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RESUMEN

El semen es el principal vector de un amplio grupo de enfermedades
infecciosas transmitidas sexualmente (ETS), que causan anualmente millones
de muertes en el mundo. Ademas, el semen induce una variedad de acciones
bioldgicas sobre los tejidos reproductivos femeninos que pueden modular la
respuesta inmune dirigida contra los alo-antigenos paternos. En el presente
trabajo nuestra hipotesis sostiene que el semen mas alla de ser un vehiculo de
los agentes infecciosos, particularmente de los virus, tiene la capacidad de
modular la respuesta inmune anti-infecciosa. En este trabajo utilizamos un
modelo murino de infeccion intravaginal para analizar la capacidad del fluido
contenido en las vesiculas seminales (VS), que comprende el 60% del plasma
seminal en ratones, de modular la respuesta inmune contra el virus Herpes
Simplex de tipo Il (HSV-2). En primer lugar, encontramos que la presencia de
VS no modifica el curso de una infeccion primaria por HSV-2 intravaginal. Sin
embargo, VS mejora marcadamente la proteccién inducida por la vacunacion
intravaginal con HSV-2 inactivado frente a un desafio letal. Observamos que
este efecto protector estuvo asociado a una robusta respuesta de memoria
antigeno-especifica mediada por células T CD4" y T CD8" en los 6rganos
linfoides secundarios y en la mucosa genital. Ademas demostramos que la
presencia de VS durante la vacunacién induce un microambiente inflamatorio
en la mucosa genital y en los ganglios drenantes. En contra de la nocién que el
semen opera como un agente inmunosupresor, nuestros resultados sugieren
que el VS actua como adyuvante en la inmunizacién pos HSV-2 intravaginal,
promoviendo la respuesta inflamatoria y el subsecuente desarrollo de la

respuesta de memoria antigeno especifica.
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Semen induces a paradoxical adjuvant effect on
anti-HSV-2 immune response

Semen is the main vector of sexually transmitted diseases (STDs) that annually
causes millions of deaths globally. But also, it is now clear that seminal plasma
(SP) induces a variety of biological actions on the female reproductive tissues
able to modulate the immune response against paternal antigens. Our
hypothesis is that semen, beyond being a carrier for infectious agents,
particularly virus, has the capacity to modulate anti-infectious immune
response. We here analyzed whether the seminal vesicle fluid (VS), which
contributes almost 60% of the SP volume in mice, could modulate the immune
response against herpes simplex virus type 2 (HSV-2). We found that VS does
not modify the course of primary infection, but markedly improved protection
conferred by vaginal vaccination with inactivated HSV-2 against a lethal
challenge. This protective effect was shown to be associated to a robust
memory immune response mediated by CD4" and CD8" T cells in both the
lymph nodes draining the vagina and the vaginal mucosa, the site of viral
replication. Additionally we found that VS presence during immunization induces
local early inflammation and dendritic cells maturation in vaginal mucosa and
migration to draining lymph nodes. In contrast with the widespread notion that
SP acts as an immunosuppressive agent, our results suggest that VS might

improve the female immune response against sexually transmitted pathogens.
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1 CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 El semeny las infecciones de transmisiéon sexual

El semen y las secreciones cérvico-vaginales representan los principales
vectores de un amplio grupo de enfermedades infecciosas transmitidas
sexualmente (ETS), que causan anualmente millones de muertes en el mundo
(CDC, 2018). En este sentido, numerosos patégenos humanos se transmiten
por via sexual. Los hay de naturaleza fungica como Candida albicans;
bacteriales como Mycoplasma genitalium, Neisseria gonorrhoeae, Treponema
Pallidum 'y Chlamydia trachomatis; y de origen viral como HIV, HBV, HSV, HPV
y ZIKV. Actualmente, en el mundo entero, mas de un millbn de ETS son
adquiridas cada dia, demostrando la relevancia de esta problematica (CDC,

2018).

En los ultimos afios se ha avanzado considerablemente en la comprensién de
la fisiologia del sistema inmune operativo en las mucosas, sistema que alberga
en el humano a mas del 80% de los linfocitos T del organismo, junto a un
nutrido entramado de células dendriticas (CD) ubicado en el propio epitelio y en
la mucosa subepitelial. Sin embargo, pese al papel primordial que juega el
semen como vector de ETS, es muy poco lo que conocemos acerca de las

propiedades inmunomodulatorias de este sobre la mucosa vaginal.
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Introduccion

1.1.1 Caracteristicas y componentes del semen

1.1.1.1 Componentes del plasma seminal

El semen es una suspension de células, espermatozoides en su gran mayoria,
en el plasma seminal. Este fluido es el resultado combinado de secreciones
producidas por las distintas glandulas a lo largo del aparato reproductor
masculino; principalmente de las vesiculas seminales y la préstata, pero
también del epididimo y la glandula de Cowper o bulbouretral. En modelos
murinos se ha descripto que el contenido de las vesiculas seminales contiene
la mayoria de los componentes solubles del eyaculado, representando mas del

60% de la composicion de este (Robertson et al., 2009a).

El plasma seminal es un fluido de composicion compleja, con una alta
concentracion de proteinas y gran diversidad de factores de bajo peso
molecular, como azucares, aminoacidos, oligopéptidos y compuestos de
naturaleza lipidica (Juyena y Stelletta, 2012; Owen y Katz, 2005). El origen de
cada componente es variable, pero mayoritariamente el plasma seminal es el
resultado de la actividad secretora de las vesiculas seminales y la préstata

(Wolff, 1995).

La concentracion proteica en el plasma seminal es muy alta; varia entre 35 y 55
g/L. Su analisis protedmico ha identificado 900 especies proteicas distintas
(Fung et al., 2004; Pilch y Mann, 2006), entre las cuales las semenogelinas | y
I, de origen vesicular, y el Ag prostatico (PSA) son las mas abundantes
(Rodriguez-Martinez et al., 2011). También se ha reportado que el plasma

seminal contiene una gran diversidad de citocinas. Entre estos factores el mas



Introduccion

abundante es el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-3), del cual las tres
isoformas, TGF-B4, TGF-B, y TGF-B3, estan presentes en semen (Loras et al.,
1999; Politch et al., 2007). Sin embargo la predominante es TGF-4, que en
hombres fértiles alcanza niveles entre 80 y 220 ng/ml (Loras et al., 1999;
Politch et al., 2007; Sharkey et al., 2012a). Esto hace del semen el segundo
fluido biolégico (después del calostro) con la mayor concentracion de TGF-3
(Robertson et al., 2002). Ademas, la mayoria del TGF-3 presente en semen se
encuentra en su estado activo y no en la forma latente como se observa, por
ejemplo en sangre, hecho que revela un rol fundamental para esta citocina

(Politch et al., 2007; Robertson et al., 2002; Sharkey et al., 2012a).

Asimismo, se han descripto numerosas especies de origen lipidico en el
plasma seminal. Particularmente, el semen humano, a diferencia del de los
roedores, se caracteriza por poseer muy altas concentraciones de
prostaglandinas de la serie E, que en conjunto pueden alcanzar hasta 700
pg/ml. Las formas hidroxiladas, 19-OH-PGE1 y 19-OH-PGE2, son entre 3 y 30
veces mas abundantes que las formas parentales, (PGE1 y PGE2) y a su vez
son especificas del plasma seminal humano, por lo que adquieren particular
relevancia (Horton y Thompson, 1964; Kelly et al., 1976; Taylor y Kelly, 1974,

1975; Templeton et al., 1978).

Otro componente importante del plasma seminal son los exosomas: vesiculas
extracelulares de entre 30 y 100 nM de diametro. La concentracion estimada de
estos en semen es muy alta comparado con otros fluidos (Yang et al., 2017).
Recientemente han cobrado relevancia debido su capacidad de intervenir tanto

en la fertilidad como en el control de la respuesta inmune (Muller et al., 2018;
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Welch et al., 2018).

1.1.1.2 Los espermatozoides y otras células del semen

La gran mayoria de las células del semen son espermatozoides. Estos
encuentran su origen en la division meidtica de ceélulas germinales en los
testiculos, y por ello son haploides. Al tener disminuida su carga cromosomica y
perdido casi todo su citoplasma son células muy pequenas. Su cromatina, se
encuentra en un estado condensado al intercambiarse las histonas por
proteinas especificas denominadas protaminas (Miller et al., 2010). En este
estado el espermatozoide pierde su capacidad de expresion génica (Grunewald
et al., 2005). Todos estos procesos ocurren dentro del testiculo y no alcanzan
para que los espermatozoides sean capaces de fecundar el 6vulo, ya que estos
son inmoviles aun y carecen de las proteinas que permiten la interaccion con la
gameta femenina (Cornwall, 2009). Al ingresar al epididimo se observa el
progresivo aumento en la motilidad, pero es ya dentro del aparato genital
femenino (posterior al eyaculado), donde se completa la activacion de los
espermatozoides con procesos denominados genéricamente “capacitacion”

(Austin, 1951; Chang, 1951; De Jonge, 2005).

Por otra parte, estan presentes otros tipos celulares como células de origen
epitelial procedentes de la uretra, células germinales en distintas etapas de
diferenciacion provenientes de los testiculos, o leucocitos que provienen de
testiculos y de las glandulas accesorias (Johanisson et al., 2000). Los
leucocitos son en su mayoria neutrofilos, aunque también se encuentran en

menor proporcion linfocitos, monocitos y macréfagos (Johanisson et al., 2000;



Introduccion

Politch et al., 2009). Un analisis numérico de las células en el eyaculado
humano revela las siguientes abundancias: espermatozoides: 390 M/ml;
neutrofilos: 1,5 M/ml; macrofagos/monocitos: 0,1M/ml; linfocitos: 0,4M/ml

(Aitken et al., 1994).

1.1.2 El semen como modulador de la respuesta inmune

1.1.2.1 El semen induce una respuesta inflamatoria en el tracto genital

femenino

Entre las 2 y 48 horas posteriores a una relacion sexual consensuada sin
proteccion, se pueden observar, en lavados vaginales, numerosos tipos de
leucocitos; los mas abundantes son los neutrdfilos, aunque también se
encuentran linfocitos y macrofagos (Pandya y Cohen, 1985; Thompson et al.,
1992). Esta primera respuesta coincide con la fagocitosis de espermatozoides
por aquellos leucocitos infiltrados en la luz del aparato genital femenino
(Pandya y Cohen, 1985; Thompson et al., 1992). Ademas, se ha demostrado
que en este contexto, las células epiteliales de ectocérvix son inducidas a
secretar IL-8, IL-6, MCP-1 y GM-CSF, citocinas y quimiocinas caracteristicas de
los procesos inflamatorios (Sharkey et al., 2007). Incluso las células epiteliales
de la vagina secretan CCL20 y asi atraen células de Langerhans a las
proximidades de la vagina (Berlier et al., 2006). Algunos autores demuestran
también la induccién de la ciclooxigenasa-2 en el epitelio vaginal (Doncel et al.,

2011).

Se ha propuesto a la citocina TGF- como uno de los componentes causantes

de esta respuesta inflamatoria (Sharkey et al., 2012a). Aunque, el TGF-
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seminal se convierte inicialmente en un factor inflamatorio, también hay
evidencias de su rol en la induccién de tolerancia materna a Ags seminales
(Clark et al., 2008; Robertson et al., 2009b). Las observaciones anteriores
condicen con la funcion dual de esta citocina en otros ambientes biolégicos; por
un lado induce la infiltracién leucocitaria y la inflamacion, mientras que por el
otro, limita la respuesta induciendo la tolerancia a través de sus acciones sobre
linfocitos y CDs que conllevan a la proliferacion de linfocitos de fenotipo

regulatorio (Andersson y Eggen, 2006; Gorelik y Flavell, 2002) (Figura 1)

1 Linfocitos
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Figura 1 Inmunomodulacién provocada por el semen en el tracto genital femenino.
1. El semen estd compuesto de espermatozoides, células epiteliales, leucocitos y moléculas
solubles en el plasma seminal. Entre los componentes mas abundantes estan el TGF-$ (de los
tres isotipos) y las PG de la serie E. 2. Durante una relacién sexual consensuada ocurren
microabrasiones las cuales permiten el contacto entre los componentes del semen y las células
de la mucosa vaginal. 3. El epitelio vaginal se activa en presencia del plasma seminal, efecto
principalmente causado por TGF-. Las células epiteliales secretan, GM-CSF, IL-6, IL-8, MCP-1
y CCL20 y sobreexpresan COX-2. 4. Ademas, las células de Langerhans (CLs) y linfocitos
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intraepiteliales (LIEs) entran en contacto con los componentes seminales e inducen
inflamacion. 5. El ambiente de citocinas promueve la infiltracion de neutréfilos y macrofagos
unas horas después de la deposicion del semen. Estos tipos celulares pueden fagocitar células
del semen. 6. Las células dendriticas de la mucosa vaginal y monocitos circulantes son
reclutados por las quimiocinas liberadas. Como células presentadoras de antigenos podran
fagocitar y procesar componentes del semen de manera de presentar epitopes derivados de
aloantigenos seminales en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 2.
Ademas, la PGE2 presente en el semen, impondra un perfil de semi-maduro a estas células,
relacionado con mecanismos inflamatorios reducidos (inhibicién de la secrecion de IL-12) y un
aumento en la secrecion de IL-10. 7. Las células dendriticas migraran a los ganglios drenantes
y activaran la proliferacién de linfocitos T CD4" CD25" FOXP3" (Tregs). Dias después de la
deposicion del semen se pueden encontrar estos linfocitos en varios sitios de la mucosa
vaginal, incluso en utero donde median la tolerancia a los aloantigenos paternos en el feto y asi

evitan su rechazo durante la implantacion.

Llamativamente, se ha demostrado que para que ocurra la implantacién es
necesaria una respuesta inflamatoria (Dekel et al., 2014). De hecho, durante la
implantacion se han observado grandes niveles de citocinas pro-inflamatorias y
LT CD4" activados en un perfil Th1 (Granot et al., 2012; Van Sinderen et al.,
2013). Estudios en practicas de fertilizacion asistida reportan que el éxito de
implantacion mejora considerablemente al provocar una injuria en el tejido a
través de una biopsia endometrial (Narvekar et al., 2010; Potdar et al., 2012;
Raziel et al., 2007; Tiboni et al., 2011). Esta practica causa la producciéon de
citocinas pro inflamatorias como MIP-1B, TNF-a e IL-15, al igual que
reclutamiento de macrofagos y células dendriticas, y estos parametros
correlacionan con el éxito de la intervencion (Gnainsky et al., 2010). De igual
manera, se ha demostrado que la exposicion al semen durante los tratamientos
de fertilizaciéon asistida mejora la tasa de implantacién (Crawford et al., 2015).
En este sentido, la respuesta pro inflamatoria luego de la deposicion del semen
podria tener un importante rol en el establecimiento del ambiente inmune

adecuado para la implantacion (Robertson et al., 2006; Sharkey et al., 2007).
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1.1.2.2 Propiedades inmunosupresoras del semen.

Paraddjicamente, es usualmente aceptado que el semen es capaz de inducir
notables acciones tolerogénicas (Politch et al., 2007; Robertson et al., 2009b).
Ellas estan mediadas, en primer lugar, por las altas concentraciones de
agentes inmunosupresores presentes en el plasma seminal, tales como el
TGF-B y la PGE2 (Kuno et al., 1986; Politch et al., 2007; Remes Lenicov et al.,
2012; Robertson et al., 2009b). Las propiedades inmunosupresoras del semen
parecerian jugar un papel relevante en el proceso conducente a la concepcion,
al inhibir la respuesta inmune alo-reactiva mediada por la mujer contra los

antigenos paternos (Robertson et al., 2018).

Inicialmente, los primeros estudios se focalizaron en la capacidad del plasma
seminal de inhibir la activacion de linfocitos, intentando explicar la baja
antigenicidad mostrada por los espermatozoides (Stites y Erickson, 1975). En
los afos subsiguientes fueron identificados un gran numero de factores
seminales responsables de inhibir la proliferacion linfocitaria in vitro, pero

también de activar mecanismos tanto inflamatorios como regulatorios.

En especial, un gran numero de trabajos da cuenta de la capacidad de las
prostaglandinas de la serie E del plasma seminal de regular la accion de
linfocitos (Quayle et al., 1989; Skibinski et al., 1992). Del mismo modo, las PGE
del plasma seminal tienen efectos supresores sobre la actividad de las células
natural killer (NK) (Quayle et al., 1989; Skibinski et al., 1992; Tarter et al., 1986),
y también son capaces de definir el perfil de citocinas secretadas por los

monocitos (Kelly et al., 1997). Particularmente, el plasma seminal aplicado a
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monocitos purificados de sangre periférica induce la secrecion de IL-10 e inhibe
la secrecidn de IL-12, una citocina proinflamatoria (Kelly et al., 1997). Trabajos
realizados en nuestro grupo, demostraron que el plasma seminal, a través de
PGEZ2, induce un perfil tolerogénico en las células dendriticas derivadas de
monocitos de sangre periférica humana (Remes Lenicov et al.,, 2012). Es
interesante que este efecto, asi como la accion sobre linfocitos o células NK, se
observa utilizando diluciones elevadas de plasma seminal, que en estado puro
contiene concentraciones de PGE hasta 10000 veces mayores que las
presentes en un foco inflamatorio (Higgs et al., 1983; Kelly, 1999). En base a
estos trabajos, las PGEs han sido consideradas como uno de los principales
factores inmunomoduladores del semen (Kelly, 1999; Remes Lenicov et al.,
2018; Remes Lenicov et al.,, 2012), pero no puede dejarse de lado la
contribucién de otros factores, como las poliaminas (espermina y espermidina)

y los exosomas del semen (Allen y Roberts, 1986; Ronquist y Nilsson, 2004).

En el mismo sentido, observaciones previas realizadas en nuestro laboratorio,
demostraron que la interaccion espermatozoide/CDs conduce, no sélo a la
internalizacion del espermatozoide por las CDs sino también a la maduracion
fenotipica de las CDs y a la estimulacion de la produccion de IL-10 y a la
supresion de la produccion de IL-12p70, sugiriendo que los espermatozoides

inducen un perfil tolerogénico en las CDs (Ceballos et al., 2009).

Sumado a estas observaciones y teniendo en cuenta que tanto la PGE-2 como
el TGF-B se encuentran en grandes concentraciones en el plasma seminal,
hemos demostrado que la PGE-2 cumple un rol central en el perfil

inmunoldgico adquirido por las CDs, ya que es capaz de antagonizar las
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acciones de TGF-B durante la diferenciacion a partir de monocitos (Remes

Lenicov et al., 2018).

Ha sido demostrado que el plasma seminal presenta la habilidad de inducir
tolerancia a los antigenos paternos mediante la estimulacion de la
diferenciacion y expansion de células T regulatorias (Treg), previniendo de esta
forma, una respuesta inmune contra los espermatozoides y/o el embridn
(Robertson et al., 2018) (Figura 2). Las células Treg son esenciales durante
todo el transcurso del embarazo. Numerosos enfoques experimentales en
ratones demuestran que la deplecion de estas células causa la reabsorcion
fetal (Aluvihare et al., 2004). Llamativamente, este efecto es mucho mas
evidente cuando las Treg estan ausentes antes o durante la implantacion
(Shima et al., 2010; Zenclussen et al., 2005). Se ha observado en mujeres
sanas que la exposicion al semen esta asociada positivamente con el numero
de células Treg en sangre (Arruvito et al.,, 2007; Tilburgs et al., 2008).
Consistentemente, en ratones hembra luego del coito, se han observado
incrementos en células Treg en sangre y utero, y estas mostraban especificidad
antigénica por antigenos paternos (Guerin et al., 2011; Robertson et al.,
2009a). Esta respuesta tolerogénica es inducida aun en ausencia de
concepcion sugiriendo un rol muy importante para el plasma seminal (Guerin et
al.,, 2011). Se ha demostrado ademas, que el apareamiento con machos
vasectomizados (sin espermatozoides), igualmente induce la expansion de
Tregs, mientras que en ratones sin vesicula seminal (sin plasma seminal) se
pierde este efecto (Robertson et al., 2009a). Esto sugiere que, en el ratén la
inmunomodulacion del semen estd determinada por las secreciones de la

vesicula seminal y no de los espermatozoides u otros componentes del
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Figura 2 Balance inmune durante el embarazo. Las células Treg se originan luego de

la fase inflamatoria temprana. Este ambiente proinflamatorio perdura hasta la implantacion. Las
Treg establecen un ambiente antiinflamatorio durante los 9 meses de embarazo. Al comenzar el
trabajo de parto estas decaen y una intensa respuesta inflamatoria emerge para dar lugar al

alumbramiento (adaptado de (Robertson et al., 2018).

El semen humano es una gran fuente de aloantigenos, principalmente HLA-G
soluble presente en altas concentraciones en el mismo, pero también Ag
asociados al cromosoma Y, ausente en las hembras (Dahl et al., 2014). Tanto la
placenta como el feto expresaran estos antigenos, y es el contacto con el
semen el primer momento en el cual el sistema inmune materno reconoce y
desarrolla la tolerancia hacia estos Ags (Robertson et al., 2018). Se ha
demostrado que en ausencia de células Treg ocurre la reabsorcién fetal sélo en
cruzas de ratones alogéneicas pero no en cruzas singeneicas (Aluvihare et al.,
2004). Igualmente se ha observado que los fetos macho, son mas susceptibles
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al rechazo al estar ausentes las Treg (expresan antigenos H-Y, presentes solo
en los machos) (Kahn y Baltimore, 2010). Estos datos coinciden con
observaciones clinicas que asocian la exposicion al semen con una mejor tasa
de implantacién en pacientes con sucesivas pruebas de fertilizacion asistida
(Crawford et al., 2015). Curiosamente, la actividad sexual reiterada con la
pareja de concepcion, se ha asociado con un menor riesgo de preeclamsia,
sugiriendo de manera indirecta que la sucesiva exposicion a los mismos
aloantigenos podria mejorar la tasa de éxito del embarazo (Dekker et al., 2011;

Saftlas et al., 2014; Triche et al., 2014).

El mecanismo de induccion de células Treg no esta aun bien caracterizado, sin
embargo, como mencionamos anteriormente, observaciones realizadas por
nuestro grupo de trabajo, permitieron demostrar que el plasma seminal
humano, a través de la PGE2, promueve la diferenciacion de CDs
tolerogénicas caracterizadas por el siguiente fenotipo: CD1a’, CD14", baja
capacidad para producir las citocinas inflamatorias (IL-12p70, IL-18, TNF-a, IL-
6) y alta capacidad para producir IL-10 y TGF-B (Remes Lenicov et al., 2012).
Observamos, ademas, que las CDs diferenciadas en presencia de plasma
seminal fueron capaces de expandir y activar células T CD4+ en un perfil
regulatorio (CD4°CD25'FOXP3*), productoras de IL-10 y TGF-B (Remes

Lenicov et al., 2018; Remes Lenicov et al., 2012).

1.1.3 El semen y su interaccién con los patégenos de transmisién

sexual

El rol que tienen diversos componentes del semen sobre patégenos de
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transmision sexual ha sido abordado en la literatura cientifica. Sin embargo, la
mayoria de los enfoques, resultan reduccionistas en el sentido que evaluan
componentes aislados del semen, y no contemplan el contexto fisiolégico en

que se da la transmision sexual.

En los ultimos afios, se han dado a conocer diversas investigaciones que
establecen la capacidad del semen para modular la infectividad, especialmente
en el marco de la infeccion por HIV-1. En este sentido, algunos de estos
estudios demostraron efectos inhibitorios de la infeccion. Ensayos realizados
por nuestro grupo y otras publicaciones han demostrado que la presencia de
las proteinas clusterina y semenogelina | en el plasma seminal dificulta la
captura del HIV-1 libre a través del receptor DC-SIGN, expresado unicamente
en las CDs (Martellini et al., 2009; Sabatte et al., 2007). Ademas, se han
reportado acciones antivirales para los exosomas del semen, también en el
contexto de la infeccion por HIV-1 y ZIKV (Muller et al., 2018; Welch et al.,
2018). Otros mostraron efectos potenciadores de la infeccion. Experiencias
realizadas en nuestro grupo demostraron que los espermatozoides son
capaces de capturar HIV-1 y transmitir el virus a células dendriticas y a otras
células blanco de la infeccion (Ceballos et al., 2009). Incluso a valores de pH
extracelular similares a los encontrados en la vagina, se observéd que el HIV-1
aumenta su capacidad de unirse a los espermatozoides y de infectar las CDs
(Ceballos et al.,, 2009). Se ha reportado ademas, que las fibrillas catidnicas
derivadas de péptidos seminales facilitan la infeccion (Munch et al., 2007). En
este sentido, existen reportes que demuestran que las fibras amiloides
derivadas de semen (SEVI) potencian la infeccion de lineas celulares por HIV

(Munch et al., 2007), aunque la reproducibilidad de este efecto ha sido
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cuestionada y se propone que sea un efecto dependiente del dador de semen

(Kim et al., 2010).

Estos resultados se suman a la capacidad del semen de provocar un rapido
flujo hacia la mucosa cérvico-genital de células blanco de la infeccién por HIV-1
(Sabatte et al., 2011; Sharkey et al., 2012b) y la neutralizacion del pH acido
vaginal (Bouvet et al., 1997). Ha sido descripto que la mucosa vaginal, merced
a su pH cercano a 5.0, es capaz de inactivar a varios patégenos de transmision
sexual, incluido el HIV-1 (Kempf et al., 1991; Masters y Johnson, 1961). Sin
embargo, la deposicién del semen lleva el pH vaginal a un valor cercano a 6.5,
permitiendo la infeccién (Bouvet et al., 1997; Wolters-Everhardt et al., 1986).
Estos estudios marcan una tendencia a reconocer un rol activo del semen
durante la transmision viral, aunque su analisis en conjunto no permite aun
concluir si la accion seminal es predominantemente protectora o promotora de

la infeccidn (Doncel et al., 2011; Sabatte et al., 2011).

1.2 Fisiologia de la respuesta inmune en la mucosa genital

femenina.

Nuestra percepcion de la respuesta inmune ha cambiado mucho en la ultima
década. Anteriormente, la mayoria de las investigaciones sobre el sistema
inmune se limitaban al compartimento linfatico y a las respuestas observadas
en sangre. Sin embargo, ha aumentado nuestro conocimiento sobre los tejidos
que abarcan la piel y las mucosas, que son los sitios de contacto con el
ambiente y donde se contienen la mayoria de las infecciones. Ademas, con el

numero creciente de estudios que abordan la respuesta inmune en las
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mucosas, se han identificado factores en los tejidos que le dan improntas
caracteristicas a las células inmunes que en ellos residen (Beura et al., 2018;
Mackay et al., 2013; Pizzolla y Wakim, 2019; Schenkel et al., 2014). La mucosa
genital no escapa a esta definicion; las células que residen en la vagina, el
cérvix y el utero, estan adaptadas para funcionar en contextos muy especificos
de estos tejidos, como la menstruacion, la concepcién o el parto (Zhou et al.,
2018). Estas adaptaciones, en parte, son coordinadas por hormonas y otros
factores presentes en la mucosa (Zhou et al., 2018). A diferencia de la mucosa
intestinal, la mucosa genital no presenta estructuras linfoides encapsuladas,
como las placas de Peyer, pero si cuenta con la generacion de estructuras
linfoides secundarias, particularmente en procesos infecciosos (Yeaman et al.,
1997). La mucosa vaginal interactua con una nutrida microbiota dominada por
el género Lactobacillus y en menor medida Atopobium, Prevotella,
Bifidobacterium y Firmicutes. En numerosos estudios de disbiosis se ha podido
comprobar el rol central de la microbiota en modular los procesos infecciosos,
particularmente a la adquisicion de ETS, pero también se ha asociado esta al

parto pretérmino (Hyman et al., 2014; Kindinger et al., 2016; Ma et al., 2012).

En la mucosa cérvico-vaginal residen, principalmente células linfoides innatas
(ILCs), células presentadoras de antigenos profesionales, células plasmaticas
B y células T residentes de memoria (Trm). Las células NK son, dentro de las
ILCs, las mas abundantes. En contraste con el tejido uterino, las células NK
tienen un fenotipo citotéxico similar al observado en sangre periférica y median
la defensa contra patdégenos, aunque a su vez se han reportado roles
inmunoregulatorios sobre las células Trm (Luci et al., 2015; Mselle et al., 2007).

Tanto en humanos como en ratones, se han caracterizado al menos tres
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poblaciones de células presentadoras de Ag. profesionales: células de
Langerhans (CL; langerina®), CDs (CD11c’, CD11b*, F4/80°) y macréfagos
(CD11c, CD11b*, F4/80"). Estas tres poblaciones se originan a partir de
precursores mieloides, residen por mucho tiempo en el tejido y pueden ser
renovadas por diferenciacion de monocitos derivados de sangre en contextos
de infeccion o de injuria, pero no en condiciones homeostaticas (lijima et al.,
2008; Zhao et al., 2003). Aunque no se sabe especificamente que rol cumple
cada una de estas poblaciones en la defensa contra infecciones, se ha
identificado a las CDs como las unicas capaces de generar una respuesta Th1
durante la infeccion herpética (Zhao et al., 2003). Este hecho refleja
observaciones en humanos donde las CDs aisladas de vagina fueron capaces
de inducir una respuesta productora de IFN-y en células T CD4+, en contraste

con las CLs (Bursch et al., 2007).

En cuanto a las células de la inmunidad adaptativa, la mucosa cérvico-vaginal
aloja células plasmaticas productoras de anticuerpos que, contrariamente con
otras mucosas, producen mayores titulos de IgG que de IgA. La produccion de
IgA de hecho, esté ligada al ciclo hormonal, tanto en ratones como en humanos

(Wira et al., 2015).

El compartimento de LT en la mucosa cérvico-vaginal se caracteriza por una
profusa presencia de células T CD8" y T CD4". Experimentos de parabiosis,
donde se definen a las células T residentes por su incapacidad de recircular,
identificaron mas de tres poblaciones de linfocitos Trm en vagina:
CD103"CD69", CD103'CD69", CD103"'CD69 (Steinert et al., 2015).

Mayoritariamente, las células T CD8+ en vagina mantienen un fenotipo
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citotoxico efector (Mackay et al., 2013; Schiffer et al., 2018). Asimismo, se ha
valorado el rol de las células Trm CD4" que, interactuando con macrofagos y
LB en nichos especificos de la vagina, coordinan la activacion de las células
Trm CD8", a través de la produccion de IFN-y (lijima y Iwasaki, 2014; Nakanishi

et al., 2009).

En cuanto a la mucosa uterina, muchas de las células de la inmunidad innata,
como macrofagos, células NK uterinas y neutréfilos, estan involucradas en
facilitar los cambios estructurales vy fisiolégicos asociados al ciclo menstrual,
liberando proteasas, factores angiogénicos y quimiocinas. Asimismo, a lo largo
del utero se pueden observar agregados linfoides donde residen principalmente
células T CD8" y LB productores de anticuerpos, aunque si las células T CD8"
son aisladas y estimuladas ex vivo, estas no presentan la actividad citotoxica

que caracteriza a las células T CD8" de cérvix o vagina (Figura 3).



Introduccion

(A) (B) ©
Péptidos Microbiota dominada
s Anti-microbianos  Por Lactobacillus=**=, ' 1gG, Igh, IgM

3 = - s .

. [} (¢} )% -‘Q - - ‘e
! " 9- ’ :{ - '- 0 S ”S-' ,% .JKF h 5 = - h Micrabiota uterina ."
PRI e Jaes - S o & ver ‘

h
c5AC, Muc5B, Mucé, Mucl, Muc16)

:
0
o6t
4t
Bt

S0
.
o4
o
o4t

ot
o
A
b

P »’ e e d”‘ ‘g' | © 4 ) LT CD4* i Maaofego uNK Neutréfilo  Agregados linfoides
e 2 élulfs estro ) ‘ L7 r 4 (efector y memoria E &
efectora) i @ O

Funcién

N S =
1
Funcién tolerogénica E C 1
—— oinductorade Th2? @ IFN-y > | @ :
CD14" LP-CDs / ‘ Plasmocito  CXCLO | 18 !
i

I CXCL10 { LT CD8 O i @ ® ®

inductora de Th1?

: (efector)
b | T E Proteasas  Factores Factores
%‘3&/‘[ D4 Toyy O’ = ! i angiogénicos quimiotacticos
: | ———
| @ |
i
: cos

CD14* LP-CDs @ e Coordinacion de la degradacion
Macréfago Quimiotazis Macréfago f y reparacion del endometrio
Vasos linfaticos m . \:s‘oE
aferentes - anguineo
GDs
Figura 3 Topologia de la respuesta inmune en la mucosa genital femenina.

Componentes y diferencias que caracterizan a la mucosa vaginal (A), cervical (B) y uterina (C).

Adaptado de (Zhou et al., 2018)

1.2.1 Implicancia de la respuesta inmune en la mucosa vaginal en el

desarrollo de vacunas.

Actualmente, no existen vacunas preventivas para la mayoria de las ETS, a
pesar de los enormes esfuerzos hechos hasta el momento (Gottlieb y Johnston,
2017). La mucosa genital es el sitio de entrada para la gran mayoria de los
casos de transmision sexual, y generalmente alberga al patégeno antes de que
este se disemine hacia otros compartimentos. Por lo tanto, para el desarrollo de
vacunas efectivas contra estas enfermedades es necesario generar una
respuesta de memoria potente en la mucosa cérvico-vaginal. Esto representa
un gran desafio que puede observarse en las evaluaciones hechas a partir de

los ensayos clinicos de vacunas para el HIV-1 o el HSV-2 (Gottlieb y Johnston,
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2017; Wijesundara et al., 2017). Los niveles de anticuerpos neutralizantes
generados en respuesta a la vacunacion en la vagina suelen ser muy bajos e

ineficaces para evitar la infeccion (Kaufmann y Flechtner, 2016).

Frente a esta evidencia, se le ha dado creciente importancia a la respuesta de
memoria celular en el tejido, particularmente a los linfocitos Trm CD8*. Como
mencionamos anteriormente, las células Trm CD8" funcionan de una manera
similar a la inmunidad innata, en el sentido que, al contactar epitopes
antigénicos rapidamente montan una fuerte respuesta citotéxica eliminando las
células infectadas y liberando citocinas (principalmente IFN-y). El primer intento
de generar linfocitos Trm CD8" en vagina fue en el contexto de la vacunacion
por HSV-2 (Shin y Iwasaki, 2012). En este estudio, se inmunizd por via
subcutanea a ratones con HSV-2 atenuado y luego se les administré6 CXCL9 y
CXCL10 de manera intravaginal para reclutar las células generadas al tejido, lo
que resultd en una mejor respuesta frente a una infeccion vaginal (Shin y
Iwasaki, 2012). En numerosos modelos animales se observd que la presencia
de células Trm CD8" en el tejido vaginal implica proteccion ante desafios
locales (Fernandez-Ruiz et al., 2016; Mueller y Mackay, 2016; Pizzolla et al.,
2018). Por estos motivos, se estan realizando grandes esfuerzos para entender
los requerimientos para generar linfocitos Trm en la mucosa vaginal en

respuesta a una infeccion o una vacunacion (Wijesundara et al., 2017).

1.3 Latransmision sexual de HSV-2

El virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2) es el patdgeno de transmision sexual de

mayor prevalencia en el mundo (Sperling et al., 2008). Se estima que afecta
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aproximadamente a 530 millones de personas, cifra que actualmente continua
ampliandose (Looker et al., 2017; McQuillan et al., 2018; Schiffer y Corey, 2013;
Xu et al.,, 2006). En Argentina, la prevalencia de HSV-2 en mujeres, en los
ultimos 15 afos, es entre 31-40% de la poblacion total (Schiffer y Corey, 2013)
(Figura 4). Este patégeno causa comunmente ulceraciones genitales, aunque
en neonatos y adultos inmunocomprometidos puede llegar a producir encefalitis
letal (Chentoufi et al., 2012; Gershon, 2011). En cuanto a las ulceraciones, se
ha observado que estas aumentan enormemente la probabilidad de contraer
una infeccién por HIV-1 (Corey et al., 2004). La infeccion por HSV-2 es una
infeccion latente, permanece toda la vida, y puede ser tanto sintomatica como
asintomatica (Fife et al., 2008). Es por ello que existen en la poblacion
numerosos individuos infectados sin diagndstico (Belshe et al., 2012; Gilbert et
al., 2011), produciendo y liberando particulas virales infectivas en los fluidos

sexuales aun siendo estos asintomaticos (Phipps et al., 2011).



Introduccion

Prevalencia (%)

0>50
[41-50
3140
021-30
011-20
@o-10

Figura 4 Prevalencia de la infeccién por HSV-2 en mujeres. Mapa basado en los
analisis serolégicos de 15 afos (previos a 2012) que distinguen entre HSV-2 y HSV-1. Paises

en blanco no tienen datos disponibles. (Schiffer y Corey, 2013)

Actualmente no existe una cura efectiva para las infecciones por HSV-2 y
tampoco vacunas preventivas. La unica opcion terapéutica disponible es el uso
de antivirales durante los periodos de manifestacion de la enfermedad que
restringen el dafio causado por las ulceraciones. Los esfuerzos actuales para
encontrar una vacuna preventiva no son pocos y numerosas preparaciones han
llegado a pruebas clinicas, aunque sin éxito aparente (Gottlieb y Johnston,

2017; Kaufmann y Flechtner, 2016; Koelle y Corey, 2008; Morello et al., 2012)

El virus HSV-2 pertenece a la familia Herpesviridae, orden alphaherpesvirus.
Posee una envoltura que expresa las glicoproteinas virales y una estructura
llamada tegumento que rodea a la capside icosaédrica. Esta ultima protege al

ADN gendmico viral (Figura 5).
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Figura 5 Estructura de HSV-2. A) Microscopia electronica mostrando la interaccion de

HSV-2 con una célula blanco (Mettenleiter, 2003). B) Esquema de la estructura de HSV-2.

El HSV-2 infecta productivamente las células de la epidermis media y baja del
epitelio vaginal, a las que puede acceder a través de microabrasiones
generadas en el acto sexual (Schiffer y Corey, 2013). El virus egresa de la
célula infectada e infecta rapidamente al queratinocito vecino, induciendo la
lisis y causando ulceras en la mayoria de los casos (Roizman y Taddeo, 2007).
El HSV-2 se une a distintos receptores celulares, como el HVEM, de la familia
del receptor del factor de necrosis tumoral (Montgomery et al., 1996), y
componentes de la membrana bastante ubicuos, como el heparan sulfato. En
este sentido puede acceder a distintos tipos celulares: células epidérmicas de
la mucosa vaginal, ciertas células del sistema inmune y neuronas sensoriales,
una peculiaridad repetida entre varios integrantes de la familia Herpesviridae
(Figura 6). Al ir propagandose el virus consigue ingresar a las terminales
axonicas de neuronas sensoriales, y acceder al ganglio sacro por transporte
retrogrado. Alli, entra en estado de latencia (Liu et al., 2000). Una vez

controlados los focos de infeccién, el virus permanece latente en las neuronas
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y puede reactivarse, estableciendo nuevos focos infecciosos (Dasgupta y

BenMohamed, 2011).

Terminal nerviosa sensorial en epitelio vaginal

Ganglio sensorial

2.
4.
5
Figura 6 Transporte axonal de HSV-2. 1. El virus que infecta las células epiteliales de

la vagina logra infectar una neurona sensorial. El virus al ingresar a la neurona libera su
nucleocapside. 2. Las proteinas de la nucleocapside interaccionan con dineinas que
transportan el complejo a través de los microtubulos axonales, hasta el ganglio sensorial por
transporte retrégrado. 3. El genoma viral ingresa al nucleo de la neurona donde establece la
latencia. En este estado se expresan transcriptos denominados LATs que causan la
heterocromatizacion del genoma viral y el silenciamiento parcial de sus genes. 4. Cuando
ocurre la reactivacion, se expresan las proteinas virales y se ensambla la nucleocapside. Esta
interacciona con kinesinas que la transportan a través de los microtubulos, por transporte

anterégrado. 5. En las terminales nerviosas el virus brota y reinfecta células epiteliales.

1.3.1 El rol del semen en la infecciéon por HSV-2

Los trabajos que han abordado la importancia del semen en la infeccién por
HSV-2 son aislados y muy escasos. Se puede cuantificar al virus tanto en

semen como en hisopados vaginales en humanos y en modelos animales por
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gPCR (Morrison et al., 1998; Wald et al., 1999). Hay tres formas de viriones
infectivos dentro del semen: libres en el plasma seminal, unidos a
espermatozoides e infectando células redondas o epiteliales del semen (Pallier
et al., 2002; Sherman y Morgan, 1989). Se ha descripto que el HSV-2 induce la
apoptosis, resultando en una disminucién en el numero de espermatozoides en
individuos infectados, aunque mantienen su estructura y movilidad (Monavari et

al., 2013).

Los estudios previos que han evaluado el impacto del plasma seminal sobre la
infeccion por HSV-2, se han focalizado tanto en la eficiencia de la infeccion
como en la efectividad de los microbicidas tépicos vaginales. Estos trabajos
muestran que el plasma seminal no modifica la infeccion por HSV-2 in vitro ni el
curso de la infeccion primaria en ratones (Patel et al., 2007; Sherman y
Morgan, 1989). Sin embargo, observaron que el plasma seminal reduce la
efectividad de los microbicidas polianidonicos (Patel et al., 2007). Por otro lado,
contrastando estas observaciones que indican que el plasma seminal no afecta
la replicacion in vitro, Torres y col. reportaron que el plasma seminal humano

aumenta la infeccion de células por HSV-2 in vitro (Torres et al., 2015).

1.3.2 Larespuesta inmune frente a HSV-2

La respuesta inmune frente a la infecciébn por HSV-2 del aparato genital
femenino, comienza tempranamente durante la infeccién de los queratinocitos
(Figura 7). Se han descripto numerosos mecanismos por los cuales el virus es
detectado: por la via del receptor citosolico RIG-1 (Chiu et al., 2009), por los

receptores tipo Toll, como el TLR-9 (Lund et al., 2003) o por la activacién del
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Inflamasoma (Muruve et al., 2008). Todos estos mecanismos estimulan la
secrecion de IFNs de tipo |, que activaran distintos procesos inflamatorios. Esta
sefal sera amplificada por CD plasmocitoides, presentes en la epidermis (Lund
et al., 2006). Como demuestran varios trabajos es fundamental el reclutamiento
de neutrdfilos y la presencia de células NK (Milligan, 1999; Orange, 2006). La
importancia de las células NK en las primoinfecciones por HSV-2 ha sido
demostrada en modelos murinos y deficiencias humanas naturales (Ashkar y
Rosenthal, 2003; Orange, 2006; Thapa et al., 2007). El mecanismo efector que
se atribuye a las células NK como esencial durante la respuesta innata de la
mucosa vaginal, es la secrecidon temprana de IFN-y (Ashkar y Rosenthal, 2003;
Lee et al., 2017). Los linfocitos T yd intraepiteliales también serian importantes
en la defensa contra el virus (Nishimura et al., 2004). De igual manera se
reclutaran CDs con fenotipo CD11¢” CD11b* y monocitos circulantes de la
sangre con el receptor CCR2, hacia la mucosa vaginal (lijima et al., 2011;
Iwasaki, 2007). Estos ultimos dos tipos celulares, maduraran ante el contacto
con HSV-2 y migraran hacia los ganglios drenantes donde induciran la
proliferacion de linfocitos T CD4", activandolos hacia un perfil Th1, y de

linfocitos T CD8" citotoxicos (Lee et al., 2009; Zhao et al., 2003).

Estudios realizados en ratones deficientes en la expresion de los factores de
transcripcion T-bet y STAT4, necesarios para la produccion de IFN-y, han
demostrado la importancia del perfil Th1 en la inmunidad anti-HSV-2 (Svensson
et al., 2005; Svensson et al., 2012). El efecto de estas deficiencias se revierte
al suplementar a los ratones con IFN-y, demostrando que la secrecidon de esta
citoquina es el mecanismo efector mas importante en la respuesta Th1 anti-

HSV-2 (Svensson et al.,, 2005; Svensson et al., 2012). Ademas, se ha
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demostrado que el desarrollo de la memoria celular T CD4" y T CD8", es
esencial en el control de la latencia (Janssen et al., 2003; Schiffer y Corey,
2013). La secreciéon de anticuerpos por linfocitos B, también es muy importante
en el control de la infeccidn. Las IgG neutralizan al virus por uniébn a sus
glicoproteinas (Kwant-Mitchell et al., 2009). Asimismo, la IgA, puede mediar la
captura de virus en la luz vaginal (Ashley et al., 1994). Los ensayos de
vacunacion para prevenir la infeccion por HSV-2, han demostrado una
importante contribucidn de los anticuerpos a la proteccion, aunque en ausencia
de una respuesta celular robusta, son insuficientes (Boukhvalova et al., 2015;

Halford et al., 2015; Kohl et al., 2000; Petro et al., 2015).

Se han observado focos de linfocitos T CD4" y T CD8", junto con CDs,
macréfagos y linfocitos B cerca de las terminales axdnicas de neuronas
infectadas (Zhu et al., 2007) y el alineamiento de estas células en toda la region
subepitelial de la vagina, aun cuando ya la infeccidon aguda ha sido controlada
(lijima et al., 2008). En estos casos, las células B y CDs en los focos serian las
encargadas de la rapida reestimulacion de los linfocitos efectores en la
respuesta de memoria (lijima et al., 2011). Sorprendentemente, se ha descripto
un mecanismo efector de los linfocitos T CD8" sobre el virus dentro de las
neuronas que no es citolitico, mediado por la granzima B que es capaz de
clivar la proteina viral ICP4 y evitar la transcripcion del genoma viral

(Knickelbein et al., 2008).
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Figura 7 Eventos de la infeccion por HSV-2. 1. El virus puede ingresar en el semen,
libre, unido a los espermatozoides o dentro de las células infectadas. 2. El HSV-2 puede
infectar a las células epiteliales de la vagina donde se multiplica y pasa de célula a célula. A
medida que replica el virus causa la apoptosis de las células infectadas, dando lugar a las
lesiones caracteristicas de estas infecciones. Las células epiteliales infectadas activan sus
mecanismos de defensa intrinsecos, asociados a la secrecion de IFNs de tipo I. 3. La
sefalizacion del epitelio es amplificada por las células dendriticas plasmocitoides (CDp).
Ademas se activan células NK, que secretan IFN-y, y macréfagos que median la sefializacion
de reclutamiento y actividad antiviral innata. 4. Tanto el epitelio como las células activadas por
este liberan quimiocinas que reclutan CDs de la submucosa y monocitos circulantes al sitio de
infeccion. Estos podran adquirir antigenos virales, por procesamiento de viriones o células
infectadas, que presentaran en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo |
y Il. Estas células presentadoras migraran a los ganglios drenantes de la mucosa vaginal
donde activaran linfocitos. 5. A medida que progresa la infeccion el HSV-2 infecta neuronas
sensoriales. Dentro de estas viaja por transporte retrogrado a través del axdn hasta el ganglio
sacro, donde establece un estado de latencia. 6. La activaciéon de la inmunidad adaptativa
especifica, consiste en la proliferacién de linfocitos T CD4" de perfil Th1, linfocitos T CD8" y
linfocitos B (LB). Estos tipos celulares mediaran la secrecion de IFN-y, la actividad citotéxica
contra células infectadas y la secrecion de IgGs e IgAs respectivamente. 7. La respuesta
inmune adaptativa logra controlar al virus activo pero el virus latente en los ganglios
permanece. Este podra reactivarse, dando lugar a la infeccién de células epiteliales cerca de

sus terminales. Estos focos son rapidamente controlados ya que las células T CD4", T CD8" y
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LB de memoria permanecen alineadas a lo largo de la submucosa genital. Al ocurrir la
reactivacion viral, CDs, macrofagos y LB podran reestimular rapidamente a las células de

memoria para que respondan eficazmente frente al virus.

Como fue mencionado anteriormente, algunos individuos cursan una infeccion
asintomatica. Se ha observado que los pacientes asintomaticos tienen una
respuesta Th1 aumentada (Eriksson et al., 2004; Singh et al., 2003). Diferentes
haplotipos de HLA también pueden mostrar correlacion en este sentido
(Lekstrom-Himes et al., 1999). También se han asociado al mejor control viral,
la modificacién de ciertos epitopes inmunodominantes (Chentoufi et al., 2012),
altos niveles de lectinas que unen manano (Gadjeva et al., 2004), infecciones
previas por HSV-1 (Langenberg et al., 1999) y variantes genéticas del gen de
TLR2 (Bochud et al., 2007) y de lectinas que unen manosa (Seppanen et al.,

2009).

En resumen, el plasma seminal depositado en la mucosa genital femenina
induce una reaccion inflamatoria que recluta leucocitos al epitelio, pero
simultaneamente dispara mecanismos tolerogénicos hacia los Ags seminales.
Ambos aspectos de la funcidon seminal, aparentemente contrapuestos, pueden
tener implicancias en un evento de transmision de HSV-2 y en el curso de la

respuesta inmune especifica.

En el presente trabajo de tesis, mediante un modelo de infeccion herpética
intravaginal, evaluamos si el contenido de vesiculas seminales (VS), que
representa el 60% del plasma seminal, es capaz de modular la respuesta
inmune anti-HSV-2. Se observd que VS incrementa considerablemente el
efecto protector inducido por la vacunacion intravaginal con HSV-2 inactivado,
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potenciando la respuesta T de memoria. La alta prevalencia de enfermedades
de transmision sexual revela la importancia de esta tematica de estudio que

define un campo de conocimiento muy poco explorado.

1.4 Hipotesis

El presente proyecto aborda una tematica frecuentemente asumida en la
literatura cientifica, pero que no ha sido aun examinada con rigurosidad; el
impacto del semen sobre la capacidad del sistema inmune, presente en las
mucosas receptoras (tracto reproductor femenino), de montar una respuesta

inmune efectiva contra patégenos de transmision sexual.

Nuestra hipdtesis sostiene que el semen, al ser depositado en la vagina, es
capaz de modular la respuesta inmune anti-infecciosa. En el contexto de una
infeccion por HSV-2, esperamos que el semen altere el desarrollo de los
eventos posteriores a la transmision. Mas alla de los trabajos previos de
nuestro grupo, hay escasos estudios en la literatura, y no hay trabajos en
modelos in vivo que hayan examinado esta tematica, aun cuando es conocido

que el semen contiene altas concentraciones de agentes inmunomoduladores.

El tema en estudio adquiere particular relevancia en relacion a la problematica
actual de las ETS. El semen podria afectar el curso de la respuesta inmune
anti-infecciosa, como asi mismo las respuestas obtenidas a partir de la
vacunacion, extendiendo de esta manera el interés de la tematica al campo de

la inmunoprofilaxis.



2 CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis es evaluar la capacidad del
fluido contenido en las vesiculas seminales (VS), que representa el 60% de los
componentes del plasma seminal murino, de modular el curso de la infeccion y
la respuesta inmune anti-infecciosa operativa en la mucosa vaginal y en sus

ganglios drenantes en el modelo de la infeccidn intravaginal por HSV-2.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Objetivo especifico 1

Evaluar la capacidad de VS de modular in vivo la infeccion primaria por HSV-2
adquirida por via intravaginal, mediante la administracion en forma simultanea,

0 no, de VS de ratones singénicos. En estos evaluamos:

I. Elcursoylaseveridad de lainfeccién primaria.

a) La produccion viral en lavados vaginales.

b) Los signos y sintomas de la enfermedad herpética de acuerdo a criterios

establecidos en la literatura (Morrison et al., 1998).

c) Elpeso de los ratones infectados.

d) La supervivencia de los ratones a la infeccion.

~ 42 ~
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2.2.2 Objetivo especifico 2

Evaluar la capacidad de VS de modular in vivo la respuesta inmune de
memoria inducida por la inmunizacién con el virus HSV-2 inactivado por via
intravaginal, en un modelo murino. Caracterizar los mecanismos subyacentes
responsables de la actividad inmunomodulatoria ejercida por el contenido de
las vesiculas seminales. Con tal fin, se vacunaron por via intravaginal con HSV-
2 inactivado hembras BALB/c en presencia o no de VS de ratones singénicos.
Posteriormente, a los 30 dias, se desafiaron con una dosis letal de HSV-2 por

via intravaginal. Evaluamos:

I. Elcursoylaseveridad de la infeccion.

a) Los signos y sintomas de acuerdo a criterios establecidos en la literatura

(Morrison et al., 1998).

b) El peso de los ratones infectados.

c) La supervivencia de los ratones a la infeccion.

. Larespuestainmune especifica ante el desafio letal.

a) Las poblaciones celulares presentes en el tracto genital y en los ganglios

drenantes de la mucosa vaginal (GDs).

b) La funcionalidad de la respuesta inmune humoral especifica en términos

de los niveles séricos y en lavados vaginales de IgA e IgG.

c) La funcionalidad de la respuesta inmune celular especifica en términos de
la produccién de IFN-y en los GDs y la mucosa genital ante estimulos
especificos.
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d) La frecuencia de las células T regulatorias (CD4", FOXP3*, CD25") y
expresion de las citocinas IL-10 y TGF- en los GDs y en la mucosa

vaginal.

lll.  El tipo de respuesta de memoria que induce la presencia de VS

durante la inmunizacién intravaginal con HSV-2 inactivado.

a) Las poblaciones de memoria celular en los GDs en términos de su

fenotipo (Centrales o Efectoras).

b) La relevancia de la accién ejercida por la respuesta T de memoria en
términos de su capacidad de produccion de IFN-y y de controlar la
infeccion herpética mediante un ensayo de trasferencia adoptiva de

células T en hembras no inmunizadas.

IV. Los mecanismos tempranos que induce la inmunizacion en

presencia de VS.

a) El ambiente inflamatorio, en términos de la presencia de IFN-y, TNF-a e

IL-6, en los GDs y la mucosa vaginal.

b) La presencia y el fenotipo de las células dendriticas luego de la

inmunizacion, en la mucosa genital y en los GDs.



3 CAPITULO 3: METODOS

3.1 Reactivos y medios de cultivo

El cultivo de células murinas se realizé con RPMI 1640 (/nvitrogen) y el de las
lineas celulares con DMEM (/Invitrogen) en ambos casos suplementados con 50
U/ml penicilina (/nvitrogen), 50 ug/ml streptomicina (/nvitrogen) y suero fetal
bovino (SFB) (Gibco), (medio completo). Para cultivos de mas de 18 horas, las
células de ratén se cultivaron en RPMI 1640 (/nvitrogen) suplementado con 5%
SFB (Gibco), 50 U/ml penicilina (/nvitrogen), 50 ug/ml streptomicina
(Invitrogen), Hepes 10mM (Thermoscientific) y 2-mercaptoetanol 55 pM

(Thermoscientific).

Los ratones fueron tratados con acetato de medroxiprogesterona 50 mg/ml
(Singestar Kbing), y anestesiados con Ketamina 50 mg/ml y Xilacina 20 mg/ml
(Laboratorios Richmond), usando la dosis recomendada de 2 mg/20gr raton y

0,2 mg/20gr raton respectivamente.

3.2 Animales

Para todos los ensayos presentados en esta tesis se utilizaron ratones de la
cepa BALB/cJ. En las inmunizaciones se utilizaron hembras de esta cepa de 6
a 8 semanas de edad al momento de la primera inoculacion. Para la obtencion
de VS se usaron machos de 11 semanas de edad. Todos los ratones fueron
adquiridos en el bioterio de la Universidad Nacional de La Plata y criados segun

los estandares de calidad exigidos. Estos ensayos fueron aprobados por el
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Comité Institucional de Cuidad y Uso de Animales de Experimentacion
(CICUAL) de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires. Tanto los
machos como las hembras fueron criados en jaulas con 4-5 ratones, en ciclos
de luz-oscuridad de 12 horas, con cama de viruta y acceso libre a alimento y
agua, respetando las recomendaciones de cuidado y uso de animales de
laboratorio. Los experimentos se disefiaron usando un enfoque de reduccion,
remplazo y refinamiento. Los ratones hembra fueron asignados a cada grupo
experimental de manera aleatoria por azar, y se adoptd un disefio de bloques

para disminuir la variabilidad aportada por variables no estudiadas.

3.3 Cepas virales

Se uso el Virus Herpes Simplex de tipo 2 (HSV-2) de la cepa G, cedido por el
Dr. Carlos Puyol, identificado por qPCR y secuenciacion. Esta cepa fue
inactivada para realizar ciertas inmunizaciones, exponiendo al virus a luz UV a
una distancia de 5 cm durante 30 minutos. La inactivacion fue comprobada por
el método de recuento de unidades formadoras de placas. Para estimulos ex
vivo se uso virus vaccinia (VacV cepa Ankara) inactivado usando luz UV, cedido

por la Dra. Magdalena Gherardi.

3.4 Obtencion del contenido de vesiculas seminales

A partir de ratones machos virgenes de la cepa BALB/cJ de 11 semanas de
edad se extrajo el contenido de las vesiculas seminales en condiciones
asépticas. Para ello los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y

las vesiculas removidas con tijera, excluyendo en el proceso la glandula
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accesoria. El contenido se recuperd, en condiciones asépticas, con pipeta y se
diluy6o al medio en PBS estéril. Se realiz6 un “pool” con el contenido de las
vesiculas de 20 ratones. En lo posible el fluido fue utilizado para inmunizar
hembras inmediatamente después de la extraccion, de no ser posible esté se

guardo a -80°C hasta su uso.

Considerando que el eyaculado murino tiene un volumen final de 2-4 ply que la
concentracion proteica de la vesicula seminal es de 21 mg/ml, calculamos que
la cantidad de proteina depositada luego del coito es entre 42-84 ug (Anderson
y Tarter, 1982; Anderson et al., 1983). Para aproximarnos a esos valores, todas
las inoculaciones intravaginales se realizaron con 15 pyl de una solucion
conteniendo 5 mg/ml de proteina, ya sea VS o BSA, resultando en una
cantidad proteica de 75 ug, valor comparable a lo observado en luego del coito

natural del raton.

3.5 Protocolos de inoculaciéon

En todos los protocolos, cinco dias antes de cualquier inoculacion intravaginal,
los ratones fueron tratados con medroxiprogesterona 2 mg en 200 ul, en el
lomo. Antes de las inoculaciones intravaginales (ivag), las hembras fueron
anestesiadas y se las sometié a microabrasiones vaginales usando una pinza

de diseccion con algodon en la punta.

Para explorar la respuesta frente a una primoinfeccion los ratones fueron
inoculados de manera intravaginal (ivag) con HSV-2 (10° ufp/ratén) en un

inoculo de 15 pl, diluyendo el virus en PBS/BSA 5% o en contenido de
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vesiculas seminales (VS) (5 mg/ml). La concentracion proteica y el volumen de
VS utilizados fueron determinados en funcion de la cantidad de proteinas en el
eyaculado murino (Anderson y Tarter, 1982; Anderson et al., 1983). Se
realizaron lavados vaginales a dia 1, 3, 5 y 7. Para la obtencion de muestras,
los ratones se sacrificaron y las vaginas fueron removidas y separadas del
resto del aparato genital. En los ensayos de supervivencia los ratones fueron
monitoreados diariamente hasta el dia 20 post infeccidén, siendo sacrificados

aquellos que alcanzaron el estado morbido.

Para evaluar la respuesta de memoria las hembras fueron vacunadas
intravaginalmente con 10* ufp/raton de HSV-2 inactivado en presencia o no de
VS (5 mg/ml) en 15 pl. Como control se utilizaron ratones tratados
intravaginalmente con PBS-BSA 5% o con VS pero sin indculo viral. Treinta
dias después se desafio intravaginalmente a todos los ratones con una dosis
letal de HSV-2 (2x10° UFP/ratén). Se realizé luego un seguimiento del estado
clinico de los ratones y de su supervivencia y se obtuvieron lavados vaginales
al dia 4 post desafio. Este protocolo se interrumpio, de acuerdo al objetivo de
cada experimento, a dia 2 post inmunizacion, a dia 28 post inmunizacion, a dia
3 post desafio o a dia 7 post desafio para explorar la respuesta inmune

(esquemas en figura 8)
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Figura 8 Protocolos de inmunizacion. En todos los protocolos se utilizé, 5 dias antes

de la inmunizacién, una dosis de 2mg/ml de medroxiprogesterona (mp.) inyectada en un
volumen de 200 ul en el lomo, para sincronizar el ciclo menstrual de las ratonas. A) Ensayo de
infeccion. Los ratones fueron infectados intravaginalmente (ivag) con HSV-2 (105 ufp/ratén) en
PBS-BSA 5% en presencia o ausencia del contenido de vesiculas seminales (VS) (5 mg/ml).
Se evalud la supervivencia y la sintomatologia al igual que los titulos virales en vagina y lavado

vaginales (Resultados en figuras 8 y 9). B) Ensayo de inmunizacién con desafio. Para analizar
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la respuesta de memoria, los ratones fueron inmunizados i.v. con HSV-2 inactivado usando luz
uv (104 ufp/ratén) en PBS-BSA 5% o en VS (5mg/ml). Treinta dias después de la inmunizacion
se desafio a todos los grupos con HSV-2 en dosis letal (2x106 ufp/ratén). Se evalud en este
protocolo la supervivencia, sintomatologia y parametros inmunes en ganglios drenantes (GDs),
vagina y lavados vaginales. (Resultados en figuras 10-19). C) Ensayo de inmunizacion Los
ratones fueron inmunizados como en B pero fueron sacrificados 28 dias después sin ser
sometidos a un desafio. Se obtuvieron los GDs para evaluar la respuesta de memoria
(Resultados en figuras 12C, 20-21) D) Transferencia adoptiva. 30 dias después de la
inmunizacion con HSV-2 inactivado (104 ufp/ratén) en PBS-BSA 5% o en VS (5mg/ml), se
sacrificaron a los ratones y se purificaron las células T CD4" y T CD8" a partir de bazo. Mezclas
en la proporcion 3:2 (CD4:CD8) de estas células fueron, transferidas a ratones tratados
previamente con medroxiprogesterona por via retro orbital. Luego estos fueron desafiados con
una dosis letal de HSV-2 (2x106 ufp/ratéon) La sobrevida y el estado clinico de los ratones
receptores fueron evaluados durante 20 dias (Resultados en figura 22). E) Evaluacién de la
respuesta temprana. Ensayos para analizar la respuesta ante la inmunizacién con HSV-2
inactivado (10* UFP/raton) en PBS-BSA 5% o en VS (5mg/ml) a dia 2 en GDs y vagina
(Resultados en figuras 23-24).

3.5.1 Lavados vaginales y evaluacion del estado clinico

Para evaluar los titulos de HSV-2, la produccion de citocinas y la produccion de
Ig en la mucosa vaginal se realizaron lavados vaginales a distintos dias post-
inmunizacion. Los lavados se hicieron con pipeta bajo anestesia usando dos

repeticiones de 35 ul de PBS 1x estéril.

Para evaluar el estado clinico de los ratones inoculados con HSV-2 se
asignaron valores de 0 a 5; 0: sin signos aparentes; 1: eritema y edema genital
suave; 2: inflamacion genital moderada; 3: lesiones genitales purulentas; 4:
paralisis de las extremidades posteriores; y 5: estado moribundo (Morrison et
al., 1998). Los ratones fueron sacrificados al llegar al estado moérbido. El
puntaje se asignd cada dia a partir de la inmunizacion y ademas se tomo¢ el

peso de cada ratébn como parametro de estado clinico.
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3.5.2 Obtencion de muestras

Al momento del sacrificio o de cualquier intervencion, el orden de los ratones
fue determinado al azar. Luego del sacrificio por dislocacion cervical, los
ganglios iliacos fueron identificados y separados cuidadosamente del tejido
graso circundante. Por raton se extrajeron los tres ganglios mas evidentes. En
el caso de las vaginas, se removi6 el aparato genital completo de las hembras
y se removid la grasa circundante. Luego se realizaron dos cortes para separar
la vagina del utero y la vulva. En ambos casos, las muestras recuperadas
fueron mantenidas en RPMI 1640 con 5% de SFB a 4°C hasta que fueron

procesadas y las células separadas.

Para obtencion de suero se realizé la practica de puncién cardiaca en los

ratones anestesiados de manera terminal y respetando las indicaciones éticas.

3.5.3 Separacioén de células y suero de las muestras

En todos los casos los bazos se disgregaron sobre mayas descartables
(strainers) de 40 um (BD Biodinamics) usando un émbolo estéril. El disgregado
se resuspendié en 50 ml de RPMI completo. Luego fueron centrifugados a
1500 rpm 5 minutos y para lisar los globulos rojos, el precipitado fue tratado 4
minutos con una solucion de NH4CI 0,1M frio diluido en agua tridestilada,
usando 4 ml de esta solucién por cada bazo en el procesado. Terminada la
incubacion se completé el volumen del tubo con RPMI completo con SFB 5% y
se centrifugd nuevamente 5 minutos a 1500rpm. Se efectuaron dos lavados

mas con RPMI con SFB 5% y se contaron las células totales usando una
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camara de Neubauer y con Azul Tripan.

Los ganglios iliacos fueron disgregados, usando mayas descartables (strainers)
de 40 ym y émbolos estériles, y recolectando el volumen en tubos de 50ml. Las
células fueron lavadas tres veces con RPMI completo con SFB 5% vy
centrifugando 5 minutos a 1500rpm. Se tomo una alicuota del procesado para

contar en camara de Neubauer con Azul Tripan.

Las vaginas fueron lavadas con PBS 1x para remover el mucus remanente.
Estas se disgregaron parcialmente por cortes con tijera y luego se trataron con
10 ml de colagenasa IV (0.2 mg/ml) y DNAsa | (25 U/ml) (Sigma-Aldrich)
durante 45 minutos a 37°C. Posteriormente se filtraron las mezclas a través de
mayas (strainers) de 40 uym, usando 15 ml de PBS y fueron lavadas por
centrifugacion 5 minutos a 1500rpm. Se tomd una alicuota del procesado para
contar en camara de Neubauer con Azul Tripan. En el caso del analisis del
titulo viral en el epitelio vaginal, las vaginas enteras fueron trituradas
mecanicamente en TRIzol (Thermo Scientific) para la posterior extraccion de

ARN.

Las muestras de sangre se mantuvieron separadas para analizarlas
individualmente. Estas se dejaron a temperatura ambiente 4 horas y luego 12
horas a 4°C para provocar su coagulacion. Posteriormente se extrajo del
sobrenadante todo el suero posible y el remanente se centrifugd 4000rpm 10
minutos, para recuperar el resto del suero del sobrenadante. Hasta su uso, las

muestras fueron conservadas a -80°C.
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3.6 Titulacién de virus

3.6.1 Lineas celulares

Para titular HSV-2 en los lavados vaginales, se uso la linea celular Vero E6
(American Type Culture Collection — ATCC) procedente de células epiteliales de
rifidn de mono verde africano. Las células fueron mantenidas con DMEM
completo. Para hacer pasajes se utilizd solucion fisiolégica para lavar el medio
seguido de un tratamiento con Tripsina Express (Invitrogen) 1 minuto a 37°C.

Las células fueron mantenidas en una atmodsfera con 5% de CO, a 37°C.

3.6.2 Método de recuento de unidades formadoras de placas

Las células Vero fueron sembradas en placas de 12 pocillos (Nunc) (3x10°
células por placa), en DMEM con 10% SFB. Durante 24 horas se crecieron las
células hasta alcanzar una confluencia de 80-90% y luego se procedié a
inocularlas con virus. Para ello se preparo el inéculo en DMEM completo sin
suero usando distintas diluciones de la muestra a titular. El medio fue retirado
de las células, se lavaron y luego se mantuvieron con el indéculo durante 2
horas, en estufa, agitando la placa cada 15 minutos. Terminada la incubacion
se retird el indculo, se lavaron las células con solucion fisiolégica y se agregd

DMEM 5% SFB con metilcelulosa (0,8 ml por cada 2ml de DMEM).

Al observarse la formacion de placas de lisis, se procedio a fijar las células con
para-formaldehido 3,7% en solucion fisioldgica durante 1 hora, y luego se
practicé una tincion con cristal violeta 5% en metanol/acetona (1:1). Luego de

10 minutos se lavd el colorante con agua y se dejo secar. Las placas se
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cuentan en aquellos pocillos donde hay entre 20-200 placas y se cuantifican
teniendo en cuenta el volumen usado para inocular a las células y la dilucion de

las muestras usada para cada caso.

3.6.3 Determinacién de la capacidad del contenido de vesicula

seminal (VS) de comprometer la infectividad viral.

Para evaluar si el VS usado en las inmunizaciones tiene efecto sobre la
infectividad viral, se procedid segun el método descripto en 3.5.2 pero al

inocular se agregaron distintas diluciones de VS junto con el virus.

Para evaluar la viabilidad de las células Vero expuestas a VS, estas fueron
incubadas 2 horas con el fluido, luego fueron lavadas y cultivadas en DMEM
completo con sal de tetrazolio (MTT). Dos horas después se evaludé por
colorimetria la reduccion de esta sal como medida de viabilidad. Se midio la
absorbancia a 492nm de los sobrenadantes usando el equipo MicroDrop

(Thermo Scientific)

3.7 Transferencia adoptiva de linfocitos T

Las células de bazo totales fueron recuperadas por cada grupo como indicado
anteriormente y luego se purificaron por seleccion negativa los LT CD4" y CD8"
usando columnas MACS (Miltenyi) (purificados en paralelo). Se corroboré la
pureza de las preparaciones por citometria de flujo y se contaron las células.
Se prepararon 5x10° LT totales en una proporcién CD4:CD8 3:2, en RPMI solo.
Luego se inyectaron estas células con una aguja G27 en el seno retro orbital de
ratones tratados con medroxiprogesterona anestesiados. Dieciocho horas
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después estos ratones fueron desafiados intravaginalmente con una dosis letal

de HSV-2 (esquematizado en figura 6)

3.8 ELISA

La presencia de citocinas fue evaluada mediante ELISA utilizando como
muestras los sobrenadantes provenientes de cultivos de células extraidas de
vagina o ganglios iliacos o también de lavados vaginales. En todos los casos
las muestras fueron congelados a -80°C hasta su uso. Se utilizaron kits
comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante para medir las citocinas

IFN-y, IL-6, IL-17A, IL-10 y TNF-a (BioLegends).

3.9 Determinacion de los titulos de IgG e IgA especificos

Se midid IgA e IgG en lavados vaginales o IgG en muestras de suero por
ELISA. Brevemente, microplacas de 96 pocillos fondo plano (Greiner Bio-One)
fueron tratadas con un lisado de HSV-2 inactivado por luz UV (5 mg/ml) en
buffer carbonato (0.05M; pH 6) durante 18 horas a 4°C. Las placas fueron
luego bloqueadas con PBS-BSA 2% por una hora a temperatura ambiente.
Después se sembraron diluciones de las muestras y se incubaron 2 horas.
Posteriormente se lavaron las placas con PBS-Tween 0,05% vy fueron
incubadas con anticuerpos anti-lgG o anti-IgA de raton hechos en cabra y
acoplados a la enzima peroxidasa (Jackson Immuno Research). Una hora
después se realizd otro lavado y se reveld utilizando el sustrato TMB (BD
biosciences). Se midié la absorbancia a 450nm usando el equipo MicroDrop

(Thermo Scientific).
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3.10 PCR cuantitativa

El ARN total fue extraido a partir de 2x10° células obtenidas como se indica en
la seccion 3.4.4. Estas fueron lisadas con TRIzol (/nvitrogen) durante 5 min y el
homogenato fue incubado 2 min con CHCI;. Tras separar las fases por
centrifugacion (15min a 10000 g), el ARN fue precipitado de la fase acuosa
mediante incubacion por 15min con isopropanol. EI ARN precipitado fue lavado
por centrifugacion en etanol 75% (5min a 7500 g), secado por evaporaciéon y

resuspendido en 20 pl de agua libre de ARNsas (SIGMA-Aldrich).

El ARN extraido fue utilizado como sustrato para la generacién de ADN
complementario (ADNc) mediante una reaccion de transcripcion reversa con la
enzima transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney
(MMLV). Para ello, 500ng de ARN fueron incubados durante 50 min a 37°C
junto con 200ng de primers aleatorios (Invitrogen), 0,01M de ditiotreitol (DTT),
10mM de una mezcla de deoxinucledtidos y 0,25 U de MMLV (Invitrogen). Al
término de la incubacion, la MMLV fue inactivada por tratamiento térmico (10
min a 70°C) y el ADNc resultante fue utilizado para cuantificar la expresion de
los genes 1110, Tgfb, Cxcl9, Cxcl10, Ccl2 y Ccl5 mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (QPCR). En el caso de la cuantificacion del genoma viral se extrajo
el ADN total a partir de muestras de vaginas segun el kit de purificacion de ADN
viral (Roche). En todos los casos se eligieron los genes de referencia Bactina o

Hprt de acuerdo al rango dindmico de cada gen en cuestion.

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando la enzima Taq polimerasa y el

colorante SYBR Green provistos en el reactivo SYBR Green PCR Master Mix
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(Invitrogen), junto con los primers correspondientes y agua hasta completar
20ul finales. Todos los primers se utilizaron en una concentracion final de
200nM, a excepcioén de los correspondientes a Cxcl/10 que se usaron a una
concentracion de 50nM forward y 900nM reverse (Carvalho-Gaspar et al.,
2008). En todos los experimentos se corrieron reacciones sin muestra para
comprobar la ausencia de contaminaciones. La especificidad de los productos

fue comprobada por medicion de la temperatura de fusion (melting).

Los primers usados se detallan a continuacion:

Cxcl9 5-TTTTCCTTTTGGGCATCATCTT-3 (forward)
5-AGCATCGTGCATTCCTTATCACT-3’ (reverse)
Cxcl10 5-GAAATCATCCCTGCGAGCCT-3 (forward)
5-TTGATGGTCTTAGATTCCGGATTC-3 (reverse)
Ccl2 5-TTCACAGTTGCCGGCTGG-3’ (forward)
5-TGAATGAGTAGCAGCAGGTGAGTG-3’ (reverse)
Ccl5 5- CAGCAGCAAGTGCTCCAATCTT-3 (forward)
5-TTCTTGAACCCACTTCTTCTCTGG-3 (reverse)
Tgfb 5-AATTCCTGGCGTTACCTTGG-3’ (forward)
5-ATCGAAAGCCCTGTATTCCG-3’ (reverse)
Hprt 5-ATCATTATGCCGAGGATTTGGAA-3’ (forward)
5-TTGAGCACACAGAGGGCCA-3’ (reverse)
Bactina 5-TGTCCACCTTCCAGCAGCAGATGT-3 (forward)
5-AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAGA-3’ (reverse)

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el método de cuantificacion

relativa de AACt utilizando el gen Bactina o Hprt como referencia (Livak y
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Schmittgen, 2001).

3.11 Citometria de flujo

Todas las mediciones se realizaron en un citometro de flujo FACS Canto |l
(Beckton Dickinson). Para el analisis de los datos se utilizo el software FlowJo
(Tree Star Inc.). Los resultados se expresan como intensidad media de
fluorescencia (IMF) o porcentaje de células positivas segun se indica en cada

figura.

3.11.1 Evaluacién de marcadores de membrana

Se utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados con los fluorocromos FITC,
PE, PerCP y APC contra los siguientes marcadores: CD3, CD44, CD62L,
CD86, IAd (CMH II), DX5 (NK), CD8, CD4, CD11c, CD11b, Ly6G vy la citocina

IFN-y.

Para las marcaciones, se incubaron 10 células con una cantidad previamente
optimizada de anticuerpos por 15 min a 4°C en un volumen final de 20 pl. En
todos los casos también se marcaron células con los correspondientes
controles de isotipo y de compensacion. Al término de la incubacion, las células
fueron lavadas con solucién fisiolégica suplementada con SFB al 1%. Las
células fueron resuspendidas en 150ul de buffer FACS Flow para su paso por

el citdmetro.
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3.11.2 Evaluacion de la produccion de IFN-y por tincién intracelular

La produccion de IFN-y fue evaluada por tincion intracelular en células
permeabilizadas, tratadas previamente durante 4h con Brefeldina A (10 pg/ml,
BD Biosciences). Para la estimulacion, las células fueron cultivadas en
presencia de HSV-2 inactivado (1 x 10° células/1 x 10° UFP). Ademas, las
células fueron cultivadas 18h en presencia de un pool de péptidos derivados de
antigenos de HSV-2 especificos para la respuesta T CD4" (NLPVLDQL (gpD) y
KDVTVSQVWFGHRYSQ (gpB)) y para la respuesta T CD8" (HGPSLYRTF
(ICP27)yKMADPNRFRGK (gpD)) (Platt et al., 2013) a una concentraciéon
proteica final de 25ug cada uno cada 10° células. Se utilizé Concavalina A
como control positivo, medio solo como control negativo y VacV inactivado por
exposicion a luz UV (1 x 10° células/1 x 10° UFP) como control inespecifico.
Terminada la incubacién, las células fueron marcadas con anticuerpos para
marcadores de superficie, fijadas, permeabilizadas y marcadas con anticuerpos
especificos para IFN-y, segun las indicaciones del fabricante. Finalmente se

cuantificoé la marca por citometria de flujo.

3.11.3 Ensayo de proliferacién celular

Para evaluar la respuesta proliferativa inducida por HSV-2, las células aisladas
de GDs fueron marcadas con 1mM de Ester de succinimidil-carboxifluoresceina
(CFSE) (Molecular Probes) de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Las
células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos fondo en U por 5 dias en
presencia de HSV-2 inactivado por exposicién a luz UV (10° ufp cada 10°

células) o medio solo. Luego las células fueron cosechadas, lavadas y
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marcadas por 20 minutos a 4°C con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4
y CD8 de raton. La proliferacion fue evaluada en estas poblaciones celulares

por pérdida de la marca de CSFE por citometria de flujo.

3.12 Estadistica

Los resultados estan expresados como la media +/- el desvio estandar (DE).
En las figuras que describen resultados de estado clinico, varianza de peso o
titulos virales, se utiliza la media +/- el error estandar de la media (EEM) de los
duplicados, y para el analisis de supervivencia se uso el test de Cox-Mantel y

de Gehan-Breslow-Wilcoxson.

Para determinar si las diferencias encontradas entre distintos tratamientos son
estadisticamente significativas, se utilizé la prueba t de Student de dos colas
para comparaciones entre dos tratamientos, o ANOVA de uno o dos factores
para realizar comparaciones de multiples tratamientos, con la prueba de
Bonferroni. En todos los casos, se considerd una diferencia significativa cuando
p<0,05 (*), p< 0,01 (**) y p<0,005 (***). Todo el analisis se realizé usando el

software Graph Pad Prism 6.



4 CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 EI contenido de la vesicula seminal no compromete la

capacidad infecciosa del virus HSV-2.

Con el objeto de estudiar la capacidad del semen de modular la respuesta
inmune anti-infecciosa, utilizamos en todos los ensayos el contenido de la
vesicula seminal que representa el 60% del eyaculado murino. Dada la
dificultad de obtener semen completo murino y la imposibilidad de aparear a los
ratones e infectarlos simultaneamente, utilizamos este fluido que aunque
carece de las secreciones de la prostata y del epididimo, presenta los
componentes inmunomodulatorios del semen completo. En trabajos anteriores,
ha sido demostrado que apareamientos con machos cuyas vesiculas seminales
han sido removidas, fallan en inducir la inmunoregulacién caracteristica del
semen. Por otro lado, apareamientos con machos vasectomizados, que
carecen de las secreciones de la prostata y del epididimo, no mostraron
diferencias comparados con los ratones sin intervenir en términos de la
immunoregulacion (Robertson et al., 2009a; Robertson et al., 1996; Sharkey et
al., 2007). Se recolectaron muestras del contenido de vesiculas seminales (VS)
de 20 ratones macho de 11 semanas de edad de la cepa BALB/c, y se obtuvo
un pool de los mismos. Se realizé una dilucion al medio en PBS y se midio la
concentracion proteica para estandarizar la cantidad de proteinas usadas en

cada ensayo.

Inicialmente se evalud si VS era capaz de modular in vitro la infectividad del

virus del herpes simplex de tipo Il (HSV-2). Se realizaron infecciones de HSV-2

~061~
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con distintas multiplicidades de infeccion (MOI) en células Vero en presencia o
no (control) de diferentes concentraciones de VS (0.1, 0.5, 1 y Smg/ml), y
examinamos la produccion viral a las 48hs pi por recuento de placas de lisis
(Figura 9). No encontramos diferencias significativas al comparar los titulos
virales obtenidos en los ensayos de infeccion realizados en ausencia o
presencia de las diferentes diluciones de VS (Figura 9A), como tampoco en lo
relativo a la viabilidad celular (Figura 9B). Concluimos entonces que VS no

tiene actividad anti-viral per se.
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Figura 9 El contenido de vesiculas seminales (VS) no modifica la infectividad de
HSV-2. (A) Se infectaron células Vero con HSV-2 a distintas multiplicidades de infeccion (MOI:
0.01; 0.1 y 1), en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de VS. La replicaciéon
viral fue cuantificada por la técnica de unidades formadoras de placas (ufp) por triplicado
después de 48 horas de cultivo. B) Células vero fueron incubadas con distintas cantidades de

VS durante 2 horas. Luego se evalud la viabilidad de las células usando cloruro de tetrazolio
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(MTT) durante 2 horas y se reveld por absorbancia a 492nm. Los resultados estan expresados
como la media £ DE. Los resultados que se muestran son representativos de tres experimentos

independientes.

Una vez determinada la falta de actividad directa sobre el virus a utilizar en las

infecciones, proseguimos a evaluar el efecto de VS in vivo.

4.2 El contenido de vesicula seminal no modula el curso de la

infeccién primaria por HSV-2.

Para evaluar el impacto de VS durante la infeccién por HSV-2 adoptamos un
modelo de infeccion intravaginal. Este se utiliza ampliamente en la literatura
cientifica y resulta conveniente por los claros sintomas que genera la infeccion
en los ratones hembra (lijima et al., 2011; Shin y Iwasaki, 2012; Soerens et al.,
2016; Svensson et al., 2012). En este modelo la replicacion viral esta
inicialmente limitada a la mucosa vaginal, seguida por la diseminacion por
transporte axonal retrégrado al sistema nervioso central, resultando en la
paralisis y la muerte de la hembra. Para ello infectamos hembras de la cepa
BALB/c con 1x10° ufp de HSV-2 por via intravaginal en un volumen final de 15
ul. Trabajamos con un grupo experimental infectado con HSV-2 en PBS-BSA
(bmg/ml) y otro infectado con HSV-2 en presencia de VS (5mg/ml). Las
concentraciones de proteina usadas fueron elegidas tomando en cuenta la
concentracion proteica en un eyaculado normal (Anderson y Tarter, 1982;
Anderson et al., 1983). Las hembras fueron examinadas diariamente durante
20 dias para observar la inflamacion genital, los dafios neurolégicos y el peso.
Particularmente, se clasificaron los signos y sintomas de acuerdo a criterios

establecidos en la literatura (Morrison et al., 1998): 0: sin signos aparentes; 1:
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eritema y edema genital suave; 2: inflamacion genital moderada; 3: lesiones
genitales purulentas; 4: paralisis de las extremidades posteriores; y 5: estado
moribundo, momento en el cual, por razones éticas, los animales fueron
sacrificados. Se tomaron muestras de lavados vaginales para medir la carga
viral de los animales los dias 3, 4 y 5 post-infeccion. Dadas las caracteristicas
inmunosupresoras del semen, hipotetizamos que el VS podria agravar el curso
de la infeccion. Sin embargo, al analizar los titulos virales obtenidos de lavados
vaginales el dia 3 pi (pico maximo de replicacién viral en vagina) pudimos
observar que las hembras infectadas en presencia de VS mostraban un titulo
viral menor que las hembras control (Figura 10A), diferencia que se mantenia
hasta el dia 5 post infeccion (Figura 10B). Existen multiples reportes en la
literatura que muestran que el semen humano es capaz de modular la
interaccién de virus con sus células blanco (Kim et al., 2010; Muller et al., 2018;
Munch et al., 2007). Por ello procedimos a evaluar si VS afecta la union de
HSV-2 a la mucosa vaginal. Con este interrogante infectamos ratones como
mencionamos previamente y tres horas después se extrajo el tejido vaginal y
se evalué por qPCR la cantidad de genomas virales presentes en cada
condicion. En la figura 10C se muestra que la presencia de VS en el indculo de

infeccion no modifica la interaccion de HSV-2 con la mucosa vaginal.
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Figura 10 El contenido de vesicula seminal (VS) disminuye la producciéon viral en

ratones hembras infectadas por via intravaginal con HSV-2. Dos grupos de ratones (n=10)
fueron infectados con HSV-2 (105 ufp/ratén) en presencia de VS (HSV-2+VS) o PBS-BSA 5%
(HSV-2). Se realizaron dos lavados vaginales con 35 pl de PBS estéril, con los ratones bajo
anestesia. El titulo viral fue cuantificado por recuento de ufp, para cada raton por duplicado. A)
Titulo viral en los lavados vaginales a dia 3 pi. B) Curva de virus obtenida en lavados vaginales
adias 1, 3 y 5. C) Las hembras fueron infectadas y 3 horas después sacrificadas. Se extrajeron
las vaginas, se lavaron con PBS de manera exhaustiva y se recuper6 el ADN total del tejido
para cuantificar los genomas virales por qPCR. Los resultados se expresan como la media *
EEM, p<0,05 (*), p<0,01 (**).Se muestran los resultados individuales por raton de 2

experimentos independientes.

Seguidamente, estudiamos el curso de la infecciébn primaria en HSV-2
evaluando la sintomatologia (Figura 11A), la pérdida de peso asociada a la
enfermedad (Figura 11B) y la supervivencia (Figura 11C). A pesar de las
diferencias observadas en los titulos virales, tanto la sintomatologia, el peso y
la sobrevida no se vieron afectadas por la presencia de VS durante la infeccion.
Como reportan trabajos previos, la modulacién de la respuesta adaptativa anti-
herpética es muy dificil de observar al usarse un virus no atenuado en una
primo infeccion, ya que este ingresa al sistema nervioso antes que la respuesta
inmune adaptativa pueda actuar, y una vez alli produce la muerte del raton
irremediablemente (Soerens et al., 2016). Teniendo en cuenta las limitaciones

que tiene el modelo usado para evaluar la respuesta inmune adaptativa anti-
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HSV-2, decidimos utilizar un modelo de vacunacion y posterior desafio para

evaluar la respuesta inmune adaptativa y de memoria.
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Figura 11 El contenido de vesiculas seminales (VS) no modifica la infeccién

intravaginal por HSV-2. Dos grupos de ratones (n=15) fueron infectados intravaginalmente
con HSV-2 (105 ufp/ratén) en presencia de VS (HSV-2+VS) o PBS-BSA 5% (HSV-2), a una
concentracion final de VS de 5 mg/ml. Los ratones fueron examinados de manera diaria por su
estado clinico (0, asintomaticos; 1, eritema genital suave; 2, inflamacioén genital moderada; 3,
lesiones genitales purulentas; 4, paralisis de los miembros traseros; y 5, estado pre-moribundo)
(A), peso (a dia 7 post-infeccién) (B), y sobrevida (C). Los resultados estan expresados como
la media £ EEM del estado clinico, el peso, o la sobrevida de 15 ratones por grupo. Los datos

son representativos de tres ensayos independientes
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4.3 EIl contenido de vesicula seminal mejora la eficacia de la

vacunacion intravaginal con HSV-2 inactivado.

Decidimos entonces analizar si VS era capaz de comprometer la induccion de
la respuesta de memoria inducida por una vacunacion intravaginal con HSV-2
inactivado. Para ello utilizamos un protocolo de inmunizacion intravaginal con
HSV-2 inactivado y posterior desafio intravaginal con una dosis letal de HSV-2.
Para determinar la dosis viral que permitiera establecer la magnitud de
proteccion conferida por la inmunizacién, vacunamos intravaginalmente ratones
con 10% 10* o0 10° ufp de HSV-2 inactivado en un volumen final de 15ul. Luego
todos los ratones fueron desafiados con 2x10° ufp de HSV-2 por via
intravaginal en 15pul (Figura 12A) y evaluamos la sintomatologia y sobrevida de
los ratones diariamente (Figuras 12B y C). Como se observa en la figura 12, la
dosis mas alta de HSV-2 inactivado (10° ufp) es suficiente para conferir una
proteccion casi absoluta al desafio letal, ya que solo 1/6 ratones llegé al estado
moribundo y el resto solo mostré sintomatologia leve o nula. Contrariamente, la
dosis mas baja empleada (107 ufp) resulté en 5/6 ratones en estado moribundo
luego del desafio letal. Para evaluar la modulacion de la respuesta inmune de
memoria por VS decidimos usar una dosis de inmunizacién de 10* ufp de HSV-
2 inactivado, ya que a esta dosis se genera una proteccion parcial al desafio
letal que permite analizar variaciones en la respuesta inmune de memoria por

exceso o defecto.
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Figura 12 Determinacion de la dosis de HSV-2 inactivado para inmunizar ratones

por via intravaginal. Grupos de 6 ratones tratados previamente con mp. fueron inoculados
intravaginalmente con tres dosis distintas de HSV-2 inactivado en PBS-BSA 5% (102 ufp, 10*
ufpy 10° ufp en 15 ul). Treinta dias después, los ratones fueron tratados nuevamente con Mp. y
cinco dias después fueron desafiados con una dosis letal de HSV-2 intravaginal (2 x 10° ufp/15
pl) (A). Los ratones fueron evaluados en su estado clinico (B) y sobrevida (C). Los resultados
estan expresados como la media del estado clinico o como la sobrevida. Se muestran los datos

de un ensayo preliminar.

Cuatro grupos de 10 hembras, previamente sincronizadas con
medroxiprogesterona fueron inoculados intravaginalmente con HSV-2
inactivado solo (In.) o en presencia de VS (In.+VS), a una concentracién de
proteinas final de 5 mg/ml. Ademas, incluimos en el estudio un grupo de
ratones inoculado con VS sin HSV-2 inactivado y un grupo sin tratamiento que
se inoculd unicamente con PBS-BSA 5%. Treinta dias después todos los
grupos fueron tratados nuevamente con medroxiprogesterona y luego de 5 dias
desafiados con una dosis letal de HSV-2 (2 x 10° ufp/15 pl) por via intravaginal

(Figura 13A). Las hembras fueron examinadas diariamente y se evaluo la
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sintomatologia asociada a la infeccion (Figura 13B), se registro su peso (Figura
13C), y se tomd nota de la sobrevida de cada grupo (Figura 13D). Encontramos
que la inmunizacién en presencia de VS mejoré6 marcadamente la proteccion
frente al desafio letal. De hecho, el 70% de los ratones vacunados sin VS
sucumbieron a la infeccién mientras que solo el 20% de los ratones que fueron
vacunados con VS murieron. Ademas, la sintomatologia presentada por estos y
la pérdida de peso fueron significativamente menores comparado con el grupo
de ratones vacunados sin VS. Como era de esperar, los grupos controles sin
vacunar, con o sin VS, no pudieron controlar la infeccién y murieron de manera
similar al grupo vacunado sin VS (Figura 13). Por esta razdn y respetando las
normas de cuidado animal, el resto de los experimentos fueron realizados
excluyendo estos dos ultimos grupos control. Paraddjicamente, y en contra de
nuestras presunciones, estos resultados demuestran que VS, lejos de actuar
como inmunosupresor de la respuesta anti-HSV-2, ejerce el efecto opuesto,
induciendo proteccion frente a un desafio letal. Seguidamente nos enfocamos
en los mecanismos inmunes que protegen a los ratones previamente

inmunizados con VS.
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Figura 13 El fluido contenido en las vesiculas seminales mejora la eficacia de la

vacunaciéon por HSV-2 intravaginal. Grupos de 10 ratones tratados previamente con Mp.
fueron inoculados intravaginalmente con: PBS-BSA (5mg/ml) (PBS), VS (5mg/ml), y HSV-2
inactivado (1 x 10* ufp/15 pl) sin (In.) y con VS (In. + VS), a una concentracién de proteinas
final de 5 mg/ml. Treinta dias después, los ratones fueron tratados nuevamente con Mp. y cinco
dias después fueron desafiados con una dosis letal de HSV-2 intravaginal (2 x 10° ufp/15 pl)
(A). Los ratones fueron evaluados en su estado clinico (B), peso a dia 7 post-desafio (p.d.) (C),
y sobrevida (D). Los resultados estan expresados como la media + EEM del estado clinico (B),
peso (C), o como la sobrevida (D) de 10 ratones por grupo. Se muestran los datos de 1 de 3

experimentos independientes (*p<0,05, y **p<0,01).
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4.4 La inmunizacion en presencia del contenido de vesicula
seminal mejora la respuesta de memoria T en los ganglios

drenantes (GDs)

Durante el curso de la infeccién por HSV-2 la respuesta humoral, mediada por
linfocitos B secretores de I1gG y especialmente de IgA en las mucosas, puede
conferir proteccion como muestran ensayos de vacunacién en humanos (Petro
et al.,, 2015). Por otro lado la respuesta de memoria celular, mediada por
linfocitos T CD4" y CD8", a través de la produccién de IFN-y, ha demostrado
ser de crucial importancia en estos modelos de infeccidn murina, al igual que
en humanos (lijima y Iwasaki, 2014; lijima et al., 2011; Schiffer y Corey, 2013;
Svensson et al., 2005; Svensson et al.,, 2012). La respuesta de memoria
celular, ha cobrado mucha relevancia ya que en los ultimos anos se han
descubierto nuevas sub-poblaciones de células capaces de ingresar y
permanecer en las mucosas y asi mediar una proteccion inmediata ante una re-

infeccion (Beura et al., 2018; Mueller y Mackay, 2016; Schenkel et al., 2014).

Para evaluar ambos compartimentos de la respuesta inmune, en primera
instancia, cuantificamos los titulos de anticuerpos en los ratones inmunizados o
no en presencia de VS. Realizamos el mismo protocolo de inmunizacion
mencionado anteriormente y evaluamos el titulo de IgG e IgA especifica luego
del desafio (dia 3 pd) en el fluido vaginal (Figura 14A). También cuantificamos
la IgG especifica en plasma los dias 3 y 7 post desafio (Figura 14B) y previo al
desafio (Figura 14C) por ELISA. No observamos diferencias significativas en
los titulos de anticuerpos especificos en los ratones inmunizados en presencia
de VS, a pesar de la respuesta protectora. Nuestros resultados indican que los

anticuerpos no cumplirian un rol fundamental en el efecto protector inducido por
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la inmunizacion en presencia de VS.
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Figura 14 La vacunacién en presencia del contenido de vesicula seminal (VS) no

modifica los titulos de anticuerpos. Grupos de 10 ratones previamente tratados con mp.
fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.)
o presencia de VS (In. + VS), a una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias
después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y cinco dias después fueron
desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 ul). (A) Tres dias post desafio se
obtuvieron lavados vaginales y se determinaron los anticuerpos I1gG e IgA especificos para
HSV-2 por ELISA (usando una dilucién 1:5) (B) Se obtuvieron muestras de suero a partir de
sangre extraida por puncion cardiaca los dias 3 o 7 post desafio. En estos sueros se midi6 la
presencia de anticuerpos IgG especificos contra HSV-2 por ELISA (usando una dilucién 1:10).
(C) Se cuantificaron los titulos de IgG sérica previos al desafio. Para ello se inmunizaron
ratones como se describié anteriormente y 30 dias después fueron sacrificados sin recibir un
desafio letal. La sangre se obtuvo por puncion cardiaca. Los resultados estan expresados

como el media + EEM de 10 ratones por grupo
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Para estudiar el efecto adyuvante ejercido por el VS en la vacunacién
intravaginal contra HSV-2, analizamos la respuesta T de memoria en los
ganglios drenantes (GD) de la mucosa genital. Los ganglios iliacos del raton
drenan la mucosa genital a través de la linfa y asi los linfocitos T de memoria
circulantes se reencuentran con los epitopes antigénicos para los cuales son
especificos y montan una robusta respuesta que conlleva a la proliferacién
clonal y a la adopcion de un fenotipo efector, productor de IFN-y en el caso de
la infeccion herpética (Schiffer y Corey, 2013). Realizamos el mismo protocolo
de inmunizacion descripto anteriormente: grupos de 10 hembras, previamente
sincronizadas con medroxiprogesterona fueron inoculadas intravaginalmente
con HSV-2 inactivado solo (In.) o en presencia de VS (In.+VS), a una
concentracion de proteinas final de 5 mg/ml. Treinta dias después todos los
grupos fueron tratados nuevamente con medroxiprogesterona y luego de 5 dias
desafiados con una dosis letal de HSV-2 (2 x 10° ufp/15 pl) por via intravaginal.
Tres dias después del desafio, fueron sacrificados y se les extrajeron los
ganglios iliacos. Hembras sin vacunar pero tratadas con medroxiprogesterona
fueron usadas para evaluar la respuesta basal en ausencia de infeccion (C).
Encontramos que los GDs de los ratones inmunizados en presencia de VS
mostraban mayor numero de células totales y, aunque las proporciones de LT
CD4" y CD8" eran similares en los dos grupos, en este grupo el numero
absoluto en ambas poblaciones era mayor (Figura 15A 'y 15B). Para evaluar de
donde procedia esta diferencia, evaluamos la respuesta proliferativa de las
células T CD4" y CD8" ex vivo. Para ello generamos suspensiones celulares de
GDs y estimulamos las células con HSV-2 inactivado durante 18hs. Evaluamos

la respuesta proliferativa midiendo la perdida de CSFE en las células
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CD3'CD4" o CD3"CD8" por citometria de flujo (Figura 15C). Consistentemente
con el aumento en los numeros observados y el mantenimiento de la
proporcion CD4/CD8 entre los grupos de ratones, observamos que tanto las
células T CD8" como las CD4" provenientes de ratones inmunizados en
presencia de VS mostraban una mayor respuesta proliferativa al estar

expuestos a antigenos de HSV-2.
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Figura 15 El fluido contenido por las vesiculas seminales aumenta la magnitud de la

respuesta de memoria celular en los GDs ante un desafio letal. Grupos de 10 ratones
previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x
10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una concentracién final de
proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y
cinco dias después fueron desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 ul). Tres
dias después del desafio los ratones fueron sacrificados, los GDs fueron extraidos, procesados

por grupo y las células fueron recuperadas. Ratones tratados con mp pero sin vacunar ni
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desafiar fueron usados como control (C). (A) Numero total de células cosechadas por GD por
ratén. Los resultados se presentan como la media + DE de uno de tres experimentos
independientes. (B) Frecuencia de células T CD3'CD4" y CD3'CD8". Se presentan los
citogramas representativos y la cuantificacién del numero total de células T CD3'CD4" y
CD3'CD8" por raton. Los resultados estan expresados como la media + DE de tres
experimentos distintos. (C) Las células recuperadas de GDs fueron marcadas con CFSE y
estimuladas con HSV-2 inactivado por luz UV (iHSV-2) (1 x 10° ufp/1 x 10° células) por 5 dias.
La proliferacion celular se midié por pérdida de CSFE en las células CD4" y CD8". Los
resultados estan expresados como el media + DE de tres experimentos distintos (*p<0,05,
**p<0,01 y ***p<0,005).

Seguidamente, indagamos la respuesta productora de IFN-y, ya que este
mecanismo es crucial para el control de la infeccion herpética (Svensson et al.,
2005; Svensson et al., 2012), y podria explicar la proteccion mediada por la
inmunizacion en presencia de VS. Realizamos suspensiones celulares de GDs
3 dias después del desafio con HSV-2. Estas fueron estimuladas ex vivo con
HSV-2 inactivado por 48hs y se evalué la produccion de IFN-y por los LT CD4"
y CD8" (Figura 16A). De la misma manera que la respuesta proliferativa, la
produccion de IFN-y se encontraba potenciada en las células provenientes de
ratones inmunizados en presencia de VS, tanto en los LT CD4" como en los LT

CcD8".

Teniendo en cuenta que el HSV-2 completo inactivado no solo es una fuente de
antigenos sino que también incluyen PAMPs, como control estimulamos a las
células con otro virus completo inactivado, virus vaccinia (iVacV). Ademas, con
el objeto de confirmar que el VS mejoro la respuesta de memoria mediada por
células T especificas contra antigenos de HSV-2, estimulamos a las células
provenientes de los GDs con un conjunto de péptidos antigénicos de HSV-2

capaces de ser reconocidos por células T CD4" o T CD8". Nuestros resultados
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muestran de manera contundente que la respuesta observada es Ag-

especifica, dado que observamos un mayor numero de células T CD4" y T

CD8" productoras de IFN-y en los animales vacunados en presencia de VS

luego de la estimulacién ex vivo con los péptidos antigénicos o con HSV-2

inactivado, pero no con iVacV. (Figura 16 A-B).
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Figura 16 El fluido contenido por las vesiculas seminales potencia la funcionalidad

de la respuesta de memoria especifica en los GDs ante un desafio letal. Grupos de 10

ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2

inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una
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concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias después los ratones fueron tratados
nuevamente con mp. y cinco dias después fueron desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x
10° ufp/15 pl). Tres dias después del desafio los ratones fueron sacrificados y los GDs fueron
extraidos, procesados por grupo y las células fueron recuperadas. (A) Las células de GDs
fueron estimuladas por 18hs con iHSV-2 (105 ufp/10° células) y las células CD3" productoras de
IFN-y fueron cuantificadas por citometria de flujo. Se muestran los citogramas representativos
para las células estimuladas y sin estimular (medio). Los graficos de barra cuantifican las
células T productoras de IFN-y por ratén, en tres experimentos independientes. (B) Las células
fueron estimuladas como en A con: iHSV-2, un pool de péptidos especificos de HSV-2 para
células T CD4" y CD8", virus Vaccinia inactivado por luz UV (iVacV) o medio sin estimulos. Las
células T productoras de IFN-y fueron cuantificadas por citometria y se graficaron las medias de
cada grupo por raton de dos experimentos diferentes. Los resultados estan expresados como

el media + DE de tres experimentos distintos (*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005).

Como mencionamos anteriormente, el semen es capaz de inducir células T
regulatorias (CD4",FOXP3*,CD25"; Treg) para favorecer la tolerancia a los
aloantigenos paternos y propiciar la implantacion (Robertson et al., 2018).
Ademas, recientemente se ha demostrado que las Treg son necesarias para la
respuesta inmune anti-herpética, ya que pueden coordinar la respuesta T de
memoria efectora a través de la liberacion de quimiocinas (Lund et al., 2008;
Soerens et al.,, 2016). Para definir si la proteccién frente al virus que
observamos en los ratones inmunizados en presencia de VS era producto de la
accion de las células Treg decidimos evaluar su frecuencia y la produccién de
IL-10 y TGF-B en los GDs 3 dias después del desafio (Figura 17). En
contraposicion a la produccién aumentada de IFN-y, encontramos que la
produccion de IL-10 y TGF-B, al igual que la frecuencia de células
CD4'CD25'FOXP3" (Tregs), evaluadas luego de la estimulacion ex vivo con
HSV-2 inactivado, no mostraron diferencias entre los animales vacunados en

presencia o ausencia de VS (Figura 17 A, B, C).
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Como conclusiéon podemos decir que la presencia de VS en la inmunizacién
mejora la respuesta T efectora en los GDs de la mucosa vaginal, a través del

aumento de la produccion de IFN-y y la proliferacion de los LT CD4" y CD8"

especificos.
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Figura 17 La vacunacion en presencia del fluido contenido en las vesiculas

seminales no induce una respuesta inmune regulatoria ante un desafio letal. Grupos de
10 ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2
inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In) o presencia de VS (In + VS), a una
concentracioén final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias después los ratones fueron tratados
nuevamente con mp. y cinco dias después fueron desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x

10° ufp/15 pl). Tres dias después del desafio los ratones fueron sacrificados y los GDs fueron
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extraidos, procesados por grupo y las células fueron recuperadas. Ratones tratados con mp
pero sin vacunar ni desafiar fueron usados como control (C). (A) En células derivadas de
ganglios drenantes (GDs) cultivadas por 3 dias con iHSV-2 (1 x 10°® células/1 x 10° ufp)
evaluamos: (A) la produccion de IL-10 por ELISA (media + DE, n=3), (B) la produccién de TGF-
B por gPCR (media + DE, n=3), (C) la frecuencia y numero de las células FOXP3*CD25'CD4"
evaluadas por citometria en cultivos estimulados 18 hs con PMA (20 ng/ml) e lonomycina (1
pg/ml). Los resultados estan expresados como el media + DE de tres experimentos distintos
(*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005).

45 La inmunizacion en presencia del contenido de vesicula
seminal potencia la respuesta T de memoria en el sitio de

infeccion.

Una vez caracterizada la respuesta protectora de los ratones inmunizados en
presencia de VS en los sitios inductivos asociados a la mucosa, evaluamos el
estado de la respuesta inmune en la mucosa/sitio de infeccion. Con tal fin,
aislamos células de las mucosas vaginales de ratones que fueron inmunizados
0 no en presencia de VS y luego desafiados con una dosis letal de HSV-2. En
la figura 18A demostramos que los ratones inmunizados en presencia de VS
muestran un mayor infiltrado de células T CD8" en la mucosa vaginal 3 dias
después del desafio. Este aumento podria explicarse por un aumento en el
reclutamiento de LT CD8" al tejido de la mucosa. Esto es consistente con la
naturaleza de las células T residentes de memoria, que tienen una proliferacion
modesta, pero que pueden originarse a partir del reclutamiento de células T de
memoria circulantes (Beura et al., 2018; Pizzolla y Wakim, 2019; Schenkel et

al., 2014)
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Figura 18 La inmunizacién en presencia del contenido de vesicula seminal (VS)

promueve el aumento de células T CD8" en la mucosa vaginal. Grupos de 10 ratones
previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x
10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una concentracién final de
proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y
cinco dias después fueron desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 pl). Tres
dias después del desafio los ratones fueron sacrificados y sus vaginas fueron extraidas,
procesadas por grupo y las células fueron recuperadas. Ratones tratados con mp pero sin
vacunar ni desafiar fueron usados como control (C). (A) Frecuencia de células CD4" y CD8" en
la mucosa vaginal analizadas por citometria de flujo a dia 3 post desafio. Se presentan graficos

representativos y la cuantificacién a partir de tres experimentos independientes (*p<0,05).

Al analizar la funcionalidad, tanto las células T CD4" como las T CD8" de los
ratones inmunizados en presencia de VS mostraron una produccién aumentada
de IFN-y después de ser estimuladas ex vivo con HSV-2 inactivado (Figura
19A). Al ampliar el analisis del ambiente inmune de la mucosa vaginal
encontramos que el aumento en la proporcién de células T CD8" en los ratones
inmunizados en presencia de VS estaba acompafado por un aumento en la
concentracion de IFN-y e IL-6 en los lavados vaginales tres dias después del
desafio letal (Figura 19B). Incluso cuando aislamos células de la mucosa de
estos ratones 7 dias después del desafio mostraron una mayor capacidad de

produccion de IFN-y, IL-6, IL-17A y TNF-a, pero, llamativamente, una
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disminuciéon en IL-10 (Figura 19C). Esto demuestra que los ratones
inmunizados en presencia de VS tienen un ambiente proinflamatorio asociado a
la induccién de las respuestas Th1 (IFN-y y TNF-a) y Th17 (IL-17A), sugiriendo
también, la activacién de macréfagos en un perfil inflamatorio (alta IL-6 y baja

IL-10) en la mucosa vaginal luego del desafio.
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Figura 19 El contenido de vesicula seminal incrementa la respuesta de memoria T

en la mucosa vaginal ante un desafio letal. Grupos de 10 ratones previamente tratados con
mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x 10* ufp/15 pl), en ausencia
(In.) o presencia de VS (In. + VS), a una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta
dias después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y cinco dias después fueron

desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 pl). Tres dias después del desafio los
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ratones fueron sacrificados y sus vaginas fueron extraidas, procesadas por grupo y las células
fueron recuperadas. Ratones tratados con mp pero sin vacunar ni desafiar fueron usados como
control (C). (A) Analisis de la produccién de IFN-y por células T en la mucosa vaginal evaluada
por citometria de flujo. Las células fueron re estimuladas ex vivo por 18hs con iHSV-2 (1 x 10°
células/1 x 10° ufp) o cultivadas con medio solo. (B) La concentraciéon de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-
17A, e IL-10 fue evaluada por ELISA en lavados vaginales obtenidos a dia 3 post desafio. (C)
Evaluamos la produccién de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17A, e IL-10 en suspensiones celulares
obtenidas de mucosa vaginal re estimuladas ex vivo con iHSV-2. Los resultados estan
expresados como el media + DE de tres experimentos distintos. (*p<0,05 **p<0,01 y ***
p<0,005).

En cuanto a las células Treg que podrian encontrarse infiltrando la mucosa, no
encontramos diferencias ni en su numero (Figura 20A), ni en la producciéon de
TGF-B (Figura 20B). Esta observaciéon refuerza aun mas la idea de que las
células Treg no participarian de la inmunidad protectora producto de la

inmunizacion en presencia de VS.
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Figura 20 La vacunacién en presencia del contenido de vesicula seminal no

incrementa la induccién de células T CD4* CD25" FOXP3" ni la produccién de TGF-B en la
mucosa vaginal ante un desafio letal. Grupos de 10 ratones previamente tratados con mp.
fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x 10* ufp/15 pl), en ausencia (In.)
o presencia de VS (In. + VS), a una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta dias
después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y cinco dias después fueron
desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 ul). Tres dias después del desafio los
ratones fueron sacrificados y sus vaginas fueron extraidas, procesadas por grupo y las células
fueron recuperadas. Ratones tratados con mp pero sin vacunar ni desafiar fueron usados como
control (C). (A) Se estimularon las células obtenidas a partir de la mucosa vaginal con PMA (20
ng/ml) y lonomycina (1ug/ml) por 18hs para medir la frecuencia de células T
FOXP3'CD25'CD4" por citometria de flujo. (B) Las suspensiones celulares obtenidas a partir
de la mucosa vaginal fueron estimuladas con iHSV-2 por 72hs y se evalud la expresion de
TGF-B por gPCR. Los resultados estan expresados como el media + DE de tres experimentos

distintos.

Finalmente, dado que las quimiocinas pro-inflamatorias guian la respuesta T
para resolver la infeccidon, nos preguntamos si los ratones inmunizados en

presencia de VS, que cuentan con una mejor respuesta T, tanto en los GDs
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como en la mucosa después del desafio con HSV-2, podrian tener una
expresion diferencial de quimiocinas que permitan explicar esta mejor
respuesta. Con tal fin, evaluamos la expresion de mensajeros de un panel de
quimiocinas proinflamatorias relevantes para la migracion de las células T
durante la infeccion por HSV-2 (Figura 21). No encontramos diferencias en la
expresion de los ARNm de Cxcl9, Cxcl10, Ccl2 y Ccl5 en la mucosa vaginal
(Figura 21A). En cambio, en los GDs encontramos un aumento en la expresion
de ARNm de Cxc/9 aunque Cxcl10, Ccl2 y Ccl5 no se vieron modificadas
(Figura 21B). Ha sido descripto que CXCL9 tiene un rol crucial en la induccion
de la respuesta Th1 anti-herpética (Nakanishi et al., 2009; Schenkel et al.,
2014) y en la activacion de la respuesta de memoria T en los GDs (Sung et al.,
2012), ya que esta quimiocina guia las células T de memoria central hacia la
zona cortical de los GDs para que estas entren en contacto con los Ags
provenientes de la linfa y asi responder de manera efectiva frente a la
infeccion. En parte la produccion de CXCL9 en los ganglios de los ratones
inmunizados en presencia de VS podria explicar la respuesta protectora. Sin
embargo, es probable que sea una consecuencia de la respuesta T potenciada

ya que son estos mismos LT los que la liberan al activarse (Sung et al., 2012).
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Figura 21 El contenido de vesicula seminal (VS) aumenta la expresion de CXCL9 en

los GDs frente al desafio letal con HSV-2. Grupos de 10 ratones previamente tratados con
mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x 10* ufp/15 pl), en ausencia
(In.) o presencia de VS (In. + VS), a una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Treinta
dias después los ratones fueron tratados nuevamente con mp. y cinco dias después fueron
desafiados intravaginalmente con HSV-2 (2 x 10° ufp/15 ul). Tres dias después del desafio los
ratones fueron sacrificados y las vaginas y las células de GDs fueron recuperadas. Ratones
tratados con mp pero sin vacunar ni desafiar fueron usados como control (C). Luego, se extrajo
el ARN total y se cuantificaron los niveles de expresiéon de Cxcl9, Cxcl10, Ccl2 y Ccl5 por gPCR
en células provenientes de vagina (A) o células provenientes de GDs (B). Los resultados estan
expresados como el media + EEM de un experimento representativo (n=10) de tres
experimentos distintos para B o de un experimento n=5 con datos individuales para cada ratén

en A (**p<0,01).

46 ElI contenido de vesicula seminal induce una robusta

respuesta de memoria celular en los ganglios drenantes (GDs).

Todos los resultados descriptos en la figuras anteriores (14-21) fueron

realizados luego del desafio letal con HSV-2 y por ende luego de la
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reestimulacion de la respuesta inmune de memoria. Para estudiar los
mecanismos de la respuesta de memoria inducida al inmunizar en presencia de
VS, sacrificamos ratones 28 dias después de ser inmunizados como
describimos anteriormente pero sin ser desafiados (Figura 22A). Analizamos
las poblaciones de memoria presentes en los GDs usando los marcadores
CD44 y CD62L en las células T CD4" y T CD8". Encontramos que, en los
ganglios de los ratones inmunizados en presencia de VS, el numero y
frecuencia de células T de memoria efectora (CD44""CD62L"") y memoria
central (CD44""CD62L"9") eran mas altos que en los ratones inmunizados sin
VS, tanto para el compartimento T CD4* como para el T CD8" (Figura 22B y C).
Esto indica que VS tiene un efecto adyuvante en la inmunizacion con HSV-2
inactivado, ya que genera una respuesta de memoria celular de mayor

magnitud.
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Figura 22 La vacunacién en presencia del fluido contenido en las vesiculas

seminales aumenta la respuesta de memoria T CD4" y T CD8" en los GDs. Grupos de 10
ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2
inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una
concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Veintiocho dias después, estos fueron sacrificados
y se extrajeron los GDs (A). Las células fueron recuperadas para analizar las poblaciones de
células de memoria T CD4" (B) o T CD8" (C) por citometria de flujo usando los marcadores
CD44 y CD62L para diferenciar entre memoria central (CD44“ighCD62Lhigh), memoria efectora
(CD44™"CD62L"") y células T virgenes (CD44"°"CD62L""). Se presentan los citogramas de un
experimento representativo junto con la cuantificacion a partir de tres experimentos

independientes (media + DE).

No solo la magnitud de la respuesta de memoria se vio afectada por la

inmunizacion en presencia de VS. Al analizar la funcionalidad de las células de
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memoria provenientes del ganglio encontramos una mayor produccién de IFN-y
luego de la estimulacion ex vivo con HSV-2 inactivado (Figura 23A).
Consistentemente observamos un aumento en la produccion de IFN-y y TNF-a
en los sobrenadantes de dichas células (Figura 23B y C). Al igual que con los
LT después del desafio, pudimos comprobar que la produccion de IFN-y ante
estimulos especificos se veia aumentada (péptidos de HSV-2 y HSV-2
inactivado), y no asi cuando fueron estimulados con VacV inactivado (Figura
23D). Igualmente, encontramos el mismo efecto potenciador de la respuesta de
memoria celular ag-especifica en el bazo de los ratones que recibieron VS con
la inmunizacion (datos no mostrados). Concluimos que la presencia de VS en
el momento de la inmunizacién induce una fuerte respuesta de memoria celular
en los GDs, mediada principalmente por las células T CD4" y T CD8" Ag

especificas.
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Figura 23 La vacunacién en presencia del fluido contenido en las vesiculas

seminales aumenta la funcionalidad de la respuesta de memoria T CD4" y T CD8" en los
GDs. Grupos de 10 ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente
con HSV-2 inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una
concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Veintiocho dias después, estos fueron sacrificados
y se extrajeron los GDs. A) Las células provenientes de GDs fueron estimuladas por 18 h con
HSV-2 inactivado por luz UV (iHSV-2) o con medio solo y las células CD3" productoras de IFN-
y fueron cuantificadas por citometria de flujo. Mostramos citogramas representativos y la
cuantificacién de tres experimentos independientes para los compartimentos T CD4" y T CD8".
Los resultados estan expresados como el promedio + DE (n=10 ratones por grupo). Las células
de GDs fueron estimuladas ex vivo con iHSV-2 y se cuantificé la produccién de IFN-y (B) y
TNF-a (C) por ELISA. (D) Las células fueron estimuladas como en A con: iHSV-2, un pool de
péptidos de HSV-2 especificos para células T CD4" y T CD8", iVacV o medio. Las células CD3"
productoras de IFN-y fueron cuantificadas por citometria de flujo. Mostramos la cuantificacién

de dos experimentos independientes para los compartimentos T CD4" y T CD8". Los resultados
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es expresan como el promedio + DE (n=3) (*p<0,05, **p<0,01 y *** p<0, 005).

4.7 Las células T median la proteccion conferida por la presencia
del contenido de vesiculas seminales durante la inmunizacién

frente a un desafio letal.

Para demostrar concluyentemente que las células T median la proteccion
asociada a la vacunacion en presencia de VS realizamos un experimento de
transferencia adoptiva. Ratones inmunizados con HSV-2 inactivado en
presencia (In.+VS) o no (In.) de VS fueron sacrificados treinta dias después del
indculo y se purificaron las células T CD4" y T CD8" del bazo. Se obtuvieron
ademas, células T CD4" y T CD8" aisladas de ratones inoculados con PBS-
BSA o VS sin HSV-2 inactivado y se utilizaron como controles. Cinco millones
de estas células fueron mezcladas en una proporcion CD4:CD8 3:2 e
inyectadas por via retro orbital en ratones no inmunizados. Dieciocho horas
después de la transferencia de células estos ratones fueron desafiados con una
dosis letal de HSV-2. Los animales fueron examinados diariamente para
evaluar su sintomatologia, el peso y la sobrevida (Figura 24A).
Contundentemente, observamos que los ratones que recibieron células T
CD47/CD8" de ratones inmunizados en presencia de VS sobrevivieron mas
(90% vs. 30%) y desarrollaron menos signos y sintomas que los ratones que
recibieron células de ratones inmunizados sin VS, o de ratones que solo
recibieron VS o PBS (Figura 24B, C, D). Estos resultados demuestran que las
células T son responsables de la proteccion aumentada observada en los

ratones inmunizados con HSV-2 inactivado en presencia de VS.
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Figura 24 La transferencia adoptiva de células T CD4" y T CD8" provenientes de

ratones inmunizados en presencia de VS es suficiente para proteger ratones no
inmunizados frente a un desafio letal con HSV-2. Grupos de 10 ratones tratados

anteriormente con mp. fueron inoculados intravaginalmente con: a) PBS-BSA (5mg/ml) (PBS),

b) VS (5mg/ml), ¢) HSV-2 inactivado (1 x 'IO4 ufp/15 ul) (In.), o d) HSV-2 inactivado (1 x 10*
ufp/15 pl) mas VS (In. + VS), a una concentracion final de 5 mg/ml. Treinta dias después, los
ratones de los cuatro grupos fueron sacrificados y se purificaron los esplenocitos CD4" y CD8"
usando esferas magnéticas acopladas a anticuerpos (seleccion negativa). Cinco millones de
estas células (en una proporciéon CD4:CD8 de 3:2) fueron transferidas a ratones sin inmunizar,
previamente tratados con mp., por inyeccion retro orbital. Dieciocho horas después estos
ratones receptores fueron infectados con una dosis letal de HSV-2 por via intravaginal (2 x 10°
ufp/15 pl), como indicado en (A). Los ratones fueron examinados diariamente para determinar
su estado clinico (B), peso (a dia 7 post desafio) (C), y su supervivencia (D). Los resultados

estan expresados como el media + EEM del estado clinico (B), peso (C), o como la sobrevida
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(D) de 10 ratones por grupo. Datos de un experimento representativo de dos experimentos
independientes (*p<0,05 y **p<0,01).

4.8 La vacunacion en presencia del contenido de vesicula seminal

induce una respuesta inflamatoria temprana.

Se ha demostrado en trabajos anteriores que la deposicion del semen en la
mucosa vaginal, tanto en humanos como en ratones, induce una respuesta
inflamatoria local que recluta monocitos de sangre que se diferencian a CDs y
macrofagos (Sharkey et al., 2007). En base a estos reportes y a nuestros
resultados, hipotetizamos que esta respuesta inflamatoria podria estar
aportando el ambiente adecuado para la generacion de una respuesta Th1
robusta observada en los ratones inmunizados en presencia de VS. Para
probar esta hipotesis, se vacunaron ratones con HSV-2 inactivado (1x10*
ufp/15 pl) con y sin VS y 48 horas después fueron sacrificados. Analizando las
células de mucosa vaginal encontramos que los ratones inmunizados en
presencia de VS, pero no los ratones inmunizados sin VS o con VS sin
inmunizar, mostraron una mayor produccién de IFN-y, TNF-a e IL-6 (Figura
25A). Posteriormente analizamos las poblaciones celulares que podrian estar
implicadas en esta inflamacion temprana. Si bien no observamos grandes
diferencias en macrofagos, neutréfilos y monocitos (datos no mostrados), si
encontramos un aumento en el numero de células NK en la mucosa vaginal
(Figura 25B). Dada la capacidad de las células NK de producir IFN-y a tiempos

tempranos, podriamos atribuir a estas el aumento observado.
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Figura 25 La vacunacién en presencia del fluido contenido en la vesicula seminal

induce una respuesta inflamatoria temprana en la mucosa vaginal. Grupos de 10 ratones
previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2 inactivado (1 x
10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una concentracién final de
proteinas de 5 mg/ml. Dos dias después de la inmunizacion, los ratones fueron sacrificados
para analizar la respuesta inmune en la mucosa vaginal. (A) Se evalud la produccion de IFN-y,
TNF-a e IL-6 en los sobrenadantes de suspensiones de células extraidas de la mucosa vaginal
por ELISA (B) Frecuencia de células NK (DX5+) en el tejido vaginal por citometria de flujo. Los
resultados estan expresados como el media + DE (1 experimento representativo de 3

experimentos independientes). (*p<0,05, **p<0,01, y ***p<0,005).

A la vez analizamos la respuesta inmune temprana en los GDs de la vagina, ya
que en estos sitios se induce la respuesta adaptativa que luego dara lugar a la

respuesta de memoria. Considerando nuestros resultados anteriores es légico
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pensar que el ambiente en el cual se induce la respuesta adaptativa se puede
encontrar modificado en los ratones que son inmunizados conjuntamente con
VS. Al sacrificar a los ratones pudimos observar un aumento en el tamafio de
los GDs en los ratones inmunizados en presencia de VS. Cuantificamos este
efecto pesando los ganglios de cada raton en una balanza analitica (Figura
26A). De manera consistente encontramos un ambiente pro-inflamatorio,

caracterizado por IFN-y, TNF-a e IL-6 en los GDs de estos ratones (Figura

26B).
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Figura 26 La vacunacién en presencia del fluido contenido en la vesicula seminal

induce una respuesta inflamatoria temprana en los ganglios drenantes. Grupos de 10
ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2
inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una
concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Dos dias después de la inmunizacion, los ratones
fueron sacrificados para analizar la respuesta inmune en los GDs. (A) Se evalué el peso de los
ganglios de cada raton. Los resultados estan expresados como el peso de todos los ganglios
extraidos de cada raton (3-4 por raton) dividido el nimero de ganglios. Se presentan los datos
individuales, el media y EEM. (B) Se evalud la produccién de IFN-y, TNF-a e IL-6 en los
sobrenadantes de suspensiones de células extraidas de los GDs por ELISA. Los resultados
estan expresados como el media + DE (1 experimento representativo de 3 experimentos
independientes). (*p<0,05, **p<0,01, y ***p<0,005).

Habiendo demostrado que el ambiente que induce la vacunacion en presencia

de VS es proinflamatorio nos preguntamos como afectaria este contexto a las
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CDs, encargadas de inducir la respuesta Th1 en los GDs. Para ello buscamos
CDs en mucosa vaginal y GDs, identificando estas células por los marcadores
CD11c y CMH-Il. En primer lugar, notamos que los numeros de CDs no se
encontraban modificados en la mucosa de los ratones inmunizados en
presencia de VS. Sin embargo, este analisis demostréo que las CDs de la
mucosa vaginal expresaban mayores cantidades de CD86, marcador

caracteristico de su activacion (Figura 27A).

Ademas, observamos un aumento en el numero de las CDs en los GDs de
dichos ratones (Figura 27B). Estos resultados sugieren que el ambiente
proinflamatorio generado por la presencia de VS en la vacunacion induce la
maduraciéon de las CDs de la mucosa y la migracion a los GDs, donde en un

ambiente proinflamatorio inducen la produccién de una robusta respuesta Th1.
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Figura 27 La vacunacién en presencia del fluido contenido en la vesicula seminal

induce la activaciéon y migraciéon de las CDs hacia los ganglios drenantes. Grupos de 10
ratones previamente tratados con mp. fueron vacunados intravaginalmente con HSV-2
inactivado (1 x 10* ufp/15 ul), en ausencia (In.) o presencia de VS (In. + VS), a una
concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. Dos dias después de la inmunizacién, los ratones
fueron sacrificados para analizar la respuesta inmune en la mucosa vaginal y los GDs. (A)
Expresion de CD86 en CDs (CD11¢” CMHII (IAd)+) extraidas de vagina (media + DE (n=2)). (B)
Frecuencia de CDs (CD11¢c” CMHII (IAd)+) en los GDs de la mucosa vaginal por citometria de
flujo. Se muestra la media de CDs CD86" por millén de células. Los resultados estan
expresados como el media + DE (1 experimento representativo de 3 experimentos
independientes). (*p<0,05, **p<0,01, y ***p<0,005).




5 CAPITULO 5: DISCUSION

El objetivo central de este trabajo de tesis fue evaluar el impacto del semen en
la respuesta inmune anti-infecciosa en el contexto de una transmisién sexual.
Con tal fin usamos un modelo de infeccién intravaginal murina por HSV-2, muy
estudiado en la literatura cientifica. El hallazgo mas importante de este trabajo
de tesis es que el fluido contenido en la vesicula seminal (VS) mejora
considerablemente la proteccion ante un desafio letal, inducida por la
vacunaciéon intravaginal. Notablemente, el agregado de VS a la vacuna
compuesta por HSV-2 inactivado, aumenta la sobrevida de los animales de un
30% a un 80%. Los resultados obtenidos sugieren que el efecto adyuvante
ejercido por VS es debido al mejoramiento de la respuesta inmune de memoria
inducida por la vacuna. Nuestros resultados cambian la nocién que establece
que el plasma seminal suprime la respuesta inmune independientemente del
estimulo que la gatille, y plantean un interrogante acerca de los mecanismos a
través de los cuales el plasma seminal induce dos efectos aparentemente
contrapuestos luego de su deposicion en el tracto genital femenino: una
respuesta tolerogénica contra los antigenos paternos mediante la induccion de
Tregs y un mejoramiento de la respuesta inmune de memoria protectora de

agentes de transmision sexual.
5.1 ¢El semen participa activamente en la transmision de agentes
virales?

El semen media la transmisién sexual de numerosas infecciones de etiologia
bacteriana y viral. Llama la atencion, por lo tanto, que no haya sido investigado

aun, en forma rigurosa, en modelos in vivo, la posible accién modulatoria
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ejercida por componentes del semen, sobre el desarrollo temprano de los
procesos infecciosos y/o sobre la respuesta inmune inducida en el hospedador.
Esta falencia es consistente con la vision predominante en la literatura cientifica
que considera al semen un reservorio y/o vehiculo de transmision de
patogenos, asignandole de este modo un papel meramente pasivo. Sin
embargo, ha sido demostrado que el semen es capaz de inducir un conjunto de
cambios a nivel de las mucosas receptivas que podrian modular el curso inicial
de los procesos infecciosos transmitidos sexualmente: a) neutraliza el pH de la
mucosa vaginal (Bouvet et al., 1997); b) opsoniza microorganismos (Bouhlal y
Kaveri, 2012); c) promueve la quimiotaxis de células de Langerhans via
secrecion de la quimiocina CCL20 por células del epitelio vaginal (Berlier et al.,
2006); y d) estimula la produccion de un conjunto de citosinas y quimiocinas en
el ectocervix, con la consecuente induccion de una reaccion inflamatoria local e

infiltrado leucocitario en la mucosa cérvico-vaginal (Sharkey et al., 2007).

En lo que respecta al impacto del semen en la transmision sexual del HSV-2,
inicialmente observamos que en presencia de VS el virus retuvo su capacidad
de infectar, multiplicarse y lisar células Vero incluso en concentraciones altas
de VS (dilucion al medio). Por otra parte, observamos que este fluido no tiene
efecto citotoxico en las concentraciones evaluadas. Estudios previos analizaron
directamente el papel del plasma seminal sobre la infeccion por HSV-2 in vitro,
y evaluaron tanto la eficiencia de la transmision como la interaccion con
microbicidas topicos. Ellos observaron que el plasma seminal no modifica la
infeccién in vitro (Patel et al., 2007). Obtuvimos resultados similares en este
trabajo de tesis, en ensayos in vitro observamos que el fluido contenido en la

vesicula seminal no potencia y tampoco compromete la infectividad de HSV-2.
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Por otro lado, contrastando con nuestras observaciones que indican que el VS
no afecta la replicacion in vitro, Torres y col. (Torres et al., 2015) reportaron que
el plasma seminal humano aumenta la infeccion in vitro por HSV-2, sugiriendo

que las secreciones del epididimo y otras glandulas podrian ser responsables

del efecto descripto por este grupo.

5.2 EIl contenido de la vesicula seminal no modifica la infeccién
primaria por HSV-2 adquirida por via vaginal.

El sitio de entrada natural de HSV-2 es, principalmente, la vagina. El virus
puede ingresar al ser depositado junto con el semen e infecta las células
epiteliales del tracto genital. Alli replica y causa lisis celular, causando lesiones
genitales, que también pueden ser cutaneas si la infeccion se extiende a la piel.
Seguidamente, el virus logra infectar neuronas sensoriales donde puede
permanecer latente (Liu et al., 2000). La infeccién en el modelo murino, cuando
logra progresar, genera lesiones purulentas en las inmediaciones del aparato
genital, tanto internas como externas. A la vez la infeccion puede llegar al
sistema nervioso y causar la paralisis de los miembros posteriores del ratén. De
este cuadro se progresa indefectiblemente a la muerte (Morrison et al., 1998).
Se pueden recuperar particulas infectivas producidas por las células epiteliales
de la mucosa genital infectadas, alcanzando la maxima produccion al dia 3

post-infeccion (lijima et al., 2011).

Hemos observado que la inoculacion de HSV-2 en presencia de VS no afecta
el desarrollo de la enfermedad herpética, de manera similar a lo reportado por
otro grupo de investigacion (Patel et al., 2007). Hemos evaluado tanto la

supervivencia, como la sintomatologia y el peso de los ratones y no
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observamos diferencias significativas respecto al grupo control. Sin embargo,
reportamos una disminucién en los titulos virales recuperados en lavados
vaginales los dias 3 y 5 pi. EI VS impide, en cierta medida, la multiplicacion del
HSV-2 en el tracto genital femenino. Descartamos que el VS esté actuando
directamente sobre el virus inactivandolo, ya que como mencionamos
anteriormente, nuestros resultados in vitro demuestran que este fluido no
compromete la infectividad del virus. Confirmamos estos resultados midiendo el
ADN gendmico del virus en la mucosa genital de las ratonas a las 18 horas
post inoculado y observamos que VS no impide que el virus se una e ingrese al

epitelio vaginal.

La disminucioén en la produccion viral obtenida al inocular intravaginalmente el
virus en presencia de vesicula seminal podria explicarse entonces, por la
capacidad del semen de modular la respuesta inmune, particularmente en este
caso, por la capacidad del contenido de la vesicula seminal de potenciar la

respuesta inmune antiviral y controlar en cierta medida la produccién viral.

Estos resultados presentan una aparente incongruencia ya que las diferencias
en los titulos virales no se reflejan en el estado clinico de los animales. El
modelo empleado para la infeccidén primaria presenta una grave dificultad para
evaluar la modulacion de la respuesta inmune adaptativa (lijima et al., 2011;
Soerens et al., 2016; Svensson et al., 2005). Esto sucede porque la infeccién
intravaginal por HSV-2 es rapidamente letal, ya que el virus logra escapar a la
inmunidad innata e ingresar al sistema nervioso central antes de que la
respuesta inmune adaptativa haya logrado llegar al sitio de infeccién. Por lo
tanto, la sintomatologia y la supervivencia de los ratones no puede ser

modulada por la respuesta inmune innata, por el escape viral a SNC, ni por la
~ 100 ~
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respuesta inmune adaptativa. Para evaluar la respuesta inmune adaptativa en
la infeccion intravaginal por HSV-2 se han desarrollado dos enfoques: el uso de
cepas atenuadas que tienen retardado su ingreso a SNC, o el uso de HSV-2
inactivado (lijima et al., 2011; Soerens et al., 2016; Svensson et al., 2005).
Estos datos apoyan en parte nuestros resultados, donde la modulacion
temprana de la replicacion viral en la mucosa es posible, pero es inevitable el
acceso a SNC y la muerte de los ratones independientemente de la carga viral.
De la misma manera esto nos permite entender por qué el VS no tiene un
efecto sobre el desarrollo de la enfermedad herpética durante la infeccion
primaria, aunque muestra una potente modulacion al inmunizar previamente

con HSV-2 inactivado.

5.3 El semen como inmunomodulador

Induciendo tolerancia frente a los aloantigenos paternos, las células Treg han
demostrado un importante rol en el embarazo (Aluvihare et al., 2004; Robertson
et al., 2018). Numerosos enfoques experimentales en ratones demuestran que
la deplecion de estas células causa la reabsorcidn fetal (Aluvihare et al., 2004).
Llamativamente, este efecto es mucho mas evidente cuando las Treg estan
ausentes antes o durante la implantacion y es particularmente relevante sobre
fetos machos o alogénicos (Shima et al., 2010; Zenclussen et al., 2005) En
ratonas y mujeres embarazadas se encuentran numeros elevados de células
Treg en sangre. (Arruvito et al., 2007; Ernerudh et al., 2011). Ha sido descripto
que la presencia de células Treg esta asociada con una menor tasa de abortos
espontaneos recurrentes y preeclampsia en mujeres (Dekker et al., 2011;
Munoz-Suano et al., 2011). El semen media la expansién de células Tregs en

los GDs del tracto genital, y su subsecuente reclutamiento al endometrio
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uterino (Robertson et al.,, 2013). Se ha observado en mujeres sanas que la
exposicion al semen estad asociada positivamente con el numero de células
Tregs en sangre (Arruvito et al., 2007; Tilburgs et al., 2008). Ademas, se ha
reportado que el contacto con el semen mejora la tasa de implantacién en
pacientes bajo fertilizacion asistida y disminuye el riesgo de preeclampsia
(Crawford et al., 2015; Dekker et al., 2011; Saftlas et al., 2014). Esta respuesta
tolerogénica es inducida incluso sin necesidad de que ocurra la concepcién
(Guerin et al., 2011). Este efecto es completamente dependiente de la
presencia de VS en el ratdn, ya que al aparear ratones sin vesicula seminal no
se observa la expansion de Tregs (Guerin et al., 2011). Generalmente se
asume que, ademas de suprimir la autoinmunidad, las células Treg controlan el
curso de las respuestas inmunes dirigidas contra antigenos de distintos
patdgenos para disminuir el dafio tisular asociado (Sakaguchi et al., 2008). Sin
embargo el rol de las células Treg durante los procesos infecciosos sigue
siendo motivo de debate. Si bien son mayoritarios los reportes que indican que
la ausencia de Tregs mejora la respuesta inmune antiviral, existen cada vez
mas trabajos que demuestran que la ausencia de estas provoca mayores
titulos virales y un peor control de la infeccion (Soerens et al., 2016). Esto se ha
confirmado especialmente en respuestas asociadas a mucosas, como en la
infeccion intranasal por el Virus Sincicial Respiratorio (RSV), o en la infeccion
oral por Candida albicans (Fulton et al., 2010; Pandiyan et al., 2011; Ruckwardt
et al., 2009). Tanto en estos dos ejemplos como en la infeccion por el Virus del
Nilo Occidental (WNV), se ha observado que las células Treg mejoran la
respuesta T promoviendo la infiltracién de las mucosas por células T CD4"y T

CD8" (Graham et al., 2014). Llamativamente, usando un modelo murino de
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infeccion intravaginal con HSV-2, Lund y col. demostraron que las células Treg
no comprometen la respuesta inmune contra HSV-2 e incluso mejoran esta
respuesta promoviendo el reclutamiento de células del sistema inmune a los
tejidos infectados (Lund et al., 2008). En ratones cuyas células Treg habian
sido depletadas, encontraron menor produccion de IFN-y en el sitio de infeccién
(la mucosa vaginal), aun cuando los niveles de esta citoquina en los GDs se
encontraban aumentados (Lund et al., 2008). Esto se vio asociado a un retraso
en la llegada de células NK, CDs y células T al sitio de infeccion y a una mayor
produccion de quimiocinas proinflamatorias, CXCL9 y CXCL10, en los GDs
(Lund et al.,, 2008). De hecho, este grupo demostré que las células Treg
interaccionan directamente con las CDs a través de CTLA-4, y asi inducen su
migracién a los GDs para inducir la respuesta T CD4" (Soerens et al., 2016).
Esta observacion sugiere una conexion entre la habilidad del plasma seminal
de inducir la expansion local de Tregs, y nuestros actuales resultados
mostrando que VS mejora la proteccion conferida por la vacunacidn
intravaginal con HSV-2 inactivado. El hecho de no haber registrado cambios en
las células Treg 30 dias post-vacunacion puede deberse a la naturaleza de este
efecto, ya que este se observa en tiempos tan tempranos como 3-4 dias
después del apareamiento (Guerin et al., 2011). Cabe destacar que el uso de
ratones singénicos minimiza la presencia de aloantigenos a los antigenos
sexuales (asociados al cromosoma Y) y ello podria no ser suficiente para
inducir una respuesta tolerogénica aproximable al contexto fisiolégico de una

transmision sexual (Robertson et al., 2018).
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5.4 El rol adyuvante del contenido de las vesiculas seminales en

la vacunacién intravaginal con HSV-2 inactivado.

Uno de los principales desafios para el control de las enfermedades de
transmision sexual, es el desarrollo de una vacuna preventiva para este grupo
de patogenos. Para la pandemia de HIV-1, el desarrollo de una vacuna que
logre prevenir la infeccidon adquirida por via sexual es el escenario mas
deseado. Sin embargo, el desarrollo de una buena respuesta inmune de
memoria en la mucosa cérvico-vaginal continua siendo un desafio. (Gottlieb y
Johnston, 2017; Wijesundara et al., 2017). En este sentido, los ensayos clinicos
reportan dificultades en generar una robusta respuesta humoral en la mucosa
vaginal (Gottlieb y Johnston, 2017). Recientemente, se le ha dado creciente
importancia a la respuesta T, ya que numerosos ensayos en modelos animales
sugieren a las células T CD4" y T CD8" son claves para la proteccion
(Kaufmann y Flechtner, 2016). Ante estas dificultades, entender los
requerimientos de una respuesta protectora en la mucosa vaginal sera esencial

para evaluar la efectividad de las nuevas vacunas.

Un gran numero de evidencias indican que la respuesta inmune protectora
contra la infeccion genital por HSV-2 es fuertemente dependiente de la
induccioén de una respuesta de memoria Th1, y del reclutamiento de linfocitos T
CD4" y CD8" especificos a la mucosa genital (lijima y Iwasaki, 2014; Janssen
et al., 2003; Nakanishi et al., 2009). Observaciones en humanos también
sugieren un rol fundamental para la respuesta T en la infeccidon herpética. No
solo los episodios recurrentes son mas frecuentes en pacientes con
deficiencias de células T, sino que la presencia de células T CD8" especificas

en la mucosa genital y la piel disminuyen la severidad y frecuencia de dichas
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recurrencias (Koelle et al., 1998; Zhu et al., 2007). Sin embargo, la proteccién
efectiva contra HSV-2 también puede depender de anticuerpos (Boukhvalova et
al., 2015; Halford et al., 2015; Kohl et al., 2000; Petro et al., 2015). Los ensayos
de efectividad de vacunas contra HSV-2, han dejado importantes lecciones
sobre la respuesta inmune necesaria para controlar la infeccién. Por un lado, el
disefo racional de vacunas con proteinas virales de superficie involucradas en
la entrada de HSV-2, han demostrado que si bien la induccién de una
respuesta humoral mejora el control de las lesiones, no es suficiente para que
la vacuna sea efectiva (Cairns et al., 2014). Si se ha demostrado que la
generacion de anticuerpos tanto en sangre como en la mucosa vaginal limita la
diseminacion del virus, reduciendo la sintomatologia (Straus et al., 1994). Ante
estos fracasos, las vacunas candidatas mas recientes, estan disefiadas para
inducir tanto una buena respuesta humoral como celular (Kaufmann vy
Flechtner, 2016). Nuestros resultados sugieren que el efecto adyuvante
mediado por VS esta relacionado a la induccion de una respuesta de memoria
mediada por células T pero no por linfocitos B. De hecho, no encontramos
diferencias en los niveles de anticuerpos IgG o IgA séricos o vaginales entre los
ratones vacunados y los vacunados en presencia de VS. Estas observaciones
implican que la contribucion de linfocitos T y B en la inmunidad protectora

contra HSV-2 podria depender del modelo experimental utilizado.

En este trabajo, analizamos la respuesta de células T inducida por la
vacunacion intravaginal, estudiando tanto los GDs como la mucosa vaginal. En
los GDs observamos que los ratones vacunados en presencia de VS,
mostraban un mayor nimero absoluto de células T CD4" y T CD8" y una mayor

respuesta en términos de produccion de IFN-y y proliferacion, luego de ser
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desafiados intravaginalmente con HSV-2. Resultados comparables se
obtuvieron cuando se analizo el sitio de replicacion viral: la mucosa vaginal.
Observamos, un aumento en las concentraciones de IFN-y e IL-6 en lavados
vaginales, una produccion aumentada de IFN-y, TNF-a, IL-6, e IL-17A por el
conjunto de las células de vagina y una pronunciada infiltracion del tejido por
células T CD8" al comparar los ratones vacunados en presencia de VS con los
ratones vacunados sin este. Consistentemente, encontramos altas frecuencias
de células T de memoria central (CD44™"CD62L"9") y de memoria efectora
(CD44""CDB2L"") en los GDs de los ratones 28 dias después de la
vacunacion en presencia de VS. Cabe destacar que, en el mismo sentido, la
transferencia adoptiva de células T CD4" y T CD8", a partir de ratones
vacunados en presencia de VS fue suficiente para darle un fenotipo de
proteccion frente al desafio intravaginal a ratones no vacunados, demostrando
fehacientemente que la proteccion conferida por VS es mediada por las células

TCD4"y T CD8".

En esta ultima década ha cobrado creciente importancia la respuesta inmune
residente en los tejidos. Hoy se sabe que las observaciones sobre el sistema
inmune derivadas de células del compartimento sanguineo o linfatico, no
pueden explicar todos los fendmenos presentes en las mucosas, ya que en
estas hay un conjunto de factores que definen el comportamiento de las células
inmunes. Se ha destacado en este sentido, el rol de las células T residentes en
el control de los procesos infecciosos que ocurren en la mucosa
gastrointestinal, respiratoria, genital y otras (Fernandez-Ruiz et al., 2016;
Mueller y Mackay, 2016; Pizzolla y Wakim, 2019; Schenkel et al., 2014).

Recientemente, se han reportado resultados prometedores en macacos que
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involucran a las células T CD8" de la mucosa cérvico-vaginal en la proteccién
adquirida por una vacuna recombinante contra el Virus de la Inmunodeficiencia
Simiana (SIV) (Wijesundara et al., 2017). Ilgualmente se han realizado grandes
esfuerzos por inducir una fuerte respuesta T CD8" en la mucosa genital. En el
caso de HSV-2, el primer intento consistio en la inmunizacion intradérmica y
posterior inoculacion intravaginal de CXCL9 y CXCL10 para atraer hacia la
mucosa las células T CD8" generadas (Shin y Iwasaki, 2012). Alternativamente
se ha demostrado la efectividad de utilizar pseudoviriones del Virus del
Papiloma Humano (HPV) para generar linfocitos Trms CD8" en la mucosa
genital que confieran proteccion contra HSV-2 (Cuburu et al.,, 2015). Es
interesante destacar que el uso de agonistas de TLRS3 intradérmicos como
adyuvantes, generé una respuesta protectora contra HSV-2 en la mucosa
vaginal; sugiriendo un enfoque alternativo que promete una posible aplicacion
en humanos (Bardel et al., 2016). De esta manera, nuestros resultados cobran
particular relevancia ya que el efecto observado podria explicarse por la
generacion de Trm en mucosa. En nuestro trabajo observamos un importante
infiltrado de células T CD8" en la mucosa vaginal 3 dias después del desafio.
Resta evaluar si el fenotipo de esta poblacién coincide con la reportada para
las células Trm (CD69" y CD103"). En este sentido, el estudio de esta
poblacién en nuestro modelo y la identificacion de los componentes del semen
responsables del efecto adyuvante son de crucial importancia y podrian
implicar un interesante aporte al desarrollo de vacunas para enfermedades

transmitidas sexualmente.

El mecanismo por el cual el VS induce la generacién de una respuesta de

memoria robusta no queda del todo claro. Nosotros hipotetizamos que la
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habilidad del semen de inducir una respuesta inflamatoria temprana en el tejido
vaginal genera un ambiente proinflamatorio adecuado para la induccién de una
respuesta adaptativa Th1. Robertson y col. han demostrado que, actuando
sobre las células epiteliales, el plasma seminal induce la activacién de una
respuesta inflamatoria aguda, caracterizada por la secrecion de MCP-1, GM-
CSF, IL-6 e IL-8 (Schjenken et al., 2015). En el mismo sentido que estas
observaciones realizadas en modelos murinos, analisis seriados de muestras
de cérvix humano, han revelado que la deposicion del semen induce una
respuesta inflamatoria que consiste en infiltrado del cérvix por macrofagos, CDs
y células T de memoria, en conjunto con la liberacion de IL-1a, IL-6, IL-8 y
CSF2 (Sharkey et al., 2012a; Sharkey et al., 2012b). El rol de la inflamacién
post coito no es claro, pero se cree que tiene un importante rol promotor de la
fertilidad (Robertson et al., 2013). Nosotros analizamos si VS promueve
inflamacién temprana cuando es co-administrado con la vacuna, midiendo la
produccion de citocinas en suspensiones de células vaginales o de GDs 48
horas post-vacunacion. Encontramos que la inmunizacion en presencia de VS
resulta en la produccion aumentada de IFN-y, TNF-a, e IL-6, al compararse con
los ratones inmunizados sin VS. Esta respuesta estuvo asociada ademas a un
aumento de células NK en la mucosa genital, un aumento en la expresion de
CD86 en las CDs vaginales y un aumento en el numero de CDs en los GDs.
Dado el reconocido rol del IFN-y en la diferenciacion de células T CD4" a un
perfil Th1 (Murphy y Reiner, 2002) y el desarrollo de la respuesta de memoria T
CD8" (Williams y Bevan, 2007), especulamos que a través de la estimulacion
de la produccién de IFN-y y del reclutamiento de CDs maduras a los GDs, el

VS promueve la diferenciaciéon de células T CD4" en un perfil Th1 y la
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expansion de la respuesta de memoria T CD8", dos mecanismos cruciales en

la proteccidn contra la infeccién por HSV-2.

5.5 Consideraciones respecto del modelo de estudio

Si bien los resultados presentados en este trabajo se centran en estudiar los
mecanismos inmunes antivirales potenciados por la presencia de VS en la
vacunacion intravaginal con HSV-2 inactivado, es importante tener una vision
que contemple la complejidad de sefales que recibe el sistema inmune
femenino, luego de una deposicion con un patégeno de transmision sexual.
Para ello es necesario sefialar las diferencias entre nuestro modelo y las
condiciones fisioldgicas en las que se da la transmision sexual de un patégeno.
Una debilidad de nuestro estudio es que no analizamos si la copula, en lugar
de la administracion de VS, mejora la proteccion conferida ante la vacunacién
intravaginal. Sin embargo, no es posible administrar la vacuna en el tiempo de
copula. Una solucion alternativa podria ser la administraciéon de la vacuna
previo al apareamiento, sin embargo, la cantidad de virus que se retenga en la
vagina podria ser muy diferente entre ratones que copularon y los que no. Otra
razon que dificulta estudiar la inmunomodulacién en hembras apareadas
naturalmente, es que el estado hormonal inducido por la administracién de
medroxiprogesterona, necesario para que ocurra la infeccién viral, impide que
las hembras se apareen (Kaushic et al., 2003). Ademas, deberiamos considerar
también la posibilidad de que la administracion de medroxiprogesterona
pudiera afectar la respuesta del tracto genital femenino a los componentes
inmunomodulatorios del VS o bien que en otras fases del ciclo menstrual el

efecto sea otro.
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Otra observacion es el uso de ratones singénicos, donde la inmunogenicidad
del semen es mucho menor a la de un apareamiento alogénico. En el caso de
un contexto alogénico, los aloantigenos paternos seran, no solo los Ag
asociados al sexo, sino también los asociados a los polimorfismos,
especialmente en el caso de los Ag mayores de histocompatibilidad.
Finalmente, debemos considerar que nuestros experimentos fueron realizados
con VS y no con semen completo. Si bien el VS representa el 60% del plasma
seminal de los roedores, el semen completo contiene los espermatozoides y los
fluidos vertidos desde el epididimo y desde otras glandulas accesorias
masculinas. Aunque es improbable, no puede descartarse que factores
adicionales en el semen pudieran atenuar la funcion inmunomodulatoria

ejercida por VS descrita en este trabajo de tesis.

Los mecanismos que subyacen al efecto adyuvante del VS deben estudiarse
aun en mas profundidad. EI VS contiene una diversidad enorme de
componentes, incluyendo lipidos, carbohidratos, péptidos, proteinas, citocinas y
quimiocinas (Owen y Katz, 2005; Pilch y Mann, 2006; Politch et al., 2007;
Sharkey et al., 2012a; Templeton et al., 1978), capaces de mediar una variedad
de efectos sobre la infectividad de HSV-2 y la respuesta inmune contra este
patbgeno. Se ha demostrado que el TGF-B, presente en grandes
concentraciones en el semen, es capaz de mediar un efecto proinflamatorio,
tanto al entrar en contacto con lineas celulares derivadas de cérvix o vagina
humanas, como en ratones (Robertson et al., 1996; Sharkey et al., 2012a). Se
ha observado que, in vivo, es la vesicula seminal la que aporta el TGF-3 al
eyaculado y la ablacion de esta o el bloqueo de TGF- en el semen es

suficiente para disminuir la respuesta inflamatoria en la mucosa receptora
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(Sharkey et al., 2012a). Nuestros resultados muestran que VS induce una
respuesta inflamatoria temprana en las hembras vacunadas con HSV-2
inactivado. Si bien no encontramos esta respuesta inflamatoria cuando
inoculamos con VS o HSV-2 inactivado por separado, si encontramos que

estos dos estimulos funcionan de manera sinérgica para aportar un ambiente

inflamatorio en la mucosa vaginal y los GDs.

Aunque hemos centrado este estudio en la respuesta inmune contra un
patdogeno de transmisién sexual, seria interesante entender, de manera
reciproca, qué efecto puede tener sobre el establecimiento de la interface
materno fetal la presencia de un patdégeno en el semen. Estos interrogantes
presentan un escenario unico para el sistema inmune, ya que la fertilidad y la
supervivencia parecen encontrarse en juego en esta situacion. ;Sera la
respuesta inflamatoria antiviral dafina para la implantacion?, ¢Podria
entenderse esto como un mecanismo para evitar el inicio de un embarazo en
condiciones desventajosas? Seria interesante desarrollar un modelo in vivo que
permita la fecundaciéon y la infeccibn en simultaneo para entender si la
presencia de un patégeno como HSV-2 podria intervenir en la respuesta
inmune que garantiza el correcto desarrollo del embarazo. Resultados en
ratones infectados con ZIKV en los dias embrionarios E4.5-6, coincidentes con
la implantacion, demuestran que la infeccidbn causa la reabsorcion fetal.
Llamativamente, se demostré que este efecto no era causado por la actividad
del virus en si, sino por la respuesta inmune contra este. Incluso mas, se
demostrd que es la respuesta inmune fetal la que causa la reabsorcion, ya que
si los ratones son deficientes en la liberacién de IFNs de tipo I, estos tienen

mayor viremia, pero la tasa de reabsorcidén es menor (Yockey et al., 2018).
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5.6 Comentarios finales

En este estudio demostramos por primera vez que VS aumenta la memoria
celular T inducida por una vacunacion intravaginal contra un patégeno de
transmision sexual. Nuestras observaciones sugieren que el efecto adyuvante
mediado por VS puede estar relacionado con su capacidad de inducir una
respuesta inflamatoria temprana en el tracto genital femenino y en los ganglios
que lo drenan, proveyendo un ambiente adecuado para inducir una respuesta

protectora mediada por células Th1y T CD8".

Nuestros resultados plantean algunas preguntas: jPodria un efecto protector
similar ser inducido por otro patégeno de transmision sexual? ;Podrian
mecanismos similares ser inducidos en mujeres que tienen relaciones sexuales
sin proteccion? Experimentos que contesten estas preguntas podrian conducir
a una mejor comprension de la respuesta inmune contra patdégenos de
transmision sexual que permitan aportar una base mas racional para el

desarrollo de vacunas efectivas en mucosas.

~ 12~



PERSPECTIVAS

En funcion de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, hemos
planteado otras preguntas que continuen indagando el rol del semen en la
transmision sexual de un patdgeno. Primeramente, avanzaremos en identificar
el/los componente/s presente/s en el fluido de las vesiculas seminales (VS)
responsable/s de ejercer un efecto adyuvante sobre la respuesta T de memoria
protectora anti-herpética, especificamente sobre las células T residentes de
memoria. Con tal fin evaluaremos agentes inmunomoduladores presentes en
altas concentraciones en el semen: prostaglandina E2 (PGE2) y TGF-(.
Ademas intentaremos validar la accion ejercida por el VS sobre la respuesta

inmune de memoria anti-herpética empleando semen completo.

Otro objetivo que nos planteamos es expandir este efecto a otros patdégenos,
Particularmente, evaluaremos la capacidad de VS de ejercer un efecto
adyuvante sobre la respuesta inmune adaptativa anti-HIV. Para ello
emplearemos un virus vaccinia recombinante (Vaccinia Reserve, VacV) que

codifica para antigenos del gen de la envoltura del HIV-1 (VacV HIV-1 EnvllIB).

En ultimo lugar, nos proponemos evaluar la respuesta inmune dirigida contra
Ag sexuales utilizando modelos murinos que nos permitan identificar las células
especificas para aloantigenos paternos. Asi evaluaremos como la inmunizacién
con HSV-2 inactivado en presencia de VS, afecta la respuesta especifica
contra los aloantigenos paternos, y si este efecto puede resultar perjudicial

para la fertilidad.
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