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DESCRIPCIÓN

Vacunas frente al virus del herpes simple de tipo 2: composiciones y métodos para provocar una respuesta 
inmunitaria

5
I. Antecedentes

El virus del herpes simple de tipo 2 (VHS-2) es la causa principal del herpes genital. El VHS-2 se transmite con 
mayor frecuencia por contacto sexual, y la infección con el virus generalmente conduce a brotes recurrentes de 
lesiones en los genitales y regiones perianales, combinadas con la efusión de partículas de virus en el tracto genital. 10
La efusión viral también se puede producir en ausencia de lesiones u otros síntomas. El VHS-2 también establece la 
latencia en los ganglios sensoriales. La infección por VHS-2 causa malestar físico y morbilidad psicosexual en los 
pacientes afectados, e introduce riesgos adicionales para la salud. En particular, los pacientes infectados con el 
VHS-2 tienen un mayor riesgo de contraer el VIH, y las madres embarazadas infectadas con el VHS-2 pueden 
transmitir verticalmente el VHS-2 a sus fetos. En individuos inmunocomprometidos o en neonatos, las infecciones 15
por VHS-2 pueden ser mortales. En la actualidad, no hay cura para la infección por VHS-2.

La infección por VHS-2 está muy extendida, con un estudio que calcula que casi un 20 % de la población mundial 
está infectada (Looker et al., 2008, Bulletin of the World Health Organization, octubre de 2008, 86 (10)). La infección 
la presentan más mujeres que hombres y la prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad. Un alto número de 20
adolescentes diagnosticados con el VHS-2 indica que la prevalencia en la población continuará aumentando, ya que 
la infección con el VHS-2 dura toda la vida.

Las opciones de tratamiento para los síntomas del VHS-2 son limitadas. La terapia antiviral, que usa compuestos 
tales como famciclovir, valaciclovir o aciclovir, limita la duración de los síntomas y, en algunos casos, acelera la 25
curación de las lesiones y reduce la incidencia de efusión viral. Sin embargo, los medicamentos antivirales no son 
curativos y no evitan la recurrencia de brotes ni eliminan el virus por completo. Además, el uso de medicamentos 
antivirales requiere que los pacientes reconozcan los síntomas de la infección por VHS-2, que a continuación 
obtengan un diagnóstico de confirmación y, por último, que cumplan con el régimen antiviral. Estos requisitos 
pueden ser insostenibles en regiones del mundo en las que los medicamentos antivirales no están fácilmente 30
disponibles. Además, los pacientes a menudo desconocen que están infectados, ya sea porque no presentan 
síntomas o porque los síntomas de la infección inicial disminuyen, lo que sugiere una recuperación de la 
enfermedad.

Para abordar los problemas médicos y sociales asociados con el VHS-2, es altamente deseable desarrollar 35
composiciones farmacéuticas para inhibir o contrarrestar la infección por VHS-2. Para provocar una respuesta 
inmunitaria mejorada contra el VHS-2 se puede usar una composición eficaz, previniendo de ese modo la infección 
inicial, bloqueando la capacidad del virus para establecer la latencia en los ganglios sensoriales, eliminando la 
recurrencia de brotes y/o previniendo la efusión viral. Se sabe que el sistema inmunitario organiza una defensa 
contra el VHS-2, tal como lo ponen en evidencia las infecciones recurrentes que se manifiestan con menos 40
síntomas, menos intensos y una disminución de la frecuencia a lo largo del tiempo.

Aunque el objetivo final de una vacuna frente al VHS podría ser una protección duradera frente a la infección viral, la 
supresión de los síntomas de la enfermedad también podría proporcionar beneficios significativos para la salud. Uno 
de los objetivos actuales de una vacuna profiláctica o terapéutica es reducir los episodios clínicos y la efusión viral 45
de infecciones primarias y latentes. En ensayos clínicos se han sometido a ensayo tres categorías de vacunas 
profilácticas con resultados decepcionantes: vacunas de i) virus completo, ii) subunidad de proteínas y iii) 
subunidades basadas en genes (Stanberry et al., Clinical Infect. Dis., 30 (3): 549- 566, 2000). En la década de 1970 
se exploraron varias vacunas de virus muertos, ninguna de las cuales fue eficaz. Más recientemente, se descubrió 
que un VHS atenuado es poco inmunogénico. Las vacunas de subunidades basadas en dos glicoproteínas 50
recombinantes se han evaluado clínicamente en combinación con diferentes formulaciones de adyuvantes. Una 
desarrollada por Chiron contiene formas truncadas de glicoproteína D (gD2) y glicoproteína B (gB2) del VHS-2, 
purificadas a partir de células de ovario de hámster chino (CHO) transfectadas y formuladas en el adyuvante MF59. 
Otra desarrollada por Glaxo-Smithkline (GSK) contiene una gD2 truncada formulada con adyuvantes de alumbre y 
monofosforil lípido A (MPL) 3-O-desacilado. Ambas vacunas eran inmunogénicas y fueron bien toleradas en los 55
ensayos en fase I/II. Sin embargo, en los análisis en fase III, la vacuna de Chiron no mostró eficacia global frente a la
seroconversión del VHS-2 y el trabajo se suspendió. La vacuna de GSK mostró una eficacia significativa (73-74 %) 
en mujeres voluntarias seronegativas para VHS-1, VHS-2, pero sin eficacia en hombres.

Aunque incluso la eficacia limitada de la vacuna podría tener un impacto beneficioso en los pacientes con VHS, 60
estos ensayos están probando solo un pequeño número de posibilidades de vacunas. Esto se debe a que el 
descubrimiento de la vacuna no ha sido sistemático. La aplicación de una vacuna de virus completo supone que la 
presentación del patógeno al sistema inmunitario generará una inmunidad óptima. De hecho, la amplitud y la 
duración de las respuestas inmunitarias a las vacunas de patógenos completos históricamente han sido mejores que 
las vacunas de subunidades. Sin embargo, se debe considerar la patogenicidad de la cepa de la vacuna. Las 65
vacunas de subunidades, hasta la fecha, se han seleccionado para ensayos de vacunas en función de su 
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importancia supuesta en la patogénesis de la enfermedad y la inmunogenicidad durante la infección. Estos enfoques 
han identificado un candidato frente al VHS con una eficacia limitada en algunas, pero ninguna eficacia en otras 
formulaciones. Por lo tanto, se necesitan nuevas y mejores metodologías para el descubrimiento de la vacuna frente 
al virus del herpes para proteger frente a las enfermedades del herpes.

5
El documento WO 2005/028496 desvela un fragmento de ICP4 (SEQ ID NO: 3).

El documento WO95/16779 desde la vacunas que comprenden péptidos antigénicos del VHS2.

- II. Sumario de la invención10

La infección y transmisión del VHS-2 es una preocupación de salud principal. La presente divulgación describe, entre 
otros, ciertas vacunas altamente eficaces frente al VHS-2. Las vacunas de ese tipo se pueden usar ya sea de forma
terapéutica o profiláctica. La presente divulgación también describe antígenos específicos y métodos para usar los 
antígenos para provocar una respuesta inmunitaria frente al VHS-2.15

La invención proporciona una formulación de vacuna como se define en las reivindicaciones.

En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 
aceptable y al menos un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 2, 3, 4 y 5 o un fragmento inmunogénico del 20
mismo, y que además comprende opcionalmente la SEQ ID NO: 1 o un fragmento inmunogénico del mismo. La 
formulación de vacuna puede comprender un primer polipéptido que consiste en una de las SEQ ID NOS que se han 
mencionado anteriormente, y un segundo polipéptido que consiste en otra de las SEQ ID NOS que se han 
mencionado anteriormente.

25
En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, un adyuvante que comprende una o más fracciones purificadas de saponinas de Quillaja, y al menos un 
polipéptido que comprende cualquiera de las SEQ ID NOS: 2, 3, 4 y 5 o un fragmento inmunogénico del mismo, y 
que además comprende opcionalmente la SEQ ID NO: 1 o un fragmento inmunogénico del mismo.

30
En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 
aceptable y un polipéptido que consiste en la SEQ ID NO: 2 o un fragmento inmunogénico del mismo. Los restos se 
pueden truncar a partir de la SEQ ID NO: 2. El polipéptido puede estar glicosilado, o puede estar sin glicosilar.

En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 35
aceptable y un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 5, en la que el polipéptido carece de todas o de al menos 
una parte de 8 restos de aminoácido contiguos del dominio transmembrana que abarca los restos 340-363. Por lo 
tanto, se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un 
polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 4. El polipéptido puede estar glicosilado, o puede estar sin glicosilar.

40
En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 
aceptable y un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 5. El polipéptido puede estar glicosilado, o puede estar sin 
glicosilar.

En el presente documento se describe una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente 45
aceptable y un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 3. El polipéptido puede estar glicosilado, o puede estar sin 
glicosilar.

Como se describe en el presente documento, los polipéptidos en las formulaciones de vacuna se pueden conjugar a 
un vehículo inmunogénico, por ejemplo hemocianina de lapa californiana. Las formulaciones de vacuna pueden 50
comprender adicionalmente un adyuvante. El adyuvante puede ser una o más fracciones purificadas de saponinas 
de Quillaja.

En el presente documento se describen métodos para el tratamiento de un sujeto que padece o que es susceptible 
de infección por VHS-2 mediante la administración de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna que se 55
desvela en el presente documento. En algunos aspectos, el método inhibe síntomas del VHS-2, por ejemplo
mediante la reducción del número de lesiones herpéticas, reduciendo el número de días que un sujeto experimenta 
las lesiones herpéticas, reducen la infección por VHS-2 en un sujeto sin infectar, aumentando el título de IgG y/o la 
respuesta de los linfocitos T a uno o más antígenos del VHS-2, y/o reduciendo el número de lesiones herpéticas en 
el momento del inicio de la infección por VHS-2.60

En el presente documento se describen los resultados de un sistema de alto rendimiento para identificación 
sistemática in vitro de bibliotecas de los linfocitos T eficaces para identificar sus antígenos diana específicos a partir 
del proteoma completo del VHS-2. Esta tecnología permitió la identificación de antígenos individuales, que 
probablemente son eficaces in vivo, como cualquiera de una composición profiláctica o terapéutica. En un aspecto, 65
en el presente documento se describen varios antígenos críticos de los linfocitos T protectores que se pueden 
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incorporar en composiciones a base de proteína que provocan una respuesta inmunitaria.

En el presente documento se describen composiciones farmacéuticas que comprenden dos o más polipéptidos 
aislados seleccionados entre polipéptidos que tienen una secuencia de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID 
NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico del mismo.5

En el presente documento se describen formulaciones de vacuna que incluyen un vehículo farmacéuticamente 
aceptable y un polipéptido que comprende al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico 
del mismo. En ciertos aspectos, el polipéptido que consiste en al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38.

10
En el presente documento se describe un método para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto, que 
comprende la administración a dicho sujeto de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o una composición 
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de dos o más polipéptidos aislados seleccionados entre
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento 
inmunogénico del mismo.15

En el presente documento se describe un método para reducir uno o más síntomas de infección por VHS-2 en un 
sujeto, que comprende la administración a dicho sujeto de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o una 
composición farmacéutica que comprende dos o más polipéptidos aislados seleccionados entre polipéptidos que 
tienen una secuencia de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico del 20
mismo. En algunos aspectos, los síntomas de infección por VHS-2 comprenden uno o más de formación de lesiones, 
dolor, irritación, picor, fiebre, malestar general, dolor de cabeza, efusión viral, y pródromo.

En el presente documento se describe un método para inhibir el inicio de infección por VHS-2, que comprende la 
administración de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o una composición que comprende dos o más 25
polipéptidos del VHS aislados seleccionados entre polipéptidos que tienen una secuencia de aminoácidos de al 
menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico de los mismos.

En el presente documento se describe un método para inhibir el desarrollo de una infección por VHS-2 latente en un 
sujeto expuesto al VHS-2, que comprende la administración de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o 30
una composición que comprende dos o más polipéptidos del VHS-2 aislados seleccionados entre polipéptidos que 
tienen una secuencia de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico de 
los mismos.

En el presente documento se describe un método para reducir la efusión viral en un sujeto infectado con el VHS-2, 35
que comprende la administración de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o una composición que 
comprende dos o más polipéptidos del VHS-2 aislados seleccionados entre polipéptidos que tienen una secuencia 
de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico de los mismos.

En el presente documento se describe un método para reducir la recurrencia de brotes en un sujeto infectado con el 40
VHS-2, que comprende la administración de una cantidad eficaz de una formulación de vacuna o una composición 
que comprende dos o más polipéptidos del VHS-2 aislados seleccionados entre polipéptidos que tienen una 
secuencia de aminoácidos de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico del mismo.

En el presente documento se describe un método para producir cualquiera de las composiciones farmacéuticas que 45
se han descrito anteriormente, que comprende la expresión de dichos dos o más polipéptidos; y el aislamiento de 
dichos dos o más polipéptidos.

En el presente documento se describe un método para diagnosticar la gravedad de los síntomas en un sujeto
infectado con el VHS-2, que comprende (i) medir la activación de los linfocitos T como respuesta a células de 50
presentación de antígeno autólogo (APC) pulsadas con uno o más polipéptidos del VHS-2 aislados seleccionados 
entre polipéptidos que se presentan en las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico de los mismos, y (ii) 
comparar dichos niveles con niveles de referencia obtenidos a partir de sujetos infectados que experimentan brotes 
frecuentes; de modo que un aumento significativo en dichas respuestas con respecto a niveles de referencia indica 
que dicho sujeto tiene síntomas menos graves (por ejemplo, el sujeto es asintomático). Un aumento significativo en 55
la respuesta puede comprender, por ejemplo, un aumento de 1,5 veces o mayor, 2 veces o mayor, 3 veces o mayor, 
5 veces o mayor, 10 veces o mayor o incluso 20 veces o mayor.

En el presente documento se describe un método para diagnosticar la gravedad de los síntomas en un sujeto
infectado con el VHS-2, que comprende (i) medir la activación de los linfocitos T a partir de sujetos infectados de 60
forma natural o expuestos al virus como respuesta a las APC que presentan uno o más polipéptidos del VHS-2 
aislados seleccionados entre polipéptidos que se presentan en las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico
de los mismos, y (ii) comparar dichos niveles con niveles de referencia obtenidos a partir de sujetos infectados que 
experimentan brotes frecuentes; de modo que una disminución significativa en dicha activación con respecto a 
niveles de referencia indica que dicho sujeto tiene síntomas más graves (por ejemplo, brotes frecuentes).65
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En el presente documento se describen composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo que se une a 
uno o más polipéptidos del VHS aislados seleccionados entre el listado que consiste en las SEQ ID NOS: 1-38, o un 
fragmento inmunogénico del mismo.

En el presente documento se describe un método para identificar composiciones inmunogénicas para el VHS-2 5
mediante ensayo de dos o más polipéptidos seleccionados entre polipéptidos que tienen una secuencia de 
aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-38, o un fragmento inmunogénico de los mismos, para su 
capacidad para estimular la producción de citoquinas en un linfocito T de mamífero, en el que una composición 
inmunogénica es una que aumenta los niveles de una citoquina de forma significativa por encima de los niveles de 
esa citoquina producida por un linfocito T de mamífero sin tratamiento previo. Un aumento significativo de los niveles 10
de citoquinas generalmente es uno que es al menos 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces o incluso 20 
veces el nivel producido por una célula sin tratamiento previo.

En el presente documento se describe un método para detectar el VHS-2 en una muestra de un sujeto, 
comprendiendo dicho método (i) poner en contacto dicha muestra con uno o más anticuerpos generados frente a 15
uno o más polipéptidos que tienen una secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NOS: 1-38 o un fragmento 
inmunogénico de los mismos, y (ii) detectar dicho uno o más anticuerpos unidos a dicho uno o más polipéptidos del 
VHS-2 de la muestra.

En el presente documento se describen composiciones farmacéuticas que comprenden dos o más polinucleótidos 20
aislados que codifican polipéptidos seleccionados entre las SEQ ID NOS: 1-38, o fragmentos que codifican péptidos 
inmunogénico dos de los mismos.

III. Breve descripción de las figuras
25

Las Figuras 1A y B son gráficos que muestran, respectivamente, respuestas de los linfocitos T CD4+ y CD8+

después de inmunización con proteína de longitud completa gD2, gD2ΔTMR, o gD2 truncada inmediatamente 
cadena arriba del dominio transmembrana (indicado como 306t).

Las Figuras 2A y B son gráficos que muestran, respectivamente, respuestas de los linfocitos T CD4+ y CD8+30
después de inmunización con péptidos solapan antes, combinados que se extienden a gL2, o fragmentos de
ICP4 codificados por RS1.1, RS1.3.1 y RS1.3.2.

Las Figuras 3A y B son gráficos que muestran, respectivamente, respuestas de los linfocitos T CD4+ y CD8+

después de inmunización con gD2ΔTMR, o gD2ΔTMR e ICP4.2.35

IV. Descripción detallada

La presente solicitud describe vacunas y composiciones inmunogénicas frente al VHS-2. Las formulaciones de 
vacuna pueden incluir un polipéptido que comprende una secuencia de la Tabla 1 o un fragmento inmunogénico del 40
mismo, o una combinación de al menos dos polipéptidos que comprenden secuencias de la Tabla 1 o fragmentos
inmunogénicos de los mismos. En ciertos aspectos, el polipéptido o polipéptidos de las vacunas comprenden toda la 
secuencia de al menos una de las SEQ ID NOS: 1-26 o consisten en toda la secuencia de una cualquiera de las
SEQ ID NOS: 1-26. Las composiciones inmunogénicas pueden incluir un polipéptido que comprende una secuencia 
de la Tabla 1 o de la Tabla 2 o un fragmento inmunogénico del mismo o una combinación de al menos dos 45
polipéptidos que comprenden secuencias de la Tabla 1 o de la Tabla 2, o fragmentos inmunogénicos de los mismos. 
En ciertos aspectos, el polipéptido o polipéptidos de las composiciones inmunogénicas comprenden toda la 
secuencia de una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-38 o consisten en toda la secuencia de una cualquiera de las
SEQ ID NO: 1-38. Los polipéptidos en las Tablas 1 o 2 pueden estar codificados con las SEQ ID NOS: 39-46 y 117-
134 tal como se ha indicado y/o con secuencias de ADNc disponibles al público en50
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Las secuencias del ADNc y de proteínas también se pueden obtener a partir 
de cualquier cepa conocida del VHS-2, incluyendo HG52, 333, y la cepa G. Por lo tanto, se puede tener acceso a las 
secuencias del ADNc con el nombre del gen o de la proteína a partir de la secuencia genómica en NC_001798.1, y 
puede estar conservada en aproximadamente un 97 % con las secuencias que se desvelan en NC_001798.1. Como 
se describe en el presente documento, los polipéptidos se pueden menciona con el nombre de la proteína, con la55
SEQ ID NO, y/o con el nombre del gen que codifica la proteína.

Los polipéptidos se pueden preparar en una diversidad de sistemas de expresión. Los sistemas de expresión 
adecuados incluyen sistemas de expresión a base de E. coli y Baculovirus (por ejemplo, en células de insecto). Los 
polipéptidos preparados usando E. coli generalmente son de longitud completa y no están glicosilados, aunque se 60
pueden preparar versiones truncadas. En ciertos aspectos, estas variantes truncadas retienen todo o parte del 
dominio señal. Los polipéptidos preparados usando un sistema de Baculovirus generalmente carecen de la 
secuencia señal N-terminal, pero están total o parcialmente glicosilados.
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Tabla 1. Antígenos del VHS-2 para vacunas o composiciones inmunogénicas

Proteína
SEQ ID

N.º

SEQ ID del 
ADN N.º

Nombre del Gen o 
Construcción Nombre 
de la Proteína

Gen ID N.º N.os de Acceso en GenBank

1 39 RS1 ICP4 1869897 NP_044530.1

2 117
RS 1.2 fragmento interno

de ICP4 (ICP4.2)
RS1.2 corresponde a un fragmento interno

de la secuencia de RS1 

3 118 UL1 gL2 citoplasmático 1487292 NP_044470.1

4 40
US6ΔTMR deleción 

interna de gD2 (gDΔTMR)
9629336

NP_044536.1 US6ΔTMR corresponde a gD2 
con una deleción de los aminoácidos 340-

363

5 US6 gD2

6 41 RL1 ICP34.5 9629329 NP_044529.1

7 42 RL2 ICP0 109676722 NP_044528.2

8 121
RS1.1 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.1 corresponde a los 

restos 1-400 de RS1

9 122
RS1.3.1 fragmentos 

internos de ICP4
1869897

NP_044530.1 RS 1.3.1 corresponde a los 
restos 750-1024 de RS1

10 123
RS1.3.2 fragmentos 

internos de ICP4
1869897

NP_044530.1 RS 1.3.2 corresponde a los 
restos 1008-1319 de RS1

11 124
RS1.3 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.3 corresponde a los 

restos 750-1319_ de RS1

12 125
RS1.4 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.4 corresponde a los 

restos 340-883 de RS1

13 126
RS1.5 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.5 corresponde a los

restos 775-1318 de RS1

14 127
RS1.6 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.6 corresponde a los 

restos 209-1318 de RS1

15 128
RS1.7 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.7 tiene una deleción de 

los restos 391-544 de RS1

16 129
RS1.8 fragmentos 
internos de ICP4

1869897
NP_044530.1 RS1.8 tiene una deleción de 

los restos 786-864 de RS1

17
UL2 uracil ADN 

glicosilasa

18
UL11 proteína del 

tegumento miristilada

19 119 UL1 gL2 secretada 1487292 NP_044470.1

20 UL19 VP5

21 120 UL19ATEV 9629288 NP_044488.1

22 UL36 ICP1/2

23 43
UL36.3.4.1 fragmentos 

internos de ICP1/2
1487322

NP_044506.1 UL 36.3.4.1 corresponde a los 
restos 1318-2280 de UL36

24 44
UL36.4.2.5 fragmentos 

internos de ICP1/2
1487322

NP_044506.1 UL 36.4.2.5 corresponde a los 
restos 2253-3122 de UL36

25
UL40 ribonucleósido

reductasa

26 45 US12 ICP47 9629343 NP_044543.1
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Tabla 2. Antígenos del VHS-2 adicionales para composiciones inmunogénicas

Proteína SEQ ID 
N.º

SEQ ID del 
ADN N.º

Nombre del Gen o Construcción
Nombre de la Proteína

Gen ID N.º
N.os de Acceso en 

GenBank

27 134 UL10 gM2 9629279 NP_044479.1

28
UL15 proteína de escisión y 
empaquetamiento de ADN

29 UL26.5 ICP35

30 UL30 polimerasa dirigida por ADN

31
UL5 complejo de ADN 

helicasa/primasa

32
UL8 complejo de ADN

helicasa/primasa

33 UL15.5 desconocida

34
UL32 proteína de escisión y 

empaquetamiento

35 UL36.4.2 fragmento de ICP1/2 

36 UL54 ICP27

37 133
UL49.5 Membrana asociada a 

proteína viriónica
1487337 NP_044520.1

38 46 US4 gG2 9629334 NP_044534.1

A. Polipéptidos del VHS-2 inmunogénicos

En composiciones farmacéuticas se pueden usar polipéptidos o polinucleótidos inmunogénicos como se indica en la 5
Tabla 1 y/o la Tabla 2. En el presente documento se describen composiciones farmacéuticas que contienen 
polipéptidos o polinucleótidos inmunogénicos que codifican estos polipéptidos inmunogénicos junto con un vehículo 
farmacéutico. Los antígenos del VHS-2 se pueden identificar mediante la identificación sistemática de células 
inmunes de pacientes infectados con el VHS-2. En resumen, una biblioteca de antígenos del VHS-2 fue expresada 
por bacterias y se mezcló con células presentadoras de antígenos (APC). Las APC, a su vez, procesaron y 10
presentaron polipéptidos obtenidos a partir del VHS-2 a linfocitos que se habían aislado de pacientes humanos 
infectados con el VHS-2. Los pacientes pertenecían a varias poblaciones: (1) (1) expuestos al VHS-2 pero 
seronegativos para la infección, (2) infectados con el VHS-2 pero asintomáticos, (3) infectados con el VHS-2 y 
experimentando brotes infrecuentes, (4) infectados con el VHS-2 y experimentando brotes frecuentes, (5) sin 
tratamiento previo y (6) seronegativos para el VHS-2 (VHS-2-) pero seropositivos para el VHS-1 (VHS-1+). Las 15
respuestas linfocitarias de cada población se compararon para la reactividad a los polipéptidos obtenidos a partir del
VHS-2, y la identificación sistemática detectó antígenos que inducían linfocitos reactivos con mayor frecuencia en 
una población de pacientes en comparación con las demás. Los pacientes infectados pero asintomáticos y 
expuestos pero seronegativos pueden activar respuestas inmunitarias protectoras cosa que los pacientes que 
experimentan brotes frecuentes no hacen; en particular, se supone que los pacientes expuestos pero seronegativos 20
tienen inmunidad esterilizante aumentada frente a la infección por VHS-2. Se cree que un conjunto único de 
polipéptidos activará los linfocitos de estas poblaciones de pacientes. Por lo tanto, la presente divulgación contempla 
composiciones de los polipéptidos del VHS-2 específicos que activan los linfocitos de pacientes infectados pero 
asintomáticos o expuestos pero seronegativos o una combinación de estos polipéptidos para inhibir o contrarrestar la 
infección por VHS-2.25

Del mismo modo se espera que los antígenos identificados de acuerdo con su inmunogenicidad en pacientes 
infectados pero asintomáticos, o expuestos pero seronegativos, sean inmunogénicos en cualquier sujeto.

En algunos aspectos, un polipéptido puede inducir una respuesta inmunitaria innata, una respuesta inmunitaria 30
humoral o una respuesta inmunitaria mediada por células. La respuesta inmunitaria mediada por células puede 
involucrar a los linfocitos TH1, y en ciertos aspectos, la respuesta inmunitaria que involucra a los linfocitos TH1 es una
respuesta inmunitaria en la que los linfocitos TH1 están activados. En algunos aspectos, un polipéptido inmunogénico 
evita la inducción de citoquinas TH2. En algunos aspectos, la respuesta inmunitaria mediada por células puede 
involucrar a los linfocitos TH17, y en ciertos aspectos, la respuesta inmunitaria que involucra a los linfocitos TH17 es 35
una respuesta inmunitaria en la que los linfocitos TH17 están activados.

Los polipéptidos (o fragmentos inmunogénicos de los mismos) en las composiciones de la invención pueden inducir 
respuestas de los linfocitos T en múltiples individuos, independientemente del haplotipo HLA de los individuos. De 
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forma específica, los epítopos en los polipéptidos pueden inducir respuestas de los linfocitos T en individuos con uno 
o más de los siguientes supertipos de HLA: HLA-A2, -A3, -A24, -A1, -B7, -B8, -B27, -B44, -B58, y B62, y HLA-
DQB01, -DQB02, -DQB03, -DQB-04, y -DQB05.

En algunos aspectos, uno o más, por ejemplo, dos, tres, cuatro, o más polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2 (o 5
fragmentos inmunogénicos de los mismos) se proporcionan en una composición de la invención. En algunos 
aspectos, dos polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2 se proporcionan en una composición de la invención. En otros 
aspectos, tres polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2 se proporcionan en una composición de la invención.

En algunos aspectos, dos, tres, cuatro, o más polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2 (o fragmentos inmunogénicos 10
de los mismos) se proporcionan juntos como un conjugado. En algunos aspectos, dos polipéptidos de la Tabla 1 y/o 
Tabla 2, o tres polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2, se proporcionan como un conjugado. En algunos aspectos, 
dos, tres, cuatro, o más polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2 se unen entre sí mediante enlace covalente, por 
ejemplo, como una proteína de fusión. En algunos aspectos, dos, tres, cuatro, o más polipéptidos de la Tabla 1 y/o 
Tabla 2 se unen entre sí mediante enlace covalente, por ejemplo, como una proteína de fusión. En algunos 15
aspectos, dos polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2, o tres polipéptidos de la Tabla 1 y/o Tabla 2, se unen entre sí 
mediante enlace covalente, por ejemplo, como una proteína de fusión.

En algunos aspectos, las composiciones comprenden dos o más polipéptidos seleccionados entre el grupo que 
consiste en las SEQ ID NOS: 1-38, y pueden contener o pueden no contener cualquier otro polipéptido del VHS-2.20

En ciertos aspectos, los solicitantes describen polipéptidos que son idénticos en al menos un 70 %, un 80 %, un 
90 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 %, o un 100 % a un polipéptido codificado por un gen en la Tabla
1 y/o Tabla 2, o una parte de dicho polipéptido. En ciertos aspectos, el polipéptido homólogo tiene una longitud de al 
menos 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 350, 400, 450, o 500 25
aminoácidos. En algunos aspectos, tales como los que se han descrito anteriormente, el polipéptido tiene una 
longitud no superior a 300, 350, 400, 450, o 500 aminoácidos.

Una composición inmunogénica también puede comprender partes de dichos polipéptidos y genes, por ejemplo, 
mutantes de deleción, mutantes de truncamiento, oligonucleótidos y fragmentos de péptidos. En algunos aspectos,30
las partes de dichas proteínas son inmunogénicas.

La inmunogenicidad de una parte de una proteína o un homólogo de la misma se puede determinar fácilmente 
usando los mismos ensayos que se usan para determinar la inmunogenicidad de la proteína de longitud completa. 
En algunos aspectos, la parte de la proteína tiene básicamente la misma inmunogenicidad que las proteínas de 35
longitud completa. En algunos aspectos, la inmunogenicidad no es más de un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, o 
un 50 % inferior a la de la proteína de longitud completa. Los fragmentos de proteína pueden ser, por ejemplo, 
lineales, circulares o ramificados. En algunos aspectos, una proteína o fragmento de proteína comprende uno o más 
aminoácidos no naturales (por ejemplo, un aminoácido distinto de los 20 que se encuentran generalmente en las 
proteínas naturales). Un aminoácido no natural puede tener una cadena lateral atípica. Además, se pueden usar40
peptidomiméticos; estos pueden incorporar alteraciones en la cadena principal peptídica.

Algunos aspectos de la composición polipeptídica que se describen en el presente documento incluyen un 
polipéptido inmunogénico que contiene una secuencia de translocación de membrana (MTS), para facilitar la 
introducción del polipéptido en la célula de mamífero y la estimulación posterior de la respuesta inmunitaria mediada 45
por células. Las secuencias de translocación de membrana a modo de ejemplo incluyen una región hidrófoba en la 
secuencia señal del factor de crecimiento de fibroblastos de Kaposi, la MTS de α-sinucleína, β-sinucleína o γ-
sinucleína, la tercera hélice del homeodominio de Antennapedia, SN50, región h de integrina β, Tat del VIH, pAntp, 
PR-39, abaecina, apidaecina, Bac5, Bac7, proteína CS de P. berghei y las MTS que se describen en los documentos 
de Patente de Estados Unidos N.os 6.248.558, 6.432.680 y 6.248.558.50

En ciertos aspectos, el polipéptido inmunogénico está conjugado (es decir, está unido mediante enlace covalente) a 
otra molécula. Esto puede, por ejemplo, aumentar la vida media, solubilidad, biodisponibilidad o inmunogenicidad del 
antígeno. Las moléculas que se pueden conjugar con un polipéptido inmunogénico incluyen un carbohidrato, biotina, 
poli(etilenglicol) (PEG), ácido polisiálico, ácido polisiálico N-propionilado, ácidos nucleicos, polisacáridos y PLGA. 55
Hay muchos tipos diferentes de PEG, que varían desde pesos moleculares inferiores a 300 g/mol hasta más de 
10.000.000 g/mol. Las cadenas de PEG pueden ser lineales, ramificadas o con geometrías en forma de peine o 
estrella.

B. Polipéptidos y ácidos nucleicos del VHS-2 inmunogénicos para su uso en vacunas60

En ciertos aspectos, uno o más, por ejemplo, dos, tres, cuatro o más fragmentos inmunogénicos o variantes de los 
mismos se proporcionan en una mezcla. Por ejemplo, una formulación de vacuna puede comprender una cualquiera 
o más de las SEQ ID NOS: 1-26.

65
En ciertos aspectos, una formulación de vacuna puede comprender uno cualquiera, dos o tres de ICP4, ICP4.2, gL2, 
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gD2ΔTMR y gD2 (SEQ ID NOS: 1-5), o fragmento inmunogénico(s) de los mismos. En ciertos aspectos, las 
combinaciones contienen polipéptidos o fragmentos inmunogénicos solamente de uno de ICP4 (SEQ ID NO 1) e
ICP4.2 (SEQ ID NO 2). En otros aspectos, las combinaciones contienen polipéptidos o fragmentos inmunogénicos 
solamente de uno de gD2ΔTMR (SEQ ID NO: 4) y gD2 (SEQ ID NO: 5).

5
Las combinaciones de ICP4, ICP4.2, gL2, gD2ΔTMR y gD2 a modo de ejemplo incluyen:

Combinaciones de dos antígenos

ICP4 SEQ ID NO: 1 gL2 SEQ ID NO: 3

ICP4 SEQ ID NO: 1 gD2ΔTMR SEQ ID NO: 4

ICP4 SEQ ID NO: 1 gD2 SEQ ID NO: 5

ICP4.2 SEQ ID NO: 2 gL2 SEQ ID NO: 3

ICP4.2 SEQ ID NO: 2 gD2ΔTMR SEQ ID NO: 4

ICP4.2 SEQ ID NO: 2 gD2 SEQ ID NO: 5

gL2 SEQ ID NO: 3 gD2ΔTMR SEQ ID NO: 4

gL2 SEQ ID NO: 3 gD2 SEQ ID NO: 5

Combinaciones de tres antígenos

ICP4 SEQ ID NO: 1 gL2 SEQ ID NO: 3 gD2ΔTMR SEQ ID NO: 4

ICP4.2 SEQ ID NO: 2 gL2 SEQ ID NO: 3 gD2ΔTMR SEQ ID NO: 4

ICP4 SEQ ID NO: 1 gL2 SEQ ID NO: 3 gD2 SEQ ID NO: 5

ICP4.2 SEQ ID NO: 2 gL2 SEQ ID NO: 3 gD2 SEQ ID NO: 5

Los antígenos individuales y las combinaciones que se han descrito anteriormente también pueden incluir péptidos 10
adicionales del VHS-2 obtenidos a partir del mismo, tales como los polipéptidos que comprenden secuencias 
seleccionadas de la SEQ ID NO: 6-26 o fragmentos inmunogénicos de los mismos.

1. ICP4 (SEC ID NO: 1) codificada por RS1
15

RS1 codifica ICP4, un transactivador transcripcional que puede interactuar con y reclutar componentes específicos 
de la maquinaria de transcripción general a promotores virales y estabilizar su formación para el inicio de la 
transcripción. ICP4 contiene distintos dominios para transactivación/fosforilación (que se extiende aproximadamente 
a los restos de aminoácido 150-200 de la SEQ ID NO: 1), unión al ADN (que se extiende aproximadamente a los 
restos de aminoácido 380-540 de la SEQ ID NO: 1), localización nuclear (que se extiende aproximadamente a los 20
restos de aminoácido 630-730 de la SEQ ID NO: 1), y transactivación regulatoria tardía (que se extiende 
aproximadamente a los restos de aminoácido 1220-1319 de la SEQ ID NO: 1). La secuencia de ADN y proteínas de 
RS1 se puede encontrar buscando RS1 en la base de datos disponible al público, Entrez Gene (en el sitio web de 
NCBI NIH en la World Wide Web, en www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene), en el genoma completo del virus 
2 del herpes humano.25

En algunos aspectos, las vacunas frente al VHS-2 incluyen un polipéptido que contiene al menos 20 restos de 
aminoácido consecutivos seleccionados entre los residuos 383-766 de ICP4 (SEQ ID NO: 1), pero no más de 1000 
aminoácidos de ICP4 (SEQ ID NO: 1). El polipéptido también puede ser una variante del fragmento de al menos 20 
restos.30

En ciertos aspectos, el polipéptido incluye no más de 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 450 o incluso 
400 aminoácidos consecutivos de ICP4. Los polipéptidos a modo de ejemplo corresponden aproximadamente a los 
restos de aminoácido de ICP4 de longitud completa como sigue: 383-766; 1-400 (RS1.1); 750-1024 (RS1.3.1); 1008-
1319 (RS1.3.2); 750-1319 (RS1.3); 280-785 (RS1.4 que comprende la región de unión completa al ADN); 680-1319 35
(RS1.5 que comprende la región de glicosilasa/C-terminal); 208-1319 (RS1.6 que también puede comprender un 
resto de Met en el extremo N-terminal); 1-380 más 545-1319 (RS1.7, en el que una región que abarca 
aproximadamente los restos 381-544 experimenta deleción, eliminando las regiones de unión al ADN); 1-785 más
870-1319 (RS1.8, en el que una región que abarca aproximadamente los restos 786-869 se somete a deleción, 
eliminando el dominio de localización nuclear), o 1-766, 383-1318, 100-750, 400-1300, 250-766, 383-900 de ICP4 40
(SEQ ID NO: 1) y similares.

2. Fragmento interno ICP4.2 de ICP4 (SEC ID NO: 2) codificado por RS1.2
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RS1.2 codifica un fragmento de 391 aminoácidos de ICP4, denominado ICP4.2.

En aspectos específicos, las vacunas frente al VHS-2 incluyen un polipéptido que contiene de 50 a todos los 391 
restos de aminoácido de ICP4.2 (SEQ ID NO: 2), tales como de 100 a 391, de 200 a 391 o de 250 a 350 restos. En 
aspectos particulares, el polipéptido incluye todo el ICP4.2 (SEQ ID NO: 2) o es el propio ICP4.2 (SEQ ID NO: 2). 5
Estos polipéptidos pueden incluir, por ejemplo, la longitud completa o los fragmentos de ICP4.2 (SEQ ID NO: 2) que 
se describen en el presente documento con los restos de aminoácido 1-382 o 767-1318 de ICP4 (SEQ ID NO: 1) o 
fragmentos de los mismos, que, en ciertos aspectos, son consecutivos con los residuos de aminoácido de ICP4.2 
que se están usando. Anteriormente se han descrito fragmentos a modo de ejemplo que combinan los restos de la 
SEQ ID NO: 2 con restos seleccionados de 1-382 o 767-1318 de la SEQ ID NO: 1.10

Un fragmento inmunogénico de ICP4.2 comprende al menos una parte inmunogénica, tal como se mide de forma 
experimental o identificada por un algoritmo. Los péptidos identificados por métodos de ese tipo incluyen los 
siguientes:

15
GLAHVAAAV (SEQ ID NO: 47)
FISGSVARA (SEQ ID NO: 48)
QYALITRLL (SEQ ID NO: 49)
RYDRAQKGF (SEQ ID NO: 50)
GYAMAAGRF (SEQ ID NO: 51)20
PPHADAPRL (SEQ ID NO: 52)
KPAAAAAPL (SEQ ID NO: 53)
SEAAVAAV (SEQ ID NO: 54)
FGWGLAHV (SEQ ID NO: 55)
YALITRLLY (SEQ ID NO: 56)25
ALPRSPRLL (SEQ ID NO: 57)
DLLFQNQSL (SEQ ID NO: 58)
ADLLFQNQS (SEQ ID NO: 59)
ARNSSSFIS (SEQ ID NO: 60)
QACFRISGA (SEQ ID NO: 61)30
FVRDALVLM (SEQ ID NO: 62)
FDGDLAAVP (SEQ ID NO: 63)
GLGDSRPGL (SEQ ID NO: 64)
WAPELGDAA (SEQ ID NO: 65)
ECLAACRGI (SEQ ID NO: 66)35
RAWLRELRF (SEQ ID NO: 67).

Por lo tanto, en algunos aspectos, la presente solicitud describe un fragmento inmunogénico de ICP4.2. Los 
fragmentos, en algunos casos, tienen un tamaño aproximado al del polipéptido de longitud completa. Por ejemplo, 
pueden carecer como máximo de uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, o veinte aminoácidos de uno o ambos extremos. 40
En otros aspectos, el fragmento tiene una longitud de 100-391 aminoácidos, o una longitud de 150-391, o 200-391, o
250-391 aminoácidos. Otros fragmentos a modo de ejemplo son los restos de aminoácido 1-350, 1-300, 1-250, 1-
200, 1-150, 1-100, 1-50, 50-391, 50-350, 50-300, 50-250, 50-200, 50-150, 50-100, 100-391, 100-350, 100-300, 100-
250, 100-200, 100-150, 150-391, 150-350, 150-300, 150-250, 150-200, 200-391, 200-350, 200-300, 200-250, 250-
391, 250-350, 250-300, 300-391 y 350-391. Los fragmentos que se han descrito anteriormente o subfragmentos de 45
los mismos (por ejemplo, los fragmentos de los restos de aminoácido 8-50, 8-30, o 8-20) tienen preferentemente una 
de las actividades biológicas que se describen a continuación, tal como un aumento de la respuesta de los linfocitos
T de al menos 1,5 veces o 2 veces. En las vacunas que se describen en el presente documento como polipéptido se 
puede usar un fragmento o se puede fusionar a otra proteína, fragmento de proteína o un polipéptido.

50
En ciertos aspectos, la presente solicitud describe polipéptidos inmunogénicos con una identidad de al menos un
90 %, un 95 %, un 97 %, un 98 %, un 99 %, o un 99,5 % con ICP4.2 o un fragmento inmunogénico del mismo.

3. Glicoproteína L-2 (SEQ ID NO: 3) codificada por UL1
55

UL1 codifica la Glicoproteína L-2 (gL2), una glicoproteína heterodimérica que es necesaria para la fusión de las 
membranas virales y celulares y permite que el virus entre en la célula hospedadora. La secuencia del ADN y de 
proteínas de UL1 se puede encontrar buscando en la base de datos disponible al público, Entrez Gene (en el sitio 
web de NCBI NIH en la World Wide Web en www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene), en el genoma completo 
del virus 2 del herpes humano.60

En algunos aspectos, las vacunas frente al VHS-2 incluyen un polipéptido que contiene al menos 20 restos de 
aminoácido consecutivos seleccionados entre los restos 1-224 de gL2 (SEQ ID NO: 3), pero no más de 224 
aminoácidos de (SEQ ID NO: 3). El polipéptido también puede ser una variante del fragmento de al menos 20 restos.

65
En algunos aspectos, el polipéptido es idéntico en al menos un 85 % a un fragmento de 200-250 aminoácidos de la 
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SEQ ID NO: 3.

En ciertos aspectos, el polipéptido incluye no más de 200 o 100 aminoácidos consecutivos de gL2. Los polipéptidos 
a modo de ejemplo son restos de aminoácido 1-20, 21-40, 41-60, de 61-80, 81-100, 101-120, 121-140, 141-160,
161-180, 181-200, 201-221 de gL2 (SEQ ID NO: 3) y similares.5

En otros aspectos, la presente solicitud describe un fragmento inmunogénico de gL2. Un fragmento inmunogénico de 
gL2 comprende al menos una parte inmunogénica, tal como se mide de forma experimental o identificada por un 
algoritmo. Los péptidos identificados por métodos de ese tipo incluyen los siguientes:

10
AYLVNPFLF (SEQ ID NO: 100)
PFLFAAGFL (SEQ ID NO: 101)
TEYVLRSVI (SEQ ID NO: 102)
GSQATEYVL (SEQ ID NO: 103)
RIDGIFLRY (SEQ ID NO: 104)15
FLEDLSHSV (SEQ ID NO: 105)
YVLRSVIAK (SEQ ID NO: 106)
YVLRSVIAK (SEQ ID NO: 107)
AYLVNPFLF (SEQ ID NO: 108)
ETTTRRALY (SEQ ID NO: 109)20
RIDGIFLRY (SEQ ID NO: 110)
YLVNPFLFA (SEQ ID NO: 111)
FVCLFGLVV (SEQ ID NO: 112)
LYKEIRDAL (SEQ ID NO: 113)
GLDTFLWDR (SEQ ID NO: 114)25
RVSPTRGRR (SEQ ID NO: 115)
YVLRSVIAK (SEQ ID NO: 115)
GLDTFLWDR (SEQ ID NO: 116)
DILRVPCMR (SEQ ID NO: 117)
DRHAQRAYL (SEQ ID NO: 118)30

4. Glicoproteína D-2 (SEQ ID NO: 5) codificada por US6 y Glicoproteína D-2 con deleción interna (SEQ ID 
NO: 4) codificada por US6ΔTMR

US6 codifica la glicoproteína de envoltura D-2 (gD2), una glicoproteína de envoltura que se une a receptores de 35
entrada en la célula hospedadora y que puede desencadenar la fusión del virus con la membrana del hospedador. 
La proteína gD2 tiene varios dominios distintos, incluyendo un dominio señal (restos de aminoácido 1-25) que se 
escinde de la proteína madura, y un dominio transmembrana (que se extiende aproximadamente a los restos de 
aminoácido 340-363). La secuencia del ADN y de proteínas de US6 se puede encontrar buscando en la base de 
datos disponible al público, Entrez Gene (en el sitio web NCBI NIH en la World Wide Web, en40
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene), en el genoma completo del virus 2 del herpes humano.

En algunos aspectos, las vacunas frente al VHS-2 incluyen un polipéptido que comprende gD2 que está perdiendo 
todo o parte del dominio transmembrana (que se extiende aproximadamente a los restos de aminoácido 340-363 
inclusive) así como la secuencia señal. En otros aspectos, la región sometida a deleción puede incluir además 5-10 45
aminoácidos de la secuencia que flanquea el dominio transmembrana. La región sometida a deleción también puede 
comprender una parte del dominio transmembrana, por ejemplo al menos 3 aminoácidos entre los restos 340-363. 
En algunos aspectos, al menos un resto en el dominio transmembrana se ha modificado, experimentado deleción o 
sustituido, de modo que el dominio transmembrana ya no es funcional. Por ejemplo, una variante puede tener su 
deleción interna comenzando en el resto de aminoácido 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345 o 346 y 50
terminando en el resto de aminoácido 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367 o 368.

Una construcción que codifica gD2 que está perdiendo los restos de aminoácido 340-363 (el dominio 
transmembrana) se denomina US6ΔTMR (SEQ ID NO: 40). La proteína correspondiente se denomina gD2ΔTMR 
(SEQ ID NO: 4). En otros aspectos, un fragmento inmunogénico de gD2 o gD2ΔTMR puede comprender una 55
deleción en una parte del dominio transmembrana, y/o puede comprender una deleción en la secuencia de flanqueo 
fuera del dominio transmembrana.

En otros aspectos, la presente solicitud describe un fragmento inmunogénico de gD2 o gD2ΔTMR. Un fragmento
inmunogénico de gD2 o gD2ΔTMR comprende al menos una parte inmunogénica, tal como se mide de forma 60
experimental o identificada por un algoritmo. Los péptidos identificados por métodos de ese tipo incluyen los 
siguientes:

ALAGSTLAV (SEQ ID NO: 68)
LLEDPAGTV (SEQ ID NO: 69)65
VIGGIAFWV (SEQ ID NO: 70)
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TVYYAVLER (SEQ ID NO: 71)
KYALADPSL (SEQ ID NO: 72)
AFETAGTYL (SEQ ID NO: 73)
APSNPGLII (SEQ ID NO: 74)
IPITVYYAV (SEQ ID NO: 75)5
APPSHQPLF (SEQ ID NO: 76)
FLMHAPAFE (SEQ ID NO: 77)
FSAVSEDNL (SEQ ID NO: 78)
VYYAVLER (SEQ ID NO: 79)
IGMLPRFI (SEQ ID NO: 80)10
YTECPYNKS (SEQ ID NO: 81)
FLMHAPAFE (SEQ ID NO: 82)
NLGFLMHAP (SEQ ID NO: 83)
VIGGIAFWV (SEQ ID NO: 84)
GIAFWVRRR (SEQ ID NO: 85)15
SEDNLGFLM (SEQ ID NO: 86)
RTQPRWSYY (SEQ ID NO: 87)
IAFWVRRRA (SEQ ID NO: 88)
LVIGGIAFW (SEQ ID NO: 89)
FWVRRRAQM (SEQ ID NO: 90)20
PYTSTLLPP (SEQ ID NO: 91)
VGTAALLVV (SEQ ID NO: 92)
TAALLVVAV (SEQ ID NO: 93)
TSTLLPPEL (SEQ ID NO: 94)
GTVSSQIPP (SEQ ID NO: 95)25
TAGTYLRLV (SEQ ID NO: 96)
GVTVDSIGM (SEQ ID NO: 97)
AFWVRRRAQ (SEQ ID NO: 98)
RVYHIQPSL (SEQ ID NO: 99)

30
Por lo tanto, en algunos aspectos, la presente solicitud describe un fragmento inmunogénico de gD2 (SEQ ID NO: 5) 
o gD2ΔTMR (SEQ ID NO: 4). Los fragmentos, en algunos casos, tienen un tamaño aproximado al del polipéptido de 
longitud completa. Por ejemplo, pueden carecer como máximo de uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, o veinte 
aminoácidos de uno o ambos extremos. En otros aspectos, el fragmento tiene una longitud de 100-391 aminoácidos, 
o una longitud de 150-391, o 200-391, o 250-391 aminoácidos. Otros fragmentos a modo de ejemplo son los restos 35
de aminoácido 1-350, 1-300, 1-250, 1-200, 1-150, 1-100, 1-50, 50-391, 50-350, 50-300, 50-250, 50-200, 50-150, 50-
100, 100-391, 100-350, 100-300, 100-250, 100-200, 100-150, 150-391, 150-350, 150-300, 150-250, 150-200, 200-
383, 200-350, 200-300, 200-250, 250-391, 250-350, 250-300, 300-391 y 350-391. Los fragmentos que se han 
descrito anteriormente o subfragmentos de los mismos (por ejemplo, los fragmentos de los restos de aminoácido 8-
50, 8-30, o 8-20) tienen preferentemente una de las actividades biológicas que se describen a continuación, tal como 40
un aumento de la respuesta de los linfocitos T de al menos 1,5 veces o 2 veces. En las vacunas que se describen en 
el presente documento como polipéptido se puede usar un fragmento o se puede fusionar a otra proteína, fragmento 
de proteína o un polipéptido.

En otros aspectos, el polipéptido comprende toda la secuencia de la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o consiste en 45
toda la secuencia de la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En ciertos aspectos, un fragmento inmunogénico de gD2 
retiene todo o parte del dominio señal (restos de aminoácido 1-25) y/o el dominio transmembrana (restos de 
aminoácido 340-363).

En ciertos aspectos, los polipéptidos tienen una homología de menos de un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 50
60 % o un 70 % con autoantígenos humanos. Los ejemplos de autoantígenos de ese tipo incluyen UL6 del VHS-1 y 
gK o UL53 del VHS-2.

En ciertos aspectos, la presente solicitud describe polipéptidos inmunogénicos con una identidad de al menos un
90 %, un 95 %, un 97 %, un 98 %, un 99 %, o un 99,5 % con gD2ΔTMR, o un fragmento inmunogénico del mismo.55

C. Características adicionales de los polipéptidos del VHS-2 

Por lo general, los polipéptidos presentes en las formulaciones de vacuna o composiciones farmacéuticas que se 
describen en el presente documento son inmunogénicos, ya sea solos o como una variante, que incluye polipéptidos 60
fusionados a otro polipéptido o mezclados o formando complejos con un adyuvante. Las variantes también incluyen 
secuencias con una identidad de secuencia de menos de un 100 %, como se describe en el presente documento. 
Además, se pueden usar fragmentos, precursores y análogos que tengan una inmunogenicidad apropiada.

Estos polipéptidos pueden ser inmunogénicos en mamíferos, por ejemplo, ratones, cobayas o seres humanos. Un 65
polipéptido inmunogénico generalmente es uno que es capaz de generar una respuesta inmunitaria significativa en 

E10778532
26-06-2019ES 2 732 815 T3

 



13

un ensayo o en un sujeto. Alternativamente, un polipéptido inmunogénico puede (i) inducir la producción de 
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos neutralizantes, que se unen al polipéptido, (ii) inducir inmunidad para TH1, (iii) 
activar la respuesta de CTL CD8+, por ejemplo aumentando los linfocitos T CD8+ y/o aumentando la localización de 
los linfocitos T CD8+ en el sitio de infección o reinfección, (iv) inducir la inmunidad para TH17, y/o (v) activar la 
inmunidad innata. En algunos aspectos, un polipéptido inmunogénico causa la producción de una cantidad 5
detectable de anticuerpo específico para ese antígeno.

En ciertos aspectos, los polipéptidos tienen una homología de menos de un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 
60 % o un 70 % con autoantígenos humanos.

10
Un polipéptido puede comprender una o más partes inmunogénicas y una o más partes no inmunogénicas. Las 
partes inmunogénicas se pueden identificar mediante diversos métodos, incluidos micromatrices de proteínas, 
técnicas de ELISPOT/ELISA y/o ensayos específicos sobre diferentes mutantes de deleción (por ejemplo, 
fragmentos) del polipéptido en cuestión. Las partes inmunogénicas también se pueden identificar mediante 
algoritmos informáticos. Algunos de estos algoritmos, tal como EpiMatrix (producido por EpiVax), usan un enfoque 15
de matriz informática. Otras herramientas informáticas para identificar epítopos antigénicos incluyen PEPVAC
(Promiscuous EPitope-based VACcine, alojado en el servidor de Dana Farber Cancer Institute en la world wide web 
en immunax.dfci.harvard.edu/PEPVAC), MHCPred (que usa un enfoque parcial de mínimos cuadrados y está 
alojado en el servidor de The Jenner Institute en la world wide web en www.jenner.ac.uk/MHCPred), y Syfpeithi, 
alojado en el servidor en la world wide web en www.syfpeithi.de/.20

En algunos aspectos, la vacuna o composición farmacéutica puede comprender proteínas de fusión y/o 
construcciones de ADN de fusión. Las secuencias de ADN subyacentes mencionadas anteriormente se pueden 
modificar de manera que no afecten la secuencia del producto proteico. Por ejemplo, la secuencia de ADN se puede 
optimizar con codones para mejorar la expresión en un hospedador tal como E. coli o una línea celular de insecto 25
(por ejemplo, usando el sistema de expresión de baculovirus) o una línea celular de mamífero (por ejemplo, ovario 
de hámster chino). En aspectos particulares, tal como cuando se usan polipéptidos relacionados más pequeños, 
incluyendo los que tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 5000 daltons, por ejemplo, de 1500 a 5000 
daltons, la modificación puede ser útil para provoca la respuesta inmunitaria deseada. Por ejemplo, los polipéptidos 
más pequeños se pueden conjugar con un vehículo inmunogénico apropiado, tal como proteínas de otros 30
organismos patógenos o virus (por ejemplo, toxoide tetánico), proteínas grandes (por ejemplo, hemocianina de lapa 
californiana) o similares. La conjugación puede ser directa o indirecta (por ejemplo, a través de un conector). En 
otros aspectos particulares, una proteína de fusión puede comprender un polipéptido desvelado anteriormente o un 
fragmento inmunogénico o variante del mismo y una marca. Una marca puede ser N-terminal o C-terminal. Por 
ejemplo, se pueden añadir marcas al ácido nucleico o polipéptido para facilitar la purificación, detección, solubilidad 35
o conferir otras características deseables a la proteína o al ácido nucleico. Por ejemplo, una marca de purificación 
puede ser un péptido, oligopéptido o polipéptido que se puede usar en la purificación por afinidad. Los ejemplos 
incluyen His, GST, TAP, FLAG, myc, HA, MBP, VSV-G, tiorredoxina, V5, avidina, estreptavidina, BCCP, 
Calmodulina, Nus, marcas de S, lipoproteína D, y β galactosidasa. En algunos aspectos, la parte fusionada es corta. 
Por lo tanto, en algunos casos, la proteína de fusión comprende no más de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 o 50 aminoácidos 40
adicionales en uno o ambos extremos de un polipéptido descrito anteriormente, tales como los aminoácidos 
consecutivos de cualquiera de los polipéptidos en la Tabla 1.

En algunos aspectos, se pueden añadir marcas, señales de secreción u otras secuencias de señales al extremo C-
terminal y/o al extremo N-terminal del polipéptido. Las marcas se pueden usar para ayudar en la purificación de los 45
polipéptidos expresados. Las marcas a modo de ejemplo incluyen HHHHHH (SEQ ID NO: 130) y MSYYHHHHHH 
(SEQ ID NO: 131). Las señales de secreción se pueden optimizar para su uso con células no mamíferas, tales como 
células de insectos. Una señal de secreción a modo de ejemplo es MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 132).

Para detectar la marca se puede usar una marca de detección y, en consecuencia, cualquier secuencia de 50
aminoácidos fusionada con la misma. Las marcas de detección incluyen proteínas fluorescentes, proteínas que se 
unen a una marca fluorescente y proteínas que se unen a un resto con densidad electrónica. Los ejemplos de 
proteínas fluorescentes incluyen dsRed, mRFP, YFP, GFP, CFP, BFP, y Venus. Un ejemplo de una proteína que se 
une a una marca fluorescente o con densidad electrónica es FlAsH.

55
Otro aspecto que se desvela en el presente documento es una preparación de anticuerpos generada contra una 
composición de la invención. Se incluye cualquiera de una variedad de anticuerpos. Los anticuerpos de ese tipo 
incluyen, por ejemplo, policlonales, monoclonales, recombinantes, humanizados o parcialmente humanizados, de 
cadena simple, Fab, y fragmentos de los mismos, etc. Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo, por ejemplo, 
IgA, IgG, varios isotipos de IgG tales como IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgG4, etc.; y pueden ser de cualquier 60
especie animal que produzca anticuerpos, incluyendo cabra, conejo, ratón, pollo o similar. En algunos aspectos, las 
moléculas de Fab se expresan y ensamblan en un hospedador transformado genéticamente tal como E. coli. Un 
sistema de vector lambda está disponible para expresar de ese modo una población de Fab con una diversidad 
potencial igual o superior a la del sujeto que genera el anticuerpo predecesor. Véase Huse et al., (1989), Science 
246, 1275-81.65
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D. Componentes de vacunas y composiciones farmacéuticas

En ciertos aspectos, las vacunas y composiciones farmacéuticas comprenden uno o más de los polipéptidos y 
ácidos nucleicos que se han descrito anteriormente y uno o más de los siguientes: un adyuvante, estabilizante, 
tampón, tensioactivo, componente de liberación controlada, sal, conservante y un anticuerpo específico para dicho5
antígeno.

1. Adyuvantes

Cada una de las formulaciones de vacuna y composiciones farmacéuticas que se describen en el presente 10
documento puede incluir un adyuvante. Los adyuvantes se pueden separar ampliamente en dos clases, en función 
de sus principales mecanismos de acción: sistemas de administración de vacunas y adyuvantes inmunoestimulantes 
(véase, por ejemplo, Singh et al., Curr. HIV Res. 1: 309-20, 2003). Los sistemas de administración de vacunas a 
menudo son formulaciones de partículas, por ejemplo, emulsiones, micropartículas, complejos inmunoestimulantes 
(ISCOM), que pueden ser, por ejemplo, partículas y/o matrices, y liposomas. Por el contrario, los adyuvantes 15
inmunoestimulantes en ocasiones se obtienen a partir de patógenos y pueden representar patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMP), por ejemplo, lipopolisacáridos (LPS), monofosforil lípido (MPL) o ADN que contiene 
CpG, que activan células del sistema inmunitario innato.

Alternativamente, los adyuvantes se pueden clasificar como orgánicos e inorgánicos. Los adyuvantes inorgánicos 20
incluyen sales de alumbre tales como fosfato de aluminio, sulfato de hidroxifosfato de aluminio amorfo e hidróxido de 
aluminio, que se usan comúnmente en vacunas humanas. Los adyuvantes orgánicos comprenden moléculas 
orgánicas que incluyen macromoléculas. Un ejemplo de un adyuvante orgánico es la toxina del cólera.

Los adyuvantes también se pueden clasificar de acuerdo con la respuesta que inducen, y los adyuvantes pueden 25
activar más de un tipo de respuesta. En algunos aspectos, el adyuvante induce la activación de los linfocitos T CD4+. 
El adyuvante puede inducir la activación de los linfocitos TH1 y/o la activación de los linfocitos TH17 y/o la activación 
de los linfocitos TH2. Alternativamente, el adyuvante puede inducir la activación de los linfocitos TH1 y/o linfocitos 
TH17 pero no la activación de los linfocitos TH2, o viceversa. En algunos aspectos, el adyuvante induce la activación 
de los linfocitos T CD8+. En otros aspectos, el adyuvante induce la activación de los linfocitos Citolíticos Naturales30
(NKT). En algunos aspectos, el adyuvante induce la activación de los linfocitos TH1 o linfocitos TH17 o linfocitos TH2. 
En otros aspectos, el adyuvante induce la activación de linfocitos B. Además en otros aspectos, el adyuvante induce
la activación de células presentadoras de antígeno. Estas categorías no son mutuamente excluyentes; en algunos 
casos, un adyuvante activa más de un tipo de célula.

35
En ciertos aspectos, un adyuvante es una sustancia que aumenta el número o la actividad de las células 
presentadoras de antígenos, tales como las células dendríticas. En ciertos aspectos, un adyuvante estimula la 
maduración de las células presentadoras de antígenos, tales como las células dendríticas. En algunos aspectos, el 
adyuvante es o comprende una saponina. Por lo general, la saponina es un glicósido triterpénico, tal como los 
aislados a partir de la corteza del árbol Quillaja saponaria. Un extracto de saponina de una fuente biológica se puede 40
fraccionar aún más (por ejemplo, mediante cromatografía) para aislar las partes del extracto con la mejor actividad 
adyuvante y con una toxicidad aceptable. Las fracciones habituales del extracto del árbol Quillaja saponaria usadas 
como adyuvantes se conocen como fracciones A y C. Un adyuvante de saponina a modo de ejemplo es QS-21, que 
está disponible en Antigenics. QS-21 es una molécula pequeña conjugada con oligosacáridos. Opcionalmente, QS-
21 se puede mezclar con un lípido tal como 3D-MPL o colesterol.45

Una forma particular de saponinas que se pueden usar en las formulaciones de vacuna que se describen en el 
presente documento son los complejos inmunoestimulantes (ISCOM). Los ISCOM son una clase de adyuvantes 
reconocidos en la técnica, que generalmente comprenden fracciones de y lípidos de saponina de Quillaja (por 
ejemplo, colesterol y fosfolípidos tales como fosfatidilcolina). En ciertos aspectos, un ISCOM se ensambla junto con 50
un polipéptido o ácido nucleico de interés. Sin embargo, se pueden usar diferentes fracciones de saponina en 
diferentes proporciones. Además, las diferentes fracciones de saponina pueden existir juntas en las mismas 
partículas o pueden tener básicamente solo una fracción por partícula (de modo que la proporción indicada de las 
fracciones A y C se genera mezclando partículas con las diferentes fracciones). En este contexto, "básicamente" se 
refiere a menos de un 20 %, un 15 %, un 10 %, un 5 %, un 4 %, un 3 %, un 2 % o incluso un 1 %. Los adyuvantes de 55
ese tipo pueden comprender la fracción A y la fracción C mezcladas en una proporción de 70-95 A: 30-5 C, tal como
de 70 A : 30 C a 75 A : 25 C, de 75 A : 25 C a 80 A : 20 C, de 80 A : 20 C a 85 A : 15 C, de 85 A : 15 C a 90 A : 10 C, 
de 90 A : 10 C a 95 A : 5 C, o de 95 A : 5 C a 99 A : 1 C. ISCOMatrix, producido por CSL, y AbISCO 100 y 300, 
producidos por Isconova, son matrices de ISCOM que comprenden saponina, colesterol y fosfolípido (lípidos de las 
membranas celulares), que forman estructuras en forma de jaula, generalmente con un diámetro de 40 a 50 nm. 60
Posintro, producido por Nordic Vaccines, es una matriz de ISCOM en la que el inmunógeno está unido a la partícula 
mediante una multitud de mecanismos diferentes, por ejemplo, interacción electrostática por modificación de carga, 
incorporación de grupos quelantes o unión directa.

En algunos aspectos, el adyuvante es un ligando de TLR. Los TLR son proteínas que se pueden encontrar en las 65
membranas de los leucocitos, y reconocen antígenos extraños (incluyendo los antígenos microbianos). Un ligando 
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de TLR a modo de ejemplo es IC-31, que está disponible en Intercell. IC31 comprende un péptido antimicrobiano, 
KLK, y un oligodesoxinucleótido inmunoestimulante, ODN1a. IC31 tiene actividad agonista de TLR9. Otro ejemplo es 
el ADN que contiene CpG, y hay disponibilidad de diferentes variedades de ADN que contiene CpG DNA en Prizer 
(Coley): Vaxlmmune es CpG 7909 (un oligodesoxi-nucleótido que contiene (CpG)), y Actilon es agonista de TLR9, 
CpG 10101 (un oligodesoxi-nucleótido que contiene (CpG)).5

En algunos aspectos, el adyuvante es una nanoemulsión. Un adyuvante de nanoemulsión a modo de ejemplo es la 
vacuna Nanostat, producida por Nanobio. Esta nanoemulsión es una emulsión de alta energía, de aceite en agua. 
Esta nanoemulsión generalmente tiene un tamaño de 150-400 nanómetros e incluye tensioactivos para proporcionar 
estabilidad. En los documentos de patente de Estados Unidos N.os 6.015.832, 6.506.803, 6.559.189, 6.635.676 y 10
7.314.624 se puede encontrar más información sobre Nanostat.

Los adyuvantes se pueden unir mediante enlace covalente a antígenos (por ejemplo, los polipéptidos que se han 
descrito anteriormente). En algunos aspectos, el adyuvante puede ser una proteína que induce respuestas 
inflamatorias a través de la activación de células presentadoras de antígeno (APC). En algunos aspectos, una o más 15
de estas proteínas se pueden fusionar de manera recombinante con un antígeno de elección, de modo que la 
molécula de fusión resultante estimule la maduración de las células dendríticas, active las células dendríticas para 
producir citoquinas y quimioquinas, y por último, mejore la presentación del antígeno a los linfocitos T y el inicio de 
las respuestas de los linfocitos T (véase Wu et al., Cancer Res 2005; 65 (11), pp 4947-4954). Otros adyuvantes a 
modo de ejemplo que se pueden unir mediante enlace covalente a antígenos comprenden polisacáridos, péptidos 20
sintéticos, lipopéptidos y ácidos nucleicos.

El adyuvante se puede usar solo o en combinación de dos o más tipos. Los adyuvantes se pueden conjugar 
directamente a los antígenos. Los adyuvantes también se pueden combinar para aumentar la magnitud de la 
respuesta inmunitaria al antígeno. Por lo general, el mismo adyuvante o mezcla de adyuvantes está presente en 25
cada dosis de una vacuna. Opcionalmente, sin embargo, un adyuvante se puede administrar con la primera dosis de 
la vacuna y no con las dosis posteriores (es decir, inyecciones de refuerzo). Alternativamente, un adyuvante fuerte 
se puede administrar con la primera dosis de vacuna y un adyuvante más débil o una dosis más baja del adyuvante 
fuerte se puede administrar con dosis posteriores. El adyuvante se puede administrar antes de la administración del 
antígeno, de forma simultánea con la administración del antígeno o después de la administración del antígeno a un 30
sujeto (en ocasiones en 1, 2, 6 o 12 horas, y en ocasiones en 1, 2, o 5 días). Ciertos adyuvantes son apropiados 
para pacientes humanos, animales no humanos o ambos.

2. Componentes adicionales de vacunas y composiciones farmacéuticas
35

Además de los antígenos y los adyuvantes que se han descrito anteriormente, una formulación de vacuna o 
composición farmacéutica puede incluir uno o más componentes adicionales.

En ciertos aspectos, la formulación de vacuna o composición farmacéutica puede incluir uno o más estabilizantes 
tales como azúcares (tales como sacarosa, glucosa o fructosa), fosfato (tales como fosfato sódico dibásico, fosfato 40
de potasio monobásico, fosfato de potasio dibásico o fosfato monosódico), glutamato (tal como L-glutamato 
monosódico), gelatina (tal como gelatina procesada, gelatina hidrolizada o gelatina porcina), aminoácidos (tales 
como arginina, asparagina, histidina, L-histidina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, lisina, 
fenilalanina, tirosina y sus ésteres de alquilo), inosina o borato sódico.

45
En ciertos aspectos, la formulación de vacuna o composición farmacéutica incluye uno o más tampones tal como
una mezcla de bicarbonato sódico y ácido ascórbico. En algunos aspectos, la formulación de vacuna se puede 
administrar en solución salina, tal como solución salina tamponada con fosfato (PBS) o agua destilada.

En ciertos aspectos, la formulación de vacuna o composición farmacéutica incluye uno o más tensioactivos tales 50
como polisorbato 80 (Tween 80), Triton X-100, polietilenglicol terc-octilfenil éter, t-Octilfenoxipolietoxietanol 4-
(1,1,3,3-Tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (TRITON X-100); monolaurato de polioxietilensorbitán, monolaurato de 
polietilenglicol sorbitán (TWEEN 20); y polímero de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol con formaldehído y oxirano 
(TYLOXAPOL). Un tensioactivo puede ser iónico o no iónico.

55
En ciertos aspectos, la formulación de vacuna o composición farmacéutica incluye una o más sales tales como
cloruro sódico, cloruro de amonio, cloruro cálcico o cloruro potásico.

En ciertos aspectos, en la vacuna se incluye un conservante. En otros aspectos, no se usa conservante. Un 
conservante se usa con más frecuencia en los viales de vacunas de dosis múltiples, y con menos frecuencia se 60
necesita en los viales de vacunas de una sola dosis. En ciertos aspectos, el conservante es 2-fenoxietanol, metil y 
propil parabenos, alcohol bencílico y/o ácido sórbico.

En ciertos aspectos, la formulación de vacuna o composición farmacéutica es una formulación de liberación 
controlada.65
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E. Vacunas de ADN

En ciertos aspectos, la vacuna comprende uno de los ácidos nucleicos que se desvelan en el presente documento. 
Cuando una vacuna de ácido nucleico se administra a un paciente, el producto génico correspondiente (tal como un 
antígeno deseado) se produce en el cuerpo del paciente. En algunos aspectos, los vectores de vacunas de ácido 5
nucleico que incluyen polinucleótidos recombinantes optimizados se pueden administrar a un mamífero (incluyendo 
los seres humanos) para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica o profiláctica. El ácido nucleico puede ser, por 
ejemplo, ADN, ARN o un ácido nucleico sintético. El ácido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario.

Los vectores de vacuna de ácido nucleico (por ejemplo, adenovirus, liposomas, papilomavirus, retrovirus, etc.) se 10
pueden administrar directamente al mamífero para la transducción de células in vivo. Las vacunas de ácido nucleico 
se pueden formular como composiciones farmacéuticas para la administración de cualquier manera adecuada, 
incluyendo la administración parenteral.

En la determinación de la cantidad eficaz del vector que se va a administrar en el tratamiento o profilaxis de una 15
infección u otra afección, el médico evalúa las toxicidades del vector, la evolución de la enfermedad y la producción 
de anticuerpos antivector, si fuera el caso. A menudo, la dosis equivalente de un ácido nucleico desnudo de un 
vector es de aproximadamente 1 µg a 1 mg para un paciente habitual de 70 kilogramos, y las dosis de vectores 
usadas para administrar el ácido nucleico se calculan para producir una cantidad equivalente de ácido nucleico 
terapéutico. La administración se puede realizar mediante dosis individuales o divididas. La toxicidad y la eficacia 20
terapéutica de los vectores de vacunas de ácido nucleico se pueden determinar usando procedimientos 
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales.

Una vacuna de ácido nucleico puede contener ADN, ARN, un ácido nucleico modificado o una combinación de los 
mismos. En algunos aspectos, la vacuna comprende uno o más vectores de clonación o expresión; por ejemplo, la 25
vacuna puede comprender una pluralidad de vectores de expresión, cada uno capaz de expresión autónoma de una 
región codificante de nucleótidos en una célula de mamífero para producir al menos un polipéptido inmunogénico. 
Un vector de expresión a menudo incluye una secuencia promotora eucariótica, tal como la secuencia de nucleótidos 
de un promotor eucariótico fuerte, unida de forma operativa a una o más regiones codificantes. Las composiciones y 
métodos en el presente documento pueden implicar el uso de cualquier promotor eucariótico particular, y se conoce 30
una amplia diversidad; tal como un promotor de CMV o RSV. El promotor puede ser, pero no necesariamente, 
heterólogo con respecto a la célula hospedadora. El promotor usado puede ser un promotor constitutivo.

Un vector útil en las presentes composiciones y métodos puede ser circular o lineal, monocatenario o bicatenario y 
puede ser un plásmido, cósmido o episoma. En un aspecto adecuado, cada región codificante de nucleótido está en 35
un vector separado; sin embargo, se debe entender que una o más regiones codificantes pueden estar presentes en 
un solo vector, y estas regiones codificantes pueden estar bajo el control de uno o varios promotores.

Para la producción de vacunas de ácido nucleico se pueden usar numerosos plásmidos. Los aspectos adecuados de 
la vacuna de ácido nucleico emplean construcciones que usan los plásmidos VR1012 (Vical Inc., San Diego, 40
California), pCMVI.UBF3/2 (S. Johnston, Universidad de Texas) o pcDNA3.1 (InVitrogen Corporation, Carlsbad, 
Calif.) como el vector. Además, la construcción del vector puede contener secuencias inmunoestimulantes (ISS), 
tales como los motivos dCpG no metilados, que estimulan el sistema inmunológico del animal. La vacuna de ácido 
nucleico también puede codificar un producto de fusión que contiene el polipéptido inmunogénico. El ADN 
plasmídico también se puede administrar usando bacterias atenuadas como sistema de administración, un método 45
que es adecuado para las vacunas de ADN que se administran por vía oral. Las bacterias se transforman con un 
plásmido de replicación independiente, que se libera en el citoplasma de la célula hospedadora después de la 
muerte de la bacteria atenuada en la célula hospedadora.

Un enfoque alternativo para administrar el ácido nucleico a un animal implica el uso de un vector viral o bacteriano. 50
Los ejemplos de vectores virales adecuados incluyen adenovirus, virus de la polio, virus de la viruela tales como 
alfavirus, vaccinia, viruela del canario y viruela aviar, virus del herpes, incluyendo el virus del herpes de del siluro, 
vector asociado a adenovirus y retrovirus. Los vectores similares a virus incluyen virosomas y partículas similares a 
virus. Los vectores bacterianos a modo de ejemplo incluyen formas atenuadas de Salmonella, Shigella, Edwardsiella 
ictaluri, Yersinia ruckerii y Listeria monocytogenes. En algunos aspectos, el ácido nucleico es un vector, tal como un 55
plásmido, que es capaz de expresión autóloga de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido 
inmunogénico.

F. Uso de vacunas
60

Las vacunas que se describen en el presente documento se pueden usar para el tratamiento profiláctico y/o 
terapéutico del herpes, incluyendo el VHS-1 y en particular el VHS-2. El sujeto que recibe la vacuna puede ser un 
hombre o una mujer, y puede ser un niño o un adulto. En algunos aspectos, el sujeto que se va a tratar es un ser
humano. En otros aspectos, el sujeto es un animal no humano.

65
1. Uso profiláctico
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En aspectos profilácticos, la vacuna del VHS-2 se administra a un sujeto para inducir una respuesta inmunitaria que 
puede ayudar a proteger frente al establecimiento del VHS-2.

En algunos aspectos, las composiciones de vacuna de la invención confieren inmunidad protectora, permitiendo que 
un individuo vacunado muestre síntomas de aparición tardía o síntomas reducidos (por ejemplo, un número reducido 5
de lesiones en el momento de la infección), como resultado de su exposición a la vacuna (por ejemplo, una 
respuesta de memoria). En ciertos aspectos, la reducción de la gravedad de los síntomas es de al menos un 25 %,
un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o incluso un 90 %. Algunos individuos vacunados pueden no mostrar 
síntomas al entrar en contacto con el VHS-2 o incluso sin infección por VHS-2. La inmunidad protectora 
generalmente se consigue mediante uno o más de los siguientes mecanismos: inmunidad mucosal, humoral o 10
celular. La inmunidad mucosal es principalmente el resultado de anticuerpos secretores de IgA (sIGA) en las 
superficies mucosas de las vías respiratorias, gastrointestinales y genitourinarias. Los anticuerpos sIGA se generan 
después de una serie de sucesos mediados por células de procesamiento de antígeno, linfocitos B y T, que dan 
como resultado la producción de sIGA por los linfocitos B en los tejidos del cuerpo revestidos de mucosa. La 
inmunidad humoral generalmente es el resultado de anticuerpos IgG y anticuerpos IgM en suero. Por ejemplo, el 15
título de IgG se puede aumentar 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, o 
incluso 100 veces o más después de la administración de una formulación de vacuna que se describe en el presente 
documento. La inmunidad celular se puede conseguir a través de los linfocitos T citotóxicos o mediante la 
hipersensibilidad de tipo retardado que involucra a macrófagos y linfocitos T, así como a otros mecanismos que 
involucran a los linfocitos T sin necesidad de anticuerpos. En particular, la inmunidad celular puede estar mediada 20
por linfocitos TH1 o linfocitos TH17. La activación de los linfocitos TH1 se puede medir mediante la secreción de IFN-
γ, en relación con el nivel de IFN-γ liberado como respuesta a un polipéptido que no genera una respuesta 
inmunológica. En ciertos aspectos, la cantidad de IFN-γ liberada es de 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 
veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o incluso 100 veces mayor. El resultado principal de la inmunidad protectora es 
la destrucción de las partículas virales del VHS-2 o la inhibición de la capacidad de replicación del VHS-2. En 25
algunos aspectos, la inmunidad protectora conferida por la presentación del antígeno antes de la exposición al VHS-
2 reducirá la probabilidad de conversión serológica a un estado positivo para el VHS-2.

La duración de la inmunidad protectora es preferentemente lo más larga posible. En ciertos aspectos, las 
formulaciones de vacuna producen inmunidad protectora que dura seis meses, un año, dos años, cinco años, diez 30
años, veinte años o incluso toda la vida.

2. Uso terapéutico

En aplicaciones terapéuticas, la vacuna que comprende un polipéptido o ácido nucleico de la invención se puede 35
administrar a un paciente que padece VHS-2, en una cantidad suficiente para tratar al paciente. El tratamiento del 
paciente, en este caso, puede hacer referencia a retrasar o reducir los síntomas del VHS-2 en una persona 
infectada. En algunos aspectos, el tratamiento del paciente se refiere a la reducción de la duración de las lesiones, la 
reducción del número de lesiones, la reducción de la duración de los síntomas por episodio y/o de otro modo la 
reducción de la intensidad de los síntomas por episodio. En ciertos aspectos, la vacuna reduce la duración o 40
gravedad de los síntomas leves; en algunos aspectos, la vacuna reduce la duración o la gravedad de los síntomas 
graves. En algunos aspectos, la vacuna reduce la efusión viral y, por lo tanto, la capacidad de transmisión del VHS-2 
del paciente vacunado. En ciertos aspectos, las reducciones que se han descrito anteriormente son al menos un
25 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o incluso un 90 %. En ciertos aspectos, las 
reducciones que se han descrito anteriormente incluyen el cese completo de los síntomas, la efusión viral y/o los 45
brotes futuros (por ejemplo, al bloquear la capacidad del virus para establecer la latencia en los ganglios 
sensoriales).

En aspectos terapéuticos, la vacuna del VHS-2 se administra para una infección posterior individual. La vacuna del 
VHS-2 se puede administrar poco después de la infección, por ejemplo, antes de que se manifiesten los síntomas, o 50
se puede administrar durante o después de la manifestación de los síntomas. En algunos aspectos, el VHS-2 puede 
prevenir la reactivación endógena de una infección temprana. En algunos aspectos, una vacuna posterior a la 
infección se podría administrar a pacientes en grupos de alto riesgo.

La duración de los efectos terapéuticos de una formulación de vacuna que se desvela en el presente documento es 55
preferentemente lo más larga posible. En ciertos aspectos, las formulaciones de vacuna producen efectos 
terapéuticos que duran un mes, dos meses, tres meses, seis meses, un año, dos años, cinco años, diez años, veinte 
años o incluso toda la vida.

3. Ensayo de la eficacia de la vacunación60

La eficacia de la vacunación con las vacunas que se desvelan en el presente documento se puede determinar de 
varias maneras.

La eficacia de la vacuna se puede evaluar en varios sistemas modelo. Los sistemas modelo adecuados usados para 65
estudiar el VHS-2 incluyen un modelo de cobaya y un modelo de ratón, como se describe en los ejemplos que 
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siguen a continuación. En resumen, los animales se vacunan y a continuación se estimulan con VHS-2 o la vacuna 
se administra a animales ya infectados. A continuación la respuesta de los animales a la estimulación con VHS-2 o 
la vacuna se compara con los animales de control, usando una de las medidas que se han descrito anteriormente. 
Un ensayo similar se podría usar para ensayos clínicos en seres humanos. El tratamiento y los efectos profilácticos 
que se han descrito anteriormente representan formas adicionales para determinar la eficacia de una vacuna.5

Además, la eficacia se puede evaluar mediante la inmunización in vitro de células mononucleares de sangre 
periférica humana (PBMC) sin tratamiento previo, en la que las APC se exponen a la vacuna y a continuación las
APC se cultivan de forma conjunta con linfocitos T sin tratamiento previo del mismo donante para evaluar la 
respuesta primaria a la inmunización en un tubo de ensayo. Una activación de los linfocitos T de 1,5 veces, 2 veces, 10
5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o 100 veces o más en relación con la activación de los linfocitos T usando las 
APC no expuestas a una vacuna, en ciertos aspectos, se considera una respuesta adecuada.

La eficacia de la vacuna se puede determinar además mediante ensayos de neutralización viral. En resumen, los 
animales se inmunizan y el suero se recoge varios días después de la inmunización. Las diluciones en serie del 15
suero se incuban previamente con el virus tiempo durante el cual los anticuerpos en el suero que son específicos 
para el virus se unirán al mismo. A continuación la mezcla de virus/suero se añade a las células permisivas para 
determinar la capacidad de infección mediante un ensayo en placa. Si los anticuerpos en el suero neutralizan el 
virus, hay menos placas en comparación con el grupo de control.

20
G. Usos de las composiciones farmacéuticas

1. Defensa frente a la infección por VHS

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgación se diseñan para provocar una respuesta inmunitaria 25
frente al VHS-2. Las composiciones que se describen en el presente documento pueden estimular una respuesta 
inmunitaria innata, una respuesta a anticuerpos o una respuesta inmunitaria mediada por células, o una combinación 
de estas respuestas, en el sujeto al que se le administra. En algunos aspectos, la composición estimula las células 
inmunes en el sitio periférico de la infección o los ganglios sensoriales, tales como neutrófilos, macrófagos y 
linfocitos NK. La composición puede estimular la infiltración por macrófagos; producción de compuestos antivirales, 30
tales como óxido nítrico, TNF-α, interferones (IFN) e interleuquina 12 (IL-12) por neutrófilos; y/o estimulación de 
linfocitos NK para producir IFN-γ. La producción de IL-2, IFN-α e IFN-β también puede ser activada por los 
polipéptidos de la presente composición, y se cree que ayudan a controlar la infección.

En algunos aspectos, la composición comprende antígenos que estimulan la producción de anticuerpos 35
neutralizantes. Los anticuerpos neutralizantes se pueden dirigir a las glicoproteínas de la envoltura viral, que median 
la interacción de los viriones con la célula hospedadora y son responsables de la adhesión, unión y entrada del VHS-
2 en las células. Por lo tanto, una composición a modo de ejemplo comprende una o más glicoproteínas y se han 
descrito anteriormente o codificadas por ácidos nucleicos que se han descrito anteriormente. Los antígenos y/o los 
epítopos inmunogénicos como se describen en el presente documento se pueden administrar por separado, en serie 40
o en combinación entre sí.

En algunos aspectos, la composición provoca una respuesta mediada por células, que puede implicar a linfocitos T 
CD4+, linfocitos T CD8+ y/o la producción de citoquinas antivirales. La composición puede desencadenar la secreción 
de IFN-γ, por ejemplo, a través de la activación de la respuesta inmunitaria innata, y puede mediar la eliminación de 45
linfocitos T CD8+ del virus. El IFN-γ también es secretado por los linfocitos TH1, (linfocitos TH17?) linfocitos Tc, 
células dendríticas, y linfocitos NK, y la composición puede desencadenar la secreción de IFN-γ por cualquiera de 
estos tipos de células. Una actividad de los linfocitos T CD8+ de ese tipo puede ser citolítica o, alternativamente, 
puede estar regulada por moléculas inhibidoras en la superficie de las neuronas que evitan la muerte neuronal. Los 
linfocitos T CD4+ y/o CD8+ pueden desempeñar un papel en el mantenimiento de la latencia del virus, evitando de 50
ese modo la reactivación. En algunos aspectos, la composición aumenta la respuesta de los linfocitos T CD4+ y/o 
una respuesta de los linfocitos T CD8+ que evita la reactivación del virus de su estado latente.

En algunos aspectos, la composición bloquea la capacidad del VHS para evadir la respuesta inmunitaria del 
hospedador o, alternativamente, aumenta la respuesta inmunitaria normalmente evadida por VHS. En algunos 55
aspectos, la composición inhibe al VHS-2 del desplazamiento del equilibrio inmunológico hacia la tolerancia de los 
antígenos del VHS. El VHS-2 puede mediar tolerancia a través de los linfocitos TH2. En primer lugar, el VHS-2 puede 
inducir linfocitos T supresores, tales como linfocitos CD4+ CD25+ y linfocitos Tr1 que secretan IL-10, una citoquina 
TH2. Las citoquinas TH2 regulan de forma negativa las moléculas coestimuladoras e inhiben la maduración y función 
de las células dendríticas presentadoras de antígeno. Además, la infección con el VHS-2 inhibe la maduración y 60
migración de las células dendríticas, que son esenciales para un cebado eficaz de CTL. En particular, las citoquinas 
TH2 se producen durante la recurrencia de la infección por VHS-2, a diferencia de las citoquinas TH1, que se 
producen durante los episodios libres de recurrencia. Por lo tanto, en ciertos aspectos, las composiciones de la 
invención controlan a los linfocitos T supresores y/o inducen la maduración o migración o ambas de las células 
dendríticas.65
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En algunos aspectos, los métodos para inducir una respuesta inmunitaria frente al VHS-2 en un mamífero incluyen la 
administración de las composiciones que se han descrito anteriormente. La composición se puede usar para inducir 
una respuesta inmunitaria en diferentes momentos, tal como antes de la exposición al VHS-2, después de la 
infección inicial con el VHS-2, antes o después de que el VHS-2 haya establecido la latencia, antes o después de 
que se produzca la efusión del VHS-2 y/o antes o después de que se produzcan brotes recurrentes. En algunos 5
aspectos, una respuesta inmunitaria contra el VHS-2 se puede inducir en uno o más de los momentos mencionados 
anteriormente. La composición puede inducir una respuesta a TH1 y/o una respuesta a TH17 pero no una respuesta
a TH2, o puede activar las respuestas al mismo tiempo o en momentos diferentes.

En algunos aspectos, la administración de la composición reduce los síntomas asociados con la infección inicial, la 10
latencia o la infección recurrente con el VHS. Una composición de ese tipo puede reducir la incidencia y/o la 
gravedad de las lesiones, llagas, dolor, irritación, picor, fiebre, malestar general, dolor de cabeza, efusión viral, o 
pródromos asociados con la infección o brote del VHS.

En algunos aspectos, se pueden administrar uno o más anticuerpos frente a antígenos del VHS-2 a individuos para 15
producir inmunidad pasiva. La inmunidad pasiva resulta de la transferencia de inmunidad humoral activa en forma de 
anticuerpos preparados, de un individuo a otro. La inmunización pasiva se puede usar cuando existe un alto riesgo 
de infección y tiempo insuficiente para que el cuerpo desarrolle su propia respuesta inmunitaria, o para reducir los 
síntomas de enfermedades continuas o inmunosupresoras. La transferencia adoptiva de los linfocitos T puede 
proporcionar otro método para provocar una respuesta inmunitaria a los antígenos del VHS-2 en pacientes. En un 20
aspecto, los linfocitos T autólogos se pueden expandir en las APC que presentan los antígenos obtenidos a partir de 
los polipéptidos que se han descrito anteriormente. Posteriormente, los linfocitos T específicos del VHS-2 
expandidos se transfieren de nuevo al paciente a partir del cual se obtuvieron los linfocitos T.

2. Usos para diagnóstico25

La presente solicitud describe, entre otros, un método rápido, económico, sensible y específico para la detección del
VHS-2 en pacientes. En este sentido, debería ser útil para los hospitales y médicos que examinan y tratan a 
pacientes con o en riesgo de infección por VHS-2. Como se usa en el presente documento, "paciente" se refiere a un 
individuo (tal como un ser humano) que tiene una infección por VHS-2 o que tiene el potencial de contraer una 30
infección por VHS-2.

En algunos aspectos, se puede usar un anticuerpo frente a uno de los polipéptidos que se describen en el presente
documento, tales como los de la Tabla 1 y/o la Tabla 2, para detectar el VHS-2 en un individuo. La presente 
divulgación también describe un método de fenotipado de muestras biológicas de pacientes sospechosos de tener 35
una infección por VHS-2 que implica: (a) hacer que una muestra biológica sea susceptible de inmunoensayo, si fuera
necesario; (b) poner en contacto la muestra con un anticuerpo específico para el VHS-2 apropiado o una parte de 
unión a antígeno del mismo en condiciones que permitan la unión del anticuerpo o la parte de unión a antígeno a un 
epítopo del VHS-2; y (c) determinar si la muestra proporciona la presencia del VHS-2 en comparación con un tejido 
de control; en el que si el tejido de ensayo muestra la presencia del VHS-2, se identifica al paciente como con 40
probabilidad de tener una infección por VHS-2.

Alternativamente, se pueden usar los polipéptidos que se han descrito anteriormente para detectar anticuerpos anti-
VHS-2 en un individuo. La presente divulgación también describe un método de fenotipado de muestras biológicas 
de pacientes sospechosos de tener una infección por VHS-2 implica: (a) hacer que una muestra biológica sea 45
susceptible de un ensayo de afinidad tal como ELISA, si fuera necesario; (b) poner en contacto la muestra con un 
antígeno específico del VHS-2 o una parte del mismo en condiciones que permitan la unión del antígeno a cualquier 
anticuerpo hospedador presente en la muestra; y (c) determinar si la muestra proporciona la presencia del VHS-2 en 
comparación con un tejido de control; en el que si el tejido de ensayo muestra la presencia del VHS-2, se identifica al 
paciente como con probabilidad de tener una infección por VHS-2. El ensayo que se ha mencionado anteriormente 50
se puede ajustar de manera adecuada para detectar otras infecciones virales, por ejemplo, usando un homólogo (de 
otra especie viral) de las proteínas que se han descrito anteriormente, tal como en la Tabla 1 y/o la Tabla 2.

En la técnica se conocen varios métodos para medir la unión de antígeno-anticuerpo, que incluyen ELISA (ensayo 
de inmunoabsorción ligado a enzimas), transferencia de Western, ensayo de competición y transferencia puntual. La 55
etapa de detección puede ser, por ejemplo, quimioluminiscente, fluorescente o colorimétrica. Un método adecuado 
para medir la unión de anticuerpo-proteína es el sistema xMAP de Luminex, en el que los péptidos se conjugan a 
una microesfera que contiene un colorante. Ciertos sistemas, incluyendo el sistema xMAP, son susceptibles de 
medir varios marcadores diferentes de forma multiplexada, y se podrían usar para medir los niveles de anticuerpos 
de una vez. En algunos aspectos, otros sistemas se usan para someter a ensayo una pluralidad de marcadores de 60
forma multiplexada. Por ejemplo, la formación de perfiles se puede realizar usando cualquiera de los siguientes 
sistemas: micromatrices de antígeno, micromatrices de perlas, tecnología de partículas de nanocódigo de barras, 
proteínas en matrices a partir de bibliotecas de expresión de ADNc, matriz de proteínas in situ, matrices de proteínas 
de transformantes vivos, matriz de proteínas universal, técnica de microfluidos de laboratorio en un chip, y péptidos 
sobre fijación. Otro tipo de ensayo clínico es un ensayo quimioluminiscente para detectar la unión del anticuerpo. En 65
algunos de estos ensayos, incluyendo el ensayo VITROS Eci anti-VHC, los anticuerpos se unen a un soporte en fase
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sólida formado por micropartículas en suspensión líquida, y se usa un fluorómetro de superficie para cuantificar la 
generación enzimática de un producto fluorescente.

En otros aspectos, los polipéptidos que se han descrito anteriormente, tales como los de la Tabla 1 y/o Tabla 2, se 
pueden usar para detectar linfocitos T que son específicos del VHS-2. La presente divulgación describe un método 5
de fenotipado de muestras biológicas de pacientes sospechosos de tener una infección por VHS-2, que implica (a) 
hacer que una muestra biológica sea susceptible de un ensayo para la activación de linfocitos T, si fuera necesario, 
(b) poner en contacto la muestra con un polipéptido específico del VHS-2 o una parte del mismo en condiciones que 
permitan que las APC procesen el polipéptido, y (c) determinar la activación de los linfocitos T como respuesta al 
polipéptido específico del VHS-2, en el que una activación de los linfocitos T elevada con respecto a un las no 10
infectado indica infección por VHS-2. Este ensayo de diagnóstico pretende detectar la presencia de linfocitos T 
específicos para el VHS-2 en cualquier paciente, incluyendo los pacientes que han estado expuestos al VHS-2 pero 
que no se han seroconvertido para producir niveles detectables de anticuerpos anti-VHS-2.

La activación de los linfocitos T se puede medir usando muchos ensayos, incluyendo ELISA específico de 15
citoquinas, proliferación celular medida por la incorporación de timidina tritiada o intercolación de membrana (PKH-
67) o colorantes citoplasmáticos (CFSE), ELISPOT, citometría de flujo y matrices de perlas. Además, la respuesta de 
los linfocitos T se puede medir en líneas de linfocitos T o en hibridomas de linfocitos T de ratones o seres humanos
que son específicos para los antígenos. Las lecturas de los linfocitos T activados incluyen proliferación, producción 
de citoquinas o lectura de una enzima sustituta expresada por el hibridoma que se induce cuando el hibridoma de los 20
linfocitos T o linfocitos T se activa como respuesta a un antígeno. Por ejemplo, la activación de una respuesta de los 
linfocitos T se puede detectar por un hibridoma de los linfocitos T que se diseña para producir β-galactosidasa. La β-
galactosidasa se puede detectar mediante el uso de sustratos colorimétricos de β-galactosidasa tales como
clorofenil rojo β-D galactopiranósido (CPRG).

25
La infección con el VHS-2 puede ser aguda o latente. En algunos aspectos, si la muestra biológica muestra la 
presencia del VHS-2, se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones y terapias 
que se describen en el presente documento al paciente. La muestra biológica puede comprender, por ejemplo, 
sangre, semen, orina, fluido vaginal, moco, saliva, heces, orina, líquido cefalorraquídeo o una muestra de tejido. En 
algunos aspectos, la muestra biológica es un órgano destinado a trasplante. En ciertos aspectos, antes de la etapa 30
de detección, la muestra biológica se somete a condiciones de cultivo que estimulan el crecimiento del VHS-2.

En el presente documento los ensayos de diagnóstico se pueden usar para detectar el VHS-2 en una variedad de 
muestras, incluyendo muestras tomadas a partir de pacientes y muestras obtenidas a partir de otras fuentes. Por 
ejemplo, los ensayos de diagnóstico se pueden usar para detectar el VHS-2 en objetos tales como instrumentos 35
médicos. En algunos aspectos, en el presente documento los ensayos se pueden realizar en muestras tomadas a 
partir de animales tales como animales de granja (vacas, cerdos, gallinas, cabras, caballos y similares), animales de 
compañía (perros, gatos, aves y similares) o animales salvajes. En ciertos aspectos, en el presente documento los 
ensayos se pueden realizar en muestras tomadas a partir de cultivos celulares tales como cultivos de células 
humanas que producen una proteína terapéutica, cultivos de bacterias destinados a producir una molécula biológica 40
útil o cultivos de células cultivadas con fines de investigación.

En el presente documento también se describe un método para determinar la ubicación de una infección por VHS-2 
en un paciente que comprende: (a) administrar al paciente una composición farmacéutica que comprende un 
anticuerpo VHS-2 marcado o una parte de unión a antígeno del mismo, (b) detectar la marca y (c) determinar si el 45
paciente tiene el VHS-2 en comparación con un control. En ciertos aspectos, el método comprende además, si el 
paciente tiene una infección por VHS-2, administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una 
composición que se describe en el presente documento. El método puede comprender además determinar los tipos 
de células infectadas y/o el volumen de VHS-2 en el paciente. Este método se puede usar para evaluar la 
propagación del VHS-2 en el paciente y determinar si una terapia localizada es apropiada.50

En algunos aspectos, los polipéptidos que se describen en el presente documento se pueden usar para hacer un 
pronóstico del transcurso de la infección. En algunos aspectos, las respuestas de los linfocitos T o anticuerpos 
específicas para los polipéptidos en el presente documento se pueden detectar en una muestra tomada de un 
paciente. Si los anticuerpos o los linfocitos T están presentes en niveles normales, esto podría indicar que el 55
paciente ha presentado una respuesta inmunitaria eficaz frente al patógeno. Si los anticuerpos o los linfocitos T 
están ausentes, o están presentes en niveles reducidos, esto podría indicar que el paciente no está consiguiendo 
una respuesta suficiente frente al patógeno, y se podría recomendar un tratamiento más agresivo. En algunos 
aspectos, el anticuerpo o los linfocitos T presentes a niveles reducidos se refieren a las respuestas que están 
presentes en menos de un 50 %, un 20 %, un 10 %, un 5 %, un 2 %, o un 1 % del nivel habitual en un paciente con 60
una respuesta inmunitaria protectora. Las respuestas de los linfocitos T se pueden detectar mediante métodos 
conocidos en la técnica, tales como proliferación de linfocitos T, ELISPOT o ELISA, y los anticuerpos se pueden
detectar por afinidad para cualquiera de los antígenos que se describen en el presente documento, usando métodos 
conocidos en la técnica, como ELISA.

65
En algunos aspectos, la detección de los linfocitos T específicas para antígenos del VHS-2 se puede usar para 
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predecir el progreso y los síntomas de la infección por VHS-2 en un paciente. Después de la infección con el VHS-2, 
algunos pacientes permanecen asintomáticos, aunque el virus puede establecer la latencia. Otros pacientes 
presentan síntomas de infección por VHS-2 y pueden experimentar brotes recurrentes. Los antígenos del VHS-2 
encontrados en pacientes asintomáticos pueden diferir de los antígenos encontrados en pacientes que presentan 
síntomas y/o brotes recurrentes. Por lo tanto, los métodos de detección que se describen en el presente documento 5
se pueden usar para distinguir entre subgrupos dentro de la población de pacientes infectados con el VHS-2. Los 
subgrupos además se pueden dividir en pacientes que experimentan brotes frecuentes y aquellos que, con poca 
frecuencia o nunca, experimentan brotes, o pacientes que presentan niveles elevados de virus y aquellos que 
presentan niveles bajos o no lo hacen. La clasificación de los pacientes, en función de la presencia y los niveles de 
las respuestas de los linfocitos T a ciertos antígenos del VHS-2 pero no a otros, puede ayudar a los profesionales de 10
la salud a determinar los regímenes de tratamiento adecuados. De manera similar, las diferencias en la magnitud de 
las respuestas de los linfocitos T y/o las diferencias en la combinación y los niveles de citoquinas producidas por los 
linfocitos T también se pueden usar para predecir el progreso y los síntomas de la infección por VHS-2 en un 
paciente. Por lo tanto, un paciente infectado cuyo complemento de antígenos del VHS-2 a los que responden los 
linfocitos T predice síntomas graves, brotes frecuentes, y/o niveles elevados de efusión viral puede requerir una 15
terapia antiviral más intensiva y/o un curso más prolongado de tratamiento terapéutico que un paciente cuyo 
complemento de antígenos del VHS-2 predice una infección asintomática.

Alguien con experiencia en la materia entenderá que los métodos en el presente documento no se limitan a la 
detección del VHS-2. Otros aspectos incluyen la detección de virus relacionados que incluyen virus con proteínas 20
homólogas a las proteínas que se han descrito anteriormente, tales como las de la Tabla 1 y/o la Tabla 2. Los virus 
relacionados de ese tipo incluyen, por ejemplo, otros miembros de la familia Herpesviridae. Dependiendo de la 
homología, estos virus relacionados también pueden incluir virus que no son miembros de la familia Herpesviridae.

3. Uso en grupos con un aumento del riesgo de infección por VHS-225

Esencialmente, cualquier individuo tiene un cierto riesgo de infección con el VHS-2. Sin embargo, ciertas 
subpoblaciones tienen un mayor riesgo de infección. En algunos aspectos, los pacientes que reciben la composición 
para el VHS-2 están inmunocomprometidos.

30
Es probable que una condición inmunocomprometida que surge a partir de un tratamiento médico exponga al 
individuo en cuestión a un mayor riesgo de infección. Es posible tratar una infección de manera profiláctica en un 
individuo que tenga la condición inmunocomprometida antes o durante los tratamientos que se sabe que generan 
dicha condición. Al tratar de manera profiláctica con el antígeno antes o durante un tratamiento que se sabe que 
genera tal condición, es posible prevenir una infección posterior o reducir el riesgo de que el individuo contraiga una 35
infección debido a la condición inmunocomprometida. Si el individuo contrae una infección, por ejemplo, después de 
un tratamiento que conduce a una condición inmunocomprometida, también es posible tratar la infección 
administrando al individuo una composición de antígeno.

En ciertos aspectos, las composiciones se administran a niños o pacientes adultos. En otros aspectos, las 40
composiciones son apropiadas para mujeres embarazadas que se infectaron antes de quedar embarazadas, o que 
se infectaron durante el embarazo, tal como para inhibir la infección de un feto o un bebé. Las composiciones 
también se pueden administrar a neonatos y bebés que se infectaron en el útero o durante el parto.

H. Dosis y vías de administración45

1. Cantidades y tiempo de dosificación 

La cantidad de antígeno en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad eficaz, que induce una 
respuesta profiláctica o terapéutica, como se adscrito anteriormente, ya sea en una dosis única o en dosis múltiples. 50
Preferentemente, la dosis no tiene efectos secundarios adversos significativos en los vacunados habituales. Una 
cantidad de ese tipo variará dependiendo de qué antígeno específico se emplee. En general, se espera que una 
dosis comprenda 1-1000 µg de proteína, en algunos casos 2-100 µg, por ejemplo 4-40 µg. Una cantidad óptima para 
una vacuna en particular se puede determinar mediante estudios convencionales que incluyan la observación de 
títulos de anticuerpos, niveles de activación de linfocitos T y otras respuestas en sujetos. En algunos aspectos, la 55
cantidad adecuada de antígeno que se administrará dependerá de la edad, el peso y la salud (por ejemplo, el estado 
inmunocomprometido) de un sujeto. Cuando está presente, un adyuvante generalmente estará presente en 
cantidades de 1 µg - 250 µg por dosis, por ejemplo 50-150 µg, 75-125 µg o 100 µg.

En algunos aspectos, solo se administra una dosis de la vacuna para conseguir los resultados que se han descrito60
anteriormente. En otros aspectos, después de una vacunación inicial, los sujetos reciben una o más vacunaciones 
de refuerzo, para un total de dos, tres, cuatro o cinco vacunaciones. De forma ventajosa, el número es tres o menos. 
Una vacunación de refuerzo se puede administrar, por ejemplo, aproximadamente 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 
meses o 12 meses después de la vacunación inicial, de manera que un régimen de vacunación implica la 
administración a los 0, 0.5-2 y 4-8 meses. Puede ser ventajoso administrar dosis divididas de vacunas que se 65
pueden administrar por la misma o por diferentes vías.
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Las composiciones farmacéuticas que se describen en el presente documento pueden adquirir una variedad de 
formas de dosificación. En ciertos aspectos, la composición se proporciona en forma sólida o en polvo (por ejemplo, 
liofilizada); también se puede proporcionar en forma de solución. En ciertos aspectos, se proporciona una forma de 
dosificación tal como una dosis de composición liofilizada y al menos un recipiente para el diluyente estéril separado.5

En algunos aspectos, el antígeno se administra a un paciente en una cantidad de 1 µmol por dosis. En algunos 
aspectos, el antígeno se administra en una dosis que varía de 10 nmol a 100 nmol por dosis. El experto en la 
materia puede determinar la cantidad apropiada de antígeno que se administrará. En algunos aspectos, la cantidad 
adecuada de antígeno que se administrará dependerá de la edad, el peso y la salud (por ejemplo, estado 10
inmunocomprometido) de un sujeto.

Las composiciones farmacéuticas que se desvelan en el presente documento se administran (en algunos aspectos) 
en cantidades suficientes para provocar la producción de anticuerpos como parte de una respuesta inmunogénica. 
En algunos aspectos, la composición se puede formular para que contenga 5 mcg/0,5 ml o una cantidad que oscila 15
entre 10 mcg/1 ml y 200 mcg/1 ml de un antígeno. En otros aspectos, la composición puede comprender una 
combinación de antígenos. La pluralidad de antígenos puede ser cada uno de la misma concentración, o pueden ser 
concentraciones diferentes.

En algunos aspectos, la composición se administrará de manera escalonada de la dosis, de modo que las 20
administraciones sucesivas de la composición contengan una mayor concentración de composición que las 
administraciones anteriores. En algunos aspectos, la composición se administrará de un modo tal que las 
administraciones sucesivas de la composición contengan una concentración de composición más baja que las 
administraciones anteriores.

25
En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una enfermedad en una 
cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones.

Las aplicaciones terapéuticas de una composición que se describe en el presente documento incluyen reducir la 
capacidad de transmisión, disminuir la progresión de la enfermedad, reducir la efusión viral o eliminar infecciones 30
recurrentes en pacientes que han sido infectados con el VHS-2, tal como en un 90 %, un 80 %, un 70 %, un 60 %, 
un 50 %, un 40 %, un 30 %, un 20 % o un 10 % de los niveles en los que se podrían producir en individuos que no 
son tratados con la composición. La composición también puede reducir la cantidad de VHS-2 presentada por 
individuos infectados, inhibir la expresión de proteínas requeridas para la reactivación del VHS-2 desde la etapa 
latente en pacientes infectados, y/o inhibir la replicación del VHS-2 en neuronas de pacientes infectados, tal como en 35
un 90 %, un 80 %, un 70 %, un 60 %, un 50 %, un 40 %, un 30 %, un 20 % o un 10 % de los niveles en los que se 
podrían producir en individuos que no fueron tratados con la composición.

En aspectos profilácticos, las composiciones se administran a un ser humano u otro mamífero para inducir una 
respuesta inmunitaria que puede inhibir el establecimiento de una enfermedad infecciosa u otra afección. En algunos 40
aspectos, una composición puede bloquear parcialmente que el virus establezca la latencia o reducir la eficacia con 
la que se establece la latencia.

En algunos aspectos, solo se proporciona una dosis (administración) de la composición. En otros aspectos, la 
composición se administra en dosis múltiples. En varios aspectos, la composición se administra una vez, dos veces, 45
tres veces o más de tres veces. El número de dosis administradas a un sujeto depende del antígeno, la extensión de 
la enfermedad o la exposición esperada a la enfermedad, y la respuesta de un sujeto a la composición.

En algunos aspectos, las composiciones se administran en combinación con moléculas antimicrobianas. Las 
moléculas antimicrobianas pueden incluir moléculas antivirales. En la actualidad se conocen muchas moléculas 50
antivirales en la técnica, y se dirigen a una o más etapas del ciclo de vida viral, incluyendo la unión viral a las células 
hospedadoras, la liberación de genes virales y/o enzimas en la célula hospedadora, la replicación de componentes 
virales usando la maquinaria de la célula hospedadora, ensamblaje de componentes virales en partículas virales 
completas y liberación de partículas virales para infectar nuevos hospedadores.

55
2. Vías de administración

La formulación de vacunas y composiciones farmacéuticas en el presente documento se pueden administrar 
mediante administración a un individuo, generalmente mediante administración sistémica (por ejemplo, las vías 
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, subcutánea, transdérmica, subdérmica, intracraneal, 60
intranasal, mucosal, anal, vaginal, oral, sublingual, bucal o se pueden inhalar) o se pueden administrar mediante
aplicación tópica.

En algunos aspectos, la composición se puede administrar directamente a los sitios probables de infección. En 
pacientes de sexo femenino, la composición se puede aplicar por vía tópica a membranas mucosas, o se puede 65
administrar por vía vaginal o rectal usando dispositivos y métodos conocidos en la técnica. Las vías de 
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administración vaginal y rectal permiten la administración prolongada, continua o pulsada de las dosis de la 
composición, y se pueden administrar antes o después de la exposición al VHS, dependiendo del uso de una 
composición profiláctica o terapéutica. En pacientes de sexo masculino, la composición se puede aplicar por vía 
tópica a la piel o membranas mucosas, o se puede administrar por vía rectal. En ambas poblaciones de pacientes, la 
composición también se puede dirigir a los ganglios sensoriales.5

Una vacuna o composición farmacéutica para el VHS-2 se administra a menudo por vía intramuscular. 
Generalmente, en esta vía, la vacuna se inyecta en una zona accesible del tejido muscular. Las inyecciones 
intramusculares se administran, en algunos aspectos, en los músculos deltoides, vasto lateral, ventrogluteal o 
dorsogluteal. Generalmente la inyección se administra con un ángulo de aproximadamente 90° con respecto a la 10
superficie de la piel, por lo que la vacuna penetra en el músculo.

Una vacuna para el VHS-2 también se puede administrar por vía subcutánea. Generalmente la inyección se 
administra con un ángulo de 45° con respecto a la superficie de la piel, por lo que la vacuna se administra al tejido 
subcutáneo y no al músculo.15

En algunos aspectos, la vacuna para el VHS-2 se administra por vía intradérmica. La administración intradérmica es 
similar a la administración subcutánea, pero la inyección no es tan profunda y la capa diana de la piel es la dermis. 
Generalmente la inyección se administra con un ángulo de 10-15° con respecto a la superficie de la piel, por lo que 
la vacuna se administra justo debajo de la epidermis.20

3. Formulaciones

La formulación de vacuna puede ser adecuada para la administración a un paciente humano, y la preparación de la 
vacuna puede cumplir con las pautas de la USFDA. En algunos aspectos, la formulación de vacuna es adecuada 25
para la administración a un animal no humano. En algunos aspectos, la vacuna está esencialmente exenta de 
endotoxinas o exotoxinas. Las endotoxinas incluyen pirógenos, tales como moléculas de lipopolisacáridos (LPS). La 
vacuna también puede estar esencialmente exenta de fragmentos de proteínas inactivas. En algunos aspectos, la 
vacuna tiene niveles más bajos de pirógenos que el agua industrial, el agua del grifo o el agua destilada. Otros 
componentes de la vacuna se pueden purificar usando métodos conocidos en la técnica, tales como cromatografía 30
de intercambio iónico, ultrafiltración o destilación. En otros aspectos, los pirógenos se pueden inactivar o destruir
antes de su administración a un paciente. Las materias primas para las vacunas, tales como agua, tampones, sales 
y otros productos químicos también se pueden identificar sistemáticamente y despirogenar. Todos los materiales de 
la vacuna pueden ser estériles, y cada lote de la vacuna se puede someter a ensayo para determinar su esterilidad. 
Por lo tanto, en ciertos aspectos, los niveles de endotoxinas en la vacuna disminuyen por debajo de los niveles 35
establecidos por la USFDA, por ejemplo 0,2 endotoxinas (UE)/kg de producto para una composición inyectable
intratecal; 5 EU/kg de producto para una composición inyectable no intratecal, y 0,25-0,5 EU/ml para agua estéril.

En algunos aspectos, la vacuna que comprende un polipéptido contiene menos de un 5 %, un 2 %, un 1 %, un 
0,5 %, un 0,2 %, un 0,1 % de otros no polipéptidos, no deseados, con respecto a la cantidad de polipéptidos 40
deseados. En algunos aspectos, la vacuna contiene menos de un 5 %, menos de un 2 %, menos de un 1 %, menos 
de un 0,5 %, menos de un 0,2 %, o menos de un 0,1 % de ADN y/o ARN.

Es preferente que la vacuna tenga una toxicidad baja o nula, dentro de una proporción de riesgo/beneficio razonable.
45

Las formulaciones adecuadas para la introducción de la composición farmacéutica varían de acuerdo con la vía de 
administración. Las formulaciones adecuadas para administración parenteral, tales como, por ejemplo, por vía 
intraarticular (en las articulaciones), intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intranasal y 
subcutánea, incluyen soluciones de inyección estériles isotónicas, acuosas y no acuosas, que pueden contener 
antioxidantes, tampones, agentes bacteriostáticos y solutos que hacen que la formulación sea isotónica con la 50
sangre del receptor deseado, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de 
suspensión, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes y conservantes. Las formulaciones se pueden 
presentar en recipientes sellados de dosis unitarias o de dosis múltiples, tales como ampollas y viales.

Las soluciones y suspensiones de inyección se pueden preparar a partir de polvos, gránulos y comprimidos estériles 55
del tipo que se ha descrito anteriormente. Las células transducidas por el ácido nucleico empaquetado también se 
pueden administrar por vía intravenosa o parenteral.

Las formulaciones adecuadas para administración oral pueden consistir en (a) soluciones líquidas, tales como una 
cantidad eficaz de los polipéptidos o ácidos nucleicos empaquetados suspendidos en diluyentes, tales como agua, 60
solución salina o PEG 400; (b) cápsulas, sobrecitos o comprimidos, conteniendo cada uno de los cuales una 
cantidad determinada previamente del principio activo, tales como líquidos, sólidos, gránulos o gelatina; (c) 
suspensiones en un líquido apropiado; y (d) emulsiones adecuadas. Las formas del comprimido pueden incluir uno o 
más de lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol, fosfatos de calcio, almidón de maíz, almidón de patata, tragacanto, 
celulosa microcristalina, goma arábiga, gelatina, dióxido de silicio coloidal, croscarmelosa sódica, talco, estearato de 65
magnesio, ácido esteárico y otros excipientes, colorantes, cargas, aglutinantes, diluyentes, agentes de 
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taponamiento, agentes humectantes, conservantes, agentes aromatizantes, colorantes, agentes desintegrantes y 
vehículos farmacéuticamente compatibles. Las formas de pastillas para chupar pueden comprender el principio
activo en un sabor, normalmente sacarosa y goma arábiga o tragacanto, así como las pastillas que comprenden el 
principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y emulsiones de goma arábiga, geles y 
similares que contienen, además del principio activo, vehículos conocidos en la técnica. Las composiciones 5
farmacéuticas se pueden encapsular, por ejemplo, en liposomas, o en una formulación que proporciona una 
liberación lenta del principio activo.

Los antígenos, solos o en combinación con otros componentes adecuados, se pueden preparar en formulaciones de 
aerosol (por ejemplo, se pueden "nebulizar") para su administración mediante inhalación. Las formulaciones de 10
aerosol se pueden colocar en agentes propulsores aceptables a presión, tales como diclorodifluorometano, propano, 
nitrógeno y similares.

Las formulaciones adecuadas para administración vaginal o rectal incluyen, por ejemplo, supositorios, que consisten 
en los polipéptidos o ácidos nucleicos empaquetados con una base de supositorio. Las bases de supositorio 15
adecuadas incluyen triglicéridos naturales o sintéticos o hidrocarburos de parafina. Además, también es posible usar
cápsulas rectales de gelatina que consisten en una combinación de los polipéptidos o ácidos nucleicos 
empaquetados con una base, incluyendo, por ejemplo, triglicéridos líquidos, polietilenglicoles, e hidrocarburos de 
parafina. La formulación puede ser adecuada para su administración a un paciente humano, y la preparación puede 
estar de acuerdo con las directrices de la USFDA. En algunos aspectos, la formulación es adecuada para la 20
administración a un animal no humano. En algunos aspectos, la composición está esencialmente exenta de 
endotoxinas o exotoxinas. Las endotoxinas pueden incluir pirógenos, tales como moléculas de lipopolisacáridos 
(LPS). La composición también puede estar esencialmente exenta de fragmentos de proteínas inactivas que pueden 
producir fiebre otros efectos secundarios. En algunos aspectos, la composición contiene menos de un 1 %, menos 
de un 0,1 %, menos de un 0,01 %, menos de un 0,001 %, o menos de un 0,0001 % de endotoxinas, exotoxinas, y/o25
fragmentos de proteína inactiva. En algunos aspectos, la composición tiene niveles más bajos de pirógenos que el 
agua industrial, el agua del grifo o el agua destilada. Otros componentes de la vacuna se pueden purificar usando 
métodos conocidos en la técnica, tales como cromatografía de intercambio iónico, ultrafiltración o destilación. En 
otros aspectos, los pirógenos se pueden inactivar o destruir antes de su administración a un paciente. Las materias 
primas para las composiciones, tales como agua, tampones, sales y otros productos químicos también se pueden 30
identificar sistemáticamente y despirogenar. Todos los materiales de la composición pueden ser estériles, y cada lote 
de la composición se puede someterá ensayo para determinar su esterilidad. Por lo tanto, en ciertos aspectos, los 
niveles de endotoxinas en la composición disminuyen por debajo de los niveles establecidos por la USFDA, por 
ejemplo 0,2 endotoxinas (UE)/kg de producto para una composición inyectable intratecal; 5 EU/kg de producto para 
una composición inyectable no intratecal, y 0,25-0,5 EU/ml para agua estéril.35

En ciertos aspectos, la preparación comprende menos de un 50 %, un 20 %, un 10 %, o un 5 % (en peso seco) de 
proteínas contaminantes. En ciertos aspectos, la molécula deseada está presente en ausencia esencial de otras 
macromoléculas biológicas, tales como otras proteínas (en particular otras proteínas que pueden enmascarar, 
disminuir, confundir o alterar esencialmente las características de las proteínas componentes ya sea preparaciones 40
purificadas o en su función en la mezcla reconstituida del sujeto). En ciertos aspectos, al menos un 80 %, un 90 %, 
un 95 %, un 99 %, o un 99,8 % (en peso seco) de macromoléculas biológicas del mismo tipo presentes (pero pueden 
estar presentes agua, tampones y otras moléculas pequeñas, especialmente moléculas que tienen un peso 
molecular inferior a 5000).

45
Es preferente que la composición tenga una toxicidad baja o nula, dentro de una relación de riesgo/beneficio 
razonable. En ciertos aspectos, la composición comprende ingredientes en concentraciones que son inferiores a las 
mediciones de DL50 para el animal que se está tratando con la composición. Las mediciones de DL50 se pueden 
obtener en ratones u otros sistemas de modelos experimentales y se pueden extrapolar a seres humanos y otros 
animales. Los métodos para calcular la DL50 de los compuestos en seres humanos y otros animales se conocen bien 50
en la técnica. Una composición, y cualquier componente dentro de la misma, podría tener un valor de DL50 en ratas 
mayor que 100 g/kg, mayor que 50 g/kg, mayor que 20 g/kg, mayor que 10 g/kg, mayor que 5 g/kg, mayor que 
2 g/kg, mayor que 1 g/kg, mayor que 500 mg/kg, mayor que 200 mg/kg, mayor que 100 mg/kg, mayor que 50 mg/kg, 
mayor que 20 mg/kg, o mayor que 10 mg/kg. En algunos aspectos, el índice terapéutico de la composición (medido 
como la dosis tóxica para un 50 % de la población (DT50) dividido entre la dosis eficaz mínima para un 50 % de la 55
población (DE50)), es mayor que 1, mayor que 10, o mayor que 100.

I. Preparación y almacenamiento de formulaciones de vacunas y composiciones inmunogénicas

Las vacunas del VHS-2 y se describen en el presente documento se pueden producir usando una variedad de 60
técnicas. Por ejemplo, se puede producir un polipéptido usando una tecnología de ADN recombinante en una célula 
hospedadora adecuada. Una célula hospedadora adecuada puede ser bacteriana, levadura, mamífero u otro tipo de 
célula. La célula hospedadora se puede modificar para expresar una copia exógena de uno de los genes 
polipeptídicos relevantes. Generalmente, el gen está unido de forma operativa a secuencias reguladoras apropiadas 
tales como un promotor fuerte y una secuencia de poliadenilación. En algunos aspectos, el promotor es inducible o 65
reprimible. Otras secuencias reguladoras pueden proporcionar la secreción o la excreción del polipéptido de interés 
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o la retención del polipéptido de interés en el citoplasma o en la membrana, dependiendo de cómo se desee purificar 
el polipéptido. El gen puede estar presente en un plásmido extracromosómico, o puede estar integrado en el genoma 
del hospedador. Alguien con experiencia en la materia reconocerá que no es necesario usar un ácido nucleico 
idéntico en un 100 % idéntico a la secuencia de origen natural. Más bien, algunas alteraciones de estas secuencias 
son toleradas y pueden ser deseables. Por ejemplo, el ácido nucleico se puede alterar para aprovechar la 5
degeneración del código genético de manera que el polipéptido codificado siga siendo el mismo. En algunos 
aspectos, el gen está optimizado para codones para mejorar la expresión en un hospedador en particular. El ácido 
nucleico se puede producir, por ejemplo, mediante PCR o mediante síntesis química.

Una vez que se ha producido una línea celular recombinante, se puede aislar de ella un polipéptido. El aislamiento 10
se puede conseguir, por ejemplo, mediante técnicas de purificación por afinidad o mediante técnicas de separación 
física (por ejemplo, una columna de tamaño).

Además en otro aspecto de la presente divulgación se describe un método de fabricación que comprende la mezcla 
de uno o más polipéptidos o un fragmento inmunogénico o variante de los mismos con un vehículo y/o un adyuvante. 15
En algunos aspectos, el adyuvante es uno que estimula una respuesta de los linfocitos TH1.

En algunos aspectos, los antígenos para inclusión en composiciones de la invención se pueden producir en cultivo 
celular. Un método comprende proporcionar uno o más vectores de expresión de mamíferos y clonación de 
nucleótidos que codifican dos o más polipéptidos seleccionados entre polipéptidos que tienen una secuencia de 20
aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-38, expresando y aislando los polipéptidos a continuación.

Los polipéptidos inmunogénicos que se describen en el presente documento, y las composiciones de ácido nucleico 
que expresan los polipéptidos, se pueden empaquetar en envases, dispositivos dispensadores y kits para 
administrar composiciones de ácido nucleico a un mamífero. Por ejemplo, se proporcionan envases o dispositivos 25
dispensadores que contienen una o más formas de dosificación unitaria. Generalmente, las instrucciones para la 
administración de los compuestos se proporcionarán con el envase, junto con una indicación adecuada en la 
etiqueta de que el compuesto es adecuado para el tratamiento de una afección indicada, tales como las que se 
desvelan en el presente documento.

30
V. Ejemplos

Ejemplo 1. Identificación de antígenos del VHS-2

Se preparó una biblioteca de antígenos del VHS-2 (de la Cepa G del VHS-2, Lote N.º 7C0013, de Advanced 35
Biotechnologies Inc, Maryland) y se identificó sistemáticamente con células mononucleares de sangre periférica 
(PBMC) de donantes humanos. En resumen, una biblioteca de antígenos del VHS fue expresada por bacterias y se 
mezcló con células presentadoras de antígenos (APC). Las APC, a su vez, presentaron péptidos obtenidos a partir
del VHS a linfocitos que se habían aislado de pacientes humanos infectados con el VHS-2. Los pacientes 
pertenecían a varias poblaciones, como se describe a continuación. Las respuestas linfocitarias de cada población 40
se compararon para la reactividad a cada proteína expresada, y la identificación sistemática detectó antígenos que 
inducían linfocitos reactivos con mayor frecuencia en una población de pacientes en comparación con los demás. 
Los pacientes infectados pero asintomáticos y expuestos pero seronegativos pueden activar las respuestas 
inmunitarias protectoras que los pacientes que experimentan brotes frecuentes no lo hacen; en particular, se supone
que los pacientes expuestos pero seronegativos presentan un aumento de la inmunidad esterilizante frente a la 45
infección por VHS-2. Se cree que un conjunto único de polipéptidos activará los linfocitos de estas poblaciones de 
pacientes.

La liberación de IFN-γ de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ de cada población se midió mediante ELISA después 
de la exposición a antígenos candidatos. Los antígenos se seleccionaron en función del aumento de veces de IFN-γ 50
liberado, en relación con el nivel de IFN-γ liberado por los individuos con recurrencias frecuentes que experimentan 
más de cuatro brotes al año.

A. Identificación de antígenos codificados por UL10, UL19, UL40, US4, US6, RS1 (RS1.1, RS1.2, RS1.3), UL 36 
(UL36.3, UL36.4, UL36.5), UL32, y RL255

Los linfocitos se aislaron de pacientes pertenecientes a varias poblaciones: asintomáticos (n = 40), expuestos 
(n = 40), recurrentes frecuentes que experimentan 4 o más brotes al año (n = 43), recurrentes menos frecuentes que 
experimentan menos de 4 o más brotes al año (n = 19), sin tratamiento previo (n = 10), y VHS-2-/VHS-1+ (n = 10). La 
Tabla 3 muestra el análisis de frecuencia para trece antígenos del VHS-2 codificados por UL10, UL19, UL40, US4, 60
US6, RS1 (RS1.1, RS1.2, RS1.3), UL36 (UL36.3, UL 36.4, UL36.5), UL32, y RL2 en la cohorte de pacientes 
expuestos en comparación con los recurrentes con 2 o más brotes al año.
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Tabla 3. Análisis de frecuencia para antígenos codificados por UL10, UL19, UL40, US4, US6, RS1 (RS1.1, RS1.2, 
RS1.3), UL36 (UL36.3, UL36.4, UL36.5), UL32 y RL2

Gen del VHS-2 Nombre de la Proteína Análisis de Frecuencia (seronegativo para VHS-1/VHS-2)

% de respuesta de 
donantes expuestos

Veces de aumento con 
respecto a la respuesta del 
recurrente

UL10 gM 23 % 1,4

UL19 VP5 - -

UL40 ribonucleótido reductasa 36 % 3,0

US4 gG 24 % 1,6

US6 gD 27 % 1,9

RS1 ICP4

RS1.1 54 % 3,0

RS1.2 46 % 2,3

RS1.3 23 % 1,2

UL36
Proteína del tegumento 

mayor

UL36.3 46 % 2,3

UL36.4 46 % 4,2

UL36.5 31 % 1,9

UL32
Escisión de ADN y 

empaquetamiento de 
proteína

- -

RL2 ICP0 45 % 1,6

B. Identificación de antígenos codificados por UL1, UL49.5, y UL54
5

Los linfocitos se aislaron de pacientes pertenecientes a varias poblaciones: asintomáticos (n = 40), expuestos 
(n = 40), recurrentes frecuentes que experimentan 4 o más brotes al año (n = 43), recurrentes menos frecuentes que 
experimentan menos de 4 o más brotes al año (n = 19), sin tratamiento previo (n = 10), y VHS-2-/VHS-1+ (n = 10).

La Tabla 4 muestra el análisis de frecuencia para tres antígenos del VHS-2 codificados por UL1, UL49.5 y UL54, en 10
la cohorte de pacientes expuestos en comparación con.

Tabla 4. Análisis de frecuencia para antígenos codificados por UL1, UL49.5, y UL54

Gen del VHS-2
Nombre de la 

Proteína

Análisis de frecuencia (seronegativo para VHS-1/VHS-2)

% de respuesta de donantes 
expuestos

Veces de aumento con respecto a la 
respuesta del recurrente

UL1 gL2 64 % 2,7

UL49.5 (virión p) 37 % 2,1

UL54 ICP27 22 % 5,8

C. Identificación de antígenos codificados por RL1, UL2, y UL1115

Los linfocitos se aislaron de pacientes pertenecientes a varias poblaciones: asintomáticos (n = 40), expuestos 
(n = 40), recurrentes frecuentes que experimentan 4 o más brotes al año (n = 43), recurrentes menos frecuentes que 
experimentan menos de 4 o más brotes al año (n = 19), sin tratamiento previo (n = 10), y VHS-2-/VHS-1+ (n = 10).

20
La Tabla 5 muestra el análisis de frecuencia para tres antígenos del VHS-2 codificados por RL1, UL2, y UL11 en la 
cohorte de pacientes expuestos en comparación con los recurrentes con 2 o más brotes al año.
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Tabla 5. Análisis de frecuencia para antígenos del VHS-2 codificados por RL1, UL2, y UL11

Gen del VHS-2
Nombre de la 

Proteína

Análisis de frecuencia (seronegativo para VHS-1/VHS-2)

% de respuesta de donantes 
expuestos

Veces de aumento con respecto a la 
respuesta del recurrente

RL1 ICP34.5 45 % 1,3

UL2 ADN glicosilasa 23 % 1,4

UL11
proteína del 
tegumento

21 % < 1,0

Ejemplo 2. Datos In vivo 

A. [Protocolo A] Protocolo de vacunación terapéutica en cobaya 5

Las cobayas Hartley hembra se estimularon por vía intravaginal con la cepa MS del VHS-2 a 5 x 105 pfu para 
establecer una infección del tracto genital. Los animales se monitorizaron para detectar la infección mediante frotis 
vaginal el día 1 después de la infección y la enfermedad aguda entre los días 3 y 14 después de la infección. En el 
día 14, después de la resolución de la enfermedad primaria, los animales se clasificaron de forma aleatoria en 10
grupos de 12 y se inmunizaron por vía subcutánea con antígeno (polipéptido del VHS-2 a una dosis de 15 µg) más 
adyuvante (dosis de 50 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 91:9 de las fracciones A y C de saponina de 
Quillaja). Cada grupo recibió un total de 3 vacunas, los días 14, 21 y 34 después de la infección. Se recogieron 
muestras genitales durante el periodo de vacunación para controlar la efusión viral y las observaciones se 
registraron diariamente. Los síntomas se puntuaron en una escala de 0 a 4 de acuerdo con la gravedad, 0 = sin 15
síntomas; 1 = enrojecimiento o hinchazón; 2 = unas pocas vesículas pequeñas; 3 = varias vesículas grandes; 
4 = varias vesículas grandes con maceración. Además, a los animales con lesiones de gravedad intermedia entre las 
puntuaciones anteriores se les asignó una puntuación de 0,5, 1,5, 2,5, o 3,5.

1. Resultados de los estudios de vacunación terapéutica con ICP4.2, gD2ΔTMR, y gD220

Los resultados de los estudios se presentan a continuación en las Tablas 6-10. El título de IgG se determinó el día 
41 después de la infección y 7 días después de la tercera inmunización usando un promedio de 4 de los 12 animales 
en cada grupo. Las puntuaciones medias de las lesiones recurrentes y el promedio de días de lesión se 
determinaron entre el día 15 y el día 63 después de la infección. Las puntuaciones de las lesiones representan las 25
lesiones totales para cada grupo desde el día 15 al 60 y a continuación se calculó una media. El promedio de los 
días de lesión representa el promedio de días después de la infección en el que los animales inmunizados o no 
inmunizados presentaban lesiones herpéticas. Se recogieron muestras de frotis vaginal de todos los animales 
durante 12 días entre los días 20-59 después de la infección y se almacenaron a -80 ºC hasta que se analizaron los 
títulos de efusión de virus mediante PCR cuantitativa en tiempo real.30

Tabla 6. Resultados de estudios de vacunación terapéutica con ICP4.2 (SEQ ID NO: 2): lesiones

Grupos N = 12 Dosis
Título de 
gD2 IgG

Puntuación Media 
de Lesión 

Recurrente

% de 
Reducción

Promedio de 
Días de Lesión

% de 
Reducción

Solución salina 
tamponada con fosfato

- 1:263 8,1 - 9,0 -

adyuvante solo
50 µg

x 3
1:331 7,1 14 8,5 6

ICP4.2 + adyuvante
15 µg

x 3
1:1079 4,3 47 5,1 44

Tabla 7. Resultados de estudios de vacunación terapéutica con ICP4.2 (SEQ ID NO: 2): efusión viral

Grupos N.º de animales sin efusión 
viral detectable/

total

Número medio de días de
efusión viral

detectada ± ETM

% de 
Reducción

Valor de 
P*

Solución salina 
tamponada con fosfato

0/11 4,5 ± 0,8 - -

Adyuvante solo 0/12 4,4 ± 0,7 2 0,971

ICP4.2 + adyuvante 5/11 1,5 ± 0,5 67 0,004
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Tabla 8. Resultados de estudios de vacunación terapéutica con gD2ΔTMR (SEQ ID NO: 4): lesiones

Grupos
Puntuación Media de Lesión 

Recurrente
% de Reducción

Promedio de Días 
de Lesión

% de Reducción

Adyuvante solo 8,7 - 11,7 -

gD2ΔTMR 5,7 34 8,6 26

Tabla 9. Resultados de estudios de vacunación terapéutica con gD2 (SEQ ID NO: 5): lesiones

Grupos N = 12 Dosis
Título de 
gD2 IgG

Puntuación Media 
de Lesión 

Recurrente

% de 
Reducción

Promedio de 
Días de Lesión

% de 
Reducción

Solución salina 
tamponada con fosfato

- 1:263 8,1 - 9,0 -

Adyuvante solo 50 µg
x 3

1:331 7,1 14 8,5 6

gD2 + adyuvante 15 µg
x 3

> 1:6400 4,0 51 (p = 0,04) 5,0 45

Tabla 10. Resultados de estudios de vacunación terapéutica con gD2 (SEQ ID NO: 5): efusión viral5

Grupos
N.º de animales sin efusión 

viral detectable/
total

Número medio de días de 
efusión viral

detectada ± ETM

% de 
Reducción

Valor de 
P*

Solución salina 
tamponada con 

fosfato

0/11 4,5 ± 0,8 - -

Adyuvante solo 0/12 4,4 ± 0,7 2 0,971

gD2 + adyuvante 4/12 2,4 ± 0,6 47 0,047

B. [Protocolo B] Protocolo de vacunación profiláctica en murino 

Los ratones C57BL/6 hembra de 6 a 8 semanas de edad se inmunizaron por vía subcutánea con antígeno 
(polipéptido del VHS-2) más adyuvante (dosis de 12 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 82:18 de las 10
fracciones A y C de saponina de Quillaja) el día 0 y el día 9. En el día 11, los ciclos estrales se sincronizaron con 
Depo Provera y a continuación los ratones se estimularon el día 16 mediante deposición intravaginal de 10 veces la 
DL50 de la cepa 333 del VHS-2 mientras estaban bajo anestesia. Todos los animales se monitorizaron para 
determinar la morbilidad (puntuación clínica) y la mortalidad, y los pesos corporales y los frotis vaginales se 
recogieron entre los días 17 y 28 después de la infección. Las puntuaciones clínicas se registraron usando la 15
siguiente escala: 0 = sin síntomas, 1 = eritema vaginal, 2 = eritema y edema vaginal, 3 = lesiones herpéticas
vaginales, 4 = parálisis unilateral o ulceración genital grave, y 5 = parálisis bilateral o muerte.

1. Resultados de los estudios de vacunación profiláctica en murino con ICP4.2, VPS, gD2ΔTMR y gD2ΔTMR e 
ICP4.220

En el grupo experimental, los ratones se inmunizaron por vía subcutánea con 5 µg o 10 µg de antígeno más 
adyuvante (dosis de 12 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 82:18 de las fracciones A y C de saponina de 
Quillaja) el día 0 y el día 9. Los animales de control recibieron solo solución salina tamponada con fosfato (PBS) solo 
o adyuvante solo.25

Todos los ratones que recibieron solo PBS o adyuvante solo murieron el día 9 después de la estimulación (sin 
supervivientes). Por el contrario, los ratones que recibieron antígeno sobrevivieron en gran parte hasta el día 9, y un 
20-75 % sobrevivió hasta el día 12 después de la estimulación. La gravedad de los síntomas de la enfermedad 
(enfermedad genital y neurológica) también se puntuó en el día 9 o 10 después de la estimulación. Los ratones 30
inmunizados con ICP4.2, VP5, gD2ΔTMR o gD2ΔTMR e ICP4.2 con adyuvante ISCOM mostraron una disminución 
significativa de los síntomas de la enfermedad en comparación con los grupos de PBS solo o adyuvante solo.
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Tabla 11. Resultados de estudios de vacunación profiláctica en murino

Grupos
Puntuación Media de 
Enfermedad Día 10

% de Reducción Valor de P*
% de Supervivencia 

Día 12

PBS solo/adyuvante solo 5,00/4,81 - -- 0 %

ICP4.2 3,6 28 X- 22,0 %

VP5 + adyuvante 3,13 35 0,146 33,8 %

gD2ΔTMR + adyuvante 1,44 70 0,023 77,5 %

gD2ΔTMR + ICP4.2 + 
adyuvante

0,75 84 0,020 88,8 %

*Ensayo t de Student 

C. [Protocolo C] Protocolo de vacunación profiláctica en cobaya

Las cobayas Hartley hembra de 250-350 gramos (peso) se inmunizaron por vía subcutánea con 15 µg de antígeno 5
más adyuvante (dosis de 50 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 91:9 de las fracciones A y C de saponina de 
Quillaja) el día 0 y el día 14 -21. Los sueros se recogieron con un clip de uñas de los pies 2 a 3 semanas después 
del refuerzo y a continuación las cobayas se estimularon mediante deposición intravaginal de 5 x 105 PFU de la cepa 
MS del VHS-2. Se recogieron muestras de frotis vaginal de todos los animales en los días 30 y 32 y se almacenaron 
a -80 ºC hasta que se analizaron los títulos de virus mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Las cobayas se 10
evaluaron diariamente (día 1-14) y la enfermedad de la piel genital primaria se cuantificó usando una escala de 
puntuación de gravedad de la lesión de 1-4. Las puntuaciones numéricas se asignaron a los signos específicos de la 
enfermedad sigue a continuación: 0, sin enfermedad; 1, enrojecimiento o hinchazón; 2, unas pocas vesículas 
pequeñas; 3, varias vesículas grandes; 4, varias vesículas grandes con maceración. Al final del estudio, las cobayas 
se sometieron a eutanasia y los ganglios de la raíz dorsal (DRG) se recogieron y se almacenaron a -80 ºC hasta que 15
se procesaron para un análisis cuantitativo de PCR en tiempo real.

Tabla 12. Resultados de vacunación profiláctica en cobaya con gD2ΔTMR y VP5

Grupos Título viral,
PFU/ml Día

2

Puntuación media 
total de lesión aguda

% de 
Reducción

Copias de ADN de VHS-2/1 µg 
de ADN de DRG

% de 
Reducción

Adyuvante solo 2,3 x 106 22,6 - 959 -

gD2ΔTMR + 
Adyuvante

1,7 x 106 7,7 66 % 274 71 %

VP5 + adyuvante 5,9 x 105 18,2 17 % 283 70 %

D. [Protocolo D] Ensayo de inmunogenicidad I (patrón)20

Los ratones se inmunizaron por vía subcutánea en la zona del cuello con una inyección de 100 µl de 5 µg de 
antígeno más adyuvante (dosis de 12 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 82:18 de las fracciones A y C de 
saponina de Quillaja) en solución salina. Los ratones recibieron una o dos inyecciones, con 7 días de diferencia. El 
análisis de la inmunogenicidad de la inyección se produjo 7 días después de la inyección final.25

El ensayo de inmunogenicidad fue un ELISPOT de IFN-γ ex vivo. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se enriquecieron a 
partir del bazo y se analizaron por separado. Para el ensayo ELISPOT, las placas de membrana se prepararon 
revistiéndolas durante la noche con anticuerpo de captura y posteriormente se bloquearon con medio suplementado 
durante un mínimo de 2 horas a 37 ºC. Los ratones se sacrificaron y sus bazos se recogieron. A continuación los 30
linfocitos T se prepararon mediante la clasificación de los esplenocitos para linfocitos T CD4+ y CD8+ usando perlas 
magnéticas. La solución de bloqueo se lavó de las placas ELISPOT y los linfocitos T se colocaron en placas sobre 
las placas bloqueadas. Las placas se devolvieron a la incubadora para permitir que los linfocitos T sedimentaran. 
Las APC se prepararon pulsando esplenocitos con agotamiento de linfocitos T sin tratamiento previo con antígeno 
durante 2 horas a 37 ºC. Para los ELISPOT de linfocitos CD4+, las APC se pulsaron con proteína completa. Para los 35
ELISPOT de linfocitos CD8+, las APC se pulsaron con proteína que expresaba E. coli E más cLLO. Un medio de 
control fueron las APC incubadas durante 2 horas a 37 ºC sin antígeno adicional. Las APC pulsadas se irradiaron, se 
lavaron y se ajustaron a 2 x 106 células/ml. Las APC se añadieron a los pocillos apropiados de las placas que 
contenían linfocitos T. A continuación se añadió acetato de miristato de forbol (PMA) e ionomicina a los pocillos de 
control como control positivo. Se permitió que las placas se incubaran durante 18 horas a 37 ºC con un 5 % de CO2. 40
A continuación las placas se desarrollaron usando un anticuerpo biotinilado secundario, peroxidasa de rábano 
picante (HRP) y sustrato 3-amino-9-etilcarbazol (AEC).

E10778532
26-06-2019ES 2 732 815 T3

 



30

1. Resultados del ensayo de inmunogenicidad I con ICP4.2

El ensayo de inmunogenicidad I mostró una respuesta inmunogénica robusta para los regímenes tanto de una
inyección como de dos inyecciones con ICP4.2. Para el régimen de una inyección, el número de manchas de IFN-γ 
por 200.000 linfocitos T fue de 8 y 101 para los linfocitos CD4+ y CD8+, respectivamente. Para el régimen de dos 5
inyecciones, hubo 50 y 70 manchas, respectivamente. Por el contrario, se observaron menos de 15 manchas para el 
medio o adyuvante solo en linfocitos CD4+ o CD8+.

2. Resultados del ensayo de inmunogenicidad I con gD2ΔTMR y gD2
10

Los resultados del ensayo de inmunogenicidad I se muestran en la Figura 1A y B. Se obtuvieron respuestas de los 
linfocitos T CD4+ y CD8+ robustas tanto para gD2 de longitud completa como para gD2ΔTMR. Por el contrario, el 
antígeno gD2 truncado inmediatamente cadena arriba del dominio transmembrana (indicado como 306t en la Figura 
1) mostró respuestas significativamente reducidas.

15
E. [Protocolo E] Ensayo de inmunogenicidad II (rápido)

La E. coli recombinante de la biblioteca patentada de Genocea del orfeoma del VHS-2 se indujo para expresar gL2 o 
fragmentos de proteína ICP4 (ICP4.2, y polipéptidos codificados por RS1.1, RS1.3.1 y RS 1.3.2). La proteína fue 
retenida dentro de las células bacterianas. A continuación las bacterias se fijaron con PFA, se lavaron ampliamente20
con PBS y se almacenaron a -80 ºC hasta que se usaron para la inmunización.

Se inmunizaron tres ratones por grupo con 1 x 108 bacterias en PBS por ratón por inyección intraperitoneal. Los 
ratones recibieron 1-2 refuerzos adicionales en intervalos de 1 semana. Siete días después del último refuerzo, los 
sueros se recogieron y se analizaron en un ensayo de neutralización del VHS-2. Se prepararon diluciones en serie 25
de cinco veces para muestras de plasma o suero en una placa de fondo redondo de 96 pocillos, seguido de la 
adición de 50 PFU del VHS-2 (cepa 333) a cada pocillo. Las placas se cubrieron y se incubaron a 37 ºC durante 1 
hora. 200 µl de dilución de virus-suero se transfirieron por duplicado a células Vero cultivadas en una placa de 
cultivo de tejidos de 48 pocillos y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC. A continuación se añadieron 300 µl de DMEM 
que contenía FBS al 2 % a cada pocillo y las placas se incubaron durante 48 horas a 37 ºC. Para visualizar las 30
placas de virus, las placas se tiñeron con cristal violeta.

Tabla 13. Resultados del ensayo de neutralización del VHS-2 con gL2, ICP4.2, y polipéptidos codificados por RS1.1, 
RS1.3.1 y RS1.3.2

Inmunógeno Título de IgG de Neutralización del VHS-2*

E. coli//gL2 1:50

E. coli//RS 1.1 < 1:20

E. coli//ICP4.2 < 1:20

E. coli/RS 1.3.1 1:100

E. coli//RS1.3.2 < 1:20

Control positivo (DL11 Mab) 1:2500

Control negativo (Suero de ratón sin tratamiento previo) < 1:20

* Dilución del suero que inhibe un 50 % del control del virus

35
F. [Protocolo F] Ensayo de inmunogenicidad III (combinaciones de péptidos superpuestos)

Los ratones se inmunizaron con 2 µg/ratón de péptidos superpuestos (OLP) combinados que se extendían a toda la 
secuencia de fragmentos de gL2, ICP4 e ICP4 codificados por RS1.3.1 y RS1.3.2. Los OLP se formularon en 
adyuvante TiterMax (Alexis Biochemical) en un volumen total de 100 µl por ratón, en los que el adyuvante representó 40
1/3 de la dosis subcutánea. Los ratones se inmunizaron el día 0, se reforzaron el día 6 y los bazos y la sangre se 
recogieron el día 11. Se prepararon suspensiones de células individuales a partir de los bazos y los eritrocitos se 
sometieron a lisis. A continuación las suspensiones de esplenocitos se dividieron en mitades. La primera mitad se 
separó en células presentadoras de antígeno, linfocitos T CD4+ y CD8+ ; se sembraron 200.000 linfocitos T por 
pocillo de la placa ELISPOT de IFN-gamma y se estimularon con 100.000 APC y la combinación de los OLP 45
correspondiente a la inmunización, péptido irrelevante, control positivo y negativo. Las células se incubaron en 
placas durante la noche, tras lo cual las placas se desarrollaron y se hizo el recuento de las manchas por pocillo. La 
segunda mitad de cada suspensión de esplenocitos se desarrolló en forma de esplenocitos no separados 
(400.000/pocillo), se pulsó con péptidos y se analizó como se ha descrito anteriormente.

50
Los resultados se muestran en las Figuras 2A y B como una magnitud de la respuesta por grupo de inmunización.
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G. [Protocolo G] Vacunación con al menos dos antígenos

Ejemplo 1. Inmunogenicidad de gD2ΔTMR e ICP4 o ICP4.2 en ratones CS7BL/6

La proteína purificada se mezcló con adyuvante y se inmunizó en ratones sin tratamiento previo para evaluar la 5
capacidad de generar respuestas de los linfocitos T CD4+ y CD8+ a los antígenos proteicos. En resumen, el antígeno 
solo (gD2ΔTMR (5 µg)) o las combinaciones de antígenos (gD2ΔTMR e ICP4.2 (10 µg)) se mezclaron con 
adyuvante (dosis de 12 µg de una matriz ISCOM con una mezcla a 82:18 de las fracciones A y C de saponina de 
Quillaja) y se administró por vía subcutánea a ratones, dos veces, con 9 días de diferencia. Siete días después de la 
segunda inmunización, los ratones se sometieron a eutanasia y los bazos se recogieron para los ensayos ELISPOT 10
IPNγ ex vivo. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se clasificaron a partir de la población de esplenocitos usando perlas 
magnéticas revestidas con anticuerpos y a continuación se cultivaron en conjunto en membranas revestidas con 
anticuerpos específicos de IPNγ en placas de 96 pocillos con esplenocitos sin tratamiento previo que se pulsaron 
con antígenos específicos o no específicos (como se ha descrito) y se irradiaron con un aparato de irradiación de 
rayos X. Después de 18 horas de incubación, el IPNγ capturado se detectó con un anticuerpo secundario biotinilado 15
específico de IPNγ y se visualizó con peroxidasa de rábano picante y sustrato de 3-amino-9-etilcarbazol. Los datos 
se informan como el número de unidades formadoras de manchas de IFN-γ por 2 x 105 linfocitos T ± desviación 
estándar de tres ratones por grupo. La Figura 3 muestra el número de unidades formadoras de manchas de IFN-γ 
por 2 x 105 linfocitos T CD4+ o CD8+ ± desviación estándar de tres ratones por grupo. Como se observa en las
Figuras 3A y B, el número de unidades formadoras de manchas de IFN-γ por linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+20
aumenta en ratones inmunizados con antígeno gD2ΔTMR combinado con ICP4.2 en comparación con antígeno
gD2ΔTMR solo.

Ejemplo 2. Las combinaciones de gD2 e ICP4.2 más inmunización con adyuvante redujeron los síntomas de 
enfermedad y mortalidad en ratones25

La capacidad de desencadenar la inmunidad protectora después de la inmunización con la proteína ICP4.2 en 
combinación con gD2 más adyuvante se evaluó en un modelo de ratón de estimulación con VHS-2 letal. En 
resumen, se inmunizaron ocho ratones C57BL/6 por grupo con gD2 (2 µg) o ICP4.2 (10 µg) más adyuvante 
individualmente o con ambos antígenos mezclados juntos más adyuvante. Las formulaciones se administraron por 30
vía subcutánea en la zona del cuello dos veces, con 9 días de diferencia. Los ciclos estrales se sincronizaron con 
Depo Provera 5 días antes de la infección por el virus, y los animales se estimularon por vía intravaginal 7 días 
después de la segunda inmunización con 20 veces la DL50 de la cepa 333 del VHS-2. Los síntomas de la 
enfermedad se puntuaron después de la infección y se controló la supervivencia. Las puntuaciones de gravedad de 
la enfermedad fueron las siguientes: 0 = sin síntomas, 1 = enrojecimiento, 2 = enrojecimiento e hinchazón,35
3 = lesiones herpéticas, 4 = ulceración grave o parálisis unilateral, y 5 = parálisis bilateral o muerte.

Tabla 14. Efecto de las proteínas gD2 e ICP4.2 del VHS-2 en los síntomas de enfermedad, replicación viral y 
mortalidad

Antígeno (+ 
adyuvante) N = 8

Puntuación 
media de 

enfermedad Día
7

Reducción de la 
puntuación de 

enfermedad

Valor de 
P**

Reducción del
título viral

% de 
Supervivencia 

Día 11

PBS 3,5 ± 0,3 - - - - - - - - - 0 %

gD2* (2 ug) 2,5 ± 0,2 29 % 0,016 0 % 25 %

ICP4.2 (10 ug) 1,7 ± 0,4 51 % 0,005 0 % 13 %

gD2 (2 ug) + 
ICP4.2 (10 ug)

1,3 ± 0,3 63 % 0,0004 20 % 50 %

*EC; **Ensayo t de Student

40
Ejemplo 3. Las combinaciones de gD2ΔTMR e ICP4.2 más inmunización con adyuvante redujeron los 
síntomas de enfermedad y mortalidad en ratones

Los ratones inmunizados con una combinación de antígenos gD2ΔTMR e ICP4.2 mostraron una puntuación media 
de enfermedad más baja a los diez días después de la estimulación con el virus en comparación con los animales 45
que recibieron el antígeno individual con adyuvante.
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Tabla 15. Efecto de las proteínas gD2ΔTMR e ICP4.2 del VHS-2 en los síntomas de enfermedad y tasa de 
supervivencia en ratones

Grupos Puntuación Media de 
Enfermedad Día 10

% de Reducción Valor de P* % de 
Supervivencia Día
12

Adyuvante solo 4,81 - - - 00 %

gD2ΔTMR + adyuvante 1,44 70 0,023 75 %

gD2ΔTMR + ICP4.2 + 
adyuvante

0,75 84 0,020 88 %

Ejemplo 4. La combinación de gD2 e ICP4.2 más inmunización con adyuvante reduce la gravedad de 
lesiones recurrentes cuando se administra por vía terapéutica a cobayas infectados con el VHS-2 5

La capacidad para influir en la reactivación del VHS-2 en cobayas infectados después de la inmunización terapéutica 
con antígenos más adyuvante se evaluó. En resumen, las cobayas se infectaron por vía intravaginal con 5 x 105 pfu 
de la cepa MS del VHS-2, se militarizaron para enfermedad primaria durante 14 días, y a continuación se clasificaron 
al azar en grupos de inmunización (N = 15). Los animales inmunizaron tres veces por vía subcutánea los días 14, 10
21, y 35 después de la infección con antígeno (15 µg) más adyuvante (50 µg) o adyuvante solo, el sistema de 
puntuación fue como sigue a continuación: 0 = sin síntomas, 1 = enrojecimiento, 2 = lesiones individuales, 3 = 
lesiones grandes o fusionadas, 4 = ulceración grave o parálisis unilateral, y 5 = parálisis bilateral o muerte. La Tabla 
16 muestra los datos como la puntuación media de la lesión recurrente para cada semana después de que las 
cobayas se recuperarán de su enfermedad aguda. Las cobayas tratadas con una combinación de antígenos gD2 e15
ICP4.2 mostraron una reacción en la puntuación media de la lesión a los 7 (día 42) y 14 (día 49) 10 días después de 
su última inmunización en comparación con los animales que recibieron los antígenos individuales con adyuvante.

Tabla 16. Efecto de la vacuna de las proteínas gD2 e ICP4.2 del VHS-2 en la enfermedad cutánea genital recurrente

Puntuación Media de Lesión Recurrente Después de Infección por VHS-2 

Antígeno + Adyuvante Día 15-21 Día 22-28 Día 29-35 Día 36-42 Día 43-49

PBS 2,00 ± 0,45 1,17 ± 0,35 1,50 ± 0,50 0,87 ± 0,28 1,33 ± 0,33

gD2 1,00 ± 0,30 0,67 ± 0,24 0,80 ± 0,19 0,83 ± 0,26 0,77 ± 0,28

ICP4.2 1,97 ± 0,38 1,07 ± 0,29 1,03 ± 0,33 0,53 ± 0,16 0,83 ± 0,29

gD2 e ICP4.2 1,43 ± 0,32 0,80 ± 0,27 1,07 ± 0,33 0,43 ± 0,19 0,70 ± 0,27

20
Secuencias

SEQ ID NO: 1 = ICP4, longitud completa
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SEQ ID NO: 2 = fragmento interno de ICP4

SEQ ID NO: 3 = gL2 citoplasmático

SEQ ID NO: 4 = deleción interna de gD2
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SEQ ID NO: 5 = secuencia de gD2 predicha 

5

SEQ ID NO: 6 = ICP34.5

10
SEQ ID NO: 7 = ICP0

SEQ ID NO: 8 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.1, N.º 1-400)15
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SEQ ID NO: 9 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.3.1, N.º 750-1024)

5

SEQ ID NO: 10 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.3.2, N.º 1008-1319)

10
SEQ ID NO: 11 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.3, N.º 750-1319)
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SEQ ID NO: 12 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.4, N.º 340-883)

SEQ ID NO: 13 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.5, N.º 775-1318)
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SEQ ID NO: 14 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.6, N.º 209-1318)

SEQ ID NO: 15 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.7, deleción de 391-544)
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SEQ ID NO: 16 = fragmentos internos de ICP4 (RS1.8, deleción de 786-864)
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SEQ ID NO: 17 = secuencia predicha para uracil ADN glicosilasa (codificada por UL2)

5

SEQ ID NO: 18 = secuencia predicha para proteína del tegumento codificada por UL11

10
SEQ ID NO: 19 = gL2 secretada

SEQ ID NO: 20 = secuencia predicha para VP5 codificada por UL1915
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SEQ ID NO: 21 = VP5 codificada por UL19ΔTEV
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SEQ ID NO: 22 = secuencia predicha para ICP1/2 codificada por UL36
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SEQ ID NO: 23 = fragmentos internos de ICP1/2 codificados por UL36.3.4.1

SEQ ID NO: 24 = fragmentos internos de ICP1/2 codificados por UL36.4.2.5
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SEQ ID NO: 25 = secuencia predicha para reductasa codificada por UL40

5

SEQ ID NO: 26 = ICP47 codificada por US12

10
SEQ ID NO: 27 = gM2 codificada por UL10

SEQ ID NO: 28 = secuencia predicha para proteína de escisión/empaquetamiento codificada por UL1515
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SEQ ID NO: 29 = secuencia predicha para ICP35 codificada por UL26.5

SEQ ID NO: 30 = secuencia predicha para polimerasa codificada por UL30
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SEQ ID NO: 31 = secuencia predicha para complejo de helicasa/primasa codificado por UL5

SEQ ID NO: 32 = secuencia predicha para complejo de helicasa/primasa codificado por UL8
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SEQ ID NO: 33 = secuencia predicha para proteína desconocida codificada por UL15.5

5

SEQ ID NO: 34 = secuencia predicha para proteína de escisión y empaquetamiento codificada por UL32

10
SEQ ID NO: 35 = secuencia predicha para fragmento de ICP1/2 codificado por UL36.4.2

SEQ ID NO: 36 = secuencia predicha para ICP27 codificada por UL5415
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SEQ ID NO: 37 = proteína viriónica codificada por UL49.5

5

SEQ ID NO: 38 = gG2 codificada por US4

10
SEQ ID NO: 39 = secuencia de nucleótidos para RS1 (ICP4), longitud completa
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SEQ ID NO: 40 = US6ΔTMR

E10778532
26-06-2019ES 2 732 815 T3

 



51

SEQ ID NO: 41 = secuencia de nucleótidos para RL1 (ICP34.5)

SEQ ID NO: 42 = secuencia de nucleótidos para RL2 (ICP0)
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SEQ ID NO: 43 = secuencia de nucleótidos para UL36.3.4.1
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SEQ ID NO: 44 = secuencia de nucleótidos para UL36.4.2.5
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SEQ ID NO: 45 = secuencia de nucleótidos para US12 (ICP47)
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SEQ ID NO: 46 = secuencia de nucleótidos para US4

SEQ ID NO: 117 = RS1.2
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SEQ ID NO: 118 = UL1 (citoplasmática), gL de longitud completa

5

SEQ ID NO: 119 = UL1 (Secretada), gL de longitud completa (Ag preferente)

10
SEQ ID NO: 120 UL19 delta TEV VP5 longitud completa
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SEQ ID NO: 121 = RS1.1

E10778532
26-06-2019ES 2 732 815 T3

 



59

SEQ ID NO: 122 = RS1.3.1

SEQ ID NO: 123 = RS1.3.25

SEQ ID NO: 124 = RS1.3
10

E10778532
26-06-2019ES 2 732 815 T3

 



60

SEQ ID NO: 125 = RS1.4
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SEQ ID NO: 126 = RS1.5

SEQ ID NO: 127 = RS1.6
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SEQ ID NO: 128 = RS1.7

ES 2 732 815 T3
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SEQ ID NO: 129 = RS1.8
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SEQ ID NO: 130 = marca de His 

HHHHHH5

SEQ ID NO: 131 = Marca
MSYYHHHHHH

SEQ ID NO: 132 = Señal de Secreción10
MKFLVNVALVFMVVYISYIYA

SEQ ID NO: 133 = UL49.5

15

SEQ ID NO: 134 = UL10
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REIVINDICACIONES

1. Una formulación de vacuna que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un primer polipéptido 
inmunogénico que consiste en:

5
(a) una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 2;
(b) una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 2 y que 
carece de 1-20 aminoácidos desde el extremo N-terminal, C-terminal, o desde los extremos tanto N-terminal 
como C-terminal de la SEQ ID NO: 2; o
(c) una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2 y que carece de 1-20 aminoácidos desde el extremo N-10
terminal, C-terminal, o desde los extremos tanto N-terminal como C-terminal de la SEQ ID NO: 2.

2. La formulación de vacuna de la reivindicación 1, en la que el primer polipéptido consiste en la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 2.

15
3. La formulación de vacuna de la reivindicación 1, que además comprende un segundo polipéptido que comprende
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5 que tiene una deleción interna de 8-24 restos de aminoácido
contiguos seleccionados entre los restos de aminoácido 340-363 de la SEQ ID NO: 5.

4. La formulación de vacuna de la reivindicación 3, en la que el segundo polipéptido consiste en la secuencia de 20
aminoácidos de la SEQ ID NO: 5 que tiene una deleción interna de 8-24 restos de aminoácido contiguos
seleccionados entre los restos de aminoácido 340-363 de la SEQ ID NO: 5.

5. La formulación de vacuna de la reivindicación 1, que además comprende un segundo polipéptido que comprende
una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 4.25

6. La formulación de vacuna de la reivindicación 1, que además comprende un segundo polipéptido que consiste en
una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 4.

7. La formulación de vacuna de la reivindicación 1, que además comprende un segundo polipéptido que comprende30
la secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 4 y que carece de 1-
20 restos de aminoácido desde el extremo N-terminal, C-terminal, o desde los extremos tanto N-terminal como C-
terminal de la SEQ ID NO: 4.

8. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, que además comprende un tercer 35
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3 o un fragmento inmunogénico que 
comprende al menos 8 restos de aminoácido contiguos de la SEQ ID NO: 3.

9. La formulación de vacuna de la reivindicación 8, en la que el tercer polipéptido consiste en la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 3 o un fragmento inmunogénico que consiste en al menos 20 restos de aminoácido40
consecutivos seleccionados entre los restos 1-224 de la SEQ ID NO: 3.

10. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el primer polipéptido 
comprende la SEQ ID NO: 2 que tiene una deleción de 1-20 restos de aminoácido en el extremo N-terminal, C-
terminal, o ambos, de la SEQ ID NO: 2.45

11. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el primer polipéptido 
consiste en la SEQ ID NO: 2 que tiene una deleción de 1-20 restos de aminoácido en el extremo N-terminal, C-
terminal, o ambos, de la SEQ ID NO: 2.
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12. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el primer polipéptido 
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 2.

13. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el primer polipéptido 
consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos un 90 % con la SEQ ID NO: 2.55

14. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que además comprende un 
adyuvante que comprende una o más fracciones purificadas de saponinas de quillaja.

15. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para su uso en un método de 60
tratamiento profiláctico y/o terapéutico del herpes VHS-1 o VHS-2.

16. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la formulación de 
vacuna tiene una o más de las siguientes características:

65
(i) inhibe síntomas del VHS-2, en particular reduce el número de lesiones herpéticas o reduce el número de días 

ES 2 732 815 T3

 



69

que un sujeto experimenta lesiones herpéticas;
(ii) inhibe la infección por VHS-2 en un sujeto sin infectar, en particular aumenta el título de IgG frente a uno o 
más antígenos del VHS-2, aumenta la respuesta de linfocitos T frente a uno o más antígenos del VHS-2, o 
reduce el número de lesiones herpéticas al inicio de la infección por VHS-2; y
(iii) inhibe síntomas del VHS-2 o inhibe la infección por VHS-2 en tres dosis o menos.5

17. La formulación de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha formulación de 
vacuna tiene una o más de las siguientes características:

(i) provoca una secreción de IFN-γ por linfocitos T en sujetos que están expuestos pero son seronegativos o 10
infectados pero son asintomáticos al menos 2,3 veces más elevada que por linfocitos T en sujetos que 
experimentan al menos 4 brotes recurrentes de síntomas del VHS al año, opcionalmente en la que dichos 
linfocitos T son linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+;
(ii) reduce uno o más síntomas de la infección por VHS-2 en un sujeto, en el que los síntomas de infección por 
VHS-2 comprenden uno o más de formación de lesiones, dolor, irritación, picor, fiebre, malestar general, dolor de 15
cabeza, efusión viral, y pródromo; y
(iii) inhibe el inicio de la infección por VHS-2, inhibe el desarrollo de una infección por VHS-2 latente en un sujeto, 
reduce la efusión viral en un sujeto infectado con el VHS-2, o reduce la recurrencia de brotes en un sujeto
infectado con el VHS-2.

20
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