular.






I. Introduccioén

[.1. Superficies mucosas e inmunidad

Los epitelios mucosos representan la mayor superficie en contacto directo con el
ambiente externo. Se estima que comprenden aproximadamente 400 m? en el ser
humano adulto [1]. Cubren las cavidades y canales del cuerpo como los tractos
urogenital, digestivo y respiratorio, también el oido interno y la superficie ocular entre
otros. Se caracterizan por la presencia de células secretoras de mucus, y aunque su
organizacion varia, todos se presentan como finas capas permeables al interior (0
exterior) del cuerpo, compuestos por una superficie delgada de células epiteliales por
encima de una capa mas profunda de tejido conjuntivo denominado lamina propria.
Estas caracteristicas van de acuerdo con su funcion fisiolégica de intercambio con el
medio externo que implican la absorcion y secrecion de sustancias asi como
intercambio gaseoso.

Las superficies mucosas también actlan como barrera limitando el acceso de
microorganismos Yy toxinas al medio interno. Ademas de la barrera fisica impuesta por
los epitelios, las mucosas cuentan con mecanismos inmunes que participan activamente
de la defensa frente a la infeccién. El sistema inmune de mucosas (SIM) representa el
80% de los leucocitos del individuo [2] . Su funcidn es reconocer y captar antigenos
microbianos para generar respuestas innatas y adaptativas que impidan la colonizacion
del epitelio e invasion hacia el medio interno. Paralelamente, debe evitar responder
frente a sustancias inocuas a las que se encuentra expuesto como las provenientes del
alimento, particulas aéreas y organismos comensales. Por lo tanto, el mantenimiento de
la homeostasis en las mucosas es un proceso activo que depende de mecanismos
capaces de promover tolerancia frente a los antigenos inocuos o microorganismos

comensales [3].

I.1.1. Caracteristicas generales y organizacion del SIM

El SIM se encuentra funcional y anatomicamente dividido en dos componentes: los

tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés mucosal-
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associated lymphoid tissue) y la lamina propia junto con sus glandulas asociadas [4].
Los MALT son estructuras organizadas que comprenden los sitios inductores del SIM,
donde se inician las respuestas especificas de antigeno. El conocimiento del sistema
inmune de mucosas deriva principalmente del estudio del sistema inmune del tracto
digestivo y en segundo lugar del tracto respiratorio. En base al estudio del sistema
inmune de mucosas de estas regiones la capa epitelial de los MALT se ha descrito
como un epitelio simple en el que ademas esta presente un conjunto de células
especializadas (células M) que captan contenido en la superficie mucosa y lo
transportan por transcitosis hacia el interior del tejido linfoide. En el MALT se encuentran
todos los tipos de células requeridas para la generacion de una respuesta inmune por lo
que, en el contexto adecuado, el material transportado por las células M puede ser
procesado e iniciar una respuesta adaptativa especifica. La lamina propia y los tejidos
glandulares asociados comprenden los sitios efectores del SIM, donde se encuentran
dispersas las células T y B activadas que median la producciéon de anticuerpos y la
inmunidad celular [4]. La produccién de anticuerpos subclase IgA secretoria (slgA) es
uno de los mecanismos mas importantes para la defensa de los epitelios mucosos
Debido a la ausencia de células fagociticas y complemento en el lumen de los tractos
mucosos la principal funcién es la neutralizacién de toxinas y moléculas de adhesion de
patdgenos [5]. Ademas, las células T efectoras distribuidas en los tejidos mucosos

refuerzan la funcién de barrera [6].

Existe una migracién constante de linfocitos activados desde los sitios inductores a los
sitios efectores. Los linfocitos que son activados en los MALT expresan un conjunto
caracteristico de moléculas de adhesion y receptores de quimioquinas que se unen a
ligandos complementarios presentes en superficies y tejidos linfoides mucosos, lo que
genera un patrén de recirculacion preferencial hacia estos tejidos [7].

Esta migracion se da principalmente hacia el propio sitio de induccion y tejidos mucosos
adyacentes, pero en algunos casos también a tejidos mucosos distantes. Las
respuestas iniciadas en los tejidos linfoides asociados a la mucosas gastrointestinal
(GALT, del inglés gastrointestinal-associated lymphoid tissue) confiere inmunidad
mayoritariamente en el tracto gastrointestinal. Sin embargo la induccion a nivel del tejido
linfoide asociado a la mucosa respiratoria (NALT, del inglés nasal-associated lymphoid
tissue) genera inmunidad a nivel de la mucosa respiratoria y glandulas salivales pero

también en tracto genital [1].
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[.2. Enfermedades infecciosas del tracto respiratorio: Neumonia

Adquirida en la Comunidad

Las infecciones del tracto respiratorio bajo constituyen la tercera causa de muerte en el
mundo y son las que producen mayor mortalidad dentro de las enfermedades
infecciosas [8]. Dentro de las infecciones del tracto respiratorio bajo, la neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) es una de las mas comunes representando cerca del
1% del total de las admisiones en centros de salud [9].

La NAC se define como una infeccién aguda del tracto respiratorio bajo en pacientes no
hospitalizados que afecta especificamente los alvéolos pulmonares causando
dificultades respiratorias. [8] [10].

Se conocen muchos agentes etiolégicos responsables de neumonia no hospitalaria,
tanto virales como bacterianos. Sin embargo la mayoria de los casos son causados por
unos pocos patégenos [11] Entre los agentes virales el virus respiratorio sincicial es el
mas frecuente, pero otros virus como rinovirus, parainfluenza, influenza y adenovirus
también son prevalentes [12]. Dentro de los agentes etioldgicos bacterianos,
Streptococcus pneumoniae  (neumococo) es el patébgeno detectado mas
frecuentemente. Otros agentes bacterianos comunes son Haemophilus influenzae tipo
b, Staphylococcus aureus y Moraxella catarrhalis [8, 13]

La prevalencia de cada agente varia segun la edad, region, esquemas de inmunizacion,
uso de antibiéticos, método de diagnostico, entre otros factores [14].

En general S. pneumoniae ha sido identificado como el principal patdgeno causante de
neumonia, siendo responsable del 1% de los fallecimientos anuales en nifios menores
de 5 afios a nivel mundial [15]. Ademas es responsable de altas tasas de morbilidad en
adultos siendo hallado en entre el 30% [11] [16] y hasta 48 % de los casos de NAC en
adultos [17].

|.3. Streptococcus pneumoniae

[.3.1 Principales caracteristicas microbioldgicas

S. pneumoniae es un coco Gram positivo capsulado de entre 0,5y 1,25 um de didmetro.

Posee una forma lanceolada caracteristica y generalmente se encuentra formando
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pares o cadenas cortas [18]. Es anaerobio facultativo y exigente desde el punto de vista
nutricional. Para producir energia fermenta una variedad de carbohidratos y como no
posee catalasa ni peroxidasa es muy sensible a los productos de su metabolismo
fermentativo. En cultivo se le proporciona catalasa mediante agregado de eritrocitos
para evitar la acumulacion de peréxido de hidrogeno que destruye al microorganismo
[19]. En agar-sangre crece formando colonias circulares, brillantes y umbilicadas de
aproximadamente 1 mm de diametro. Alrededor de las colonias se produce una zona de
coloracién verdosa como consecuencia de que poseen una alfa-hemolisina que degrada

parcialmente la hemoglobina [19].

1.3.2 Patogénesis y Epidemiologia.

Neumococo forma parte de la flora normal de la nasofaringe humana. Los individuos
colonizados se denominan portadores y constituyen el reservorio natural de la bacteria.
Esta poblacion esta constituida principalmente por menores de 5 afios entre los cuales
se estima que 20-40% del total son portadores. La prevalencia asciende a 40-60% en
los nifios que concurren a centros de educacion inicial. En los adultos sanos se estima

gue el 10% de los individuos son portadores [20].

La colonizacibn de la nasofaringe es asintomatica, en cambio el pasaje del
microorganismo y la consecuente generacion de inflamacion en diferentes partes
estériles del organismo resulta en diferentes manifestaciones patoldgicas y enfermedad.
La enfermedad neumocdcica se divide en dos grandes categorias: no invasiva e
invasiva [21].

La enfermedad no invasiva comprende infecciones confinadas a superficies mucosas,
siendo las mas comunes la neumonia no bacteriémica, otitis media y sinusitis. La
enfermedad invasiva es de mayor gravedad e implica propagacion de la infeccion a
tejidos circundantes, particularmente hacia la sangre produciendo bacteriemia. Dentro
de las principales manifestaciones invasivas se encuentran la neumonia bacteriémica,
la meningitis, septicemia y endocarditis, entre otras [22, 23]

Se considera que en general la enfermedad progresa desde colonizacion a bacteriemia,
con o sin neumonia, y desde la sangre consecuentemente puede acceder a las
meninges [24]. Las manifestaciones mas comunes son las menos severas, otitis media

y neumonia no bacteriémica, mientras que la bacteriemia ocurre en general como una
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complicacién de la neumonia y solo en la minoria de los casos se produce meningitis
[25]. La endocarditis es una complicacion grave que usualmente ocurre en adultos
mayores con condiciones cardiacas subyacentes y es una importante causa de muerte
en esta poblacion [23]

Entre el 15 y 30% de los pacientes con neumonia desarrollan enfermedad invasiva y es
mas prevalente en poblaciones menores de cinco afios, adultos mayores y sujetos HIV
positivos [26]. Dentro de las manifestaciones invasivas la neumonia comprende la

primera causa de mortalidad infantil y la meningitis la segunda[27, 28].

La variacién de la composicion estructural de la capsula polisacaridica (ver siguiente
seccion) permite clasificar a S. pneumoniae en 93 serotipos diferentes. La distribucién
de los mismos varia segun la edad de la poblacion estudiada y las regiones geograéficas.
Los diferentes serotipos presentan importantes variaciones en su capacidad invasiva y
para colonizar la nasofaringe. Estimaciones de diferencias en permanencia
nasofaringea varian entre 5.9 y 19.9 semanas [29, 30]. Aunque un mayor tiempo de
colonizacién aumenta la ventana temporal para causar enfermedad, algunos serotipos
soOn mas propensos a causarla en cada episodio de colonizacion. Por ejemplo, los
serotipos 4, 5, 7F y especialmente el 1 son rara vez encontrados en nasofaringe pero
son hallados en alta proporcién en aislados de enfermedad invasiva [31, 32]. El 80% de
los casos de enfermedad invasiva son causados por un grupo limitado de serotipos, y Si
bien algunos son causantes de todas las manifestaciones de la enfermedad, otros son
asociados a presentaciones clinicas particulares [31].

Aunque algunos pocos serotipos son comunmente encontrados en todo el mundo, en
general la prevalencia de cada uno varia con la region geografica, edad de la poblacién
y esquema de inmunizaciéon [33].

En Uruguay hasta el afio 2009 en nifios de entre 0 y 14 afios, los serotipos mas
prevalentes causantes de neumonia neumocdcica eran en orden los serotipos 14, 1, 5,
3, 9V, 6B, y 7F. Estos representaban el 91% de los aislados clinicos [34, 35]. Datos
mas recientes indican que el serotipo 14 practicamente habia desaparecido del pais
para el afio 2009 luego de la introduccion de la vacuna conjugada heptavalente (ver
mas adelante) y a partir de esto el serotipo 1 se ubica como el mas prevalente en nifios

menores de cinco afios [36].

[.3.3 Factores de virulencia
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Como todos los patégenos, neumococo presenta una variedad de moléculas de distinta
naturaleza, dispuestas sobre la superficie o en el interior de la bacteria que contribuyen
a su patogénesis (Fig. 1). A menudo funcionan interaccionando directamente con
componentes del huésped pero también funcionan evitando el reconocimiento por parte
de los mecanismos inmunes del huésped. En las siguientes secciones se trataran

detalladamente las mas importantes desde el punto de vista

Polisacéarido capsular

Como se mencion0 anteriormente S. pneumoniae esté exteriormente recubierto por una
capsula compuesta principalmente por polisacéridos, la cual segun su variacién
antigénica y estructural define mas de 93 serotipos de neumococo. Esta capsula
polisacaridica de entre 200 y 400 nm de espesor esta unida covalentemente al
peptidoglicano de la pared celular y generalmente presenta carga negativa [25].

El polisacarido capsular (PnPs) es considerado el principal determinante de virulencia
de la bacteria, variantes no capsuladas presentan virulencia reducida comparadas las
capsuladas de la misma cepa [37, 38] y salvo en raras excepciones todos los aislados

clinicos presentan cépsula [25].

Se ha demostrado que la capsula cumple una amplia variedad de funciones criticas
para la supervivencia del patégeno. Por un lado forma un escudo que evita que
proteinas y otros grupos quimicos sean reconocidos por sistema del complemento y
anticuerpos inhibiendo la opsonizacién e interaccion con las células fagociticas
(Winkelstein 1981). Ademas disminuye la expulsion mecanica por las secreciones
mucosas Yy restringe la accion de antibiéticos [39].

Junto con muchos otros carbohidratos presentes en la superficie de otros patégenos los
polisacaridos de neumococo son considerados antigenos T independiente tipo Il. El
mecanismo clasico de induccion de inmunidad adaptativa es desencadenado por
antigenos que pueden ser nivel del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, del
inglés: Major Histocompatibilty Complex) de clase Il, que se refieren casi
exclusivamente a los de naturaleza proteica [40, 41]. La respuesta inmune a la mayoria
de los PnPs es desencadenada por activacion de células B maduras sin participacion de
linfocitos T, muy probablemente por reconocimiento de su estructura repetitiva por parte
de las inmunoglobulinas de superficie de linfocitos B-1 [42]. El resultado es la
produccion de anticuerpos IgM de baja afinidad, este tipo de activacion sin participacion

de linfocitos T es rapida, pero no resulta en cambio de clase ni maduracion de la
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afinidad [43]. Estos anticuerpos cumplen un rol fundamental en la respuesta inmune
contra S. pneumoniae y son capaces de proteger por si solos frente enfermedad

invasiva en un modelo de raton [44].

Desde hace algunos afios esta demostrado que algunos antigenos polisacaridicos son
capaces de ser presentados a nivel del MHC-II de células presentadoras y activar
células T [45]. El factor comUn entre éstos es la presencia de centros con cargas
positivas y negativas dentro de la unidad de repeticién, por lo que son denominados
zwitterionicos [46]. El PnPs de tipo 1 de neumococo (PnPs-1) pertenece a este grupo y
su capacidad de ser presentado en MHC Il y activar células T a través de un
mecanismo dependiente de O&xido nitrico ha sido demostrada [47]. En nuestro
laboratorio se han obtenido resultados que apoyan este descubrimiento. La proteccién
frente a un desafio letal por serotipo 1 ofrecida por una infecciéon subletal homdéloga
siete dias antes es mediada no solo por anticuerpos IgM, si no también IgG contra
PnPs-1. Ademas los animales protegidos mostraron diferencias significativas en los
porcentajes de células T CD4" productoras de interleuquina 17 (IL-17) con respecto al
serotipo 3 que no es zwitterionico y por lo tanto no es presentado en MHC-I11 [48].

Esta particularidad hace a PnPs-1 un antigeno,muy atractivo dentro del grupo de los
antigenos polisacaridicos para investigar mecanismos potenciadores de la inmunidad

humoral y celular frente a especialmente en vacunas anti neumocdcicas.

Proteinas de superficie
A pesar de que PnPs es considerado el principal factor de virulencia de S. pneumoniae,
existen proteinas que contribuyen significativamente a la patogénesis durante la

enfermedad neumocdcica y estan involucradas directamente en el proceso de infeccion.
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Figura 1. Esquema de S. pneumoniae y sus principales factores de virulencia. Se encuentran representados
los principales factores de virulencia y su localizacion. De izquierda a derecha: Serin Proteasa (PrtA), Factor de
Virulencia y Adhesion A de neumococco (PavA), Adhesina de Superficie Neumocdcica A (PsaA), Proteina de
Superficie Neumocdcica A (PspA), Hialuronato Liasa (HylA), Polisacarido Capsular (PnPs) Proteina de Superficie
Neumocécica C (PspC), Neuroaminidasa A (NanA), Neumolisina (PLY) y Autolisina A (LytA). También se muestran
los componentes de la pared celular: Acido lipoteicoico (LTA) y Acido teicoico (TA). Tomado y adaptado de Nieto et
al. 2013 [49].

Un grupo importante de proteinas de superficie de S. pneumoniae son las proteinas de
union a colina (CBP, del inglés: Choline Binding Protein). Estas son factores virulencia
gue se unen a residuos de fosforilcolina de la pared celular a través de un motivo
conservado de union a colina [37]. Las mejores caracterizadas hasta el momento son la
proteina de superficie neumocécica A (PspA, del inglés: Pneumococcal Surface Protein
A), C (PspC, del inglés: Pneumococcal Surface Protein C), también conocida como
CbpA (Choline-binding protein A) y SpsA (Streptococcus pneumoniae secretory IgA
binding protein) y la autolisina A Lyt A (Lytic Amidase).
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PspA interfiere con la fijacion del componente C3 del complemento sobe la superficie de
la bacteria [37] y también la protege de la actividad de la apolactoferrina, una proteina

con propiedades bactericidas que forma parte del sistema inmune innato [50].

PspC interacciona con varios componentes del hospedero. Por una parte PspC
interacciona con los residuos de acido sialico de células epiteliales del tracto respiratorio
alto lo que favorece la colonizacion. Adicionalmente, la interaccion con receptores de
IgA facilita la translocacién de la bacteria al medio interno [51, 52]. Por dltimo, la
afinidad de PspC por el factor H del hospedero actia como un mecanismo de evasion
evitando la deposicion de complemento sobre la superficie de la bacteria [53].

La enzima LytA media la autdlisis de la pared celular de neumococo que lleva a la
liberaciéon de un importante factor de virulencia proteico denominado neumolisina (ver
siguiente seccién), asi como otros componentes de la bacteria que promueven la

respuesta proinflamatoria [54-56].

Neumolisina

Debido a su participacién clave en la patogénesis de la enfermedad neumocdcica, la
endotoxina neumolisina (PLY) es uno de los antigenos proteicos mejor estudiados.
Neumolisina es producida por todos los aislados clinicamente relevantes de neumococo
[23, 57]. Pertenece a la familia de las citolisinas dependientes de colesterol (CDC), junto
con otros numerosos miembros producidos por mas de 20 especies bacterianas gram
positivas de los géneros Clostridium, Streptococcus, Listeria, Bacillus, y

Arcanobacterium [58]. En todos los casos funcionan como factores de virulencia.

PLY tiene una longitud de 471 aminoéacidos y un peso molecular de 57,2 KDa.
Estructuralmente se organiza en cuatro dominios globulares, caracteristica conservada
dentro de la familia CDC [37]. Interacciona con el colesterol de manera muy especifica a
través de varios motivos presentes en sus cuatro dominios [59]. Esta interaccion
desencadena una compleja secuencia de eventos en donde la proteina sufre
importantes cambios conformacionales. En solucion acuosa se encuentra
principalmente en forma monomérica, mientras que en presencia de colesterol forma
dimeros u oligdbmeros denominados pre-poros [60]. Cuando se encuentra embebida en

bicapas lipidicas se ensambla formando estructuras poliméricas en forma de grandes
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poros de entre 40 a 50 mondmeros y de 35 a 45 nm de didmetro [61]. Esta capacidad
de oligomerizar y formar poros sobre membranas eucariotas es responsable de la
actividad citolitica de la toxina. Como consecuencia del influjo de moléculas de alto peso
molecular hacia el interior de la célula y del desprendimiento de fosfolipidos en
estructuras que contienen oligobmeros de PLY, se compromete la integridad de la

membrana lo que conduce a la lisis celular [62-64].

Los efectos citotdxicos se consideran el principal mecanismo por el que PLY promueve
la virulencia de neumococo [63, 65]. Neumolisina disminuye el batido ciliar en el epitelio
respiratorio ciliado lo que favorece colonizacion y diseminacién al tracto respiratorio
bajo. Los efectos de PLY sobre células epiteliales alveolares y células endoteliales
pulmonares provocan disrupcion capilar en los alvéolos que favorecen la generacion de
edema el cual provee de nutrientes a la bacteria y facilita su pasaje al compartimiento
sistémico [66, 67].

Estos efectos liticos sobre las células del hospedero son significativos cuando PLY es
administrada o generada en cantidades suficientes. Por debajo de este umbral, a
concentraciones subliticas, se han descrito una amplia variedad de actividades
biolégicas adicionales en general con efectos proinflamatorios patolégicos. Las mas
importantes tienen que ver con los efectos, directos o indirectos, de la proteina sobre
receptores y células del sistema inmune. El hospedero reconoce y responde a PLY a
través de varios mecanismos siendo uno de los principales blancos de la respuesta
inmune contra S. pneumoniae. Paraddjicamente, casi la totalidad de estos prolongan el
estado inflamatorio del tejido pulmonar que obstaculiza el intercambio gaseoso y no
contribuyen a la eliminacién de la bacteria, si no que favorecen su persistencia y
diseminacion.

Uno de los efectos mas relevantes de PLY sobre el sistema inmune es su capacidad de
activar el sistema del complemento por la via clasica. Incluso a baja concentracion, la
toxina es capaz de activar complemento en suero humano que carece de anticuerpos
anti-PLY [68]. Se plantea que interaccionando con la porcion Fc de inmunoglobulinas G
y la proteina Clq simultaneamente o solo con la Ultima, PLY activa complemento a
través de sitios diferentes a los involucrados tanto en la oligomerizacion como en la
interaccidon con colesterol [69, 70]. La respuesta inflamatoria generada debido a la
activacion del complemento se considera una contribucion adicional (e independiente de

la actividad citolitica) de PLY a la supervivencia pulmonar de neumococo.
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Por otro lado PLY es responsable de una variedad de efectos inmunomoduladores
sobre neutréfilos y monocitos, los principales componentes celulares responsables de la
resolucion de la infeccibn neumocadcica pulmonar, pero también se describen efectos de
este tipo sobre células epiteliales y linfocitos T. Aunque la mayoria de éstos son
concordantes con los efectos patoldgicos observados al administrar PLY purificada o
durante la infeccibn neumocdcica, en la mayoria de los casos siguen en discusion los

mecanismos concretos que llevan a estos efectos.

Utilizando un modelo de infeccion in vivo con mutantes de neumococo deficientes en
PLY, Kadioglu et al. demostraron que el reclutamiento celular en pulmon,
particularmente de neutréfilos, se ve demorado y es de menor magnitud durante la
infeccion con la cepa deficiente en PLY en comparacion con la cepa salvaje [71]. Los
autores concluyen ademas que a pesar de que PLY provoca un rapido y mayor infiltrado
de neutrofilos a los espacios alveolares, éstos no son capaces de promover la
eliminacion de la bacteria, observacién consistente con la capacidad de PLY de inhibir
variadas funciones de los fagocitos como estallido respiratorio y liberacién de enzimas
lisosomales. Una investigacion posterior en modelo in vitro confirma este resultado y
agrega que estas diferencias no dependen solamente de la presencia de la proteina si
no ademas de complejas interacciones entre el hospedero y el patégeno ya que no se
reproducen exactamente al administrar la proteina purificada [72]. El mecanismo preciso
del efecto quimiotactico de PLY sobre neutréfilos podria tratarse de un efecto indirecto
de la produccién de mediadores inflamatorios debido a activacion de complemento [69]
o de un efecto directo sobre los propios neutréfilos como la estimulacion de produccién

de IL-8 [73] y/o de otros mediadores pro inflamatorios [74]

Las actividades de monocitos/macrofagos alveolares también son alteradas por PLY.
Por un lado se ha observado que en monocitos humanos estimula la produccién de
citoquinas como TNF-q, IL-1B e IL-6 [75] pero ademas de quimioquinas tipo CXC como
MIP-2 (homodloga a CXCL-8 humana) y KC en macréfagos residentes de pulmén de
raton [76],[77]. Estas actividades se correlacionan con su capacidad de inducir
inflamacion y promover el influjo de neutrdfilos caracteristico de la infeccion
neumocécica descritos anteriormente. Los macréfagos alveolares son en gran medida
los responsables de controlar el estado inflamatorio en pulmén [78] por lo que los
mecanismos desencadenados por PLY estarian favoreciendo la permanencia del

patégeno mas que la resolucion de la infeccion.
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Varios trabajos han sugerido que parte de los mecanismos proinflamatorios promovidos
por PLY se deben al menos en parte a su capacidad de activar la sefializacion via TLR4
(del inglés, Toll-like receptor 4). Un trabajo publicado por Malley et al. sugirid6 que la
respuesta inflamatoria de macréfagos depende del reconocimiento de PLY por parte de
TLR4 [79]. Adicionalmente el estudio mostré que ratones portadores de una mutacion
en TLR4 que afecta la sefializacion a través de dicho receptor, son significativamente
mas susceptibles a desarrollar enfermedad invasiva cuando son infectados con una
cepa serotipo 3 productora de PLY pero no cuando son infectados con una cepa
deficiente en PLY. La mayor susceptibilidad a la infeccion, produccion de IL-6, TNF-a y
translocacion del factor de transcripcion NF-k (del inglés, Nuclear Factor Kappa B) en
respuesta a PLY en macréfagos peritoneales también se vio comprometida en ratones
deficientes en la proteina MyD88, adaptador en la cascada de sefializacién interna para
todos los receptores de tipo Toll excepto TLR3 [80]. Por su parte Gray et al.
demostraron que el dominio 4 de PLY es capaz de activar monocitos humanos y
macrofagos muirnos de forma parcialmente dependiente de TLR4 [81]. En acuerdo con
estos resultados, otros estudios demostraron que la produccién de CXCL-8 inducida por
PLY en células nasofaringeas es parcialmente dependiente de la actividad hemolitica
de la proteina pero requiere influjo de iones calcio y activacion de MAPK (del inglés:
Mitogen-activated protein kinase) via TLR4 [82]. Sin embargo, otros resultados indican
gue PLY no es un agonista de TLR4. El trabajo de McNeela et al. [83] plantea que PLY
por si sola no es capaz de inducir la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias ni en
macro6fagos ni en células dendriticas, pero si es capaz de promover la activacion de
células innatas y amplificar la produccién de citoquinas en respuesta a agonistas de
TLRs. Ademas, los autores demostraron que PLY promueve la activacion del
inflamasoma de NLRP3 y secrecion de IL-1p y también IL-1a. Por otro lado, PLY indujo
la secrecion de dos citoquinas fundamentales en la respuesta protectora contra
neumococo, IL-17 e INF-y en esplenocitos in vitro en un mecanismo dependiente de
NLRP3 (del inglés, Nod-like receptor PYRIN domain-containing protein 3) pero no de
TLRA4,. PLY también indujo la secrecion de IL-17 en células T-yd e INF-y en células NK
in vivo en pulmones de ratones infectados con una cepa de neumococo capaz de
expresar PLY pero no en una cepa mutante deficiente en la expresion de la citolisina
[83]

Aunque aun existen discrepancias acerca de la capacidad de PLY de activar TLR4,
todos los trabajos sugieren que PLY es capaz de activar células del sistema inmune

innato al menos a través de un receptor innato ya sea de la familia de los NLR o TLR lo
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gue representa una actividad biolégica directa adicional ademas de la actividad
hemolitica y activacion de complemento que ciertamente contribuye a los efectos
biolégicos de la proteina y la inflamacion durante la infeccion. Por lo tanto, bloquear
dichas actividades podria ser beneficioso a la hora de limitar la patologia. Al mismo
tiempo, las actividades inmunomoduladoras de PLY hacen de esta proteina un

candidato interesante para la formulacion de vacunas antineumocacica.

I.4 Respuesta inmune durante la neumonia neumococica

Como se mencioné anteriormente, la colonizacion asintomatica de la nasofaringe en
muchos casos precede a la infeccion y es ademas el reservorio de S. pneumoniae en la
comunidad. Durante colonizacion, la respuesta inmune local de las vias superiores
cumple un rol fundamental en la contencion del patégeno [20].

Las células epiteliales de la nasofaringe reconocen diferentes componentes de S.
pneumoniae por medio de receptores de reconocimiento de patron o PRRs (del inglés:
Pattern Recognition Receptors). Los motivos moleculares reconocidos por estos
receptores son cominmente denominados patrones moleculares asociados a
patégenos o0 a microorganismos y son comunmente referidos como PAMPs o DAMPs,
acrénimos de sus nombres en inglés (Pathogen/Microbe Associated Molecular Patterns)
[84]

El reconocimiento de los PAMPs contribuye a la defensa del hospedador a través de la
liberacion de mediadores inflamatorios como citoquinas y quimioquinas y moléculas
efectoras como péptidos antimicrobianos [85, 86]. La secrecion de TNF-a e IL-8 por
parte de macréfagos asi como el influjo de neutréfilos hacia los senos paranasales son
parte de la respuesta innata observada durante la colonizacién [87]. La respuesta
adaptativa desencadenada durante la colonizacion se caracteriza por la produccién de
inmunoglobulinas IgA en secreciones e IgG en suero, predominantemente contra el
polisacérido capsular [88][89]. Si bien estos anticuerpos colaboran en la resolucion de la
colonizacion [90, 91] est& reportado que no son imprescindibles y que la proteccién
frente a colonizacion puede ser mediada por linfocitos T CD4" [92, 93] del subtipo Th17

[94, 95]. La secrecion de IL-17A por estas células lleva al reclutamiento y activacion de
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neutréfilos que eventualmente son capaces de eliminar las bacterias mediante
fagocitosis [96].

Si la infeccién progresa a enfermedad, llegando a las vias respiratorias inferiores y
espacios alveolares se desencadenan los mecanismos de defensa pulmonares. Este
proceso debe ser altamente regulado ya que, mientras que una respuesta débil resulta
en la replicacion del patégeno y puede llevar a la diseminacion sistémica, una respuesta
exacerbada lleva a dificultades en el intercambio gaseoso y dafio tisular [24].

Los macrofagos alveolares residentes comprenden la primera linea de defensa celular
en el pulmén [78, 97]. Debido a que pueden realizar varias rondas de fagocitosis son
capaces de controlar cierta carga bacteriana manteniendo un bajo estado inflamatorio
[98, 99]. Cuando la capacidad de fagocitosis de los macréfagos alveolares se ve
superada, éstos liberan mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-18 e IL-8 que
activan al endotelio y atraen un importante influjo celular mayoritariamente compuesto
por neutrdfilos [21, 100]. La actividad fagocitica de los neutréfilos se convierte en el
principal mecanismo de eliminacion de S. pneumoniae [71]. Este infiltrado celular en los
espacios alveolares (edema pulmonar) es la causa de las dificultades respiratorias
caracteristicas y debe ser controlado ya que de extenderse puede causar dafio
permanente en el pulmén [101].

Méas tardiamente aunque de manera solapada con el influjo de neutrdfilos, son
reclutadas a los espacios alveolares un nimero importante de células T [102]. Estas
células son predominantemente del tipo de memoria efector, secretoras de INF-y capaz
de activar macrofagos y asi contribuir en la eliminacién del patégeno [24]. En
investigaciones de nuestro grupo se ha demostrado ademas  que linfocitos
colaboradores Th17 son también importantes mediadores en la respuesta frente la
infeccion durante la neumonia neumocdcica [48]. La produccion de IL-17A por parte de
estas células presumiblemente colabora en la resoluciéon de la infeccion mediando el
reclutamiento, activacion y superviviencia diferencial de neutréfilos y macréfagos [96,
103, 104].

Ademas de la activacion de macrofagos alveolares, células epiteliales, reclutamiento de
neutrofilos y de células T, la infeccion neumocdcica en el pulmén induce la respuesta
humoral, otro importante mecanismo de defensa del hospedero [105]. Durante la
infeccion natural en el huésped se induce la generacién de anticuerpos contra PnPs y
contra varias proteinas de neumococo [106, 107]. Los anticuerpos isotipo IgM naturales
e inducidos contra el polisacérido capsular contribuyen a la defensa temprana [44]

principalmente promoviendo la activacion de la cascada del complemento por la via
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clasica [108]. Los anticuerpos isotipo IgG también son capaces de activar la via clasica
del complemento pero ademas potencian los mecanismos de células fagociticas por
opsonofagocitosis [105].

Esta descrito que el correlato de proteccion de las vacunas anti neumococicas actuales
consiste en la generacién de anticuerpos anti-capsulares con capacidad opsonizante
[109]. La buena eficacia de las mismas indica que sin dudas ésta es una excelente
estrategia para conferir proteccion frente a la enfermedad neumocécica [110]. Sin
embargo, mas recientemente se ha propuesto que no seria el principal mecanismo
inmune responsable de la proteccion contra neumococo [110]. La diferenciacion de
células Thl de memoria, especialmente del subtipo Th1l7 que actian a nivel de la
mucosa respiratoria cumple un rol determinante [111] y se ha visto que es capaz de
proteger frente a enfermedad neumocdcica [48, 112, 113].

|.5 Vacunas antineumococicas

1.5.1 Vacunas actuales
Al presente existen dos tipos de vacunas anti-neumocdcicas aprobadas para uso
humano. Ambos tipos estan formulados en base a una mezcla de polisacaridos
capsulares de los serotipos mas prevalentes. La principal diferencia entre las
formulaciones radica en que una de ellas se basa en polisacéaridos purificados y la otra
en el empleo de polisacéaridos conjugados a una proteina [114].
La vacuna polisacéridica (PPS) fue la primera vacuna antineumocdécica desarrollada,
aprobada en el afio 1983. Actualmente se comercializa bajo el nombre de Neumovax
23, que consiste de polisacéaridos capsulares purificados de los 23 serotipos hallados en
el 90% de los aislados clinicos de sangre y hasta el 85% en sitios no estériles en
pacientes de Estados Unidos y Europa [115]. Por lo comentado anteriormente, esta
vacuna induce una respuesta inmune humoral T independiente tipo Il, caracterizada por
la produccién de anticuerpos IgM y en menor medida IgG séricos [116]. Si bien confiere
proteccion contra enfermedad invasiva, esta formulacion presenta limitaciones
ampliamente reconocidas como ser proteccion Unicamente contra infecciones causadas
por los serotipos incluidos en la formulacién y, por su naturaleza T independiente, baja
eficacia en menores de dos afios [117]. Esto ultimo se debe a que la maduracién de
células B de la zona marginal del bazo se completa en el segundo afio de vida. Por esta
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misma razén tampoco genera memoria inmunoldgica de larga duracidn ni respuesta

secundaria al recuerdo [43].

Desde el afio 2000 se encuentran registradas y aprobadas vacunas formuladas en base
a polisacéridos capsulares de neumococo conjugados a un epitope proteico (PCV). La
primera formulaciéon disponible incluia siete polisacéaridos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19C y
23F) unidos covalentemente al toxoide diftérico CRM197. Los serotipos incluidos en
esta vacuna son causantes del 80% de las infecciones pediatricas en Estados Unidos
[105]. Desde el 2009 se encuentran disponibles variantes comerciales 10 y 13-valentes,
la ultima incluye los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A ademas de los incluidos en la PCV
7.

PCV presenta importantes mejoras frente a PPS: es mas inmunogénica, induce una
respuesta T dependiente funcional en niflos menores a 2 afios, que genera memoria
inmunoldgica de larga duracién, cambio de clase y maduracion de la afinidad de los
anticuerpos antipolisacaridicos [118]. Como resultado confiere proteccion a largo plazo
contra enfermedad invasiva y otitis media mediada por anticuerpos séricos IgG de alta
afinidad y en cierta medida IgA secretoria [119]. PCV 7 disminuye el porcentaje de
enfermedad invasiva por los serotipos incluidos en un 97% y en cierta medida reduce
colonizacién confiriendo inmunidad de rebafio que disminuye la incidencia en individuos

no vacunados [120].

PPS no es recomendada para utilizar en programas masivos de vacunacion y se
administra bajo indicacién a individuos mayores de 2 afios que pertenecen a grupos de
riesgo [121].

En el afio 2007 Uruguay incorporé la PCV 7 al calendario de vacunacion, hasta el afio
2010 que fue suplantada por la PCV 13 [122]. Estudios recientes confirman que
incidencia en nuestro pais de la neumonia en nifios menores de cinco afios ha
disminuido sensiblemente con la incorporacion de PCV 7 y mas aun con PCV 13,

aunque en el afio 2012 existe un aumento significativo de casos [123-125].

A pesar de que las vacunas actuales son efectivas contra los serotipos incluidos,
enfrentan el problema de la variacién antigénica del polisacarido capsular. La eficacia
de la vacunacion depende de la prevalencia de serotipos que cambia en el espacio y el
tiempo. PCV 7 ofrece proteccién contra los serotipos mas comunes en Ameérica del

Norte mientras que en Africa, Asia, América latina y el Caribe los mismos representan el
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65% o0 menos de los casos de enfermedad invasiva [118]. A pesar que PCV 13
incorpora seis serotipos predominantes en otras regiones, por otro lado los casos de
enfermedad neumocécica causados por serotipos no incluidos en vacunas han
aumentado [126] debido a que la proteccidn serotipo especifica deja disponible el nicho
biolégico [127]. Este fendmeno se conoce como reemplazo de serotipos y ha sido
ampliamente documentado [128] e incluso ha sido descrito como una amenaza al éxito

logrado por la vacunacion [105].

I.5.2 Desarrollo de vacunas basadas en antigenos proteicos de neumococo
Las limitaciones de las vacunas antineumocécicas actualmente disponibles hacen que
sea necesario el desarrollo de nuevas formulaciones. Seria deseable que las nuevas
vacunas fuesen capaces de proveer proteccién universal independientemente del tipo
capsular y que ademas de prevenir la enfermedad invasiva, tuviesen un mayor efecto
protector frente a la neumonia limitando a su vez la colonizacién nasofaringea sin
promover el reemplazo por otros serotipos de heumococo. Una alternativa prometedora
es el desarrollo de una vacuna basada en proteinas conservadas expresadas por todos
los tipos capsulares de neumococo. Esta estrategia resultaria en una Unica formulacién
mas sencilla y probablemente mas econémica en comparacibn a las vacunas
conjugadas, que podria ser administrada en todas las regiones geograficas sin tener en
cuenta la prevalencia de serotipos.

Sin embargo existen ciertas dificultades asociadas a este objetivo: ademas de que
polisacarido capsular es el factor de virulencia mas importante, enmascara otros
antigenos de superficie dificultando asi su reconocimiento por parte de los componentes
del sistema inmune. Por otro lado las proteinas elegidas deben ser de crucial
importancia para la virulencia y supervivencia de la bacteria y altamente conservadas. A
la fecha varias proteinas neumocdcicas con potencial inmunoprotector han sido

evaluadas como candidatos para la formulacién de vacunas.

Dentro de los antigenos proteicos considerados como candidatos para la formulacién de
vacunas antineumocécicas universales se encuentra PspA. En este respecto Glover y
colaboradores demostraron proteccion frente neumonia y septicemia en modelo murino
al vacunar con PspA recombinante por via parenteral [129]. EI mismo grupo identificd

anteriormente a PspA como un antigeno inmunodominante en la respuesta
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antineumococica y lo propuso como candidato como antigeno proteico de vacunacion
[130-133].

En uno de los antecedente de inmunizacion Unicamente con PspC descrito en el trabajo
de Brooks-Walter y colaboradores, ratones inmunizados por via subcutanea con PspC
recombinante fueron protegidos frente al desafio letal via intravenosa con neumococo
[134]. De acuerdo con este trabajo la proteccién inducida por vacunacién con PspC no
es mediada directamente por reconocimiento de PspC por parte de los anticuerpos
generados, sino por un reconocimiento cruzado con PspA. Segun los autores, ambas
proteinas tiene similitud de secuencia producto de un evento de recombinacién

genética, aunque no evallan otro tipo de proteccion.

Por varias razones, PLY, se considera también un candidato muy atractivo para ser
incluido en las nuevas formulaciones: 1) es un una proteina conservada hallada en
todos de los aislados clinicos relevantes; 2) cumple un rol esencial en la virulencia de la
bacteria [25, 62, 135]; 3) es capaz de producir respuesta de anticuerpos IgG sistémicos
e IgA secretorios de manera T dependiente [89, 106, 136]; 4) como sucede con otras
toxinas, el bloqueo y/o neutralizacion de sus actividades biolégicas (discutidas
anteriormente) potencialmente puede reducir las manifestaciones clinicas durante la

infeccioén [62].

El primer antecedente de inmunizacién con una solucién de PLY purificada es del afio
1983; en él, Paton et al. demostraron diferencias significativas en tiempo de sobre vida
de ratones vacunados por ruta intraperitoneal frente a un desafio letal intranasal con
respecto al grupo control sin inmunizar [137]. El mismo grupo fue ademas, el primero en
clonar y expresar PLY recombinante [138] a partir de la cual se generaron variantes no
toxicas (toxoides) con capacidad hemolitica reducida [139]. Al vacunar con estas
variantes por ruta intraperitoneal observo el aumento de sobrevida frente al desafio letal
intranasal con S. pneumoniae serotipo 2. Ademas, demostraron que conjugar al
PnPs19F con una de estas variantes convierte la respuesta de anticuerpos contra el
polisacarido en una repuesta T dependiente mientras paralelamente aumentan los
niveles de anticuerpos anti-neumolisina. En otro trabajo fundamental de estos autores,
grupos de ratones inmunizados por via subcutanea con un toxoide de PLY y 6xido de
aluminio como adyuvante fueron desafiados por via intranasal o intraperitoneal con diez

serotipos diferentes de neumococo. En por lo menos nueve grupos se observaron
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distintos niveles de proteccion significativa con respecto al grupo control, aunque

variaron de acuerdo al serotipo y la ruta de administracion del desafio [140].

Esta serie de trabajos demuestran la importancia de PLY como factor de virulencia de la
bacteria y el potencial como antigeno de vacunacion, pero adicionalmente establecen
lineamientos claves de investigaciones posteriores: generaciéon de variantes no
hemoliticas de la toxina aptas para ser utilizadas como antigenos de vacunacion, co-
administracién con otros antigenos para obtener mayor grado de proteccion, potencial
como “carrier” proteico o incluso como adyuvante, distintos grados de proteccién segun
ruta de administracion, evaluacion de efectos en carga nasofaringea, infeccion aguda e

invasion.

Los efectos citotdxicos de PLY sobre células eucariotas comprenden un problema a los
efectos de incorporarla en nuevas vacunas, con este fin, han sido generadas diferentes
variantes con capacidad hemolitica reducida.

Una de las més utilizadas es la denominada PdB, descrita en uno de los trabajos de
Paton et al. previamente mencionados [139]. PdB contiene una sustitucién de triptéfano
a fenilalanina en la posicién 433 y retiene entre 0,1 y 1% de la capacidad hemolitica de
la variante salvaje. Sin embargo se ha demostrado que junto con otras variantes
generadas mantienen la capacidad de formar poros (aunque distintos a los de la
variante salvaje) en membranas ricas en colesterol lo que puede significar efectos no
recomendables para un antigeno de vacunacion [141].

Mas recientemente se ha descrito una variante que presenta una delecién puntual en la
posicion 146 que comprende la region involucrada en la oligomerizacion [142].
PLYA146 carece completamente de actividad hemolitica pero mantiene el
reconocimiento por un anticuerpo monoclonal anti PLY y es capaz de inducir titulos de
anticuerpos IgG de igual magnitud que la variante salvaje al ser administrada en ratones
con alimina como adyuvante. La sobrevida de los mismos al ser desafiados
intraperitonealmente con S. pneumoniae serotipo 4 fue significativamente mayor que el
grupo vacunado solo con alimina [142]. Este es sin dudas uno de los toxoides
generados mas interesantes para continuar con las investigaciones de vacunas anti
neumocacicas basadas en PLY.

En nuestro laboratorio se ha generado una variante no toxica de PLY, denominada
PLYt, que consiste en una version recombinante que carece de los amino&cidos del

extremo carboxilo terminal asociado a la toxicidad. PLYt se produjo por clonado de

27



fragmentos amplificados de DNA cromsémico extraido de S. pneumoniae serotipo 14 en
el plasmido pPACIB9 portador de un promotor triptéfano inducible [143]. Dicho vector
de expresién portando un fragmento de 1275 pb fue empleado para transformar cepas
de E. coli W3110. Ademas se cuenta con la cepa que produce la proteina entera
(PLYwt) portando el mismo plasmido pero con la secuencia completa del gen de 1413
pb. PLYt no presenta actividad hemolitica, mientras que PLYwt si. La capacidad de
ambas proteinas recombinantes de inducir proteccion fue evaluada en ratones
inmunizados por ruta subcutanea con PLY o PLYt preparadas en adyuvante completo
de Freund mas dos recuerdos por ruta intramuscular con las proteinas preparadas en
adyuvante incompleto. Estos ensayos demostraron que PLYt es mas eficiente en la
induccion de anticuerpos antihemoliticos en comparacién a PLYwt. Concretamente, los
sueros de ratones vacunados con PLYt mostraron titulos antihemoliticos 4 veces
mayores que los de los animales vacunados con PLYwt [144]. La capacidad de las
formulaciones de inducir proteccion se evalué sometiendo a los animales a un desafio
intraperitoneal con una dosis equivalente a 50DL (dosis letales) de una cepa de
neumococo diferente a la empleada para clonar las proteinas recombinantes mediante
desafio intraperitoneal. Mientras que los ratones inmunizados con PLYt mostraron una
tasa de supervivencia del 75%, el 100% de los animales inmunizados con la versiéon
completa murieron a causa de la infeccién. Estos resultados sefialan a PLYt como un
muy buen candidato para la generacion de nuevas vacunas antineumocdcica y justifican
ampliar la investigacion para evaluar su potencial justo con diferentes adyuvantes y

otras rutas de inmunizacion.

.6 Vacunacion mucosa

De todas las vacunas aprobadas para uso humano, al presente, solamente unas pocas
son administradas por via mucosa. Entre ellas se encuentran las vacunas orales contra
la poliomelitis, fiebre tifoidea, rotavirus y coélera, y la vacuna de administracion nasal
contra influenza. El resto son inyectables, adinistradas ya sea por ruta intramuscular,
subcutanea o intradérmica.[145]

Si bien las vacunas inyectables han demostrado ser efectivas en la prevencion de
enfermedades infecciosas presentan algunas limitaciones. Por un lado la cantidad de
inyecciones simultaneas que puede recibir un individuo, especialmente nifios pequefios,

es limitada. Para reducir la cantidad de punciones a neonatos se han combinado
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antigenos en formulaciones multivalentes, pero se ha demostrado que pueden existir
interferencias lo que demuestra limitaciones en esta estrategia [146]. Por otra parte, la
necesidad material estéril y personal calificado para su administracion demandan altos
costos y desafios logisticos. La practica de inyecciones en condiciones no seguras
representa un problema vigente sobre todo en regiones en vias de desarrollo [147, 148].
Uno de las principales limitaciones es que si bien inducen buena inmunidad sistémica la
mayoria desarrollan escasa inmunidad a nivel de superficies mucosas [149, 150]. Como
se discutio anteriormente, desde hace un tiempo se ha vuelto claro que la induccion de
respuestas locales a nivel de la puerta de entrada del patégeno es fundamental para la
proteccion frente a enfermedades infecciosas y las respuestas inmunes de este tipo son
inducidas mas eficientemente mediante vacunacion por via mucosa [6]

Dentro de las diferentes opciones de inoculacibn mucosa existen importantes
variaciones en cuanto al tipo y localizacion de la respuesta inmune generada (Tabla 1)
[7]. Se distinguen ciertas relaciones entre el sitio inductor y los sitios efectores debido a
diferencias en la expresion de receptores y ligandos entre los diferentes tejidos
mucosos Y linfocitos [151]. Las rutas mejor caracterizadas son la oral y nasal, pero
también se han estudiado otras como rectal, vaginal y mas recientemente sublingual.
Mientras que la inmunizacion oral induce una sustancial respuesta de anticuerpos en
suero, intestino delgado, estdbmago y glandulas salivales [152]; la via rectal induce mas
gue nada en el recto y colon [153, 154]. Por otro lado, la inmunizacion intranasal resulta
en una respuesta de anticuerpos en suero, vias respiratorias y tracto genital, pero no en
el intestino [155, 156]. La inmunizacion vaginal induce produccién de anticuerpos en

secreciones genitales y suero [157].

Tabla 1. Comparativa de la diseminacién de la respuesta IgA secretoria de acuerdo a la ruta de

administracién. Tomado y traducido desde Cerzinsky et al. 2010 [151]

Nasal Subling Oral Rectal Vaginal Trans-dermal
Respiratorio Superior ++ + +++ - = = S
Respiratorio Inferior +/+++ +++ - 2 = T Et B
Estémago - +H+++ ++++ = s ?
Intestino delgado = etk ffief - _ +
Colon - ? - + + - +
Recto - ? (+) ++ + - ?
Tracto genital ++ + +++ = = T ?
Sangre +++ BB +(+) +(+) +(+) a3 fg
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Lo ideal seria una vacuna que administrada en un Unico sitio genere una respuesta
protectora humoral y celular, tanto a nivel sistémico como en la superficie mucosa
relevante de acuerdo al patégeno. En este sentido la vacunacién intranasal tiene un
amplio potencial. Es capaz de inducir inmunidad humoral y celular en vias respiratorias
superiores e inferiores y en el tracto genital [158] junto con una fuerte induccién
sistémica de anticuerpos, utilizando menor cantidad de antigeno que por via oral [159].
Incluso se han reportado respuestas comparables a la inoculacion intramuscular [160].
En lo que refiere a infecciones del tracto respiratorio existen numerosos antecedentes
de proteccion por vacunacion intranasal [120] e incluso han sido licenciadas para uso
humano dos vacunas contra influenza [161]. Sin embargo, a pesar de la eficacia de las
formulaciones, su utilizacion generd preocupaciones sobre pasaje de antigeno al
sistema nervioso central por el bulbo olfatorio [162] y la administracion de una de las
formulaciones se relaciond con efectos secundarios neurolégicos y paralisis facial [163].
Una de estas vacunas fue retirada del mercado y la ruta de administracion genero
dudas con respecto a su seguridad incluso en otras vacunas intranasales en desarrollo
[164].

Desde hace unos afios se esta estudiando la ruta de administracién sublingual (o “abajo
de la lengua”) como via alternativa de vacunacion mucosa contra enfermedades
respiratorias. Ademas de que no presenta riesgo de pasaje hacia el sistema nervioso
central, no es invasiva para el sujeto y evita la degradacién de los antigenos debido al
ambiente estomacal.

En humanos la administracion sublingual ha sido utilizada especialmente para la
induccién de tolerancia en el tratamiento de alergias y enfermedades autoinmunes [7,
165]. Aunque esta aparente naturaleza tolerogénica podria ser una dificultad para la
vacunacion por ruta sublingual, descubrimientos recientes en modelos animales afirman
su potencial en la generacion de inmunidad protectora contra enfermedades
infecciosas.

Utilizando una variedad de formulaciones en modelos animales se ha demostrado que
la vacunacion sublingual es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos sistémicos y
secretorios antigeno-especifica y también respuestas celulares especificas [166-168].
Empleando un modelo murino de vacunacién sublingual con una preparacién inactivada
y otra atenuada de influenza A; Song et al. demostraron la induccion de una respuesta
sistémica y de mucosas de anticuerpos y linfocitos T capaz de conferir proteccion frente

a un desafio letal con el mismo virus [169]. En cuanto a S. pneumoniae Lu et al.
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demostraron una reduccion en la duracion e intensidad de la colonizacién luego de un
desafio con neumococo serotipo 6 en ratones vacunados por ruta sublingual con una
cepa no capsulada inactivada, que expresa una variante no hemolitica de PLY [170].
Cabe destacar que en comparacién con la ruta intranasal, requirié6 de una dosis diez
veces mayor y la formulacion no fue capaz de generar inmunidad esterilizante en todos

los animales.

Tomando en cuenta lo ya mencionado puede concluirse que si bien las vacunas
inyectables presentan inducen inmunidad protectora en el compartimiento sistémico
[171], su capacidad de generar inmunidad a nivel de superficies mucosas es limitada.
La gran mayoria de patégenos y moléculas reconocidas por el sistema inmune ingresan
al organismo a través de epitelios mucosos. Solo las enfermedades causadas por
microorganismos que afectan el tracto respiratorio bajo y gastrointestinal representan el
11,4% de las causas de muerte anuales en todo el mundo, y si ademas se toman en
cuenta otras enfermedades como tuberculosis y HIV/SIDA la cifra se eleva hasta mas
del 15%, lo que representa 7.8 millones de fallecimientos anuales [8]. La induccién de
respuestas locales a nivel de las mucosas es fundamental para prevenir el ingreso de
patdgenos a nivel de la puerta de entrada, reducir la invasion, su capacidad de colonizar
epitelios mucosos y por lo tanto también reducir su transmisién en la comunidad. El
desarrollo de vacunas de aplicacién mucosa es de particular importancia para inducir
proteccion frente a diversos patdgenos humanos, en particular causantes de infecciones
gastrointestinales y respiratorias. Sin embargo, el mantenimiento de la homeostasis en
las mucosas depende en gran medida de mecanismos activos que promueven
tolerancia frente a los antigenos y esto dificulta el desarrollo de estrategias de
inmunizacion capaces de inducir respuestas protectoras.

El desafio actual consiste en el desarrollo de nuevas formulaciones capaces de
favorecer la activacion del sistema inmune sobre la induccion de tolerancia,
preservando a su vez la funcién de la mucosa. La eficacia de las vacunas de aplicacion
mucosa no solo dependera de seleccién de antigenos apropiados y su combinacién con
adyuvantes sino también de elecciéon de la ruta de administracion. Sin embargo, las
reglas para el desarrollo de vacunas eficaces y seguras aln no se conocen en
profundidad y mayores esfuerzos por elucidar los mecanismos de activacion inmune en
las superficies mucosas son requeridos.

En el caso particular de S. pneumoniae nuevas vacunas siguen siendo requeridas y

existe urgencia por nuevas formulaciones capaces de conferir proteccion independiente

31



de serotipo, contra la mas amplia variedad de las diferentes manifestaciones de la
enfermedad neumocdcica, particularmente contra la neumonia aguda y que a su vez
induzcan inmunidad protectora a nivel de la nasofaringe de modo de prevenir la
colonizacién. La vacunacion intranasal parece prometedora en este sentido en general
para prevenir infecciones respiratorias de diversas etiologias pero se ha asociado con
efectos secundarios neurol6gicos. Como alternativa mas segura de vacunacion mucosa
se ha comenzado a caracterizar la ruta sublingual, para la cual ya existen antecedentes
en modelos pre clinicos de generacion de inmunidad protectora contra los dos
principales patégenos respiratorios. Por lo tanto, evaluar la ruta sublingual como una
ruta alternativa de vacunacion contra S. pneumoniae en un modelo de neumonia aguda
podria acercar resultados que consideren su uso en humanos. Asimismo, es interesante
estudiar los efectos de la administracion de antigenos de diferente naturaleza quimica
por esta ruta y evaluar su capacidad de inducir inmunidad protectora. En este trabajo se
plantea entonces el empleo de un modelo murino de vacunacién sublingual para
caracterizar la respuesta inmune inducida tras la vacunacién con el polisacarido
capsular purificado de tipo 1 (PnPsl) y de una variante recombinante no toxica de

neumolisina y su capacidad de conferir proteccion frente a la neumonia neumocacica.
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ll. Objetivos

[I.1 Objetivo General

Caracterizar los efectos de la administracién sublingual de compuestos
inmunoestimulantes purificados sobre el tracto respiratorio y evaluar su utilidad
en el tratamiento de infecciones respiratorias, empleando como modelo

neumonia neumococica en ratones.

[I.2 Objetivos particulares
Il.2.1 Caracterizar la respuesta inmune tras vacunacion con polisacarido
capsular por ruta sublingual y evaluar la capacidad de la formulacion de conferir

proteccion en un modelo murino de neumonia neumocacica.

I1.2.2 Producir y purificar una variante recombinante no toxica de neumolisina, un
antigeno proteico de neumococo para su empleo en la formulacion de una

vacuna sublingual.
[1.2.3 Evaluar la respuesta humoral en suero tras la vacunacion con dos

variantes toxoides recombinante de neumolisina y evaluar la proteccion en un

modelo murino de neumonia neumocdcica.
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lll. Materiales y métodos

I11.1. Produccion de neumolisina recombinante

La variante de neumolisina carente de la region carboxilo terminal responsable de la
actividad hemolitica PLYt, fue producida a partir de la cepa recombinante Escherichia
coli W3110-056 construida en nuestro laboratorio como se describi6 en [144].
Brevemente, un fragmento de 1275 pares de bases (pb) del gen de neumolisina (1413
pb) que codifica desde la metionina inicial hasta el nucle6tido anterior a la region de la
proteina asociada a la citotoxicidad, fue amplificado por PCR (del inglés: polymerase
chain reaction) mediante el empleo de cebadores especificos a partir de ADN
cromosémico aislado de una cepa de S. pneumoniae serotipo 14. El producto de PCR
fue clonado en el plasmido pPACIB.9. Dicho plasmido posee un marcador de selecciéon
de resistencia a ampicilina y la induccion esta controlada por un promotor triptéfano
inducible por acido B-indoleacrilico [172].

Las colonias transformadas fueron seleccionadas en placas de LB-ampicilina 100pg/ml.
Las colonias aisladas se inocularon en caldo LB-Ampicilina (100 ug/ml) y cultivaron a
37°C en agitacion (200 r.p.m.) durante 16 horas. Posteriormente, se realizaron
diluciones 1/100 (v/v) de los cultivos y se incubaron 3 hs mas en las mismas
condiciones hasta entrar en fase exponencial, momento en el que se indujo la expresion
del gen PLYt mediante agregado de acido B-indoleacrilico (Sigma) a una concentracion
final de 25 pug/ml. Los cultivos se incubaron por 6 horas mas en las condiciones ya
mencionadas. A continuacion las bacterias se cosecharon por centrifugacion durante 15
min a 400 g. El pellet bacteriano obtenido fue resuspendido en buffer TE (10 mM Tris, 1
mM EDTA, pH 7.2) en un volumen de 50 ml correspondiente a 1/20 del volumen de
cultivo original.

Las suspensiones bacterianas se lisaron por sonicacion por pulsos de no mas de 30
segundos de entre 40-60 A durante 30 min y las fraccién soluble e insoluble resultantes
se separaron por centrifugaciéon a 14000 g, 4 °C durante 1 h. La fase insoluble
conteniendo los cuerpos de inclusion con la proteina de interés fue recuperada y
resuspendida en 30 ml de buffer TE y centrifugada nuevamente por 30 min a 14000 g.
La solubilizacion de la variante truncada de neumolisina contenida en los cuerpos de
inclusion se realiz6 mediante el empleo de urea en alta concentracién. En primer lugar,
se realizé un lavado en un volumen equivalente a 1/50 del original en TE-urea 2M.

Luego los cuerpos de inclusién fueron centrifugados 1 h a 14000g, 4 °C. Para el
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segundo lavado el pellet se resuspendié en el mismo volumen de TE-urea 8M y se
incubé 1 h a 4 °C. Por ultimo se realizdé la centrifugacion en las condiciones ya
mencionadas y se recuperdé el sobrenadante con la proteina recombinante solubilizada.
La renaturalizacion de la proteina se realiz6 mediante por dialisis contra 4 L de PBS 1X
utilizando una membrana con tamafio de poro de 12400 Da (Sigma) a 4° C.
Transcurridas 16 h se realiz6 un cambio de solucion por 4 L de PBS 0,5X y se continud
dializando durante 14-16 h a 4° C.

Las distintas fracciones obtenidas en el proceso fueron analizadas por SDS-PAGE al
12%, en condiciones reductoras en minigeles de acrilamida de 1,5 mm de espesor.
Previo a sembrar las muestras en el gel se prepararon diluciones en buffer muestra (12,
5 mM Tris pH 6.8; 0.4% SDS; 2% glicerol; 0.001% Azul de Bromofenol; 5% Beta-
mercaptoetanol) y posteriormente se calentaron a 100 °C durante 5 min. De la misma
manera se prepararon para sembrar como referencia estandares de BSA de
concentracion conocida. Las muestras fueron sembradas en 20 ul por carril. La corrida
electroforética se realiz6 en sistema Mini-PROTEAN Il, BIORAD a 40 A (Power-Pac
300, BIO RAD) durante 50 min. Para visualizar las proteinas el gel fue tefiido con
colorante azul de Coomassie. El peso molecular fue estimado empleando el marcador
de peso molecular Thermo Page Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder el cual

fue preparado segun las instrucciones del fabricante.

lll. 2. Preparacion de los stocks bacterianos de Streptococcus

pneumoniae.

La cepa de S. pneumoniae serotipo 1 E1586 empleada se obtuvo de la coleccién del
Centro Nacional de Referencia del Ministerio de Salud Publica de Uruguay. La misma
proviene de un aislado clinico de sangre de un paciente con diagndéstico de neumonia
[173]. Las bacterias se recibieron en placas de agar-sangre (Agar Tripticasa Soja —
TSA, complementado con 5% de sangre ovina estéril).

Las bacterias fueron manipuladas siempre manipuladas en condiciones asépticas, con
mechero o en cabina de flujo laminar apta para trabajo con patégenos de nivel de
bioseguridad 2. El descarte de todo el material contaminado con se realiz6 con previa

descontaminacién en solucion de hipoclorito de sodio o esterilizacién en autoclave.

[11.2.1. Preparacién del stock madre
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La preparacion del stock madre se realizo como se describidé anteriormente en Mufioz et
al. 2010, Marqgues et al. 2011 y Mufioz et al. 2014 [48, 174, 175].

Brevemente, previo a la preparacién de los stocks se prepararon placas frescas de
agar-sangre y medio THYB. Para la preparacion de las placas se disolvieron 40 g de
agar TSA (Difco) en un litro de agua y se calenté con agitaciéon hasta obtenerse una
solucién translicida. Inmediatamente la solucién de TSA se esteriliz6 en autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Una vez retirado del autoclave y cuando la solucion alcanz6
una temperatura aproximada de 45-50 °C, se agregaron 5 ml de sangre ovina estéril. El
contenido se repartio en placas de Petri estériles en camara de flujo laminar o bajo
mechero Bunsen, aproximadamente 20 ml por placa. Una vez solidificado el agar, las
placas fueron envueltas en film y almacenadas a 4 °C por hasta 2 semanas.

El caldo THYB s prepar6 disolviendo 37 g de medio Todd Hewitt (Sigma) y 0.5 g de
extracto de levadura (Sigma) en un litro de agua destilada. El medio se calent6 bajo
agitacion a 40 °C hasta lograr la solubilizacién completa de los componentes secos y se
esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Tubos estériles de 15 ml conteniendo 10 ml de caldo THYB fueron inoculados con 7 a
10 colonias aisladas y se incubaron a 37 °C en bafio de agua con agitacién lineal
moderada hasta alcanzar una densidad o6ptica (DO) a 600 nm de 0.2- 0.4 Uniades de
Absorbancia (UA). En ese momento 2 ml de la parte superior de cada tubo se
transfirieron a un tubo estéril de 50 ml y se adicion6 un volumen igual de caldo THYB y
glicerol estéril a una concentracion final de 12 % v/v. Alicuotas de 1.2 ml se

almacenaron en tubos estériles a -80 °C por hasta 18 meses.

l11.2.2. Preparacién del stock de trabajo

Las alicuotas de trabajo se prepararon a partir de extendidos de una alicuota madre en
placas de agar sangre, siguiendo un procedimiento similar al descrito pero incubando
los cultivos hasta obtener una OD a 600 nm de 0.7 — 0.9 UA. Estas alicuotas fueron
almacenadas hasta tres meses [48, 174, 175].

Antes de realizar los protocolos de infeccién, una alicuota del stock de trabajo fue
descongelada y centrifugada a 2500 g por 5 minutos a temperatura ambiente para
descartar el medio de preservacion. El pellet bacteriano se lavé con 1 ml de solucién
salina estéril y tras centrifugarse nuevamente en idénticas condiciones, se suspendié en
1 ml de solucién salina estéril y se homogeneizd en vortex por 30 segundos. El nUmero
de UFC/ml se realizé mediante siembra de diluciones seriadas de la suspension madre

en placas de agar sangre y recuento de colonias con la morfologia caracteristica
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descrita para S. pneumoniae (colonias umbilcadas, de aspecto brillante y color verde-

grisaceo, rodeadas por un halo correspondiente a alfa-hemdlisis) [48, 175].

I11.3. Inmunizacién de animales

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a la normativa vigente y fueron
habilitados por la Comision Honoraria de Experimentacién Animal de Uruguay
(protocolos N° 08-05-10, 071140-000821-12 y 071140-002275-12).

En todos los experimentos se emplearon ratones convencionales, hembras de entre 8 y
12 semanas de edad de las cepas C57/BL6 o BALB/c obtenidos de la Division Nacional
de Laboratorios Veterinarios (DI.LA.VE.). Los animales se mantuvieron en aisladores
individualmente ventilados con aire filtrado, con régimen de comida y agua ad libitum y
fueron manipulados en cabinas aptas para trabajo con patégenos de nivel de
bioseguridad 2 en todo momento.

Todas las inmunizaciones se realizaron por ruta sublingual (s.l.) segun se describié en
Mufioz-Wolf et al 2014 [175]. Brevemente, los animales fueron anestesiados mediante
inyeccion de un coctel conteniendo 110 mg/kg de Ketamina y 5.5 mg/kg de Xilacina,
administrada por inyeccion intraperitoneal. Tras 10 minutos luego de la induccién, la
boca del animal se mantuvo abierta empleando una micro pinza de cirugia, sosteniendo
la cara dorsal de la lengua contra el paladar. Los antigenos fueron administrados en un
volumen maximo de 10 pl, colocandose la mitad en el piso de la boca y el resto en la

cara ventral de la lengua.

[11.3.1. Inmunizacién con PnPs1

Cinco ratones C57/BL6 fueron inmunizados por ruta s.l. con una Unica dosis de 100 ug
de polisacérido capsular serotipo 1 (ATCC) preparado en solucién salina, en un
volumen total 10 pl.

De modo de contar con un control positivo y comparar el tipo de respuesta inmune
inducida por la vacunacién con la observada en animales protegidos por exposicién
previa a una dosis subletal de la bacteria, un grupo de ratones fue desafiados con una
dosis subletal de S. pneumoniae serotipo 1 (Spl) (2x10* UFC) en 50 pl como se
describié anteriormente en [48] y también en la seccién V.

Como control negativo se incluyé un grupo de animales tratado con 10 ul de solucién

salina por ruta s.I..
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Ocho dias después todos los animales fueron desafiados con una dosis letal de Spl
como se describe en la seccién I11.5 (2x10° UFC).

A los diez dias, dos de los sobrevivientes del desafio de cada grupo junto con animales
naive utilizados como control fueron sacrificados y se les extrajeron pulmones y
ganglios sub mandibulares para analisis de poblaciones celulares por citometria de flujo

como se describe en la seccién 111.6.

[11.3.2. Inmunizaciones con neumolisina

Dos toxoides de neumolisina PLYAA146 y PLYt fueron evaluados como antigenos para
la formulacion de una vacuna antineumocaocica de aplicacion sublingual.

En el primer set de experimentos se empled un toxoide recombinante derivado de la
proteina completa que porta dos mutaciones puntuales en los aminoacidos 146 y 147
gue determinan la pérdida de la actividad hemolitica [142]. Este toxoide
(PLYAA146R147, al que se hace referencia como PLYAA146) fue producido en cepas
de E. coli K12 transformadas con el plasmido pKK233-2 conteniendo la secuencia
codificante de obtenida previamente de S. pneumoniae serotipo 1 [138] y fue cedido
por el equipo del Dr. Tim Mitchell del instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad
de Glasgow, Reino Unido.

Como control se emple6 PLYa que es la variante recombinante de secuencia completa
producida en iguales condiciones que PLYAA146. PLYa presenta actividad hemolitica
comparable a la proteina salvaje [142].

Nueve ratones BALB/c fueron inmunizados por ruta s.l. con 30 ug/dosis de la variante
no hemolitica PLYAA146 en un volumen total de 10 pl. A los dias 14 y 28 post-
vacunacion los animales recibieron recuerdos con la misma formulaciébn nuevamente
por ruta s.l..

Con el fin de realizar una comparacion preliminar, tres animales fueron vacunados en el
mismo régimen con 30 ug/dosis de la variante de proteina nativa PLYa.

Previo a la primera inmunizacion y en los dias 13, 27 y 59 se tomaron muestras de
suero para posterior evaluacion de los titulos de anticuerpos especificos por ELISA (ver

siguiente seccion).

El toxoide PLYt generado tal y como se describidé en la seccién | se empled para la
vacunacion ratones BALB/c (50 ug/dosis) sola o junto con 10 pg/dosis de FIiC o 2
Mg/dosis de toxina colérica (CT, del inglés: Cholera Toxin) como adyuvantes, o con

solucion salina como control. Cuatro administraciones en 10 ul totales se llevaron a
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cabo los dias 0, 7, 14 y 21. La recoleccidon de suero se realizd previa a la primera
inmunizacion y a los dias 45 y 70 para posterior evaluacion de los titulos especificos.
Sesenta dias luego de la ultima dosis, la mitad de los animales de cada grupo fueron
desafiados con una dosis letal (2x10° UFC/50 pl) de S. pneumoniae serotipo 1 como se
describe en II.5. A las 40 h post desafio los animales fueron sacrificados para evaluar la
carga bacteriana en pulmén y bazo como se describe en 111.7.

lll.4. Evaluacion de respuesta de anticuerpos IgG anti

neumolisina

La respuesta de anticuerpos IgG especificos anti PLY, se evalu6 mediante ELISA.
Placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) se sensibilizaron con 50 pl por pocillo de una
soluciéon 10 pg/ml de PLYt en buffer carbonato 50mM, pH 9.6, a 4 °C en camara
hameda durante 12-16 h. Luego de 3 lavados con PBS-0,05% v/v Tween 20 (PBS-Tw)
las placas se bloquearon con 100 ul por pocillo de PBS- 1% w/v Seroalbimina Bovina
(BSA del inglés, Bovine Serum Albumin) (SIGMA) a 37 °C, 1 h 30 min en camara
hameda.

A fin de prevenir la reactividad inespecifica, todas las muestras de suero fueron pre-
incubadas en una solucién conteniendo la fraccion soluble resultante del sonicado de un
cultivo de E.coli W3110 conteniendo el pldsmido sin inserto (W3110-041), en una
concentracion final de proteina total de 250 pg/ml en PBS-Tw durante 30 min, a
temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS-Tw, 50 ul de al menos 2 diluciones
de cada muestras se sembraron en las placas por duplicado y se incubaron a 4 °C, en
camara humeda por 12-16 h.

Las muestras se lavaron 3 veces en PBS-Tw y se incubaron con 50 ul de una solucién
1/1000 en PBS-BSA de un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado a
peroxidasa (SIGMA). Finalmente, luego de otros tres lavados, se agregaron 50 ul/pocillo
de sustrato TMB (3,3’,5,5’ Tetrametil benzidina, BD) y se incub6 por 10 min hasta
detener la reaccion por agregado de 25 ul de H,SO, 2N. La absorbancia de cada
muestra se determind contra blanco de PBS-BSA en lector de microplacas (MRX I,
Dynex Technologies) a 450 nm (con referencia a 630 nm). En cada placa se sembraron,
en paralelo, diluciones seriadas de un suero positivo considerado como referencia
preparado anteriormente mediante inmunizacion de ratones con neumolisina purificada

por via intraperitoneal [144].
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lll. 5. Desafio con Streptococcus pneumoniae

Los animales fueron anestesiados como se describié en la seccion I11.3. Transcurridos
10 minutos, el indculo bacteriano fue administrado en ambas narinas en un volumen
final de 50 pl de solucién salina. Los animales se mantuvieron en posicion vertical
durante 1 minuto para asegurar que el inéculo alcanzara los pulmones. La dosis
infectiva del in6culo bacteriano se determind luego de realizada la infeccibn mediante
siembra de diluciones seriadas en agar-sangre y recuento de UFC tras incubacion por
16 a 18 horas en estufa a 37 °C y 5% CO..

[ll. 6. Analisis por citometria de flujo de poblaciones celulares en

ganglios sub mandibulares.

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical e inmediatamente se procedio
a la diseccién y recuperacion de los ganglios sub mandibulares. Para obtener
suspensiones celulares, se realizé la disrupcion mecénica de los ganglios empleando
émbolos de jeringas de 2 ml y filtros descartables con mallas de nylon de 70 ym. Las
células ganglionares obtenidas fueron lavadas con 1 ml de PBS libre de Ca®*/Mg**-1
mM EDTA-1% BSA (FACS-EDTA) y finalmente resuspendidas en la misma solucion
[175].

Luego de determinar el nimero de células viables, las mismas se resuspendieron a una
concentracion final de 1x10%/ml en medio completo (cRPMI) conteniendo 50 ng/ml PMA
(forbol-12-miristato-13-acetato), 500 ng/ml de lonomicina. Con el fin de inhibir la
secrecion de citoquinas, se agreg6 Brefeldina A a una concetracion final de 10 pg/ml.
Como control negativo se emplearon células a las que se agreg6d Unicamente Brefeldina
en la misma concentracion en ausencia de PMA/ionomicina.

Tras 4 h de incubacion a 37 °C, las células se centrifugaron a 400 g por 5 min. Los
sobrenadantes fueron descartados y luego de un lavado con FACS-EDTA las células se
resuspendieron en 50 ul de la misma solucién.

Para el marcado de epitopes de superficie, las suspensiones celulares se incubaron por
30 min a 4 °C con anticuerpos monoclonales especificos conjugados a fluorocromos en
dilucién 1/1000, (anti CD4-APC Cy7, anti-CD3 PerCP y anti CD8-PE Cy7, BD).
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Luego de lavadas en 1 ml de PBS, las células se resuspendieron en una solucién de
paraformaldheido 1% v/v final y se incubaron en la oscuridad en hielo por 20 minutos.
Las suspensiones celulares se lavaron nuevamente en PBS y luego se resuspendieron
en 50 ul de la solucién de permeabilizacion PBS-S-BSA (PBS suplementado con 0.1%
w/v  sotdpicos, 1 mM CacCl,, 1 mM MgSO,, 0.1% w/v BSA, 10 mM HEPES, pH to 7.4).
Las suspensiones celulares se incubaron por 30 minutos en hielo, en la oscuridad y se
procedié al marcado mediante agregado de 50 ul de una solucién 2X de anticuerpos
especificos contra las citoquinas IL17 e IFN-y (IL17-PE, IFN-y-APC, BD) o los controles
sotdpicos adecuados durante 30minutos en hielo y en oscuridad.
Tras un lavado, las células fueron resuspendidas en FACS-EDTA y analizadas en un
citometro FACS Canto Il (Becton-Dickinson). Los porcentajes de cada poblacién fueron

analizados en FACS-Diva Software.

[ll. 7. Evaluacion de carga bacteriana en Bazo y Pulmén

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y de cada uno fueron extraidos
los pulmones y el bazo. Individualmente y bajo esterilidad los 6rganos se disgregaron
mecanicamente en homogeneizador manual y se resuspendieron en 1 ml de PBS
estéril. A partir de este homogeneizado se realizaron diluciones seriadas 1/10 que
fueron sembradas en placas de agar-sangre para el recuento UFC. La carga bacteriana

de S. pneumoniae se determiné como UFC/érgano.

I11.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA). Para comparacién entre grupos se utilizé el test ANOVA de una via

con test de comparacion multiple de Kruskal-Wallis (P<0.05).
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V. Resultados

Tanto durante la etapa de colonizacién como durante la infeccién, antes de acceder al
medio interno S. pneumoniae interacciona con el hospedero a nivel de las superficies
mucosas, en particular con la mucosa nasofaringea y del tracto respiratorio alto. Por
este motivo, y como se discuti6 anteriormente, el desarrollo de nuevas vacunas
antineumococicas de aplicacion mucosa resulta una alternativa atractiva para inducir

inmunidad local y proteccion a nivel de la “puerta de entrada”.

Diferentes estudios han sefialado a la ruta sublingual como una alternativa segura
capaz de inducir inmunidad protectora en el tracto respiratorio. Durante varias décadas
agentes terapéuticos y/o profilacticos, en particular en lisados bacterianos, han sido
administrados por ruta sublingual para el tratamiento de afecciones respiratorias
recurrentes [176-178] Mas recientemente, un trabajo realizado en el modelo murino
demostré que la administracion sublingual de una formulacion preparada en base a una
cepa inactivada de neumococo portadora de una variante no hemolitica de neumolisina,
es capaz de conferir proteccion frente a la colonizacion nasofaringea. El trabajo sin
embargo, no evalué la eficacia de la formulacion en la prevencién de la neumonia [170].
Si bien el uso de lisados o preparaciones basadas en microorganismos inactivados ha
sido exitoso en términos generales, el empleo de combinaciones definidas de antigenos
podria ser ventajosa para la mejor caracterizacién de las formulaciones y obtencién de
mayor reproducibilidad entre diferentes lotes, caracterizacion de los mecanismos
inmunes involucrados en la respuestas protectoras y para manipular la respuesta
inmune de modo de favorecer un perfil especifico, por ejemplo promoviendo el
desarrollo de respuestas humorales y celulares del tipo Th1/Thl7. Sin embargo, los
reportes sobre la eficacia de vacunas sublinguales basadas en antigenos purificados
son limitados. Particularmente, en cuanto a las vacunas antineumococicas de
administracién sublingual basadas en antigenos definidos, hasta la fecha no existen
reportes acerca de su uso en ensayos clinicos ni tampoco a nivel preclinico. Por lo
tanto, en el contexto de la generacion de nuevas vacunas antineumocacicas, explorar la
capacidad de formulaciones de aplicacion sublingual basadas en antigenos definidos de

neumococo resulta interesante.

A lo largo de las siguientes secciones se presentan los resultados correspondientes a la
evaluacion de diferentes antigenos de neumococo purificados como candidatos para la

formulaciéon de vacunas antineumocécicas.
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Dado que los polisacaridos capsulares son el antigeno presente en las formulaciones
actualmente disponibles, como primera aproximacién para abordar este objetivo se
selecciono el polisacarido capsular de tipo 1. Este serotipo resulta interesante desde el
punto de vista clinico, ya que cepas de neumococo con este polisacarido capsular
suelen estar asociadas al desarrollo de neumonia invasiva [32]. Nuestro laboratorio
cuenta con un aislado clinico de este serotipo capaz de generar una manifestacion
similar en el modelo murino, lo que permite estudiar la proteccion conferida tras la
vacunacion sublingual en un modelo animal de neumonia invasiva [48, 174, 175]. Estos

resultados se presentan a continuacion en la Seccién IV.1.

En segunda instancia, y con el fin de investigar antigenos capaces de promover
proteccion independiente de serotipo, se realizaron experimentos empleando variantes
no téxicas de neumolisina como ejemplos de antigenos proteicos para la formulacién de
vacunas antineumocécicas de aplicacion sublingual. Estos resultados se presentan en

las secciones VI.2 y IV.4.

IV.1. Vacunacion sublingual con PnPs

Con el fin de evaluar la eficacia e inmunogenicidad de una vacuna polisacaridica de
aplicacion sublingual, se emple6 el modelo murino de vacunacién sublingual
previamente puesto a punto en nuestro laboratorio, trabajo también realizado en el
contexto de este trabajo de grado, tal y como se describié en [175] (ver apéndice). Este
trabajo previo y datos provenientes de inmunizaciones por ruta intranasal, permitieron
determinar la minima dosis requerida para la vacunacién sublingual. Cabe destacar que
la dosis de polisacérido requerida para la vacunacion sublingual fue de 100 pg/raton, lo
gue equivale a una dosis 10 veces mayor a la empleada por ruta intranasal. El
requerimiento de tan alta dosis seguramente se debe a que la degradacion de los
antigenos es mayor en la cavidad bucal que en la nasofaringe, y a que la constante
exposicion de la mucosa sublingual a los alimentos probablemente hace que sea mas
refractaria a montar una respuesta inmune de gran magnitud. Naturalmente, la gran

cantidad de antigeno requerida limité el nimero de animales a ser inmunizados.

La figura 2 muestra el resultado de la inmunizacién sublingual de ratones C57BL/6j con
una unica dosis de PnPs 1 y posterior desafio letal con neumococo. Como control de

sobrevida se empled un modelo de proteccion por exposicion a una dosis subletal por
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ruta intranasal de la misma cepa que se empled para el desafio letal, previamente
establecido por nuestro grupo de investigacion [48]; como control negativo se
emplearon animales vacunados con solucién salina. Diez dias después de la
vacunacion o desafio subletal todos los grupos fueron desafiados por ruta intranasal con
una dosis letal de S. pneumoniae serotipo 1 y la sobrevida de los animales fue

registrada diariamente durante 8 dias.

Tal como ilustra el panel C de la figura 2, una unica dosis de 100 ug de PnPs 1
administrada por ruta sublingual fue capaz de conferir una proteccion del 60% frente a
un desafio letal con una cepa de tipo capsular homologo. Contrariamente, ninguno de
los animales del grupo control que recibieron salina sobrevivié al desafio. Al igual que
en los reportes previos [48], el 100% de los animales expuestos a la dosis subletal de
bacterias por ruta intranasal sobrevivio al desafio letal homaologo.

Este resultado sugiere por primera vez que la inmunizacién sublingual con una Unica
dosis de un antigeno polisacaridico purificado y en ausencia de adyuvantes, es capaz
de conferir proteccion en un modelo murino de neumonia invasiva causada por una

cepa de tipo capsular homélogo.
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Fig 2. Vacunacién sublingual con PnPs 1y sobrevida frente al desafio letal homoélogo.
Ratones C57BL/6j fueron tratados con 100 ug de PnPs 1 por via sublingual. Como control de
proteccion un grupo de animales fue desafiado por ruta intransal con una dosis subletal de Spl
(2x104 UFC); como control negativo se emplearon ratones naive. Diez dias después todos los
grupos fueron desafiados con una dosis letal de Sp1l (2x106 UFC). La sobrevida se sigui6 8 dias
después del desafio. (A) Esqumea del experimento. (B) Tratamiento y grupos. (C) Sobrevida
luego de desafio letal.
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Tanto en investigaciones de nuestro laboratorio [48] como de otros grupos [113, 179,
180], se ha reportado que IL-17 e IFN-y tiene un rol importante en la proteccién contra
S. pneumoniae. En particular nuestro grupo ha demostrado que animales protegidos
tras exposicion a un desafio i.n. subletal con la cepa de serotipo 1 y redesafio con una
dosis letal de la misma cepa, muestran un incremento de células T CD4" productoras de
IL-17 y células CD45"CD4 productoras de IFN-y en los pulmones.

Con el fin de determinar si la vacunacion s.I. con PnPs 1 inducia un perfil similar al ya
observado en los animales protegidos, 2 sobrevivientes de cada grupo fueron
sacrificados 8 dias post desafio y se les extrajeron ganglios submandibulares,
mediastinales y pulmones para el analisis de poblaciones celulares productoras de IFN-
y y IL-17 tras restimulacion con PMA/ionomicina por citometria de flujo, segun la
estrategia de andlisis mostrada en la figura 3A.
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Fig. 3A. Estrategia utilizada para el analisis de poblaciones celulares productoras de INFy
e IL-17 de ganglios mediastinales, submandibulares y pulmones. Del total de eventos
analizados en cada muestra, en primer lugar fueron seleccionados por forward/side scatter los
linfocitos (poblacién P2). Dentro de esta poblacion a su vez se seleccionaron los CD3+ y luego

se analizaron por separado las subpoblaciones CD4+ y CD8+ para la expresion de INFy e IL —
17.
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El analisis de los resultados en los ganglios submandibulares revelé6 que en los
animales vacunados con PnPs 1 por ruta s.l. un 4.6% de células T CD4" eran
productoras de IL-17 en comparacion con un 0.1% en el grupo naive y 0.7% en el grupo
que protegido por exposicidn a la infeccidbn subletal. Esto representa un aumento de
las células T productoras de IL-17 de 46 veces en el grupo vacunado respecto al control
y de 6.6 veces respecto al grupo protegido por exposicion a la dosis subletal de
neumococo (figura 3B panel ii).

En cambio, a nivel de pulmén los animales vacunados con PnPs 1 por ruta s.l.
mostraron un aumento modesto, de 1.5 veces respecto al grupo naive, mientras que los
los animales protegidos por exposicién a la dosis subletal de neumococo mostraron un
incremento de 4 veces en el porcentaje de linfocitos T CD4" productores de IL-17

respecto al mismo grupo control (Figura 3B, panel i).

El andlisis de la respuesta en ganglios mediastinales revelé que sélo los animales
expuestos al desafio subletal incrementaron el porcentaje de células T CD4"
productoras de IL-17 tras la restimulacion con PMA/ionomicina en este sitio anatémico

(Figura 2B, panel iii).

Aunque en menor medida, también se observé que existe un porcentaje aumentado de
células CD4" productoras de IFN-y en los ganglios submandibulares de los ratones
vacunados con PnPs 1 que no se observa en el caso de los animales expuestos al
desafio subletal, que en cambio si mostraron un incremento en estas células solamente

en los ganglios mediastinales (Figura 3B, paneles ii y iii respectivamente).

En cuanto a las células T CD8", se encontr6 que Unicamente los animales vacunados
por ruta s.I. presentan un incremento de CD8" productoras de IFNy en los ganglios

submandibulares (Figura 3B, panel v).

A pesar de que por el reducido numero de animales utilizado estos resultados son de
caracter preliminar, como se menciond anteriormente comprenden el primer
antecedente de proteccion frente a un desafio letal mediante la administracion s.l. de un
antigeno purificado de neumococo, en particular de un antigeno polisacaridico.
Ademas, la proliferacion de células T CD4" y CD8" observada sugiere el potencial de la
ruta en cuanto a la generacion de inmunidad celular protectora en linea con lo reportado

en la bibliografia [168, 176].
46



I) Pulmones - T CD4* IV) Pulmones - T CD8*

201 3
£ 154 R
3 8 21
Q Q
O 10- 5
o o
o o
3 § 14
2 57 N
0- nm_-'—— T 04
cD4'IL17*/cDat  CD4'IFNg*/cD4at  cD4'IL17", IFNg */CcD4t cDg’'IL17*'/cD8t  CD8'IFNg*/cD8t  CD8'IL17, IFNg */cD8t
i) Ganglios Submandibulares - T CD4 * V)  Ganglics Submandibulares - T CD8*
54 81

%CD4*CqlC*/CD4* oy
(=] - N w »
L L L 1 1
o

cD4'IL17*/cDat  CD4'IFNg*/CD4t  CD4*IL17", IFNg */CDA4t T CDs*IL17*ICD8t cD8'IFNg*/cD8t  CD8"IL17, IFNg */CD8t
'") Ganglios Mediastinales - T CD4* Vl) Ganglios Mediastinales - T CD8 *
34 104
5 5 89
° K
+ +
< 24 ©
o S 6
+ +
o o
o o
o O 4
3 11 a
[&] (5]
B H X o
o o e Q- - ZLmy o T
cD4'IL17*/cDat  CD4'IFNg*/cD4t  cD4'IL17*, IFNg */CD4t cD8'IL17*/cD8t  CD8'IFNg*/CD8t  CD8+IL17 IFNg+/CD8t
3 Salina PMA/iono EE PnPs1+Sp1 PMA/iono E= Sp1+Sp1 PMA/iono
[ZZ Salina s/est A PnPs1+Sp1 s/est A Sp1+Sp1 s/est

Fig. 3B. Células productoras de IFNy e IL-17 en pulmones, ganglios submandibulares y
mediastinales. Diez dias post desafio letal, se extrajeron ganglios sub mandibulares,
mediastinales y pulmones de 2 sobrevivientes de cada grupo. La produccioén intracelular de INFy
e IL-17 en células T frente a una re-estimulacion in vitro con PMA/lonomicina (ICCK) se analiz6
por citometria de flujo. Las barras representan la media de expresada como porcentaje de
células productoras de las citoquinas en funcién del total de células CD4" o CD8" de cada par de
individuos Las barras sélidas representan estimulacion con PMA/inomicina y las barras rayadas
de igual color el control sin estimular para cada grupo.
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IV.2. Vacunacion sublingual con PLYAA146

Para investigar la capacidad inmunogénica de antigenos proteicos administrados por
ruta s.l. se emplearon neumolisinas recombinantes no hemoliticas. Como primera
aproximacion, la variante no hemolitica PLYAA146 previamente estudiada y empleada
como antigeno para la formulacion de vacunas antineumococicas en modelos
experimentales [142] fue empleada para vacunar ratones BALB/c por ruta sublingual.

Paralelamente y a fin de investigar si la pérdida de actividad hemolitica afecta la
inmunogenicidad de la proteina, un grupo de ratones fue vacunado con un
recombinante PLYa producido en las mismas condiciones pero que cuenta con
actividad hemolitica comparable a la neumolisina salvaje. En todos los casos los

animales recibieron 3 dosis de 30 ug de cada proteina a intervalos de 2 semanas.

Los niveles de anticuerpos IgG totales anti-neumolisina en suero fueron evaluados por
ELISA previo a la primera inmunizacion, previo a cada uno de los recuerdos y cuatro
semanas luego de la tercera y Ultima administracion (Figura 4A). Unicamente se
observaron diferencias apreciables luego de la tercera dosis por lo que todos los

analisis mostrados corresponden al Ultimo sangrado.

Los animales vacunados con PLYa mostraron un aumento importante de los niveles de
IgG especificos, siendo la media aritmética 30 veces mayor al dia 60 luego de tres dosis
en comparaciéon con los titulos a dia 0 previo a la vacunacién. Para el caso de los

animales vacunados con PLYAA146 las diferencias no fueron apreciables (Figura 4B).

Estos resultados sugieren que mediante la administracion sublingual de antigenos
proteicos purificados de neumococo se logra inducir una respuesta adaptativa humoral

especifica a nivel sistémico.

48



(A B Vacunacién ll Sangrado

C {} {3 m
0 14 28 60
(B)
504
o
[=] 40-
©
2
2 30-
o
w
o
& 204
o
Q
o 104
=
0 [ ]

PLYAA146 PLYa

Fig 4. Vacunacién sublingual con dos variantes de PLY. Respuesta humoral IgG. Tres dosis
sublinguales de 30 ug fueron administradas en ratones C57BL/6j los dias 0, 14 y 28. Un grupo
recibi6 la variante no hemolitica PLYAA146 (n=9) y el otro la variante hemolitica PLYa (n=3). (A)
Esquema de vacunacion. (B) La grafica muestra los resultados del andlisis realizado por ELISA
de los niveles de anticuerpos IgG totales anti neumolisina en suero extraido en D60 . Los
resultados se expresan como la media del incremento respecto al dia 0 de cada animal + SD.

A pesar de que la variante hemolitica PLYa no mostr6 efectos téxicos tras ser
administrada por ruta s.l., su gran potencial citotoxico hace que no sea del todo
adecuada para la formulacion de vacunas. Por su capacidad hemolitica reducida las
variantes toxoides son candidatos mas aptos para vacunacion, sin embargo PLYAA146
en este esquema no fue capaz de inducir un aumento apreciable de los niveles de I1gG
al ser administrada sola. Para inducir una respuesta humoral satisfactoria se plante6
investigar otros esquemas de inmunizaciébn con mayores dosis y también empleando

adyuvantes para aumentar la inmunogenicidad de la formulacion.

IV.3. Producciéon de PLYt

Puesto que la disponibilidad de PLYAA146 era limitada, y para descartar que lo

observado fuese una particularidad del toxoide empleado, se procedi6 a la produccion
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(A)

Induccién

Solubilizacion

PLYt, otro toxoide carente de actividad hemolitica generado anteriormente en nuestro

laboratorio.

PLYt se produjo a partir de la cepa recombinante E. coli W3110-056 portadora del
plasmido pPACIB.9 con el gen de neumolisina que carece del segmento carboxilo
terminal asociado a la toxicidad segun el protocolo esquematizado en la Figura 5, panel
A.

MWM BSA BSA BSA

- - (B) Cultivo SN3  SN3
LB+Ampi 100 LB+Ampi inducigo SN O SN1 SN2 ‘05 o (KD2) 20 g 1049 5 g
16 hs E 3hs 250

LB+Ampi X -
Ac. B indoleacrilico 25ug/ml |¢—Ac. B indoleacrilico
6hs pLvt
10 min, 4°C
Cf 15min, 3500rpm
C N
|SNO| Pellet de cultivo
Buffer TE
Sonicado
CF 30 min, 14000g
e PANAN
Purificacion SN 1 Pellet 1
Cuerpos de inclusién
Buffer TE
| . . . .
CF 1h, 140009 Fig. 5. Produccion de PLYt a partir de E. coli W3110
Pellet 2 pPACIB.9. (A) Esquema de las etapas del proceso de
Cuerpos de inclusién produccion. (B) SDS-PAGE, 12%, 15 mm. Se
Buffer TE-Urea 2M . . . K
T visualizan las distintas fracciones recuperadas en cada
1h, 4°C paso de la produccion de PLYt (47KDa, flecha negra),
Cf 140009 . . . 2
s T se incluye estandar de BSA en cantidades conocidas
e o
Cuerpos de inclusion solubilizados L_'J para la cuantificacion de PLYt.
TE-Urea 8M

Las diferentes facciones recogidas en las diferentes etapas de purificacion se analizaron
en gel de poliacrilamida (Figura 5 B), observdndose una banda de ~50 KDa,
concordante con el peso molecular esperado para PLYt [144]. La banda
correspondiente a PLYt fue la banda mayoritaria incluso en la fraccién total del cultivo
inducido (banda ausente en fracciones de cultivo de W3110 no transformadas)
indicando que PLYt es producida en gran cantidad. En los pasos siguientes de
purificacién la mayoria de las otras proteinas fueron eliminadas en las fracciones
solubles (SNO, SN1 y SN2), permitiendo enriquecer las fracciones insolubles en PLYt, la
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cual fue luego solubilizada para dar lugar a la fraccion final SN3. En la fraccion final del
proceso se conservé la gran mayoria de la proteina de interés; la pureza se estimo por
densitometria de bandas siendo de alrededor del 95%. Si bien se observan otros
productos proteicos que co-purificaron con PLYt, éstos son minoritarios. La proteina
recombinante porta una cola de poli-histidina que podria emplearse para purificar PLYt
por cromatografia de afinidad utilizando una columna de niquel-agarosa. Sin embargo,
los antecedentes en nuestro laboratorio indican que dicho procedimiento de purificacion
no resulta en una mayor pureza y provoca una importante disminucion en el rendimiento
de la purificacién. En ausencia de purificacion adicional el rendimiento del protocolo
descrito fue de 193 mg PLYU/L cultivo.

Este protocolo de produccion y purificacion de PLYt permitié obtener suficiente cantidad
de proteina con un grado de pureza relativa alto y apto para su uso en experimentos de

vacunacion sublingual.

IV.4. Vacunacion sublingual con PLYt

Dado que la variante no hemolitica PLYAA146 empleada anteriormente no resulté
suficientemente inmunogénica, se procedié a evaluar el efecto de la utilizacion de un
adyuvante en la formulacion. Para ello, se administré la nueva variante no hemolitica
PLYt, sola o en conjunto con Toxina Colérica (CT), la cual ha mostrado ser un potente
adyuvante por ruta s.l. [167] o flagelina purificada de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (FliC), agonista de TLR5 (del inglés, Toll-like Receptor 5) y NLRC4 (del
inglés, Nod-like receptor CARD domain-containing protein 4), molécula que también
posee un potente efecto adyuvante cuando es administrada por via i.n. [181, 182] ; y por
ruta s.l. [183]

En este caso, los animales fueron vacunados con 4 dosis de 50 pg de PLYt sola o con
adyuvantes, administradas por ruta s.l. a intervalos de una semana. El andlisis de los
niveles de anticuerpos IgG totales de sueros extraidos a dia 0 y 45 (Figura 6B) indic6
gue tanto los ratones vacunados con PLYt sola como en los que recibieron PLYt junto
con CT presentan niveles de IgG total especifica significativamente aumentados
respecto a dia 0. El grupo PLYt+FIiC no present6 diferencias significativas aunque hay

una tendencia al aumento respecto a dia 0. A dia 70 las diferencias son ain mayores en
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los tres grupos y aunque no llegan a ser significativas en el grupo PLYt+FIiC la

tendencia al incremento parece también evidente.

Con el fin de evaluar la eficacia de la vacunacién sublingual en este modelo preclinico,
la mitad de los ratones de cada grupo fueron desafiados con una dosis letal de S.
pneumoniae por ruta i.n. y se midié la proteccién conferida a nivel local y sistémico
mediante recuento de UFC en pulmones y bazo respectivamente, cuarenta horas
después del desafio.

La figura 6C muestra el resultado del recuento en pulmones. Todos los grupos
mostraron una clara tendencia de disminucién de la carga bacteriana en pulmones con
respecto al grupo naive, y los niveles entre los diferentes grupos de tratamiento.. En
cambio a nivel de bazo, las diferencias entre grupos son mas dispares y la tendencia no

es tan clara.

Los resultados indican que la respuesta inmune generada por la vacunacion sublingual
con neumolisina confiere proteccion parcial contra la neumonia aguda disminuyendo la
carga bacteriana a nivel pulmoén.. Sin embargo, la vacunacién no fue capaz de prevenir
la invasién hacia el torrente sanguineo cuando los animales fueron desafiados 50 dias
después de la dltima inmunizacién. En concreto, la administracion sublingual de
neumolisina recombinante purificada es capaz de inducir una produccion significativa de
anticuerpos sistémicos especificos y proteccion local a nivel pulmonar frente a un

desafio letal con S. pneumoniae pero no previno la diseminacién de la infeccién.
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Fig 6. Vacunacion sublingual con PLYt y adyuvantes. Respuesta humoral y proteccion
frente al desafio letal. Cuatro dosis sublinguales de 50 ug de PLYt fueron administradas a
ratones BALB/c (n=8) en los dias 0, 7, 14 y 21. Los animales recibieron la proteina sola (barras
anaranjadas), en conjunto con 10 ug de Flagelina purificada (FIiC) (barras verdes) o con 2 ug de
toxina colérica (Ct, barras azules). (A) Esquema del experimento. (B) Analisis por ELISA de los
niveles de anticuerpos IgG totales anti neumolisina de sueros extraidos a dia 45 y dia 70. Los
resultados estan expresados como diferencia del dia indicado con respecto a DO. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto a DO evaluado por ANOVA de una via con test de
comparacion multiple de Kruskal-Wallis (P<0.05). (C-D) Evaluacién de la carga bacteriana en
pulmén y bazo 40 h luego del desafio letal con S. pneumoniae (2x10°> UFC) 80 dias después de
la primera dosis. No hubo diferencias significativas al evaluado por ANOVA de una via con test
de comparacién mdultiple de Kruskal-Wallis (P<0.05)
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V. Discusion

El polisacarido capsular es el principal factor de virulencia de neumococo y el antigeno
en el que se basan las vacunas anti nheumococicas actuales. Previamente en nuestro
laboratorio se establecié que la administraciébn de PnPs 1 por ruta i.n. protege ratones
frente a un desafio letal homdlogo. En esta investigacion se observé que una Unica
administracion del polisacarido capsular por ruta sublingual, confiere un 60% de
proteccion frente a un desafio letal. Al momento es el primer antecedente reportado de
proteccion contra neumonia aguda mediado por la administracion sublingual de un
antigeno purificado. El perfil de la proteccion conferida se vio asociada a la proliferacion
de linfocitos T productores de INFy e IL-17. Esto representa un punto en comudn en el
correlato inmunoldgico con otros antecedentes de proteccién contra la infeccién
neumocécica de nuestro y otros grupos [48][180]

Comparada con otras rutas mucosas, sobre todo con respecto a la ruta i.n., una de las
principales caracteristicas de la inmunizacién s.l. es que requiere dosis mayores. En
este caso la proteccion por vacunacion s.l. requirié una dosis de PnPs de 10 a 50 veces
mayor que la utilizada por ruta i.n. en el mismo modelo, lo que se encuentra dentro de lo
reportado en la bibliografia para otros modelos. Por otro lado, en los animales
vacunados por ruta sublingual no hubo estimulacién a nivel de ganglios mediastinales
por lo menos en los parametros evaluados, asi como no hubo estimulacion a nivel de
ganglios submandibulares en los vacunados por ruta i.n. Estos resultados confirman
gue el sitio inductor de la administracion sublingual en el ratbn son los ganglios
submandibulares.

Para continuar con la caracterizacidon de esta proteccién, en futuras investigaciones
seria razonable buscar dilucidar el correlato humoral de los animales protegidos.
Especialmente evaluar la respuesta de anticuerpos especificos contra PnPs frente a la
vacunacion sublingual y su evolucion luego del desafio letal para las sub clases IgM e

IgG a nivel sistémico e IgA en secreciones.

La estrategia actual de vacunacion presenta limitaciones impuestas por la variacion
antigénica y la naturaleza T independiente del polisacarido capsular de S. pneumoniae.
Por esta razon, si bien las vacunas existentes han significado un gran avance en el
control de la enfermedad neumocécica, no representan una solucion definitiva. Desde
hace décadas se busca desarrollar una vacuna anti neumocdcica basada en un
antigeno proteico y conservado entre los distintos serotipos. Por su importancia como

factor de virulencia, neumolisina representa un candidato natural y existen varios
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antecedentes pre clinicos de vacunacion, pero hasta ahora ninguno por ruta sublingual.
Debido a la toxicidad de la PLY salvaje, se han generado variantes no hemoliticas mas
seguras para inmunizar, que permiten ser administradas en dosis mayores sin provocar
efectos perjudiciales.

La variante PLYAA146 presenta una delecion aminoacidica puntual que reduce la
capacidad de formacion de poros sobre membranas eucariotas y carece de otras
propiedades inmunoldgicas asociadas a la toxicidad. A pesar de esto retiene la misma
capacidad que la variante salvaje de inducir una respuesta IgG al ser administrada por
via subcutanea con alimina como adyuvante [142]. Aqui, al administrar PLYA146 por
ruta sublingual, no se observo un aumento de los niveles de anticuerpos IgG especificos
en suero, por el contrario con el mismo esquema y dosis, al vacunar con la variante
hemolitica los niveles aumentaron 6 veces. Al igual de lo que sucede con otras toxinas y
en contraposicion con lo reportado por los autores, en estas condiciones la variante
toxoide es menos inmunogénica. Si bien esta tendencia es clara, debe tenerse en
cuenta que estos resultados son preliminares. Debido al bajo nimero de animales
vacunados con PLYa por la disponibilidad de la proteina, presentan variaciones
interindividuales considerables y no son respaldados por la estadistica. Por esta razén,
la interpretacibn mas relevante del ensayo es que la vacunacion sublingual con
variantes no hemoliticas requiere dosis mayores y/o administrar en conjunto con un

adyuvante.

En nuestro laboratorio disponemos de PLYt, otra variante de neumolisina que presenta
actividad hemolitica reducida por delecién del extremo carboxilo terminal. El buen
rendimiento de la cepa E. coli W3110 pPACIB.9 permite producir el antigeno de forma
recombinante en alta concentracion y cantidad y por lo tanto administrar dosis mayores
a mas cantidad de animales.

Los resultados demostraron mediante la administracion sublingual de PLYt en estas
condiciones, existe una produccién de anticuerpos IgG especificos en suero, que
alcanza a ser significativa tanto al administrar la proteina sola como en conjunto con CT.
Este representa el primer antecedente de induccion de una repuesta humoral por
administracion s.l. de un antigeno purificado de neumococo. Los niveles se mantienen
con tendencia al aumento hasta 50 dias luego de la Ultima dosis lo que indica la
induccién de mecanismos de memoria inmunoldgica.

Como se encuentra reportado en la bibliografia [167] los resultados muestran una clara

tendencia del potencial de CT como adyuvante sublingual. Por el contrario, el efecto
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adyuvante de FIliC no parece tan claro. Este resultado es por lo menos llamativo ya que
en varias investigaciones se ha demostrado el potencial como adyuvante de FIiC [181,
184]. Particularmente, en nuestro laboratorio previamente se demostré que FliC de
Salmonella Typhimurium administrado por ruta sublingual estimula la respuesta innata y
potencia la respuesta humoral en la co-administraciéon con ovoalbumina [174, 175].
Cabe especular que la naturaleza del antigeno pueda influir en la capacidad adyuvante
de FIiC.

Hay elementos para sostener que la vacunacion sublingual con PLYt puede tener valor
protector ante un desafio letal, lo cual seria un resultado de gran relevancia.

Frente a un desafio letal con serotipo 1, a nivel de pulmén en todos los grupos hay una
clara tendencia de reduccién de la carga bacteriana. A nivel sistémico no es tan clara la
tendencia, pero se relaciona con la produccién de anticuerpos IgG en suero lo que
apoya el resultado. El correlato de la proteccion generada en pulmén no parece estar
enteramente relacionado con los niveles de anticuerpos 1gG, por lo que vendria dado
por otro aspecto de respuesta inmune inducido por la vacunacién sublingual con PLY1.
La induccién de otras subclases de anticuerpos podrian complementar el correlato de la
proteccion observada. La neutralizacién de la actividad de la neumolisina en el contexto
de la infeccién pulmonar significaria una reduccién del estado inflamatorio que en ultima
instancia favorece la supervivencia y diseminaciéon de la bacteria y compromete el
intercambio gaseoso. En futuras investigaciones se buscard evaluar especialmente la

produccion de IgA, pero también de IgM frente a la vacunacion.

En su conjunto los resultados obtenidos demuestran el potencial de la ruta de
vacunacion sublingual en cuanto a su uso como tratamiento profilactico frente a
infecciones respiratorias. Mediante la administraciéon sublingual de 2 antigenos de
distinta naturaleza, se induce una respuesta inmune adaptativa, humoral y de linfocitos
T. Este tratamiento es capaz de conferir proteccion frente a un desafio letal de S.
pneumoniae en modelo de neumonia aguda en términos de sobrevida y reduccién de la
carga bacteriana a nivel de pulmon.

Tanto al vacunar con PnPs o al vacunar con las dos variantes de PLY se observan
diferencias interindividuales importantes. Las diferencias en términos de sobrevida o
titulos de anticuerpos pueden deberse a variaciones en la cantidad de antigeno
muestreada por el sistema inmune en cada administracion. Los mecanismos de
captacion y procesamiento a nivel sublingual requieren de investigaciones adicionales y

se considera uno de los puntos mas importantes para el avance de esta ruta.
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Adicionalmente, encontrar estrategias apropiadas en la utilizacion de adyuvantes y
vehiculos que puedan disminuir la variacion interindividual observada y potencien la
respuesta generada. Asi mejorar el rendimiento de las administraciones, lo que permita
reducir la dosis y el nimero de administraciones.
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