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Resumen La propagacion internacional de enfermedades infecciosas constituye un problema global de segu-
ridad sanitaria. La vacunacién es una de las intervenciones en salud mas exitosas y efectivas. La
administracién por via oral presenta ventajas significativas sobre la via parental utilizada cominmente. Proto-
zoarios intestinales y de vida libre expresan en su superficie una densa capa de proteinas que los protegen
de condiciones ambientales hostiles. La utilizacion de proteinas de superficie variante-especificas o VSPs (del
inglés “Variant-specific Surface Proteins’) tales como las del protozoario intestinal Giardia lamblia constituye
un enfoque eficiente para la generaciéon de vacunas orales, dada su alta inmunogenicidad y su resistencia a
cambios de pH y proteasas. En un trabajo reciente mostramos que estas propiedades pueden ser explotadas
para proteger antigenos vacunales y potenciar su inmunogenicidad, facilitando asi su administracién oral. Como
modelo inicial, generamos una vacuna oral contra el virus de la influenza compuesta por particulas similares a
virus (VLPs, del inglés “virus-like particles”) que contienen en su envoltorio VSPs de G. lamblia y el antigeno
HA (hemaglutinina del virus de la influenza). La administracién oral a ratones de estas particulas recubiertas
con VSPs y HA induce una respuesta inmune humoral (sistémica y de mucosa) y celular especifica para HA sin
la necesidad de adyuvantes externos. La respuesta inmune generada protege frente al desafio con el virus y
también frente al desarrollo de tumores que expresan el antigeno vacunal HA.
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Abstract Platform for the generation of oral vaccines based on protozoan surface proteins. The in-
ternational spread of infectious diseases is a global problem of health security. Vaccination is one
of the most successful and profitable health interventions. Oral immunization has significant advantages over the
widely used parental vaccines. Intestinal and free-living protozoa express on their surface a dense layer of proteins
that protect them from hostile environmental conditions. The use of variable surface proteins (VSPs) such as
those of the intestinal protozoan Giardia lamblia is a feasible mechanism for the generation of oral vaccines since
they are highly immunogenic as well as resistant to changes in pH and proteases. In a recently published article,
we showed that these properties of VSP can be exploited to protect and enhance the immunogenicity of vaccine
antigens thus enabling their oral administration. We recently generated an oral vaccine against influenza virus
composed of virus-like particles (VLPs) containing VSPs of G. lamblia and the HA antigen (viral hemagglutinin)
in its envelope. When administered orally to mice, these coated particles elicit HA-specific humoral (systemic and
local) and cellular responses, without the need of any additional adjuvant. Treated mice are protected against
viral challenge and also against the development of tumors expressing the HA vaccine antigen.
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Giardia lamblia es un parasito unicelular que coloniza
el intestino delgado superior de muchos vertebrados, in-
cluido el hombre, y es el agente causante de la giardiasis.
Para sobrevivir en el intestino, la superficie del trofozoito
de Giardia esta completamente cubierta por proteinas de
superficie variante-especificas o VSPs (del inglés “variant-
specific surface proteins’). Estas son proteinas integrales
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de membrana que contienen una region extracelular
variable y rica en cisteinas (presentes principalmente
en motivos CXXC), un unico dominio transmembrana
y un tallo citoplasmatico altamente conservado'. Las
aproximadamente 200 VSPs codificadas en el genoma
de Giardia estan involucradas en el proceso de variacion
antigénica de tal modo que solo una se expresa en cada
trofozoito. Proteinas de superficie similares a VSPs (base
de datos de la familia de proteinas PF03302) también
estan presentes en otros protozoarios parasitos como
Entamoeba histolytica, que coloniza el intestino grueso,
y en los ciliados de vida libre Paramecium tetraurelia y
Tetrahymena thermophila, entre otros.
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Las VSPs resisten el ambiente hostil del
intestino

Anteriormente demostramos que, a través del silencia-
miento de enzimas que participan en el mecanismo de
regulacién mediado por ARNs de interferencia, se gene-
raban trofozoitos que expresaban mas de una VSPs en
su superficie?. La inmunizacion oral con VSPs purificadas
de dichas células demostré proteger jerbos®, perros y
gatos* contra infecciones de Giardia. Esto confirmé la
importancia inmunogénica de las VSPs, y también reve-
16 que estas proteinas son capaces de sobrevivir en el
ambiente adverso del intestino.

En un trabajo reciente® postulamos que las proteinas
de superficie de microorganismos que viven en el am-
biente hostil del intestino (cambios en el pH, y el potencial
redox y presencia de enzimas proteoliticas) desempefan
un papel clave en su proteccion. En apoyo de esta hi-
pétesis, demostramos que trofozoitos de G. lamblia, E.
histolytica, T. thermophila 'y P. tetraurelia permanecen
viables luego de la exposicién a altas concentraciones
de tripsina por mas de una hora. Comprobamos tam-
bién que tres VSPs recombinantes de dos aislamientos
diferentes de Giardia resultan altamente resistentes a
pH extremos y a la degradacién in vitro por diversas en-
zimas proteoliticas presentes en el contenido estomacal
e intestinal. Las caracteristicas bioquimicas de las VSPs
que les confieren estas propiedades implicarian la for-
macion de enlaces inter- e intra-moleculares a través de
coordinacion de metales y/o puentes disulfuro, ya que el
tratamiento con agentes reductores (2-mercaptoetanol) o
con agentes quelantes (EDTA) disminuy6 marcadamente
su resistencia a la protedlisis.

Las VSPs activan tanto la inmunidad innata
local como la sistémica

Las tres VSPs recombinantes fueron capaces de gatillar
la sefalizacion a través del receptor TLR-4 (del inglés
“Toll-like receptor’) de la inmunidad innata, clave para
la activacion inmune frente a agentes infecciosos. Esta
interaccion con el sistema inmune innato se confirmé por
la capacidad de estas proteinas de activar células dendri-
ticas, las principales células presentadoras de antigeno
profesionales. Estos nuevos descubrimientos aportan a
la comprension del mecanismo por el cual la vacuna oral
anti-Giardia, compuesta por todo el repertorio de VSPs
purificadas, desencadena su respuesta protectora en
animales experimentales y domésticos® 4. Como es co-
nocido, los patrones moleculares asociados a patégenos
o PAMPs (del inglés “pathogen-associated molecular
patterns”) estan constituidos por estructuras conservadas
y muy extendidas en diferentes patdgenos®. Por lo tanto,
dada la capacidad de diferentes VSPs para interactuar con
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el sistema inmune innato a través del TLR-4 y el hecho de
que estas proteinas de superficie, que comparten su alto
contenido de motivos CXXC, se encuentran en diferentes
protozoos, sugerimos que podrian ser consideradas un
nuevo PAMP.

Las vacunas orales tienen ventajas sobre las
parenterales

La mayoria de los patdgenos infecciosos emergentes y
reemergentes, como Vibrio cholerae, HIV, virus de la gripe
y coronavirus, invaden e infectan al huésped a través de
las superficies mucosas de las vias gastrointestinales,
respiratorias y/o genitourinarias. La inmunidad de mu-
cosas forma una primera linea de defensa por medio de
IgA secretora (S-IgA) y células T citotdxicas contra estos
patégenos’. Sin embargo, la mayoria de las vacunas ac-
tuales generan respuestas efectivas en el compartimiento
sistémico pero no en las mucosas porque son adminis-
tradas por via parenteral. Por el contrario, las vacunas
administradas por via oral o nasal han demostrado ser
efectivas para inducir respuestas inmunes especificas
de antigeno tanto a nivel sistémico como en las muco-
sas®. Ademas, las vacunas orales no requieren personal
adiestrado, ya que pueden ser auto-administradas, no
presentan riesgo de infecciones cruzadas, se suprimen los
gastos de eliminacion de jeringas y agujas, son indoloras
y al constituir una técnica no invasiva resultan atractivas
para su aplicacién en programas de vacunacioén masiva.
Aunque la utilidad de las vacunas orales es clara, solo
unas pocas estan disponibles comercialmente debido a
que en su recorrido se exponen directamente al medio
degradante del tracto digestivo y al entorno inmunoldgica-
mente tolerogénico del intestino®. Dado que las VSPs son
inmunogénicas y resistentes a la protedlisis, planteamos
que podrian ser utilizadas como un adyuvante oral y que
formulaciones de vacunas que las incluyan podrian ser
administradas con éxito por via oral.

Las VSPs actuan a modo de blindaje sobre
la vacuna quimérica

Para comprobar nuestra hipétesis, disefiamos y produ-
jimos particulas similares a virus (VLPs) quiméricas que
expresan los principales antigenos del virus de la gripe
(HAy NA) y que contienen ademas VSPs en su superficie
(VLPVSP-HA) a manera de “blindaje” (Fig. 1). Las VLPs
(delinglés “virus like particles’) son estructuras altamente
organizadas que se auto-ensamblan a partir de proteinas
derivadas de un virus. Estas particulas subviricas no
infecciosas, estables y versatiles, son susceptibles de
manipulacién para transportar moléculas heterdlogas, las
cuales conservan su conformacion antigénica nativa'®. Al
contrario de los antigenos solubles, las VLPs pueden indu-
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Fig. 1.— Representacion esquematica de VLPs. Se muestran VLPs pseudotipadas
con HA y NA de influenza, con o sin la co-expresion de la region extracelular
de la VSP1267 fusionada con VSV-G (proteina G del virus de la estomatitis). La
expresion de la proteina Gag de la capside del virus de la leucemia murina (MLV)
en células eucariotas es suficiente para generar particulas retrovirales libres de
material genémico. Estas particulas pueden ser pseudotipadas por varios tipos de
proteinas de la envoltura o fusionando péptidos con el dominio transmembrana y
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cir una amplia respuesta inmune, incluidas las respuestas
de células T y B. Por lo tanto, no solo son seguras, sino
gue son potentes inmundgenos, lo que las convierte en
una plataforma ideal para el desarrollo de vacunas, tal
como ha sido demostrado con las vacunas basadas en
VLPs para hepatitis B o para el virus del papiloma humano,
ya aprobadas para uso masivo''.

Las VSPs protegen al antigeno heterélogo y
potencian su inmunogenicidad

En primera instancia, observamos que la presencia
de VSPs en la superficie de las VLPs mejoraba sus
propiedades inmunogénicas al promover la activacion
de células dendriticas de una manera dependiente de
TLR-4. Ademas, observamos que cuando las VSPs
estaban presentes en la superficie de las VLPs, no solo
ellas mismas eran resistentes a la protedlisis, sino que
HA y NA también fueron protegidas de la degradacion
por proteasas intestinales. Es la primera vez que se
describe esta propiedad de las VSPs de proteger un
antigeno heterdlogo de la degradacion. Con respecto al
mecanismo de esta proteccion, actualmente solo estamos
en condiciones de afirmar que las VSPs no actuan como
inhibidores de proteasas, no protegen a los antigenos por
“encubrimiento” frente a las enzimas proteoliticas, y que
tanto las VSPs como el antigeno deben estar presentes
en la misma particula. Como mencionamos mas arriba,
postulamos que las interacciones intra e inter molecula-
res involucrando puentes disulfuro y/o coordinacion de

metales desempefian funciones claves en la proteccion
del antigeno.

Las vacunas quiméricas con VSPs son
efectivas por via oral

Para probar la capacidad de las VLPVSP-HA como va-
cunas de mucosas administramos las particulas por via
oral a ratones. Efectivamente, la inmunizacién oral de los
animales con estas VLPVSP quiméricas conteniendo HA
indujo respuestas inmunes robustas contra este antigeno
vacunal. En contraste con las VLPs sin VSP (VLPs “des-
nudas”), las VLPs que expresaban VSP fueron eficientes
para generar una respuesta de anticuerpos, que no solo
estuvo presente en suero, sino que también prevalecid
en muestras representativas de mucosas (lavado bron-
coalveolar y materia fecal). La presencia de anticuerpos
en estos sitios de entrada de patdgenos tiene impor-
tancia real, porque representa la primera barrera que
encuentran los agentes infecciosos. Cabe destacar que
la respuesta de S-IgA en lavado broncoalveolar y materia
fecal solo se logré mediante la inmunizacion oral con las
VLPVSP-HA y no por su administracion parenteral. La
S-IgA es clave en el sistema inmunitario de mucosas y se
produce localmente en tejidos efectores'. La presencia
de S-IgA especifica de HA en lavado broncoalveolar, sitio
efector de mucosa distante al sitio inductivo (intestino),
que es donde se produjo la administracion inicial del
antigeno, es una caracteristica del sistema inmune de
mucosas importante y muy Util para ser explotada. Ade-
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mas, debido a que la inmunizacién en mucosas induce
no solo S-IgA en la mucosa sino también IgG sistémica,
esta novedosa plataforma de vacunacion oral se podria
utilizar de la misma manera que las vacunas parenterales
actualmente disponibles, brindando una doble proteccion
contra los patdgenos que ingresan al organismo por las
mucosas, pero que luego se distribuyen en otros tejidos.

Las vacunas quiméricas con VSPs gatillan la
respuesta humoral y celular

Idealmente, las vacunas estan dirigidas a desencadenar
respuestas inmunes celulares ademas de anticuerpos.
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De hecho, nuestra vacuna VLPVSP-HA activé con éxito
este brazo del sistema inmune, al aumentar la respuesta
celular citotdxica e inducir la produccion de células T
especificas de HA productoras de IFN-y. Observamos
que esta respuesta celular prevalecié no solo en bazo,
sino que también se llevd a cabo en ganglios linfaticos
mesentéricos, sitios inductivos claves de las respuestas
inmunes en las vacunas orales. Cabe destacar que el
IFN-y y el TNF-a secretados por células T CD8* en la
lamina propia desempefian un papel importante al permi-
tir que las células fagociticas combatan de manera més
efectiva los patégenos que han traspasado la barrera
mucosa'.

Fig. 2.— Propiedades de resistencia e inmunogenicidad de la vacuna
oral VLPVSP-HA. Las particulas VLPVSP-HA mostraron in vitro alta
resistencia a la exposicion a pH acido y protedlisis enzimatica. La
administracion oral en ratones Balb/c de las particulas cubiertas con
VSP1267 generd una potente respuesta humoral y celular, y solo los
animales vacunados con VLPVSP-HA y no con VLP-HA, indujeron
respuestas protectoras tanto frente al desafio intranasal con el virus
de influenza como al desafio con células tumorales expresando el
antigeno vacunal HA. En estos grupos de animales se verifico la
induccién de anticuerpos neutralizantes contra el virus y células
citotoxicas especificas capaces de controlar el crecimiento tumoral
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Las vacunas quiméricas con VSPs protegen
contra tumores

En dltima instancia, estudiamos la efectividad de esta
vacuna oral para generar proteccion in vivo mediante dos
estrategias: desafio con virus vivos y con células tumora-
les. En el modelo de infeccion intranasal, los ratones vacu-
nados con VLPVSP-HA mostraron estar completamente
protegidos frente a la infeccion con el virus de la influenza,
y que esta proteccion se correlacionaba con la generacion
de anticuerpos neutralizantes anti-HA. Por otra parte, el
ensayo de desafio con células tumorales constituye una
herramienta util para evaluar la generacion eficiente de
respuestas celulares citotdxicas. Los ratones inmunizados
por via oral con VLPVSP-HA mostraron un control casi
completo del crecimiento tumoral, al inocularles células
derivadas de un mesotelioma maligno (linea celular AB1)
que expresan el antigeno vacunal HA. Los esplenocitos
aislados de estos animales mostraron una mayor citotoxi-
cidad in vitro contra las células tumorales, comprobando
la eficiente generacion de células citotoxicas especificas
contra las células cancerosas que expresan HA.

Las vacunas quiméricas con VSPs son
estables

Finalmente, comprobamos que las particulas VLPVSP-HA
son resistentes a procesos de congelacion y descongela-
cion, y se mantienen estables a diferentes temperaturas,
sin perder sus propiedades inmunogénicas.

Conclusiones

Aprovechando y combinando las propiedades de alta
resistencia a la degradacion de moléculas de superficie
de protozoarios y la alta inmunogenicidad y versatilidad
de las VLPs, desarrollamos una plataforma para la gene-
racion de vacunas orales seguras, estables y eficientes.
La vacuna oral contra el virus de influenza asi generada
fue capaz de activar los distintos componentes del sistema
inmune, generando anticuerpos en mucosa que evitan la
union e invasion de patégenos y neutralizan enterotoxinas,
y anticuerpos séricos que controlan patégenos invasivos a
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nivel sistémico, ademas de una eficaz inmunidad celular
(Fig. 2).

Estos resultados permitirdn en el futuro cercano ge-
nerar un amplio rango de vacunas orales, mejorar las
campanfas de vacunacion masiva, llegar a regiones del
planeta adonde el transporte refrigerado es impractico
y, por ende, mejorar ostensiblemente la prevencion de
enfermedades infecciosas.
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