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RESUMEN

Las vacunas de ADN son una estrategia atractiva para generar una respuesta eficiente

de  linfocitos  T  CD8  antitumorales  capaces  de  destruir  el  tumor  y  generar  memoria

inmunol6gica,  protegiendo frente  a  la  aparici6n  de  nuevos  tumores.  Sin  embargo,  la

memoria  inmunol6gica  que  generan  las  vacunas  antitumorales  ha  sido  pobremente

caracterizada.

Basados en la capacidad de generar memoria,  los linfocitos T CD8 (LT CD8) efectores

se clasifican en linfocitos T efectores de vida corta (SLEC, del ingles short-lived effector

cells)  y  linfocitos  T  efectores  preoursores  de  memoria  (MPEC,  del  ingles  memory

preoursor  effector cells).  Los  MPEC  dan  origen  a  los  LT  CD8  de  memoria  efectores

ITEM),  a  los  LT  CD8  de  memoria  central  (TCM)  y  a  un  nuevo  subtipo  recientemente

descrito    llamado    LT    CD8    de    memoria    resldente    (TRwh    que    se    establece

permanentemente en  los  6rganos no  linfoides.  Los  linfocitos TRM CD8  se caracterizan

por expresar en  su  superficie  altos  niveles  de  las  moleoulas  CD69  y  CD103,  por su

gran capacidad efectora y porque su presencia en tumores ha sido correlacionada con

mayor sobrevida y mejor pron6stico en  pacientes con  cancer de  pulm6n y ovario.  La

vacunaci6n  intrad6rmica  es  una  estrategia  altamente  atractiva  para  el  desarrollo  de

vacunas terapeuticas contra e[ cancer debido a la gran cantidad de ce[ulas dendriticas

que   se   encuentran   en   la   dermis.   Sin   embargo,   se   desconoce   si   las   vacunas

administradas por esta via generan  linfocitos TRM CD8.  Par lo tanto el objetivo de este

trabajo  fue  determinar  si  la  inmunizaci6n  intradermica  con  vacunas  de  ADN  genei.a

linfocitos   TRM   CD8   en    la    piel.    Para   esto   se   administraron   vacunas   de   ADN

convencionales  (PVAX) y ba§adas en  replicones alfavirales (DREP) codificantes de  la

proteina  ovoalbamina  (OVA)  en  ratones  C57BL/6.  Ambas  vacunas  generaron  altas

xii



frecuencias de MPEC en  la fase efectora, respuestas de linfocitos TOM, TEM y TRM de la

piel.

Los LT CD8 especificos fueron detectados mediante tinci6n con un multimero de MHC-

1,  el dextfamero H-2 Kb/SIINFEKL que reconoce los LT CD8 que  poseen el TOR para

el  peptido  jnmunodominante de  la  protefna OVA,  OVA G257.264).  En  el sitio vaounado  se

identificaron   dos   poblaciones   de   linfocitos  TRM   CD8,   una  CD103+  y   otra   CD103-,

mientras que en sitios distantes (no vacunados) se detectaron principalmente linfocitos

TRM  CD8  CD103+,  indicando  que  estas  celulas  no  solo  se  acumulan  en  el  lugar de

administraci6n la vacuna si no que pueden colonizar toda la piel. Queda por determinar

el  rol  de  estas  celulas  en   la  inmunidad  antitumoral  y  si  es  que  sus  propiedades

efectoras difieren entre los fenctipos descrfros.

xiii



ABSTRACT

DNA  vaccination  is  an  attractive  strategy to  efficiently  generate  CD8  T cell  response

able  to  attack  tumors  and  generate  memory,  protecting  against  tumor  recurrence.

However, i cell memory elicited by DNA vaccines has been poorly described.

Based  on  the  potential to  generate  memory  responses,  effector CD8 T cells  can  be

defined   as   short-lived   effector  cells   (SLEC)   and   memory   precursor  effector  cells

(MPEC).  MPEC population originates effector memory ITEM),  central memory (TCM) and

a recently described  subset of resident memory ITRM) T cells that permanently resides

in  non-lymphoid  tissues.  CD8  TRM  are  characterked  by  the  expression  of  CD69  and

CD103,  high effector capacity and their presence in tumors predicts a better prognosis

and survival in patients with lung and ovarian cancer.

lntradermal  vaccination  is  a  highly  attractive  strategy  to  deliver therapeutic  vaccines

against cancer, due to the large amount of dendritic cells found in the dermis. However,

it is unkno\m if intradermally administered vaccines generate CD8 TRM. The aim of this

study   was   to   determine   whether   intradermal   immunization   with   DNA   vaccines

generates skin CD8 TRM. To this end, female C57BL/6 mice were immunized twi.ce with

either conventional  DNA  (PVAX)  or  DNA-launched  alphavirus  replicon-based  (DREP)

vaccines encoding the model antigen ovalbumin  (OVA).  Both vaccines generated  high

levels  of  MPEC  that  produced   high   levels  of  CD8  TCM,   TEM  and  skin-TRM.  Antigen-

specific   CD8   T  cells   were   recognized   by   staining   with   the   MHC   I   multimer   H-2

Kb/SllNFEKL   to   recognize   CD8   T   cells      expressing   the   TOR   specific   for   the

immunodominant  peptide  OVA  (257.264)    of  the  OVA  antigen.  In  vaccinated  skin,  both

CD103+ and CD103-antigen-specific CD8 TRM populations were identified, whereas in



distant  skin  areas from  vaccination,  CD8  TRM  CD103+ were  mainly detected.  These

results indicate that CD8 TRM cells not only accumulate in the vaccinated site but they

are able to colonize distant sites of the skin.  It  remains to  detemine the role of CD8

TRM  cells  in  antitumor immunity and  if their effector properties differ between the two

phenotypes previously descn.bed.



lNTRODUCC16N

lnmunoloQia del cancer e inmuno{eraDias

EI  cancer es una  enfermedad  en  la  oval c6lulas anormales del  cuerpo se dividen

descontroladamente  y  se  diseminan  a  otros  tejidos  (Ncl  2012).  El  cancer figura

como  una  de  las  principales  causas  de  mortalidad  a  nivel  mundial  (Siegel  y col..

2014).   Dentro   de   las  fomas   mss   agresivas   esta   el   cancer  de   piel   llamado

melanoma   el   que   corresponde   a   un   tumor   maligno   que   se   orlglna   en   los

melanocitos,   celulas   de   la   piel   que   producen   melanina   la   oual   contribuye   a

protegemos   de   los   efectos   dafiinos   del   sol   (Hussein,   2008).   La   eficacia   del

tratamiento   contra   el   melanoma   depende   de   la   detecci6n   temprana   y   del

procedimiento  quirfirgico  para  extirparlo.  Cuando  alcanza  un  estado  avanzado  se

vuelve    resistente    a    los    tratamientos    convenctonales   como    qulmioterapia    y

radioterapia (Pawlik & Sondak, 2003).

Las  tasas  de  sobrevida  de  diez  afios  para  pacientes  con  melanoma  metastasico

son  inferiores  al  10%  (Bhatia  y  col.,  2009).  Por  lo  tanto  se  hace  necesan.o  e

indispensable el desarrollo de nuevas terapias contra el melanoma.

La   inmunoterapia   contra   el   edncer   busca   promover  y   activar   eficazmente   la

capacidad  del sistema  inmune  para  eliminar c6lulas tumorales que nan evadido la

vigilancta    inmunol6gica.    Existen    dos    tipos,    la    inmunoterapia    pasiva    y    la

inmunoterapia  activa.  La  inmunoterapia  pasiva  consiste  en  administrar al  paciente

de forma ex6gena celulas a mol6culas efectoras manipuladas /.n w.fro (Rosenberg &

Dudley, 2009).

Los linfocitos T CD8 (LT CD8)  citot6xicos efectores son el componente principal de

la   respuesta  immune  antitumoral  porque  son  capaces  de  reconocer  y  eliminar

especificamente las celulas transfomadas (Nakano y col., 2001 ).



La inmunoterapia  activa  o vaounas contra  el  cancer potencia  /.n  vivo  la generaci6n

de    LT   CD8   citot6xicos   espec'rficos   contra   antigenos   que   son    expresados

diferencialmente en tumores primarios y diseminados. Las vacunas contra el cancer

son   una   altemativa   costo   efectiva   que   generan   una   respuesta   inmunol6gica

protectora    de   larga    duraci6n,    lo   cual   representa    el    mayor   objetivo   de   la

inmunoterapia contra el cancer para controlar la reourrencla de la enfermedad,  Un

ejemplo  de  este  tipo  de  terapia  son  las  vacunas  de  ADN  (Schuster y col.,  2006;

Mellman y col.. 2011 ; Tacken & Figdor. 2011 ; Yang y col., 2014).

Vacunas de ADN

La  vacunaci6n  con  ADN  permite  generar una  respuesta  inmune  mediada  por  LT

CD8 citot6xicos, que ha mostrado ser eficjente en diversos modelos preclinicos de

cancer.  Las vaounas de ADN son p[asmidos que contienen el gen de un antigeno,

bajo  el  control  de  un  promotor  fuerte,  usualmente  el  del  citomegalovirus  (CMV)

(Kutzler   &   Weiner,   2008;   Stevenson   y   col.,   2010).   Este   tipo   de   vaouna   es

administrada par via intrad6mlca, intramuscular o subcutanea medlante diferentes

sistemas de entrega.  Una vez dentro de las c6lulas del tejido vaounado, ocurre la

expresi6n  i.n  vt.vo del  antigeno  codificado  lo  que  genera  una  respuesta  inmune  de

LT CD8 citot6xicos contra dicho antigeno (Kutzler & Weiner, 2008; Stevenson y col.,

2010).

Las vacunas de ADN  poseen  van.as  ventajas comparadas a  otras terapias,  entre

ellas se destacan los bajos costos de produccj6n y purificaci6n a gran escala,   son

faciles de generar, altamente estables y son seguras. Ademas las vacunas de ADN

actdan coma adyuvantes en si mismas ya que poseen mdltiples y potentes sefiales

capaces de activar receptores de la  inmunidad innata  (Herrada y col.,  2012;  Khan,

2013).



Actualmente   existen   tres  vacunas   de  ADN   aprobadas   par  la   FDA  para   uso

veterinario,  por ejemplo para melanoma canino, y existen diversos estudios c]inicos

evaluando  la  eficacl.a  de  las  vacunas  de  ADN  contra  diferentes  enfermedades  e

infecoiones humanas (Stevenson y col., 2010; Ferraro y col., 2011).

En  estudios  clinicos  en  humanos,  las  vacunas  de ADN  nan  demostrado  generar

respiiestas inmunes pero con [imitada eficacia clinica.

Un  obsfaculo  para  el  6xito  de  las  vacunas  de  ADN  ha  sido  su  baja  eficiencia  de

ti`ansfecci6n  /'n  v/.vo.    Con  el  fin  de  mejorar  la  eficiencia  de  transfecci6n  se  ban

desarrollado  sistemas  que  mejoran  la  entrega  de  los  vectores  al  inten.or  de  las

celulas del sitio de vacunact6n.  La electroporaci6n t.n  v/.vo es una tecnica eficiente,

simple y aplicable en clinica para la administraci6n de las vacunas de ADN porque

mejora  el  ingreso  del  plasmido  a  las  c6Iulas  medlante  la  apllcacl6n  de  pulsos

electhcos  breves  y  controlados  qile  inducen  una  permeabilizaci6n  transitoria  y

reversible de la membrana celular (Sardesai & Weiner, 2011 ). Esta t6onica aumenta

la expresi6n del antigeno, la infiltract6n de c6lulas del sistema inmune en el sitio de

inmunizaci6n     y    promiieve     la     producct6n     de     quimioquinas     y     citoquinas

proinflamatorias que contribuyen  a  la  inducci6n de  una  respuesta  inmune eficiente

(Babiuk &  Baca-Estrada,  2004; Ahlen y col., 2007; Luxembourg y col„ 2007).

Otro  obstaoulo  para  el  6xito  de  las  vacunas  de  ADN  es  que  la  mayoria  de  los

estudios    preclinicos    se    nan    desarrollado    en    modelos    animales    pequefios,

requiri6ndose  altas  dosis  que  son  dificilmente  escalables  a  humanos.  Las  dosis

tipicas utilizadas en ratones van de los 10 a los 100 Lig, lo que escalado a humanos

corresponde a 80-200 mg de ADN por inyecci6n  mientras que los estudios clinicos

usan dosis menores a  1-2 mg (Luxembourg y col., 2007;  Rice y col., 2008; Hemada

ycol.I   2012).



Par lo tanto, esto ha impulsado a desarrollar estrategias que mejoren la potencia de

las vaounas de ADN,  que se requieran en bajas dosis y que sean escalables para

§u uso en humanos (Femaro y col., 2011).

En este contexto, una de las estrategias que se ha desarrollado son las vacunas de

ADN   basadas   en   sistemas   de   replicones   alfavirales   (DREP).   Estas   vaounas

funcionan  a  dosis  mas  bajas  que  las  vacunas  de  ADN  convencjonales  (10-100

veces  mss  bajas)  y  generan  una  respuesta  de  LT  CD8  citot6xicos  mss  potente

(Knudsen y col., 2012).  Los DREP son plasmidos que codifican para un replic6n de

alfavirus  bajo  el  control  del   promotor  CMV.   Una  vez  que  el  vector  DREP  se

encuentra  dentro  de  la  c6lula,  el  replic6n  es  transcrito  en  iin  ARN  mensajero

(mARN).   Parte  de  la  seouencia  es  traducida  a  una  replicasa  alfaviral,   Ia  oral

reconoce un promotor subgen6mico en dicho mARN,  que controla la expresi6n del

antfgeno de intetes (Quetglas y col., 2010;  Lundstrom, 2014). La replicasa amplifica

cerca de 100 veces la expresi6n del antigeno, comparado con las vacunas de ADN

convencionales (Driver y col.,1995; Vander  y col., 2012).

El  potente  efecto  inmunoestimulador  de  estas  vacunas  es  atribuido  a  los  altos

niveles de expresi6n del antigeno y  a la gran cantidad de intermediarios virales de

ARN  doble  hebra  que  se  unen  a  receptores  de  la  inmunidad  innata  como TLR3,

RLR  y  PKR,  desencadenando  la  producci6n  de  interferones  de  tipo  I   (lFN  I)  y

apoptosis,  generando  una  respuesta  inmllne adaptativa  especffica  (Diebold  y col.,

2009; Naslund y col., 2011 ;  Knudsen y col., 2012).

Vacunas de ADN v memoria inmunol6oica

El objetivo de las vacilnas de ADN antitumorales es generar una respuesta eficiente

de  LT  CD8  que  elimine  las  c6Iulas  tumorales  y  qiie  permita  la  generaci6n  de

memoria  inmunol6gica,  protegiendo frente a la reaparici6n  de nuevos tumores.  Sin

embargo, esto no ha sido completamente dilucidado y se requiere de estudios mss



acabados  de  la  respuesta  de  memoria  que  generan  estas  vacunas  (Castellino  y

col.' 2009).

El   repertorio   de   LT   CD8   virgenes   comprende   miles   de   c6lulas,   cada   una

expresando  un  receptor  de  c6lulas  T  (TCR)  que  le  permite  reconocer  de  forma

especifica  p6ptidos  de  8-10  aminoacidos  presentados  en  el  complejo  mayor  de

histocompatibilidad  (MHC)  de clase I  (Blattman y col.,  2002).  Para que [os LT CD8

virgenes adquieran capaci.dad efectora deben ser activados por celulas dendriticas

(DC)   que   son   celulas  presentadoras  de  antigenos  profesionales.   Frente  a   un

pat6geno o infecci6n, las DC poseen la capacidad de captar antigenos provenientes

del pat6geno o de la c6lula infectada, procesarlos en p6ptidos pequefios y cargarlos

en  mo[eoulas de  MHC  de  tipo  I  y  11.  Posteriormente  las  DC  migran  a  los  n6dulos

linfaticos  donde  le  presentan  antigenos  a  los  LT  CD4  y CD8  virgenes  (Steinman,

2012).   La   presentaci6n   de  antigenos,  junto  con   sefiales  coestimuladoras  y  la

seoreci6n de citoquinas por parte de la  DC  inducen  la activaci6n y proliferaci6n  de

los  LT.   Ios  que  adquieren  un  fenotl.po  efector.   Una  vez  que  los  LT  nan  sido

activados,  adquieren  la  capacidad  de dejar el  6ngano  ljnfoide y viajar al  sitio  de la

infecci6n donde destruyen a las celulas infectadas y ayudan a controlar la infecci6n

(Banchereau   y   col.,   2000).   Los   LT   CD4  efectores   son   activados   por  celulas

presentadoras   de   antigeno   que   presentan   p6ptidos   del   pat6geno   unidos   a

moleculas del  MHC de clase 11,  productendo citoquinas que modulan  la funci6n de

los  LT  CD8  (Luckheeram  y  col.,  2012).  Los  LT  CD8  citot6xicos  reconocen  a  las

c6Iulas  infectadas  que  expresan  p6ptidos  del  pat6geno  unidos a  MHC  de  clase  I,

destruyendolas a trav6s de la expresi6n de moleculas citot6xicas como Fas ligando

(FasL),  la  liberaci6n  de  vesleulas  con  moleoulas  citot6xicas,  tales  como  perfon.na

(PFN),   granzlmas]   interfer6n   y   (IFN-y)  y  factor  de  necrosis  tumoral   a   ITNF-a)

(Zhang & Bevan, 2011).



Luego de 1-2 semanas posteriores a la infecct6n se produce el punto mss alto de la

respuesta  efectora  de  LT  CD8  citot6xjcos,  la  mayoria  de  los  cuales  muere  por

apoptosis  en  los  sigilientes  dias  durante  la  fase  de  contracci6n  de  la  respuesta

(Harry & Badovinac,  2008).  Los  LT  CD8 que sobreviven  (~5-10  %  de  los linfocitos

detectados  en  el  maximo  de  la  respuesta  efectora)  originan  a  los  LT  CD8  de

memoria.   Estas  c6lulas  se  caracterizan  por  persi§tir  en  el  tiempo  y  poseer  la

capacidad  para responder rapida y robustamente ante una segunda exposici6n al

antigeno, proporcionando una protecci6n a largo plazo (Kaech y col„ 2002; Wjlliams

& Bevan, 2007).

Basados  en  la  capacidad  de  generar memoria,  los  LT  CD8  efectores  se  pueden

clasificar en:  LT efectores de vida corta (SLEC, del ingles short-lived effector cells),

que  confieren  protecci6n  inmediata,  pero  contribuyen  poco  al  repertorio  de  LT  de

memoria, muriendo durante la etapa de contracci6n; y LT efectores precursores de

memoria   (MPEC,   del   ingl6s   memory   precursor   effector   cells)   que   tienen   la

capactdad  de  responder a  sefiales  de  supervivencta y convertlrse  en  LT  CD8  de

memoria  (Amsen  y  col.,    2013).  Los  SLEC  y  MPEC  se  diferencian  en  base  a  la

expresibn  de  la  cadena  a  del  reciaptor de  IL-7,  CD127,  y  la  expresi6n  de  KLRG1

(del ingl6s killer lectin-like  receptor).  La expresi6n de  KLRGl  determina que  los  LT

CD8  efectores  posean  Lin  fenotipo   SLEC   (Joshi  y  col.,   2007)   mientras  que  la

expresi6n  CD127  determina  que  los  LT  CD8  efectores  se  diferencien  en  LT  de

memoria y que  posean  mayor expresi6n  de  mol6oulas antiapopt6ticas coma  Bcl2

(Kaech, Tan et al. 2003).  Par lo tanto, Ios SLEC son CD127-KLRG1+,  mientras que

los  MPEC  son  CD127+KLRG1-  (Kurtulus  y  col.,  2012).   Existe  un  tercer  subtipo

menos  estudiado  de  LT  CD8  efectores,  con  lln  fenotipo  CD127-KLRG1-,  llamados

LT CD8 efectores de fase temprana (EEC, del ingl6s early efector cells). Se ha vista

que  estos  linfocitos  predominan  tempranamente  en  iina  infecci6n  y  que  tienen  la



capaa.dad  de  dar  origen  a  SLEC,  MPEC  y  a  ellos  mismos  (Obar  &  Lefrancois,

2010).  Par  dltimo,  se  enouentra  una  ouarta  poblaci6n  descn.ta,  llamada  LT  CD8

efectores  doble  positivos  (DPEC.  del  ingl6s  double-positive  effector  cells)  que  se

define   por  ser  CD127+KLRG1+.   Aunque   no   se   sabe   mucho   acerca   de   esta

poblaci6n, pueden ser encontrados cuando se produce la mayor respuesta efectora

de LT CD8 citot6xicos luego de una infecci6n (Plumlee y col., 2013).

Los  LT  de  memoria  se  nan  definido  en  base  a  la  expresi6n  de  receptores  de

superficie,    Iocalizaci6n,   propiedades   de   ciroulaci6n   asi   coma   sus   funciones

efectoras.  Los  LT de  memoria  efectores  (TEN)  y  LT de  memoria  central  (TCM)  ham

sido  considerados clasicamente  como  las dos pn.ncipales poblaciones  de memon.a

(Chang y col., 2014).

Los  TEM  reciroulan  entre  tej'idos  no  linfoides y los  6rganos  linfoides  secundarios a

traves  de  la  sangre.   Los  TEN  tienen  baja  capaci.dad  proliferativa,  pero  pueden

proveer  protecci6n  inmediata  contra  el  antigeno  a  trav6s  de  la  producci6n  de

citoquinas  efectoras tales  como  lFN-y y la  liberaci6n  de  vesiculas  citot6xicas.  Los

TCM  tienden  a  localizarse  en  los  6rganos  linfoides  seoundarios.  Los  TCM  tienen

functones   efectoras   limitadas   pero   son   capaces   de   proliferar  robustamente   y

diferenciarse en TEN en  respiiesta a  una estimulaci6n antig6nica. Tambi6n  pueden

producir interleuquina 2 (lL-2) (Mueller y col., 2013;  Chang y col., 2014).

Los  TCM  y  TEM  pueden  ser  diferenciados  en  base  a  la  expresi6n  de  diversas

moleculas  de  superficie,  tales  como  CD44  y  CD62L.   Los  TOM  se  definen  como

CD44+CD62L+  y  los  TEM  como  CD44+CD62L-.  CD44  es  una  glicoproteina  que  se

incrementa luego de la activaci6n de los LT virgenes durante la respuesta contra el

pat6geno.   Una   vez  que   la  infecci6n   es   controlada,   sus   niveles  de   expresi6n

permanecen elevados en la superficie de los LT de memon.a por lo que es utilizado



como marcador de exposici6n prevl.a al antigeno (Baaten y col„ 2010; Baaten y col..

2012).  CD62L  guia  la  migraci6n  de  los  LT  para  entrar  a  los  n6dulos  linfaticos  y

tambi6n  participa  en  la  adhesi6n  de  los  LT  al  endotelio  vascular  en  los  sitios  de

inflamaci6n.   Este  receptor  tambien  se  encuentra  presente  en  los  TCM  y  los  LT

virgenes  pemitiendoles  ingresar  a  los  n6dulos  linfaticos  en  bt]squeda  de  c6Iulas

presentadoras que le presenten su antigeno (Kaech y col., 2002; Yang y col., 2011).

TRM: LT de memoria residentes

Recientemente  se  ha  descn.to  que  existe  un  nuevo  tipo  de  LT  de  memoria  que

reside pemanentemente  en  los  tejidos no  linfoides,  Ios que se  denominan  LT de

memoria   residentes   ITRM).       Los   TRM   se   caracterizan   por   su   persistencia   y

confinaci6n en un tejido partjoular fuera del cual no recirculan (Mackay y col., 2012;

Schenkel & Masopust, 2014).  Luego de una infecci6n en un tejido no linfoide, como

la piel. el tracto reproductive a el tracto gastrointestinal. Ios LT CD8 presentes en el

n6dulo   linfatico   drenante   son   activados  y  adquieren   la   expresi6n   de   distintos

receptores que les pemiten  migrar al  sitio  donde oourri6  la lnfecci6n  para eliminar

al pat6geno (Park & Kupper, 2015).  Por ejemplo, en los n6dulos linfati.cos de la piel,

se  induce  la  expresi6n  de  receptores  en  los  LT  CD8  citot6xjcos  que  facilitan  la

entrada a la piel tales coma ligandos de e-selectjna y p-selectjna (Jiang y col., 2012)

asi como receptores de quimioquinas (CCR8 y CCR10) que les pemiten infiltrar en

este tejido (Mccully y col., 2012).  Luego de que la infecoi6n ha sido eliminada, una

poblaa.6n de los LT CD8 precursores de memoria se establece en  los 6rganos no

linfoides y da lugar a los TRM.  En la piel se ha visto que la formacj6n y mantenci6n

de los TRM depende de diversas sefiales como lL-15, TGF-a, TNF-a e lL-33 (Casey

y col.,  2012).



Los TRM actrian como primera linea de defensa  frente a un pat6geno con el qiie se

ha tenido  previo encuentro y esfan  preparados constitutivamente para Llna  fapida

funci6n   efectora   (Jiang   y   col.,   2012;   Schenkel   &      Masopust,   2014).   Se   ha

demostrado que esta poblaci6n de TRM es capaz de proteger potentemente contra

infecciones independientemente de los LT CD8 de memoria circulantes (Gebhardt y

col., 2009; Jlang y col., 2012;  Mackay y col.. 2015).

Los  TRM CD8  tienen  un  perfil  transon.pcional  que  les  distingue  de  los  TEM  y TCM,  y

que  contn.buye  a  su  mantencl.6n  en  los  tejidos  no  linfoides  (Mackay y  col.,  2013).

Los  TRM CD8  expresan  CD103,  CD69  y  bajos  niveles  de  SIPIR  (Mackay y  col..

2013).  CD103  es una  integn'na que  se  expresa  en  los TRM CD8  de  piel,  pulmones,

tracto  gastrointestinal,  cerebro,  tracto  genital  entre  otros  (Shin  &  lwasaki,  2013).

Aunque no se expresa en todos los TRM descritos,  se ha visto que  CD103 tlene un

rol  importante  en  la  retenci6n  y diferenciaci6n  de  los TRM CD8  en  distintos  tejidos

O^/akim  y col.,  2010).  Por ejemplo, en modelos de infecci6n viral en ratones se ha

visto  que en la  piel,  CD103 es  necesario  para  la formaci6n y supervivencia de  los

TRM  CD8   (Mackay  y  col.,  2013).  Ademas  se  ha  determinado  que  los  TRM  CD8

CD103+ tienen una mayor capacidad de producci6n de citoquinas efectoras que los

TRM  CD8  CD103-en  modelos  animales  y  humanos  (Piet    y  col.,  2011;   Park  &

Kupper,  2015).  CD69  es  un  marcador que  expresan  los  TRM  y  su  expresi6n  esta

involucrada en la retenci6n de los TRM en tejidos no linfoides ya que interfiere con la

expresi6n y funcj6n del receptor SI PI R el cual es critico para la recl.rculaci6n de los

LT  (Mackay y col.,  2015).  SIPIR  detecta  gradientes de  la  mol6cula  SIpl  qiie se

encuentra en altos niveles en la sangre y que sirve para guiar a los linfocitos  fuera

de  los tejidos (Oyster & Schwab.  2012).  CD69 hace que disminuyan  los niveles de

SIPIR,  hacienda  que  los  TRM  Sean  incapaces  de  recircular  y  responder  a  las

gradientes de SI P (Mackay y col., 2015).
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Los TRM CD8 producen  niveles elevados de citoquinas efectoras tales como IFN-y,

TNF-a y granzima 8 (Shin & [wasaki, 2013; Alotti y col., 2014).

En infecciones virales se ria determinado que los TRM CD8 estimulan fapidamente la

respilesta  inmune  innata  y  adaptativa,  proveyendo  protecci6n  contra  el  agente

infeccioso y a la vez contra pat6genos no relacionados (Liu y col., 2010; Schenkel y

col.,  2013).  AIgunos  estudios  que  nan  analizado  la  presencia  de  LT  CD8     en

tumores s6lidos humanos nan  proporcionado  pruebas de qiie los TRM CD8  podrian

mediar la inmunidad antitumoral.  La infiltract6n  de LT CD8   con un fenotipo TRM es

indicativo  de  un  pron6stico  mas  favorable  en  pacientes  con  cancer  de  ovario  y

pulm6n  (\^/ebb  y col.,  2014;  Djenidi y col.,  2015).  Todas  esta§  observaciones  ham

llevado a un creciente intefes   par desarrollar vacunas que generen TRM CD8 como

potencial terapia contra distintas patologias.

La  vaounact6n  intrad6mica  ha  sido  una  estrategia  extensamente  utilizada  para

desarrollar  vacunas  terap6uticas  contra   el   cancer  debido   a  que  la   dermis  se

encuentra densamente poblada por distintos subtipos de DC (Romani y col., 2012).

Sin  embargo  se  desconoce  si  las  vacunas  de  ADN  administradas  por  esta  via

generan   TRM   CD8.   Por  lo  tanto  el   objetivo   de   esta  tesis  fue   determinar  si   la

jnmunizaci6n intradermica con vaounas de ADN genera TRM CD8 en la piel.
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Hip6tesis

Las vacunas de ADN entregadas via intrad6mica inducen la generaci6n de LT CD8

especificos de memoria residentes de la piel.

Objetivo General

Estudiar si la§ vaounas de ADN entregadas via jntrad6rmica inducen la generaci6n

de LT CD8 especificos de memoria residentes de la piel.

Objetivos espec ificos

1.    Comprobar  la  capactdad  de  las  vacunas  de  ADN  convencionales  y  basadas  en

replicones  de alfavi.rus    para  generar respuestas  potentes  de  LT  CD8  citot6xicos

efectoras y protecci6n frente a un desafio con c6lulas tumorales de melanoma.

2.   Evaluar la generact6n de LT CD8 efectores y precursores  de memoria en animales

inmunjzados  con  vaounas  de  ADN  convenci.onales  y  basadas  en  replicones  de

alfavirus via intrad6rmica.

3.    Evaluar  la  generaci6n  de  LT  CD8  especificos  de  memoria  cenhal  ITCM),  efectora

(TEN)  y  residente  (TRM)  de  la  piel  en  animales  inmunizados  con  vacunas  de  ADN

convencjonales y basadas en replicones de alfavirus via intradermica.



MATERIALES Y METODOS

Maten.ales

Bacterias

Bacterias:  Las  bacterias  Eschen.Of]/.a  co/f. cepa  IVovaB/ue,  fueron  facilitadas  por  la

Dra. Evelyn Silva, FCV (Santiago, Chile).

Plasmidos

Los  vectores  utilizados  en  esta  tesis  fueron:  PVAX-OVA  (POVA),  DREP-OVA (D-

OVA),  gentileza  de  Centro  del  Cancer  del  Karolinska  lnstitutet  (SK,  Suecia)  y  un

vector.vacio (DREP) generado en el laboraton'o.

Medios de oultivo bacteriano v otros reactivos

Medio  Lun.a-Bertani (LB):  10 g/L de bacto triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 5

g/L de Nacl.

Agar  LB:  10  gfl_  de  bacto  triptona,  5  g/L  de  extracto  de  levadura,  5  g/L  de  Nacl,

agar 15 g/L.

Medio SOC:  2% de bacto triptona.  0,5 % de extracto de levadura,  10 mM de Nacl,

2,5 mM de Kcl,10 mM de Mgc12.10 mM de Mgs04, 20 mM de glucosa.

Kanamicina (Sigma-Aldrich CO. St. Louis, MO,  USA).

Medios de cultjvo celular v otros reactivos

Se  utiliz6   medio   RPMl   1640  con   10%   suero  fetal  bovino   (SFB),   0,1   mM     de

aminoacidos  no  esenciales.  2  mM  de  L-glutamina,   100  I.U/ml  de  penicilina,   100

12
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iig/inl de estreptomicina,  1  mM   de piruvato de sodio, todos los reactivos son Gibco

life Techonologies (Carlsbad, CA, USA).

Ssolueiones.reacti\roscomeroialesvkits

Tamp6n  fosfato  salino  (PBS)  (1X):  KH2P041,06  mM,   Na2HP04*7H20  2,97  mM,

Nacl 155,17 mM, pH 7,4 (Gibco, Carisbad, CA,  USA).

Tampon   de   lisis   de   g16bulos   rojos:   RBC   Lysis   Buffer   (10X):   pH   7,1    -   7,4

(BioLegend, San Diego, CA, USA).

Sevoflurano (Baxter, lL, USA).

NucleoBond   Xtra   Midi   EF   (midiprep)   y   NucleoBond   Xtra   Mat   EF   (maxiprep)

(Macherey-Nagel, Ddren, Gemany).

Heparina (Labjratorio Sanderson, Santiago, Chile).

Fixation/Permeabilization (BD Biosciences, CA, USA),

Pem/Wash Buffer (BD Biosciences, CA, USA).

Golgiplug (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Soluciones de lavado

PBS lxun 2%.

Anticueroos de Citometrfa de fluio

Los  anticuerpos  utilizados fueron  obtenidos de  Biolegend  (Sam  Diego,  CA,  USA) y

corresponden  a:  CD8-Pecy7  (Clon  53-6.7),  CD3-Percp  (Clon  17  AI),  lEN-v-PE

(Clon    XMG12),    TNF-ciAPC    (Clon    MP6-XT22),    Zombie    Aqua-B\/510,    CD3-

APC/Cy7    (Clan    145-2C11),    CD8-PEcy7   (Clon   53-6.7),    KLRGlrav421    (Clan

2F1/KLRG1),  CD127AF488  (Clan  A7R34),  CD44-Percp  tlM7),  CD62LJ3E  (MEL-

14),  CD3AF488 (Clon  17 A2),  CD69APC/Cy7 (Clan H12F3),  CD103-BV421  (clan

2E7).



14

P6ptido

Pare  la  reestimulaci6n  /n  vifro  de  los  linfocitos,  se  utiliz6  el  p6ptido  OVA 257"

SllNFEKL (Genscript, Piscataway, NJ, USA).

Dextrfroro

Se utiliz6 el multimero de  MHC  I:  Dextramero  H-2  Kb/SllNFEKL  (OVA 257£er), APC

tlmmudex, Copenhagen, Dinamanca).

EauiDamiento

lncubador    de    C02    (Thermo    Scientific    serie    8000    WJ    modelo    3429TF);

mierocentrifuga  para  eppendorf (Brinkmann  modelo  5415D);  centrifuga  refrigerada

(Thermo  Scientific  MegaFuge  40R);  lector multimodal  para  microplacas  @IO-TEK

modelo   Synergy  HT);   congelador  -80   (Ultra   low  temperature  freezer,   Sanyo);

cit6metro  de  fluio  reD  Biosciences  modelo  FACscanto  11);  electroporaclor  Derma

Vax  DNA  Vaccine  Skin   Delivery  System  (C}rto   Pulse  Sciences);  elecfroclo  con

aguias paralelas de 2 mm (C}rto Pulse Sciences).

M6todos

Etectroooraci6n de bacterias

Se  tomaron   15  ml  de  un  cultivo  de  bacterias  Estherrichfa  coAj  cepa  /\fovaBrfe

crecidas durante la noche y se centrifugaron a 5000 RCF por 5 minutes a 4°C.  En

campana de fli+jo y en  hielo,  se elimin6 el  sobrenadante y se resuspendi6 el  pellet

bacteriario  en   1   ml  de  H20  bidestilada  fria,  este  paso  se  repiti6  cuatro  veces

dejando  las  bacterias  peleteadas.  Se  prendi6  el  electroporador y se  setearon  las

condiciones (25 Uf, 200 a y 2,5 kv). Las bacterias se resuspendieron en  100 lil de

H20  bidestilada  y se  afiadi6  10  ng  de  ADN  plasmidial.  Luego  se  colocaron  en  la

coubeta   de  electroporaci6n   (previamente  enfriada  a  -20°C)  y  se  oprimieron  los

bbotones del  elctroporador hasta  que genera  el  pulso.  Inmediatamente se afiadi6  1

ml de medio de culti\ro  LB, se homogeniz6 y se dej6 creciendo en el agitador por 1

h  a  37°C.  Finalmente  las  bacterias  se  centrifugaron  2  minutos  a  5000  RCF  a
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temperatura   ambiente,   se   elimin6   el   sobrenadante,   se   resuspendieron   en   el

volumen remanente y se plaquearon en una placa de LB-Agar con kanamictna y se

incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Extracci6n v ourificaci6n de ADN Dlasmidial

Las bacterias E§cfterfehfa co# cepa ^fovaB/ue transformadas con los plasmidios se

crecieron   en   medio   LB   suplementado   con   kanamicina   50   uginiL.   El  volumen

empleado para cada inoculo flie de 300 ml o 600 ml  dependiendo si la pireparaci6n

correspond fa a midiprep o ma>dprep, respectivamente. Los sistemas de extracci6n y

purificaci6n    empleados    para    las    diferentes    preparaciones    corresponden    a:

NucleoBond  Xtra  Midi  EF  (midiprep)  y  NucleoBond  Xtra  Ma)a  EF  (rna)dprep).  La

extracci6n   y   purificaci6n   se   realiz6   segiln   las   especificaciones   del   fabricante

(Macherey-Nagel,    Di]ren,    Germany).    Finalizada   esta   etapa   se   determin6   la

coricentraci6n  del  ADN  plasmidial  mediante  espectrofotometrfa  a  una  longitud  de

onda de 260 nm (Synergy HT). EI ADN plasmidial obtenido es libre de endotoxinas.

Animales

Los  ratones hembras C57BL/6 fueron  mantenidos a temperature controlada y con

un  regimen altemado de luz y oscuridad de  12 h.  Los animales tuvieron acceso a

comida y agua  ad //lbffctm.  Los  procedimientos y normas  generales de mantenci6n

estan   descritos   en   el   protocolo   de  manejo  y  supervision  animal   del   proyecto

FONDECYT   11110525  aprobado  por  los  Cornites  de  Bio6tica  de  la  Fundaci6n

Ciencia & Vida y de Fol\lDECYT.

Inmunizaci6n mediante electroDoraci6n intradermica /n wivc>

Ratones  hembras  C57BL/6  de  6  -  8  semanas  de  edad  se  anestesiaron  y  se

mrnantuvieron  durante  todo  el  procedimiento  con  sevoflurano  3  %.  Los  ratones  se

inyectaron  intrad6rmicamente con  una  soluci6n de  PBS  IX que  contenfa  los ADN

plasmidiales  utilizados.  La  inyecci6n  se  realiz6  en  das  sitios  diferentes  (20  HL  en
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cada sitio) cercanos a la base de la cola, Luego de esto se coloed un electrodo con

due hileras de agt+jas paralelas de 2 mm, dejando el sitio de inyecci6n entre estas

dos  hileras.  Se  aplicaron  2  pulsos  de  125 Vfom  durante  0,05  ms  seguidos  de  8

pulsos  de  275  V/cm  durante  10  ms  usando  un  electroporador  Demia  Vax  DNA

Vaccine Skin Delivery System.

Ensavos de desafio tumoral

En  el  experimento terap6utico  los animates fueron desafiados con 2,5xl05 celulas

de fa linea muriiia de melarioma 816F10 que expresa el antigeno OVA y dos dias

despues  fueron  vacunados  mediante  electroporaci6n  intrad6rmica  con  2  I-g  cle

POVA, D-OVA o el vector vacio. Posteriormente, Ios ratones fueron sangrados doce

dfas despu6s de fa vacunaci6n con el fin de obtener linfocitos especificos contra el

antigeno modelo OVA.  Durante  18 dias se sigui6 el crecimiento tumoral, realizando

tres   mediciones   por   semana.   AI   final   de   los   18   dfas   los   animales   fueron

sacrificados.  El  caloulo  del  volumen  tumoraL  se  hizo  segdn  la  siguiente  formula:

Vozi4men(mm3)==g=±.    Donde    W    conesponde    al    ancho    del    tumor,    H

comesponde al alto y L corresponde al largo.

Procesamienlo de la sanare Dara analisis de LT CD8

Los ratones fueron sangrados mediante un corte en la cola usando un bisturi esteril

y se recolectaron 200-250 uL finales de sangre en tubos de 1 ,5 ml conteniendo 70

uL de heparina a una concentraci6n 500 U/rril. La sangre se transfiri6 a tubos de 15

rnl  y  se  trat6  con  3  ml  de  RBC  Lysis  Buffer  lx  por  10  minutes  a  temperatura

aambiente  agitando  de  vez  en  cuando,  luego  se  agregaron  10  ml  de  PBS  IX.  A

cocontinuaci6n,lasmuestrassecentrifugarona400RCFpor5minutosatemperatura

ambiente. Se elimin6 el sobrenadante y las celulas se resuspendieron en 5 mL de

RPMI  1640 con 0,1  mM   de aminoacidos no esenciales, 2 mM de Lnglutamina,100

I.U/ml de penicilina,100  LIg/ml de estreptomicina,1  mM   de piruvato de sodio.  I.as
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c6Iulas se centrifugaron a 400 RCF por 5 minutos a temperatura ambiente y luego

se  resuspendieron  en  250  iJL   de  medio  RPMl   1640  suplementado.   Luego  se

utilizaron  100  HL  de  esta  suspension  celular  para  la  tinci6n  con  anticueipos  de

superficie,  intracelulares  o  el  de>ctfamero  H-2  loo/SIINFEKL  (OVA 257i264),  APC.  La

tinci6n  se  realiz6  en  placa§  de  96  pocillos  con  fondo  redondo  (Thermo  Fisher

Scientific, V\fallham,  MA,  USA).

Reestimulaci6n An vfro de linfocitos brovenientes de la sancire

Luego de procesar las linfocitos provenientes de la sangre, se cultivaron  loo uL de

la  suspensi6n  celular obtenida  en  places  de  96  pocillos  y se  adicion6100  uL  de

media   RPMI    1640   complete,   Suplementado   con   el   p6Ptido   OVA  257L284  a   una

concentracich final de  1  Ligwhl por pocillo.  Luego la placa con linfocitos se incub6 a

37° C y 5% de C02 par 2 h. Posteriormente, cada pocillo de c6lulas se trat6 par 6 h

carl 50 uL  de medio  RPMl  1640 completo suplementado con  0,25 uL de Golgiplug

con  el  fin  de  inducir  el  acumulamiento  intracelular  de  citoquinas.   Pasado  este

periodo,   las  c6lulas  fLleron   centrifugadas   a   400   RCF   par  5   minutes  y   luego

resuspendidas  en  100  LiL  de  PBS-SFB  2%,  para  llevar a  cabo  posteriormente  las

thciones de superficie e intracelular.

Tindi6n de sijoerficie e intracelufar de celulas v analisis Dor citometria de fluio

Todas  las  centrifugaciones  de  este  protocolo  se  realizaron  400   RCF  y  a  4°C

durante 5 minutes.

Las c6lulas se centrifugaron, se elimin6 el sobrenadante y se procedi6 con la tinci6n

de superficie, agregando 25  uL de PBS-SFB  2%  por pocillo suplementado con  los

diferentes anticuerpos de superfidie en su diluci6n apropiada durante 30 minutos a

4°C en  oscuridad.  Posteriormente las celulas se lavaron  con  100  ut de PBS-SFB

2%  y se  centrifugaron,  dos veces.  La  tinci6n  intracelular se  realiz6  posterior a  la

tindi6n de superficie, para esto, fa c6lulas fueron pemeabilizadas con 100 uL  de la

soluci6n   Fixation/Permeabilization   por   pocillo   durante   20   minutes   a   4°C   en
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oscuridad.   Luego  se  centrifugaron  las  c6lulas  y  se  lavaron  con   100   uL  de  la

soluci6n Perm/Wash Buffer y nuevamente flieron centrifugadas. Las celulas fueron

incubadas durante  30  minutes a 4°C  en  oscuridad  con  25  ilL de una  soluci6n  de

Perm/Wash   Buffer   conteniendo   los   anticuerpos   intracelulares.   Finalmente   las

celulas  se  centrrfugaron  y  se  lavaron  con   loo  uL  de  Perm/Wash  Bundr  y  se

resuspendieron   en   100   uL   de   PBS-SFB   2%   para   ser   anallzadas   med]ante

citometria de fli+jo. EI volumen de anticuerpo que se utiliz6 par cacla 25 lil de PBS-

SFB 2% para los anticuerpos de superficie fue: Zombie Aqua-BV 510 0,05 lil, CD3-

Percp 0,15 uL,  CD8 PE-Cy7 0,15 LIL y para los anticuerpos intracelulares fue:  lFN-

\rpE 0,1 lil, TNFurAPC 0,1 lil

Ensave Dara evaluer Doblaciones efectoras en sanare

Grupos  de  4  anirnales  fLieron  inmunizados  dos  veces  con  un  intervalo  cle  dos

semanas con POVA (a una dosis de 2 y 20 ue),  D-OVA (a una dosis de 2 ng) o el

vector vacio (a Lina dosis de 2 ng). Doce dias despues de la illtima inmunizaci6n los

ratones fueron sangrados pare evaluar la freouencia de precursores de LT CD8 de

memoria especificos contra OVA 257z64.  EI Procesamiento de linfocitos de la sangre

se  describi6  previamente.   Los  LT  CD8  que  poseen  el  TOR  especifico  pare  el

peptido  inmunodominante  de  la  proteina  OVA  fueron  reconocidos  en  fa  sangre

utilizando  el  Dextfamero  H-2  Kb/SllNFEKL  (OVA  257.264),  APC,  este  protocolo  se

describe posterionTrente.

Ensavo IJara evaluar ooblaciones de memoria en bazo

Grupos  de  5  animales  fueron  inmunizados  dos  veces  con  un  intervalo  de  dos

semanas con POVA (a una dosis de 2 y 20 ng), D-O\IA (a una closis de 2 ng) o el

vvector   vacio   (a   una   dosis   de   2   ng).   Seis   semanas   despu6s   de   la   ultima

iinmunizaci6n   los   ratones   fueron   sacrfficados   para   evaluar   fa   frocuencia   de

ppoblaciones de LT CD8 de memoria especfficos contra OVA 257.264.  Los LT CD8 que

poseen  el  TCR  especifico  para  el  p6ptido  inmunodominante  de  la  proteina  OVA
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fueron  reconocidos  en  la  sangre  utilizando  el  Dextramero  H-2  Kb/SIINFEKL  (OVA

257.264), Apc este protocolo se describe posteriormente.

Procesamiento del bazo Dara analisis de IT CD8

Todas las centrifugaciones de  este  protocolo se hicieron  a 400  RCF,  5  minutes a

temperatun ambiente.

Se colectaron  los bazos de los aniniales y se disgreg6 el tejido con el embolo  de

una jeringa de 5 mL en una placa de 60 mm que contenfa 5 ml de medio RPMl.

La  suspensi6n  celular se  colect6  en  un  tubo falcon  de  15  ml y se  centrifug6.  Se

resuspendi6 el pellet obtenido  en 3 ml  de  RBC  Lysis Buffer  lx y se incub6  par 10

minutes a temperature ambiente agitando de vez en cuando, luego se agregaron 10

mL  de   PBS   IX.  A  continuaci6n,  las  muestras  se  centrifugaron,  se  elimin6  el

sobrenadante  y  se  lavaron  con  5  ml  de  RPMl  1640  con  10%  SFB,  0,1  mM    de

aminoacidos  no  esenciales,  2  mM  de  Lnglutamina,  100  I.U/ml  de  penicilina,   100

iigwhl   de   estreptomicina,   1   mM     de   piruvato   de   sodio.   Luego   las   celulas   se

centrifugaron  y  se  resuspendieron  en   10  ml  de  RPMl   1640  suplemenfado.   La

suspensi6n celular se pas6 a tra\ies de un cell strainer y luego se utilizaron  100 uL

de   esta   suspension   para   la   tinci6n   con   anticuerpos   de   superficie   y   con   el

dextfamero  H-2  Kb/SllNFEKL  (OVA 257.2co),  APC.  La tinci6n  se realiz6  en  placa de

96 pOc"Os.

Ensavo Dara evaluar linfocitos de mernoria en Diel

Grupos  de  4  animales  fueron  inmunizados  dos  veces  con  un  intervalo  de  dos

semanas con POVA (a rna dosis de 2 y 20 ug), D-OVA (a una dosis de 2 ng) o el

vevector   vacfo   (a   una   dosis   de   2   ilg).   Seis   semanas   despuds   de   fa   drama

irmunizaci6n,  los ratones fueron sacrificados para evaluar la freouencia y fenotipo

de los LT CD8  de rnemoria especificos contra OVA 257£64 en  piel.  Los  LT CD8 que

poseen  el  TCR  especifico  para  el  p6ptido  inmunodominante  de  la  proteina  OVA
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fueron  reconoa.dos  en  la  sangre  utilizando  el  dextfamero  H-2  Kb/SllNFEKL  (OVA

257-264), Arc.

Procesamiento de la Diel Dara analisis de LT CD8

Se colect6 la piel de los animales, del sitio vaounado (zona dorsal cercana a la base

de  la cola),  asi como la  piel de  un  sitio  distante  al vacunado  (zona dorsal superior

cercana  a  la  nuca).  La  piel fue  cortada  en  pequefios fragmentos  (2  mm x 2  mm

aproximadamente)  y  digerida   con   5   mg/ml   de   colagenasa   lv  (Themo   Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA)             y  5  iJg/ml  de  DNAsa  (Applichem,   St.   Louis,

MO,    USA)   en   5   medio   RPMl    1640   par   90   minutes   a   37°C   en   agitador.

Posteriomiente  se  disgreg6  mecanicamente  la  piel  con  una jerginga  de  5  ml  y  la

suspensi6n  celular se  pas6  a  traves de un  cell  strainer.  Luego  las  c€lulas fueron

centrifugadas  400  RCF,  5  minutes  y  resuspendidas  en  200  uL  de  medio  RPMI

1640.

Detecci6n de  LT CD8 OVA 2± esDecificos con  el dextfamero H-2 Kb/SllNFEKL

u±-2:prhrm
Este  protocolo  se  aplic6  para  detectar  LT  CD8  especificos  contra  OVA 257.264  en

sangre,  piel  y  bazo  y  la  tinci6n  se  realiz6  en  placa  de  96  pocillos.  Todas  las

centrifugaciones se liicieron a 400 RCF, 5 minutos a 4°C.

Las  c6lulas fueron centrifugadas, se elimin6  el  sobrenadante y se lavaron  con  100

uL de PBS-SFB al 2%.  Luego se volvieron a centrifugar, se elimin6 el sobrenadante

y se agreg6 el dextramero a una diluci6n  1 :60 por pocillo.  Se tifieron las c6lulas en

un   volumen   de   30   uL   de   PBS-SFB   al   2%.   Las   c6lulas   fLleron   incubadas   a

temperatura  ambiente,  10  minutos  en  oscuridad.  Posteriormente  se  agregaron  los

anticuerpos de superficie diluidos en 20 uL de PBS-SFB al 2% por pocillo para tener

un volumen final de 50 uL de PBS-SFB al 2%. Luego las celulas se lavaron con 100

I.L de PBS-SFB al 2% y se centrifugaron, dos veces.  Finalmente las c6lulas fueron
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resu§pendidas  en   100  uL  de  PBS-SFB  al  2%  por  pocillo  para  ser  analizadas

medfante cfrometrfa de flrfe.

El volumen de anticuerpos de superficie utilizado en cO uL de PBS-SFB al 2% para

sangre  fue:  CD3-  APC/Cy7  02  uL.  CD8-  PEcy7  02  uL,  KLRG1-BVI21  0,3  uL,

CD127AI488 0,3 uL.

El volumen de anticuerpos de superficie utilizaclo en 50 uL de PBS-SFB al 2% para

bazo fue: CD3-APC/Cy7 02 uL, CD8- PEcy7 02 uL, CD44- Percp 0,3 uL, CD62L-

PE 0,3 uL.

El volumen de anticuerpos de superfeie utilizado en 50 uL de PBS-SFB al 2% para

piel fue:  CD3AF488 o,3 uL,  CD8-PEcy7 02  uL.  CD69APC/Cy7 0,3 uL,  CD103-

BV421 0,3 uL, CD44-Percp 0,3 uL, CD62L-PE 0,3 uL

En los tres casos anteriores se utiliz6 como maroador de viabjlidad: Zombie Aqua-

BV 510 0,1  uL

Cjtometrfa de fluid

Las mediciones de citometrfa de fli+jo se realjzaron en un equjpo BD FACscanto 11,

utmzando el FlowJo versi6n X.0.7 ITree Star, lnc. Ashland, OR, USA).

Ana[isis estad istico

Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa Graphpad Prism versi6n

6  (Graphpad  Soft\mare  liic.).  Los  datos fueron  comparados  mediante  las  pruebas

estadisticas:  Test  U  de  Mann  \/Vhitney.  Se  consideraron  significativos  aquellos

valores de p menores que 0,05 (*p< 0,05).



RESULTADOS

Estudio de la capacidad de las vacunas de ADN convencionales y DRIP para

generar  respLiestas  potentes  de  LT  CD8  citot6xicos  efectoras  y  protecci6n

frente a un desaffo con celulas tumora[es de me[anoma

Dada  la  importancia  de  desarrollar  nuevas  terapias  contra  el  cancer  es  que  se

estudi6 la generaa.6n de LT CD8 citot6xicos especificos y la protecci.6n frente a un

desaffo con c6lulas tumorales de melanoma en animales inmunizados con vacunas

de ADN convencionales y DREP.

Ratones   hembras   C57BL/6   de   6-8   semanas   fueron   inoculadas   de   manera

subcutanea con c6lulas tumorales de melanoma 816F10 qile expresan la proteina

ovoalbdmina (OVA).  Dos dias despues tres grupos de animales fueron vaounados

mediante   electroporaci6n   intradermica   de  ADN   con   los   plasmidos   PVAX-OVA

(POVA),   DREP-OVA  (D-OVA)   o   un  vector  vacio  como  control.   Dado   que  los

vectores  DREP funcionan  a dosis  mss  bajas que  los vectores convencionales se

administraron  2  ug  de  cada  vector  a  los  animales  para  comparar  la  protecci.6n

ofrecida par cada vacuna.

Doce dias despu6s de la vacunaci6n, se analiz6 la respuesta de LT CD8 citot6xicos

en   la  sangre  de  los  animales  mediante  reestimulact6n  /.„   v/.fro  con  el  p6ptido

inmunodominante    de    la    proteina    OVA   257.264    (SIINFEKL)    y    posten.or   tinci6n

intracelular  de  lFN-v  y  TNF-a  y  analisis  por  citometria  de  f]iijo.  Se  ouantific6  el

porcentaje de LT CD8 citot6xicos especificos contra OVA 257.264 productores de lFN-

y y TNF-a.

22
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Las figuras  1  A y  18  muestran  el  resultado  de  la  reestimulaci6n  /.n  v/.fro  de  los  LT

CD8 proveniente de dos experimentos independientes. Se observa que el grupo de

ratones inmunizados con D-OVA es el tinico que presenta niveles detectables de LT

CD8 especificos contra OVA 257.2G4, productores de IFN-y y TNF-a. EI porcentaje de

linfocitos  generados  en  este  grupo  (0,43%)  es  estadisticamente  significativo  al

comparar  las  muestras estimuladas  con  el  P6Ptido  OVA 257.264  respecto  de  las  no

estjmuladas  qiie  fueron  utilizadas  como  lln  control  (P<0,05;  datos  no  mostrados,

analizados  mediante test U  de  Mann  Whitney).  No se  observa  LT CD8  citot6xicos

especificos contra OVA 257.264 en el caso del grupo inmunizado con POVA

Para evaluar la protecci6n frente a un desafro con c6lulas tumorales de melanoma,

en  los  animales  vacunados,   se  realiz6  el  seguimiento  del  crecjmiento  tumoral

durante 18 dias. a traves de la medici6n del ancho, largo y alto de los tumores para

posten.omente calcular y graficar el volumen tumoral. En la figura 1  C se muestra el

crecjmiento  tumoral  de  los  diferentes  griipos  desde  el   dia  0  al   18.   EI  grupo

vacunado con el plasmido control presenta el mayor crecimlento tumoral a lo largo

del  tiempo  y el  menor crecimiento  tumoral  lo  presenta  el  grupo  vacunado  con  D-

OVA.  En la figura 1  D se muestran los ,tamafios tumorales de los diferentes grupos

al  dia  18  cuando  fueron  sacrificados  los  animales.  El  volLimen  promedjo  de  los

tumores para el grupo que recibi6 el vector control al dia  18 fue 381.5 mm3, para el

grupo que recibi6 POVA fue de 98,8 mm3y para el grupo que recibi6 D-OVA fue de

11,3 mm3.  El tamafio de los tumores de los grupos tratados con POVA y D-OVA es

significativamente   menor   comparado   al    grupo    control    (P<0,01    y    P<0,0001

respectivamente).  El  grupo  que  presenta  la  mayor  protecoi6n  frente  al  desafio

tumoral es el que fue vacunado con D-OVA, observandose que solo cinco de diez

animales desarrollaron tumor, mientras que en el grupo tratado con POVA, ocho de

diez animales desarrollaron tumor.
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Figure 1. Frocuencia de LT CD8 cltot6xicos ®specfficos coutra OVA 2e7" productores de lFN-y
y TNF-a  en sangte y protocci6n frento a un desaffo tumoral con c6lulas de rnelanoma   B16FIO-
OVA  en   ratones  tratados  con  vacunas  do  ADN  convencional®s  y  DREP.   Ratones  hembras
C57BL/6 fueron inyectadas de manera subcutanea en  el costado del torso con la llnea celular tumoral
816-OVA  y  dos  dlas  dospu6s  lee  animales  fuoron  lnmunizados  con  los  plfsmidce  indicados  ®n  lag
figuras.  Docs  dlas  postenoros  a  la  inmunizaci6n,  so  obtuvo  sangre  de  la  cola  de  ceda  anjnral  y
mediante  reestimulaci6n  /n  `fro  con  o1  p6ptido  OVA  2s7.284  se  analizaron  los  LT  CD8  citot6xicos
especfficos  contra   OVA  257.264  productores  de  lFN-v  y  TNFrf  per  citometrfa  de  flujo,  Se  sigul6  el
crocintiento tumoral hasta el dla  18, donde fueron sacrificados los animales. A. Metodo de an6lisis que
miiestra  pare  cada  grupo  inmunizado  las  flguras  representativas  de    los  porcentajes  de  LT  CD8
citct6xicos ospeclficos contra OVA 257.264 productores de lFN-v y TNFu en sangre analizados sobro la
poblaci6n  de  LT CD3 CD8  medianto citonetrra do flujo.  La  poblaci6n  estimulada  con  el  p6ptido OVA
(257`264)     se   muestra   en   azul  y   la   no   estimulada,   en   giis.   a.   Fi.ecuencla   de   LT  CD8   citot6xicos

g::u:;':i#,:::::a:,,::i3::a:as##J:ct:a:r!:t:ia':m#u!o:c:.uflfa:js:=u:afeo;ft,c;s:,:I;peE:a:3o:xev:ng:inegn4,::
independiente8,  n=10. Cada valor esta  expresado como el piomedio ±  EE.  Se utimz6 Test U do Mann
Whitney pare el analisis estadfstico. .*P<0,01 ;.'..P<0,0001.
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Estudio de la generac[6n de LT CD8 efectores y precursores   de memoria en

animales  lnmunizados  con  vacunas  de  ADN  convencionales  y  DREP  via

jntrad6mica

Luego  de  la  expansi6n  clonal,  la  respuesta  efectora  de  LT  CD8  se  compone  de

disti.ntas  subpoblaciones  segt]n  la  capacidad  de  generar memon.a:  SLEC,  OPEC,

MPEC  y  EEC.  Debido  a  que  no  se sabe sobre  la composici6n  de dichos subtipos

luego de inmunlzar con vacunas de ADN, es que se estudi6 su frecuencia luego de

inmunizar con D-OVA y POVA.

Cuatro grupos experimentales de ratones hembras C57BL/6 de 6-8 semanas fueron

tratados con:  2  ug de  D-OVA,  2  ug  de POVA o 2  ug del vector vacio. Ademas se

incluy6 un grupo tratado con POVA pero a una dosis diez veces mayor (20 i]g) para

usar una dosis que  mos asegure  detectar la  generaci.6n  de  LT  CD8  especificos a

niveles similares que D-OVA.

Los animales se inmunizaron dos veces con  un intervalo de dos semanas, y doce

dias despu6s de la dltima  inmunizacl.6n,  se obtuvo sangre de  cada animal.  Los LT   `

CD8 que poseen el TCR especifico para el peptido inmunodominante de la proteina

OVA  fueron  reconocidos  en  la  sangre  mediante  la  tinci6n  con  un  multimero  de

MHC,  el dextfamero H-2  Kb/SllNFEKL (OVA 257.264) y analisis par citometrfa  de flujo

como  muestra  la  figura  2  A.  La  figure  2  a  muestra  la  frecuencia  de  LT  CD8

efectores especificos contra  OVA 257.264 en Cada uno de los grupos expen'mentales,

donde  el  porcentaje  detectado  es  significativamente  mayor  al  comparaho  con  la

condici6n  control  (P<0,05;  dates  no  mostrados,  analizados  mediante  test  U  de

Mann Whitney).

Se ob§erva que la inmunizaci6n con D-OVA a una dosis de 2 ug genera una mayor

respue§ta  (6,32  %)  comparado  a  la  inmunizaci6n  con  la  misma  dosi§  (1,20  %,
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P<0,05)  y  con  una  dosis  10  veces  mayor  de  POVA  (3,73%),  aunque  esta  tiltima

comparaci6n no es estadisticamente significativa.

En  la figura 2  C se  muestra la  detecci6n  de  las poblaciones efectoras analizadas

dentro  de  la  poblaci6n  de  LT  CD8  especificos  contra  OVA  257.264,  basado  en  la

expresi6n  de  las  moleculas  KLRGl   y  CD127.  EI  porcentaje  detectado  de  cada

subtipo  efector es significatlvamente mayor al  comparario  con  la  condlc`6n  control

para   cada   uno   de   los   griipos   experimentales   (P<0,05;   dates   no   mostrados,

analizados mediante test U de Mann Whitney).

En la figura 2  D se muestra la frecuencia de cada subtjpo efector analizado  en  la

poblaci6n de LT CD8 especificos contra OVA 257.264.  Para los griipos que recibieron

D-OVA a iina  dosis de 2  ug y POVA a una dosis de 20  Hg  la poblaci6n  que esta

presente en mayor porcentaje es la de LT CD8 citot6x].cos precursores de memoria

(MPEC),  siendo un 49,06%  para  D-OVA y un 55,10  %  para POVA.  Luego sigue la

poblaci6n de OPEC con un 42,49 % para D-OVAy un 30,09% para POVA.

Finalmente  se  observa  que  las  poblaciones  efectoras  menos  representadas  son

SLEC, con un 7% para D-OVA y un  11,24 a/o para POVA y EEC, con un  1,45% pare

D-OVA y un 3,57 % para POVA.

Respecto a las poblaciones efectoras observadas en los animales inmunizados con

POVA 2 ug, dada la menor magnitud de la respuesta, se detect6 alta variabilidad en

los dates en comparact6n a las otras condiciones [o que dificult6 la distinci6n de las

distintas poblaciones efectoras, par lo tanto aun ouando se analjzaron, estos datos

no fueron considerados.
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FigLlra  2.  Frecuencia  de  poblaciones  ofectoras  de  LT  CD8  especlficos  contra  OVA  267"  en
sangro de ratones inmunizados con vacunas de ADN coilvencionales y DREP. Ratones liembras
C57BL/6  fueron  jnmunizados  con  los  plasmidos  y  dosis  indjcados  en  lag  figuras  dos  vcoes  con  un
intervalo de dos semanas. Docs dfas despu6s de la drtima lnmunizaci6n los I.atones fueron sangrados
I)are  evaluar  la  frecuencia  do  poblaciones  do  LT  CD8  ctot6xlcos  medjante  citometria  de  flujo.  A.
M6todo de analisis en sangre muBstra la poblaci6n do LT CD3 CD8 sobro la cual se detocfaron los   LT
CD8  ®specrficos  contr@  OVA  257.264  mediante  tinci6n  con  el  dextramero  H-2  KbrsllNFEKL  (OVA  257.
264)a.  Frecuencia  de  LT  CD8  citot6xicos  especlficos  contra  OVA  257.264.  C.  Detecct6n  do  pobladones
ofectoras analizadas dentro de la  poblact6n de LT CD8 citct6xicos OVA 257.264 espec`ficos,  basado en

fouo5,%r#6£v:ee#o§ctomorot:;,utgspEKSFg3]Z79R[£76,s,[o#;,#.ep%cctuo:acre:,ff:sctLOErc;,FtDMt3E#E:27j
KLRG1);  early  eifector  cell  (EEC;  CD127-KLRG1).  D.  Frecuencia  de    SLEC,  DPEC,  MPEC  y  EEC
analizados sobro  la poblaci6n de   LT CD8 especlficos contra OVA 257.264.  Resuhados obtenido§ de un
experimento,  n=4.  Cada  valor  est6  expresado  como  el  promedio  ±  EE.  Se  utmz6    test  U  de  Mann
Whitney para el analisis estadlstico. .P<0,05; ns>0,05.
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Estudio  de  la  generaci6n  de  LT  CD8  especificos  de  memoria  central  (TCM),

efectora   (TEM)   y  residente  (TFun)   de   [a   pie]   en   animates   inmunizados   con

vaci]na§ de ADN convencionales y DREP.

Debido a que uno de los objetivos principales de la vaounaci6n es generar memon.a

inmunol6gica   es  que   se   estudiaron   las   poblaciones   de   LT   CD8   de   memoria

inducidas par vacunas de ADN convencionales y basadas en replicones de alfavirus

mediante electroporact6n intrad6mica.

Ratones C57BL/6 de 6-8 semanas fueron inmunizados dos veces con un intervalo

de dos semanas. Los distintos grupos de ratones fueron vacunados con 2 ug de D-

OVA,  2  Llg  de  POVA,  20  ug  de  POVA  y  2  ug  del  vector  vacfo.  Seis  semanas

despues  de  la  t]ltima  inmunizaci6n  los  animales fueron  sacrificados  para  colectar

sus  bazos  y  piel.  Los  LT  CD8  que  poseen  el  TCR  especlflco  para  el  p6ptldo

inmunodominante de la proteina OVA fueron detectados en el bazo y piel, mediante

tinci6n con el dextfamero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 257.264) y analisis por cttometria de

flujo.

La figura 3 A muestra la detecci6n de LT CD8 de memon.a especificos contra OVA

257.264 en  bazo.  En  la  figura  3  a  se  muestra  la rfecuencia  de  LT  CD8  de  memoria

especificos  contra  OVA 257.264,  para  cada  uno  de  los  grupos,  donde  el  porcentaje

detectado   es   significativamente   mayor  al   compararlo   con   la   condici6n   control

(p<0,05;   datos  no  mostrados.   analizados  mediante  test  U   de   Mann   Whitney).

Ademas,  se  observa  que  el  grupo  inmunizado  con  D-OVA  a  una  dosis  de  2  ug

genera un  mayor porcentaje de  LT CD8 de memoria especificos Contra OVA 257.264

(1%)   comparado   con   el   grupo   inmunizado   con   2    ijg   de   POVA   (0,15   %,

""P<0,0001) o con 20 ug de POVA (0,43 %, "P<0,01 ).
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En  la  figure  3C  se  muestra  la  deteca.6n  de  los  subtipos  de  memoria  analizados

dentro  de  la  poblaci6n  de  LT  CD8  de  memon.a  especificos  contra  OVA  257.264,

basado en la expresi6n de las moleoulas CD62L y CD44.  El porcentaje detectado

de  cada  poblaci6n  es  significativamente  mayor  al  compararlo  con  la  condici6n

control para cada uno de los grupos experl.mentales (P<0,05; dates no mostrados,

analizados mediante test U de Mann Whitney).

La figura 3 D muestra el porcentaje de las poblaciones de linfocitos de memon.a TEN

y TCM analizados dentro de la poblaci6n de LT CD8 de memon.a especificos contra

OVA 257.264. Se observa qile el Subtl.po mss representado es TEN tanto pal.a el grupo

inmunizado   con   D-OVA  a   una   dosis  de   2   |Jg   (91,90%)   coma   para   el  grupo

inmunizado   con   POVA   a   ilna   dosis   de   20   i]g   (89,72%).   El   subtipo   memos

representado es TOM tanto para el grupo inmunizado con D-OVA (8,10%) como para

el grupo inmunizado con POVA (10,28%).

Respecto a las poblaciones observadas en los animales inmunizados con 2 Lig de

POVA,  dada la menor magnitud de la respuesta, se detect6 alta van.abilidad  en  los

datos en  comparaci6n  a las  otras  condiciones  lo que   dificult6  la  distinci6n  de  las

poblaciones efectoras, por lo tanto aun cuando se analizaron, estos datos no fueron

considerados.
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Figura  3.  Frecuencia  de  poblaciones    de  LT CD8  de  memoria  ITEM  y Tcuo   especfficos  contra
OVA  257.284  en  bazo  de  ratones  inmunizados  con  vacunas  de  ADN  convencionales  y  DREP.
Ratonos  C57BIJ6 fueron  inmunizados  con  los  plasmidos y  dosis  indicados  en  las  figuras dos  veces
con iin lntervalo de dos semanas.  Seig semanas d®spu6s de la drtima inmunizaci6n los ratones fueron
sacrif]cado8 pare evaluar la frocuencia de [as poblaclones de linfocitos de memoria en  bazo  mediante
citometrfa de flujo. A.  M6todo do analisis en  bazo muestra fa  poblaci6n de LT CD3 CD8 sobre la cual
so  detoctaron  log    lT  CD8  especfficos  contra  OVA  257.264  medlante  tlncl6n  con  el  dextfamero  H-2
Kb/SIINFEKL  (OVA  257.264).  I.  Frecuoncla  do  LT  CD8  de  memoria  espeeilicos  contra  OVA  257.284.C.
Detecoi6n  de  las  poblaciones  de  memoila:   LT  de  memoria  central  OcM;  CD44+CD62L+)  y  LT  de
memoria  efectores  ITEM;  CD44+CD62L)  anaGzados  dentro  de  la  poblaci6n  de  LT  CD8  especifico8
contra   OVA   257.264.   D.   Frecuencla   de   TEM   y   TCM   anallzedos  sobro   la   poblact6n   de   los   LT  CD8
especlficos contra OVA 257.264.  Resultados obtenldos de dos oxperlmentos independientes,  n=9. Cada
valor  esta  expresado  como  el  I)romedio  ±  EE.  So  u6liz6    test  U  de  Mann  Whitney  para  el  an6ftsls
estedlstlco.  ..P<0,ol ; .... P<o,Cool.
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La  figura  4 A  muestra  que fue  posible  detectar  LT  CD8  de  memon.a  e§pecificos

contra OVA 257.264 en piel.  Estos linfocitos no s6lo se acumulan en el sitio vacunado

(zona dorsal cercana a la base de la cola) sino que tambien en.una zona distante al

sitio vacunado (zona dorsal superior cercana a la cabeza) (Figura 4 8).

Como  muestra  la  figura  4  a,  en  el  sitio  vacunado  se  observa  que  el  grupo  que

recibi6'D-OVA presenta  un  mayor porcentaje de  LT CD8  de  memoria  especificos

contra OVA257.264 (45,7 %) comparado al grupo que recibi6 POVA a una dosis de 2

Llg  (21,3  %)  o  POVA  a  una  dosis  de  20  Llg  (30  %).  En  el  sitio  distante  no  se

observan  diferencias  entre  las  vacunas  y  los  porcentajes fueron:  20,1  %  para  el

grupo  inmunizado  con  D-OVA a  iina  dosis de 2  ug,  6,6  %  para  POVA a  la  misma

dosis y 12,2% para el grupo que rectbi6 POVA a una dosis de 20 ijg. Cabe destacar

que el  porcentaje detectado de LT  CD8 de  memoria especificos contra  OVA 257.264

es   menor   en   el   sitio   distante   comparado   al   sitl.o   vacunado   para   todas   las

condiciones estudiadas.

Debido  a  que  los  TRM  CD8  mantienen  la  memoria  inmunol6gica     en  tejidos  no

linfoides  o  barreras  epiteliales  como  la  piel,  es  que  se  analiz6  si  los  LT  CD8  de

memoria  especificos  contra  OVA 257.264  tienen  un  fenotipo  de TRM  CD8,  lo  cual  se

evalu6 con los marcadores CD62L, CD44, CD103 y CD69.

Se  observ6  que  todos  los  LT  CD8  de  memoria  especificos    contra  OVA  257.264

presentan un fenotipo  CD62L-CD44+ CD69+.  En  ouanto a  la  expresi6n  de  CD103,

detectamos  dos  poblacjones,  una  positiva  y  otra  negativa  para  la  expresi6n  de

CD103   como   muestra   la  figura   4   C.   Por   lo   tanto,   fue   posible   detectar  dos

poblaciones con un fenotipo TRM CD8: una CD103+ y otra CD103-.

En  la  figura  4  D  se  observa  que  en  el  sitio  vacunado  se  identificaron  ambas

poblaciones de  linfocitos TRM  CD8 y que  para  el  grupo  inmunizado  con  D-OVA se
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observ6 una mayor proporci.6n de TRM CD8 CD103-en el sitio vacunado.  En el sitio

distante  (no  vaciinado)  se  aprecia  que  hay  una  mayor  proporci6n  de  TRM  CD8

CD103+ para todas las condiciones estudiadas.
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Figure  4.  Detecci6n  de Ton CD8, especllicos coutra  OVA  2e7.2e4 en  piel  de  ratohes  inmunizados
con   vacl.nas  de  ADN  conv®ncionaleB  y  DREP.   Ratones  C57BLre  fueron  inmunizados  con  lee
plasmidos y dosis indicadce en la§ figures dce veces con un intorvalo de dos semanas. Seis semanas
despu6s de la dltima lnmunizacion los ratones fueron sacrificados para evaluar la frecuencta y fenotipo
de los Tf" en  piol  mediante citometi.la  de flujo.  A. M5todo de analisis en  piel que muestra  la  poblaci6n
de  LT  CD3  CD8  sobre  la  cual  se  dotectaron  los  LT  CD8  especlficos  contra  OVA  257.264  mediante
tinci6n con el dextrdmero H-2 Kb/SllNFEKL (OVA 257.ed.  a. Frecuencia de LT CD8 especlficos contJa
OVA  257.264  en  el  sitio  vacunado  y  en  un  sitio  distante  de  la  zona  vacunada.  C.    Caracterizaci6n  del
fonotipo de los LT CD8 especlficos contra OVA 257.2en de piel con  los marcadol.es CD62L CD44,  CD69
y CD103.  Como control  para fijar la  poblaci6n  neg8tiva y positiva en  los histogiamas se seleccion6 la

g)Db,'38SnoccDD3,oC3P8e:e8:ti=.oDd.,sFfar::euedned?adz°onLaTv:8u8naedsapeyc':#:,#orava°c¥Aadaso7-%e8::a:::
obtenldos  de  due  experimontos  independientes:  n=8,  pare  el  analisis  de  linfocitos  T  CD8  OVA  257.264
especificos,  y un  experimento:  n=4  para  ol  analisis de TRM  CD8.  Cada valor e§ta  expresado como el
promedio  ±  EE.  Se  utiliz6 test  U  de  Mann  Whitney  para  el  an6Iisis estadlstico.  .P<O,05;  *"P  <  0,001,
ns>0,05.
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DISCUSION

Los   TRM   CD8   son    una    poblaci6n    de   linfocitos   que    mantienen   la    memoria

inmunol6gica  en  diversos  6rganos  no  linfoides  como   pulm6n,   cerebro,   higado,

vagina,  intestino  y piel  (Masopust y  col.,    2006;  Wakim  y col.,  2010;  Jiang  y  col.,

2012; Tse y col.. 2013;  Wu y col.,  2014).  Estudios que  nan analizado  la  presencia

de  LT  CD8   en tumores s6lidos  humanos han  proporcionado  pruebas de que  los

TRM CD8 podr[an mediar la inmunldad antitumoral  (Webb y col., 2014;  Djeni'di y col.,

2015).   Por  lo  que  existe  gran  intefes  en  desarrollar  vaounas  que  induzcan  la

generaci6n de TRM CD8.

En  este  trabajo  fue  posible  determinar  que  la  electroporaci6n  intrad6rmica  con

vacunas  de  ADN  convencionales  y  basadas  en  replicones  de  alfavirus  lndiice  la

generaci6n   de  TRM  CD8   especificos   en   la   piel.   Se   observ6   que  los  TRM  CD8

especlficos contra  OVA 257.264 Se  acLlmulan  en  el  sitio de vacunaci6n y tambl6n  en

zonas distantes en la  piel.  Se ha demostrado que los TRM CD8 tienen la  capacidad

de migrar a  trav6s de la  epidermis patrullando continuamente la  piel  (Ariotti y col„

2012).  Debido  a  que  su  migraci6n  es  lenta,  esto  promueve  su  persistencia  en  los

sitios donde ocurri6 la infecci6n (Muel[er y col., 2014; Zaid y col., 2014). En modelos

donde infectan  localmente la piel con el virus del herpes simple, se ha visto que se

generan   CD8  TRM  especificos  contra  el  virus,   predominando  en   el   lugar  de   la

infecci6n,  aunque  es  posible  encontrarlos  en  toda  la  piel,  lo  que  coincide  con  los

resultados obtenidos ya que el porcentaje de TRM CD8 especificos fue mayor en  el

sitio vacunado comparado a[ distante (Gebhardt y col., 2009; Jiang y col., 2012).
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Los TRM CD8 tienen un fenotipo CD44+CD62L-y se caracterizan por expresar CD69

y CD103, marcadores caracteristicos relacionados con su retenci6n y diferenctaci6n

en tejidos como la piel (Mue][ery col., 2013).

En este trabajo, el fenotipo de los  LT CD8 de memoria  espeofficos contra  OVA 257.

264 conouerda con el descrito  en la literalura: expresan CD44,  CD69 y no expresan

CD62L.  En  cilanto al  marcador CD103 se observ6 dos poblacl.ones,  una CD103+ y

una  CD103-.  Ambas  poblaciones  se  han  descrito  en  piel  y  en  otros  tejidos  tales

como cerebro, tracto reproductivo femenino entre otros (Wakim y col.,   2010; Casey

y col., 2012; Mackay y col., 2013; Mackay y col., 2015).

Se  sabe  que  CD103  es  requerido  para  que  los  TRM  puedan  ser  retenidos  en  los

tejidos    (lijima   &    lwasaki,       2015).    En    nuestro   laboratorio    se   ham   realizado

experimentos posteriores a este trabajo,  donde se  les  ha  transferido  LT  CD8  0TI

CD45.1  a animales, Ios cuales son inmunizados posteriomente con POVA y ouatro

semanas posteriores a esto se realiza depleci6n  in vivo de  los LT CD8 ciroulantes.

En  estos  experimentos  se  ha  visto  que  en  piel,   la  poblaci6n  TRM  CD8  CD103-

especifica tambien se depleta, mientras que la poblact6n TRM CD8 CD103+ no se ve

afectada,  por lo  que  esta  tiltima  seria  verdaderamente  residente  y  no  cjrculante,

datos  que  concuerdan  con  lo  previamente  descrito  en  modelos  de  infecci6n  vi.ral

(Mackay y col.,  2015).   No  obstante lo  anterior,  se ham  reportado TRM  CD8 CD103-

que no reCi.rculan (lamina propia y cerebro),  pudiendo existir otro tipo de sefial qiie

permita  la  retenci6n  de  esta  poblaci6n  en  los  tejidos.  Por  ejemplo,  en  la  lamina

propia  se  ha  visto  que  hay  TRM  CD8  CD103-que  se  establecen  en  el  sitio  de

infecci6n  original,  donde  se  asocian  con  otras  c6lulas  del  sistema  inmune  lo  que

podrfa  proveer sefiales de  retenci6n  necesarias  para  su  residencia  (V\fakim y col..

2010; Bergsbaken & Bevan, 2015).
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En este trabajo, en  el sitio vaounado se detect6   TRM CD8  CD103-y CD103+.  En  el

caso particular de los animales inmunizados con  D-OVA, se observ6 que en el sitio

vacunado hay iina poblaci6n mayoritan.a de linfoci.tos CD103-. En el sitio distante se

detect6  una poblact6n  mayoritan.a de  linfocitos  CD103+  para todas las condiciones

estudiada§.  En  modelos de infecci6n  bacteriana  intestinal,  se  ha vi.sto  que  los TRM

CD8 CD103+ se encuentran distribuidos ampliamente en el intestino mientras que la

poblaci6n TRM  CD8  CD103-  se  establece  preferentemente  en  el  sitio  de  infecci6n,

posiblemente  mediante  un  mecanismo  dependiente  de  la  inflamaci6n  y  donde

deben cumplir un rol critico en   controlar la  infecct6n  (Bergsbaken &  Bevan, 2015).

Nuestros   resultados   indican   que   algo   similar   ocurre   en   la   piel   luego   de   la

vaounact6n intrad6rmica, lo cual no habia sido descrito hasta ahora.

Se  sabe  que  los TRM CD8  CD103+  poseen  mayor capacidad  efectora  y  proliferan

menos  que  los  TRM  CD8  CD103-y  que  la  expresi6n  de  CD103  depende  de  la

citoquina   TGF-P   que   es   secretada   por   celulas   de   la   epidemiis   tales   como

queratinocitos y c6lulas de  Langerhans (Pjet y col.,  2011;  Wakim y col.,  2012).  Se

debe mencionar que la expresi6n  de  CD103 se ha asociado con la localizaci6n de

los TRM CD8 en  la  piel,  donde  los CD103-se  ubican en la dermis,  mientras que los

CD103+  se  ubican  en  la  epidermis  (Mackay y col.,  2013;  Watanabe y  col.,  2015).

Seria  lnteresante  analizar las  poblaciones de TRM  CD8  en  ambas zonas de la  piel

asi como evaluar el rol de cada poblaci6n en el sitio vacunado y distante.

Como se mencion6 previamente,  los LT CD8 especificos analizados corresponden

en  su  totalidad  a TRM.  En  cuanto  a  los TEN y TCM  no fueron  detectados.  Los TCM se

encuentran   en   los  6rganos   linfoides  seoundarios   princjpalmente  y  los  TEN   se

encuentran en tejidos no linfoides (Sallusto y col., 2004). En la piel, se ha visto, que

luego de una  infecci.6n viral se  detecta  un  bajo porcentaje  de TEM, y la mayoria de

las celulas tienen un fenotipo TRM. Ademas se ha establecido que tanto en hLimanos
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coma  en  ratones,  una  gran  parte  de  los  linfocitos  de  memoria  presentes  en  piel

corresponden a TRM (Mackay y col., 2013; Clark, 2015).

AI observar la frecuencia de TRM CD8 especificos en piel  (6-45%), 6sta es mayor a

la frecuencia  de  LT  CD8  de  memon.a  especificos  detectados en  bazo  (TEN y TOM)

(0,15-1%).  En  los tejidos  no  linfoides,  Ios TRM  CD8  se  encuentran enriquecidos  en

linfocitos  T  que  son  especificos  para  antigenos  con  los  que  se  ha  tenido  previo

encuentro en dicta regi6n (Purwar y col.,2011 : Clark, 2015).

Estudios  en  modelos  animales  nan  demostrado  que  es  posible  inducir  TRM  CD8

localmente  al  aplicar  quimioqulnas  en  el  tracto  reproductor femenino,  ofreciendo

protecci6n  contra  el  herpes  genital  (Shin  &  lwasaki,  2012).   Otros  estud[os  hen

demostrado   que   la   inmunizaci6n   epioufanea   es   capaz   de   generar  protecci6n

mediada  por TRM CD8  (Jiang y col.,  2012). Aqui demostramos que  las vacunas de

ADN  entregadas  via  intradermica  mediante  electroporaci6n  generan  respuestas

robustas    de    TRM   CD8    en    la    piel,    que    podrian    mediar    protecci6n    contra

enfemedades   infecciosas  o   canceres  que  ocuiTan   en   la   piel,   tales  como   el

melanoma.

Las  vacunas  de  ADN  han  Ofrecido  protecci6n  en  muchos  modelos  preclinicos

contra  enfermedades  coma  el  cancer  y  han  mostrado  ser  seguras  y  estables

(Herrada y col,, 2012; Khan, 2013).

En el presente trabajo tambien se compar6 el potencial antitumoral de vacunas de

ADN convencionales y vacunas de ADN basadas en replicones de alfavirus (DREP)

en un modelo terap6utl.co. Se observ6 que el tamafio tumoral de los grupos tratados

con  POVA y  D-OVA fue  significativamente  menor comparado  al  grupo  control.  El

grupo tratado con  D-OVA present6 la mayor protecct6n frente al desaffo tumoral y

fue el dnico en el que se detectaron  LT CD8 citot6xicos especificos contra OVA257.
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264. Aunque no se detect6 respuesta de LT CD8 especificos en el grupo que recibi6

2 I.g de POVA (Figura 1  A y 8), se observ6 que el crecimiento tumoral fue menor en

el tiempo  en comparaci6n  al grupo control.  Probablemente los LT CD8  especificos

esfan siendo reclutados en el tumor, lo qlle impide que sean detectados en sangre,

ya   que   estudios   de   nuestro   laboratorio   asi   lo   demuestran.   De   hecho   en   el

experimento llevado a cabo sin  desaffo tumoral  (Figura  28), si fue posible detectar

respuesfas de LT CD8 especificos en ratones vaounados con 2 ug de POVA.

En  este  trabajo  se  us6  la  proteina  OVA como  antigeno  modelo,  sin  embargo  es

importante  validar  lo  observado  con  antigenos  tumorales  debido  a  la  tolerancta

central  y periferica  que  existe frente  a  ellos  (Bellone  y  col,,  2000;  Mellman  y col.,

2011). Ademas, seria bueno evaluar qu6 oourre en un modelo profilactico, donde se

vacuna primero y luego se desafia con tumor.

Re§pecto a los resultados observados en  el grupo  inmunizado con  D-OVA,  se ha

reportado que las vaounas DREP funcionan a dosis mss bajas que las vacunas de

ADN  convencl.onales  y  generan  una  respuesta  de  LT  CD8  citot6xicos. especificos

mss potente,  proveyendo inmunidad protectora en desafios tumorales en modelos

animales (Naslund y col., 2007).  Esto es debido a que generan mayores niveles de

expresi6n del antlgeno y porque la replicasa viral genera intermediarios de ARN de

doble   hebra   que   estimulan   receptores   de   la   inmunidad   innata,   induciendo   la

producci6n  de  lFN  I  por parte  de  las  DC  lo  que    promueve  la  respuesta  inmune

adaptativa especifica (Leitner y col., 2000; Knudsen y col., 2012).

EI  objetivo  de  las vaciinas de ADN  es  inducir una respilesta efectora  potente asi

como  tambien  establecer  memoria  inmunol6gica  contra  el  antigeno  que  codifican

frente   a   futuros   reenouentros.    En   este   trabajo   se   estudiaron   las   distintas
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poblaciones  de  LT  CD8  citot6xicos  y  de  memoria  en  animales  inmunizados  con

vacunas de ADN.

Los LT CD8 citot6xicos se caracterizan fenotipicamente con las mol6culas KLRGl y

CD127, dividi6ndose en ouafro poblaciones celulares:  DPEC,  SLEC,  EEC Y MPEC

(Marshall & Kaech, 2013). Fue posible detectar los ouatro subtipos en el maxima de

la  respuesta  efectora  de  LT  CD8  c]tot6xicos  especificos.  Los  dos  subtipos  mas

representados  fueron  MPEC  y  OPEC;  los  memos  representados  fueron  EEC  y

SLEC.  Los  MPEC  tienen  la  capacidad  de  responder a  sefiales de  supervivencia  y

convertirse  en  LT  de  memoria  (Obar  &  Lefrancois,  2010).   En  este  estudio  se

observ6 que la inmun!zaci6n con vacunas de ADN genera principalmente MPEC lo

cual se corresponde con uno de los objetivos primordiales de la vacunaci6n que es

generar protecci6n  a  largo  plazo  frente  a  un  nuevo  reenouentro  con  el  antigeno

(Caste[lino y col., 2009).

Respecto  a  los  DPEC,  se  conoce  poco  acerca  de  su  funci6n.  En  modelos  de

infecciones vi.rales en ratones se ha visto que frente a una exposici6n secundaria al

antigeno se incrementan significativamente respecto de la primera exposici6n y que

frente  a  repetidos  encLientros  con  el  antigeno,  junto  con  los  MPEC,  son  las  dos

poblaciones que mas contribuyen a la respuesta efectora (Obar y col., 2011). Habfa

que determinar si sucede 1o  mismo al  inmunizar con vacunas de ADN  y cual  es  el

rol   de   esta   poblaci6n.   Los   EEC   son   precursores  de   los   MPEC  y  SLEC.   Se

encuentran  tempranamente  luego  de  una  infecoi6n,   predominando  en  los  dfas

anteriores a la mayor respuesta efectora de LT CD8 citot6xicos, aunque tambi6n se

encuentran  en  esta fase  menos  representados  (Obar y col.,  2011 ;  Plumlee y col..

2015).  Probablemente  los  bajos  porcentajes  observados  se  deben  a  lo  anterior,

aunque esto debe ser confirmado observando la frecuencia de este subtipo los dias

previos al tiempo estudiado.
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Se  ha  visto  qile  la  composici6n  de  las  poblaciones  efectoras  Gambia  segtin  el

tegimen de inmunizaci6n (Obar y col., 2011).  En este estudio se realiz6 un fegimen

con  una  pn.mera vacunaci6n y  un  refuerzo  dos  semanas despu6s.  Debido  a  que

solo se  estudiaron  las  poblactones efectoras luego  del  refuerzo,  queda pendiente

evaluar  lo   que  siicede   luego   de   inmunizar  la   primera  vez.   Asi  mismo,   seria

interesante  realizar  una  cin6tica  desde  el  momento  de  la  vacunaci6n  hasta  la

generaci6n y mantenci6n de la memoria para analizar c6mo varian las poblaciones

efectoras en el tiempo.

La generaci6n de las poblactones efectoras esta influenciada por diversos factores

como la duraci6n y potencia de la estimulact6n antig6nica; factores de transcripci6n,

sefiales    coestimuladoras    y    un    balance    entre    la    presencia    de    citoquinas

proinflamatorias y antiinflamatorias (Marshall & Kaech, 2013). Se ha descrito que la

presencia   de   un   ambiente   proinflamaton.o   mediado   por   lL-12.   incrementa   la

expresi6n del factor de transcripci6n i-bet lo que induce la generaci6n de SLEC. Par

otra  parte  se  ha  visto  que  bajos  niveles  de  i-bet y un  ambiente  rico  en  sefiales

antiinfla`matorias como  lL-10, favorece  la generaci6n  de  MPEC  (Joshi y col.,  2007;

Kaech & Cui, 2012).

En el  caso  de  la  electroporaci6n  intradermica de ADN,  6sta tecnica  promueve  la

producci6n  de  citoqulnas  proinflamaton-as,  y  el  ADN  actda  coma  sefial  de  peligro

estimulando la inmunidad innata (Babiuk y col., 2004; Herrada y col., 2012).  Debido

a   este   amblente   proinflamatorio,   se   podria   pen§ar   que   se   generan   SLEC

principalmente, pero en este estudio se observ6 que predominan los MPEC. Deben

realizarse  experimentos  adicionales  para  determinar  qu6  factores    influencian  a

participan en  la composici6n de ]os subtipos efectores observados.
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Respecto   a  los  grupos  estudiados   se   observ6  que   el   porcentaje   de   LT   CD8

citot6xicos  especificos  contra  OVA  257.264  en  Sangre  fLle  mayor  en  el  grupo  que

recibi6 la vacuna D-OVA en una dosis de 2 Hg comparado con el grupo que recibi6

el  vector  POVA a  una  dosis  de  2  iig  y  similar con  el  grupo  qlle  recibi6  el  vector

POVA a  una  dosis  de  20  ug.  Estos  resultados  se  condicen  ilna  vez  mas  con  el

hecho de que las vacunas DREP funcionan a dosis mss bajas que las vacunas de

ADN  convencionales y generan  una respuesta  de  LT  CD8  citot6xicos especificos

mss potente (Knudsen y col., 2012).

Respecto  a  los  animales  inmunizados  con   POVA  2   ug   los  datos  fueron   muy

van.ables debido a los bajos niveles de detecci6n de  LT CD8 citot6xicos OVA 257.264

en  algunos  de  los  ratones  del  grupo  lo  que    difioult6  Ia  distinct6n  de  las  distintas

poblaciones efectoras.

Respecto a la magnitud de la respuesta de LT CD8 de memoria especificos contra

OVA 257.264 en  el  bazo  de  animales  inmunizados  con  POVA y  D-OVA,  se  observ6

que fue  mayor en  el  grupo  que  recibi6  la  vaouna  D-OVA  en  una  dosis  de  2  ug

comparado con el grupo que  recibi6 el vector POVA a una dosis de 2  ug  a  20  ijg.

•Algo similar a lo observado en piel en el sitio vacunado.

En  relaci6n  a  lo  anterior,  no  se  ham  evaliiado  diferencias  entre  vaounas  de ADN

convencjonales y DREP con fegimenes hom6logos de inmunizaci6n en la literatura,

pero  se  ha  visto  que  en  fegimenes  heter6logos  se  genera  una  mayor respuesta

efectora con DREP comparando ambas vaounas en bazo (Knudsen y col., 2012).

La fomaci6n  de la memoria inmunol6gica se ve influenciada par la magnitud de la

respuesta  inmune  inicial  y  por la  secreci6n  de  interferones  de  tipo  I  (Xiao  y  col.,

2009;  Huber &  Farrar,  2011).  Lo  anterior  podria  verse  favorecido  al  vacunar  con

DREP,  porque  la  respuesta  inmune  inicial  generada  es  mayor  comparada  a  las
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vacunas de ADN convencionales y debido a qile los intermediarios de ARN que se

producen  estimulan  receptores  de  la  inmunidad  innata,  Io  que  resiilta en  una  alta

producci6n  de  interferones  de  tipo  I  (Leitner y col.,  2006;  Thompson y  col.,  2008;

Naslund y col., 2011). Esto explicaria que se genere una re§puesta mss potente de

LT CD8 de memon.a con D-OVA, en comparaci6n a POVA.

En  este  estudio  se  vio  que  las  vacunas  de  ADN  convencionales  y  basadas  en

replicones de alfavirus generan mas TEN que TCM. Aunque   ambas vaounas no nan

sido comparadas en  un mismo ensayo,  se ha reportado   lo mismo  en la literatura

para  cada  una  per  separado  (Lladser  y  col.,   2011;   Knudsen  y  col.,   2014).   En

general, se ha observado que frente a vaounaciones con refuerzo (como es el caso)

o infecciones repetjdas, se genera una poblaci6n secundaria y term.aria de memoria

de  LT  CD8  que  se  diferencta  progresivamente  hacia  un  fenotipo  TEN  (Jabbari  &

Harry, 2006; Masopust y col., 2006).   Existen distintos factores que pLieden influir en

la  generac].6n  de  iln  subtipo  particular  de  memon.a,  par  ejemplo,  se  ha  visto  que

limitando   la   disponibilidad   de   antigeno   durante   la   !nfecoi6n,   se   favorece   la

proporci6n  de  preoursores  de  TCM  (Badovinac  y  col.,  2004).  Tambien,  el  tipo  de

citoquina   presente  puede  influenciar  la   diferenciaci6n  a   un  subtipo   u  otro,   por

ejemplo,   se   ha  visto  que  la  sefializaci6n  mediante   lL-2  esfa  asociada   con   el

desarrollo de TEN mientras que la sefializaci6n par lL-15 favorece la diferencl.aci6n a

TCM (Obar & Lefrancoi§, 2010).

Se nan desarrollado en el tl'empo distinfas estrategias para mejorar la potencia de

las  vacunas  de  ADN,  tales  como:  fegimenes  de  inmunizaciones  con  refuerzo,

mejora  en  los  metodos  de  administraci6n  (electroporaci6n)  y  en  la  expresi6n  del

antigeno entre otras (Grunwald & Ulbert, 2015).  El desarrollo de vacunas DREP ha

sido  un  avance  en  relaci6n  a  1o  anterior  debido  a  que  han  mostrado  ser  mss

inmunog6nicas que las vacunas de ADN convencionales y se requieren en menores
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dosis  (Knudsen  y  col..  2012).  No  obstante,  es  necesario  seguir  investigando  la

relaci6n entre las vaounas de ADN, el tipo de respuesta efectlra y de memon.a que

generan.  Esto pemitifa el desarrollo de vaounas mss eficaces contra pat6genos a

enfermedades.   En   este   contexto,   demostramos   que   las   vacunas   de   ADN

entregadas  via  intradermica  generan  TRM  CD8  en  la  piel,  esta  poblaci6n  podria

eventualmente  mediar protecci6n  contra  patologias  o  canceres  que ocurran  en  la

piel como el melanoma.



CONCLUSIONES

1.    En  un modelo terap6utico de melanoma murino 816F10,  la vacunact6n con

D-OVA genera mayor protecct6n antitumoral que la vaounaci.6n con POVA.

2.   Las vaounas DREP generan un mayor porcentaje de LT CD8 efectores y de

memoria que las vacunas de ADN convencionales.

3.    Cuando  se  produce  la  mayor respue§ta  efectora  de  LT  CD8,  la  poblaci6n

efectora   mss   representada   luego   de   la   inmunizaci6n   intradermica   con

vacunas de ADN es MPEC.

4.    En la fase de memoria las vacunas de ADN administradas via intrad6rmica

generan mss TEM que TCM en el bazo.

5.    La  inmunizaci6n via intrad6rmica con  vacllnas de ADN  genera TRM CD8 en

la piel.
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