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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
inmunoldgica, protegiendo frente a la aparicién de nuevos tumores. Sin embargo, la
memoria inmunolégica 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 inglés short-lived effector
celis) y linfocitos T efectores precursores de memoria (MPEC, del inglés memory
precursor effector cells). Los MPEC dan origen a los LT CD8 de memoria efectores
(Tewm), @ los LT CD8 de memoria cenftral (Tey) ¥ @ un nuevo subtipo recientemenie
descrito llamadoe LT CD8 de memoria residente (Tgry) que se establece
permanentemente en los érganos no linfoides. Los linfocitos Try CD8 se caracterizan
por expresar en su superficie altos niveles de las moléculas CD69 y CD103, por su
gran capacidad efectora y porque su presencia en tumores ha sido correlacionada con
mayor sobrevida y mejor pronostico en pacientes con cancer de pulmon y ovario. La
vacunacion intradérmica es una estrategia altamente atractiva para el desamrollo de
vacunas terapeuticas contra el cancer debido a la gran cantidad de células dendriticas
que se encuentran en la dermis. Sin embargo, se desconoce si las vacunas
administradas por esta via generan linfocitos Trm CD8. Por [o tanto el objetivo de este
trabajo fue determinar si la inmunizacién intradérmica con vacunas de ADN genera
linfocitos Trw CD8 en la piel. Para esto se administraron vacunas de ADN
convencionales (pVAX)} y basadas en replicones alfavirales (DREP) codificantes de la

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

Xil




frecuencias de MPEC en la fase efectora, respuestas de linfocitos Tew, Tem ¥ Tau de la

piel.

Los LT CD8 especificos fueron detectados mediante tincién con un multimero de MHC-
], el dextramero H-2 Kb/SIINFEKL que reconoce los LT CD8 que poseen el TCR para
el péptido inmunodominante de la proteina OVA, OVA ps7.064). En €l sitio vacunado se
identificaron dos poblaciones de linfocitos Try CD8, una CD103" y otra CD103,,
mientras que en sitios distantes (no vacunados) se detectaron principalmente linfocitos
Trv CD8 CD103", indicando que estas células no solo se acumulan en el lugar de
administracion la vacuna si no que pueden colonizar toda Ia piel. Queda por determinar
el rol de estas células en la inmunidad antitumoral y si es que sus propiedades

efectoras difieren entre los fenotipos descritos,

b
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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, T 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 (Tey), central memory (Tcw) and
a recently described subset of resident memory (Trw) T cells that permanently resides
in non-lymphoid tissues. CD8 Try are characterized by the expression of CD89 and
CD103, high effector capacity and their presence in tumors predicts a better prognosis

and survival in patients with lung and ovarian cancer.

Intradermal vaccination is a highly attractive sirategy to deliver therapeutic vaccines
against cancer, due to the iarge amount of dendritic cells found in the dermis. However,
it is unknown if intradermaily administered vaccines generate CD8 Try. The aim of this
study was to determine whether intradermal immunization with DNA vaccines
generates skin CD8 Tgry. To this end, female C57BL/6 mice were immunized twice with
either conventional DNA (pVAX) or DNA-launched aiphavirus replicon-based (DREP)
vaccines encoding the model antigen ovalbumin (OVA). Both vaccines generated high
levels of MPEC that produced high levels of CD8 Tcy, Tem and skin-Trm. Antigen-
specific CD8 T cells were recognized by staining with the MHC | muitimer H-2
Kb/SHNFEKL to recognize CD8 T cells expressing the TCR specific for the
immunodominant peptide OVA (s7.254 of the OVA antigen. In vaccinatgd skin, both

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

xiv




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 determine the role of CD8
TRM cells in antitumor immunity and if their effector properties differ between the two

phenotypes previously described.
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INTRODUCCION

inmunologia del cancer e inmunoterapias

El cancer es una enfermedad en la cual células anormales del cuerpo se dividen
descontroladamente y se diseminan a otros tejidos (NCI 2012). El céncer figura
como una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial {Siege! y col.,
2014). Dentro de las formas méas agresivas estd el cancer de piel llamado
melanoma el que comesponde a un tumor maligno que se origina en los
melanocitos, células de la piel que producen melanina la cual contribuye a
protegemos de los efectos dafiinos del sol (Hussein, 2008). La eficacia del
tratamiento contra el melanoma depende de la deteccion temprana y del
procedimiento quinirgico para extirparjo. Cuando alcanza un estado avanzado se
vuelve resistente a los tratamientos convencionales como quimioterapia vy
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 necesario e
indispensable el desarrollo de nuevas terapias contra el melanoma.

La inmunoterapia confra el cancer busca promover y activar eficazmente la
capacidad del sistema inmune para eliminar células tumorales que han evadido la
vigilancia inmunolégica. Existen dos tipes, la Inmunoterapia pasiva y la
inmunoterapia activa. La inmunoterapia pasiva consiste en administrar al paciente
de forma excgena células o moléculas efectoras manipuladas in vitro (Rosenberg &
Dudley, 2009).

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

la respuesta inmune antitumoral porque son capaces de reconocer y eliminar

especificamente las células transformadas (Nakano y col., 2001).




La inmunoterapia activa o vacunas contra el cancer potencia in vivo la generacién
de LT CD8 citotéxicos especificos contra antigenos que son expresados
diferencialmente en tumores primarios y diseminados. Las vacunas contra el cancer
son una alternativa costo efectiva que generan una respuesta inmunologica
protectora de larga duracidn, lo cual representa el mayor objetivo de Ia
inmunoterapia contra el cadncer para controlar la recurrencia 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 vacunacién con ADN permite generar una respuesta inmune mediada por LT
CD8 citotéxicos, que ha mostrado ser eficiente en diversos modelos preclinicos de
cancer. Las vacunas de ADN son plasmidos 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 vacuna es
administrada por via intradémmica, intramuscular o subcutdnea mediante diferentes
sistemas de entrega. Una vez dentro de las células del tejido vacunado, ocurre la
expresion in vivo del antigeno codificado lo que genera una respuesta inmune de
LT CD8 citotdxicos contra dicho antigeno (Kutzler & Weiner, 2008; Stevenson y col.,

2010).

Las vacunas de ADN poseen varias ventajas comparadas a ofras terapias, entre
ellas se destacan los bajos costos de produccién y purificacion a gran escala, son
faciles de generar, altamente estables y son seguras. Ademas las vacunas de ADN
actian como adyuvantes en si mismas ya que poseen miiltiples y potentes sefiales
capaces de aclivar receptores de ia inmunidad innata (Herrada y col., 2012; Khan,

2013).




Actualmente existen tres vacunas de ADN aprobadas por la FDA para uso
veterinario, por ejemplo para melanoma canino, y existen diversos estudios clinicos
evaluando la eficacia de las vacunas de ADN contra diferentes enfermedades e

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

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

respuestas inmunes pero con limitada eficacia clinica.

Un obstaculo para el éxito de las vacunas de ADN ha sido su baja eficlencia de
transfeccién /n vivo. Con el fin de mejorar la eficiencia de transfeccion se han
desarrollado sistemas que mejoran la entrega de los vectores al interor de las
células del sitio de vacunacién. La electroporacion in vivo es una técnica eficiente,
simple y aplicable en clinica para Ja administracién de las vacunas de ADN porque
mejora el ingreso del plasmido a las células mediante la aplicacion de pulsos
eléctricos breves y controlados que inducen una permeabilizacién fransitoria y
reversible de la membrana celular (Sardesai & Weiner, 2011). Esta técnica aumenta
la expresion del antigeno, la infiliracién de células del sistema inmune en el sitio de
inmunizacion y promueve la produccién de quimioquinas y citoquinas
proinflamatorias que contribuyen a la induccién de una respuesta inmune eficiente

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

Otro obstaculo para el éxito de las vacunas de ADN es que la mayoria de los
estudios preclinicos se han desarrollado en modelos animales pequefios,
requiriéndose altas dosis que son dificlmente escalables a humanos. Las dosis
tipicas utilizadas en ratones van de los 10 a los 100 pg, lo que escalado a humanos
corresponde a 80-200 mg de ADN por inyeccién mientras que los estudios clinicos

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

y col.,, 2012).




Por lo tanto, esto ha impulsado a desarrollar estrategias que mejoren la potencia de
las vacunas de ADN, que se requieran en bajas dosis y que sean escalables para
su uso en humanos (Ferraro y col., 2011).

En este contexto, una de las estrategias gue se ha desarrollado son las vacunas de
ADN basadas en sistemas de replicones alfavirales (DREP). Estas vacunas
funcionan a dosis més bajas que las vacunas de ADN convencionales (10-100
veces mas bajas) y generan una respuesta de LT CD8 citotoxicos mas potente
(Knudsen y col., 2012). Los DREP son plasmidos que codifican para un replicon de
alfavirus bajo el control del promotor CMV. Una vez que el vector DREP se
encuentra deniro de la célula, el replicén es franscrito en un ARN mensajero
(mARN). Parte de la secuencia es traducida a una replicasa alfaviral, la cual
reconoce un promotor subgendmico en dicho mARN, que controla la expresion del
antigeno de interés (Quetglas y col., 2010; Lundstrom, 2014). La replicasa amplifica
cerca de 100 veces la expresioén del antigeno, comparado con las vacunas de ADN
convencionales (Driver y col., 1995; Viander y col., 2012).

El potente efecto Inmuncestimulador de estas vacunas es atribuido a los altos
niveles de expresion 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 produccién de interferones de tipo | (IFN 1) v
apoptosis, generando una respuesta inmune aciaptativa especifica (Diebold y col.,
2008; Naslund y col., 2011; Knudsen y col., 2012).

Vacunas de ADN v memoria inmunoldgica

El objetivo de las vacunas de ADN antitumorales es generar una respuesta eficiente
de LT CD8 que elimine las células tumorales y que permita la generacién de

memoria inmunoldgica, protegiendo frente a la reaparicién de nuevos iumores. Sin

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




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

col., 2009).

El reperiorio de LT CD8 virgenes comprende miles de células, cada una
expresando un receptor de células T (TCR) que le permite reconocer de forma
especifica péptidos de 8-10 aminoacidos presentados en el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | (Blattman y col., 2002). Para que los LT CD8
virgenes adquieran capacidad efectora deben ser activados por células dendriticas
(DC) que son células presentadoras de antigenos profesionales. Frente a un
patégeno o infeccion, las DC poseen la capacidad de captar antigenos provenientes
del patégeno o de la célula infectada, procesarlos en péptidos pequefios y cargarlos
en moléculas de MHC de tipo | y ll. Posteriormente las DC migran a los nédulos
linfaticos donde le presentan antigenos a los LT CD4 y CD8 virgenes (Steinman,
2012). La presentacion de antigenos, junto con sefiales coestimuladoras y la
secrecién de citoquinas por parte de la DC inducen la activacion y proliferacion de
los LT, los que adquieren un fenotipo efector. Una vez que los LT han sido
activados, adquieren la capacidad de dejar el érgano linfoide y viajar al sitio de la
infeccion donde destruyen a las células infectadas y ayudan a controlar la infeccion
(Banchereau y col.,, 2000). Los LT CD4 efectores son activados por células
presentadoras de antigeno que presentan péptidos del patégenc unidos a
moléculas del MHC de clase i, produciendo citoquinas que modulan la funcion de
ios LT CD8 (Luckheeram y col., 2012). Los LT CD8 citotoxicos reconocen a las
células infectadas que expresan péplidos del patdgeno unidos a MHC de clase |,
destruyéndolas a través de la expresion de moléculas citotdxicas como Fas ligando
(FasL), la liberacion de vesiculas con moléculas citotdxicas, tales como perforina
(PFN), granzimas, interferon y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-q)

(Zhang & Bevan, 2011).




Luego de 1-2 semanas posteriores a la infeccidn se produce el punto més alto de la
respuesta efectora de LT CD8 citotéxicos, la mayoria de los cuales muere por
apoptosis en los siguientes dias durante la fase de contraccién de la respuesta
(Harty & 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 células se caracterizan por persistir en el tiempo y poseer la
capacidad para responder rapida y robustamente ante una segunda exposicion al
antigeno, proporcionando una proteccion a largo plazo (Kaech y col., 2002; Williams

& Bevan, 2007).

Basados en la capacidad de generar memoria, los LT CD8 efectores se pueden
clasificar en: LT efectores de vida corta (SLEC, del inglés short-lived effector cells),
que confieren proteccion inmediata, pero contribuyen poco al repertorio de LT de
memoria, muriendo durante la etapa de contraccion; y LT efectores precursores de
memoria (MPEC, del inglés memory precursor effector cells) que tienen la
capacidad de responder a sefiales de supervivencia y convertirse en LT GD8 de
memoria (Amsen y col., 2013}). Los SLEC y MPEC se diferencian en base a la
expresion de la cadena a del receptor de IL-7, CD127, y la expresion de KLRG1
{del inglés killer lectin-like receptor). La expresion de KLRG1 determina que los LT
CD8 efectores posean un fenotipo SLEC (Joshi y col., 2007) mientras que la
expresion CD127 determina que los LT CD8 efeciores se diferencien en LT de
memoria y que posean mayor expresién de moléculas antiapoptéticas como Bel2
(Kaech, Tan et al. 2003). Por lo tanto, los 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 un fenotipo CD127°KLRGT, llamados
LT CD8 efectores de fase temprana (EEC, del inglés early efector cells). Se ha visto

que estos linfocitos predominan tempranamente en una infeccion y que tienen la




capacidad de dar origen a SLEC, MPEC y a ellos mismos (Obar & Lefrancois,
2010). Por ditimo, se encuentra una cuarta poblacién descrita, lamada LT CD8
efectores doble positivos (DPEC, del inglés double-positive effector cells) que se
define por ser CD127°KLRG1*. Aunque no se sabe mucho acerca de esia
poblacion, pueden ser encontrados cuando se produce la mayor respuesta efectora

de LT CD8 citotéxicos luego de una infeccién (Plumlee y col., 2013).

Los LT de memoria se han definido en base a la expresién de receptores de
superficie, localizacién, propiedades de circulacién asi como sus funciones
efectoras. Los LT de memoria efectores (Tem) v LT de memoria central (Tcy) han
sido considerados cldsicamente como las dos principales poblaciones de memoria

{Chang y col., 2014).

Los Tem recirculan entre tejidos no linfoides y los érganos linfoides secundarios a
fravés de la sangre. Los Tgy tienen baja capacidad proliferativa, pero pueden
proveer proieccion inmediata contra el antigeno a través de la produccion de
citoquinas efectoras tales como IFN-y y la liberacion de vesiculas citotdxicas, Los
Tew tienden a localizarse en los érganos linfoides secundarios. Los Ty tienen
funciones efectoras limitadas pero son capaces de proliferar robustamente y
diferenciarse en Tey en respuesta a una estimulacion antigénica. También pueden

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

Los Tew ¥ Tem pueden ser diferenciados en base a la expresion de diversas
moléculas de superficie, tales como CD44 y CD62L. Los Teyu se definen como
CD44°CD62L" y los Tem como CD44'CDB2L". CD44 es una glicoprotéina que se
incrementa luego de la activacion de los LT virgenes durante la respuesta contra el
patégeno. Una vez que la infeccion es controlada, sus niveles de expresion

permanecen elevados en la superficie de los LT de memoria por lo que es utilizado




como marcador de exposicién previa al antigeno (Baaten y col., 2010; Baaten y col.,
2012). CD82L. guia la migracién de los LT para entrar a Jos nédulos linfaticos y
también participa en la adhesién de los LT al endotelio vascular en los sitios de
inflamacion. Este receptor también se encuentra presente en los Ty y los LT
virgenes permitiéndoles ingresar a los nodulos linfaficos en blsqueda de células

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

Teu: LT de memoria residentes

Recientemente se ha descrito que existe un nuevo tipo de LT de memoria que
reside permaneniemente en los tfejidos no linfoides, los que se denominan LT de
memoria residentes (Trw). Los Tgru Se caracterizan por su persistencia y
confinacion en un tejido particular fuera del cual no recirculan (Mackay y col., 2012;
Schenkel & Masopust, 2014). Luego de una infeccion en un tejido no linfoide, como
la piel, el tracto reproductivo o el tracto gastrointestinal, los LT CD8 presentes en el
nédulo linfético drenante son activados y adquieren la expresién de distintos
receptores que les permiten migrar al sitio donde ocurrio la infeccion para eliminar
al patégeno (Park & Kupper, 2015). Por ejemplo, en los nédulos linfaticos de la piel,
se induce {a expresion de receptores en los LT CD8 citotdxicos que facilitan la
entrada a [a piel tales como ligandos de e-selectina y p-selectina {Jiang y col., 2012)
asf como receptores de quimioquinas (CCR8 y CCR10) que les permiten infiltrar en
este tejido (McCully y col., 2012). Luego de que la infeccién ha sido eliminada, una
poblacion de los LT CD8 precursores de memoria se establece en los érganos no
linfoides y da lugar a los Tru. En la plel se ha visto que la formacién y mantencion
de los Try depende de diversas sefiales como IL-15, TGF-B, TNF-a e 1L-33 {Casey

y col., 2012).




Los Tgru actian como primera linea de defensa frente a un patégeno con el que se
ha tenido previo encuentro y estan preparados constitutivamente para una rapida
funcion efectora (Jiang y col., 2012; Schenkel & Masopust, 2014). Se ha
demostrado que esta poblacion de Try es capaz de proteger potentemente contra
infecciones independientemente de los LT CD8 de memoria circulantes (Gebhardt y

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

Los Tgm CD8 tienen un perfil transcripcional que les distingue de los Tey ¥ Tom, ¥
que contribuye a su mantencion en los tejfidos no linfoides (Mackay y cal., 2013).
Los Trm CD8 expresan CD103, CD69 y bajos niveles de S1P1R (Mackay y col.,
2013). CD103 es una integrina que se expresa en los Try CD8 de piel, pulmones,
tracto gastrointestinal, cerebro, tracto genital entre otros (Shin & Iwasaki, 2013).
Aunque no se expresa en todos los Tgry descritos, se ha visto que CD103 tiene un
rol importante en la retencion y diferenciacién de los Try CD8 en distintos tejidos
(Wakim y col., 2010). Por ejemplo, en modelos de infeccién viral en ratones se ha
visto que en [a piel, CD103 es necesario para la formacion y supervivencia de los
Trm CD8 (Mackay y col., 2013). Ademas se ha determinado que los Try CD8
CD103" tienen una mayor capacidad de produccién de citoquinas efectoras que los
Trw CDB CD103 en modelos animales y humanos (Piet vy col., 2011; Park &
Kupper, 2015). CD69 es un marcador que expresan los Tgy ¥ SU expresion estd
involucrada en la retencion de los Try en tejidos no linfoides ya que interfiere con la
expresion y funcidn del receptor S1P1R el cual es critico para la recirculacion de los
LT (Mackay y col., 2015). S1P1R detecta gradientes de la molécula S1P1 que se
encuentra en altos niveles en la sangre y que sirve para guiar a los linfocitos fuera
de los tejidos (Cyster & Schwab, 2012). CD69 hace que disminuyan los niveles de

S1P1R, haciendo que los Try sean incapaces de recircular y responder a las

gradientes de S1P (Mackay y col., 2015).
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Los Trw CD8 producen niveles elevados de citoquinas efectoras tales como IFN-y,

TNF-a y granzima B (Shin & Iwasaki, 2013; Ariotti y col., 2014).

En infecciones virales se ha determinado que los Try CD8 estimulan rapidamente la
respuesta inmune innata y adaptativa, proveyendo protecciéon contra el agente
infeccioso y a la vez contra patdgenos no relacionados {Liu y col., 2010; Schenke! y
col.,, 2013). Algunos estudios que han analizado la presencia de LT CD8 en
tumores solidos humanos han proporcionado pruebas de que los Tgy CD8 podrian
mediar la inmunidad antitumoral. La infiltracién de LT CD8 con un fenotipo Tew €s
indicativo de un prondstico méas favorable en pacientes con céncer de ovario y
pulmén (Webb y col., 2014; Djenidi y col., 2015). Todas estas observaciones han
llevado a un creciente interés por desarrollar vacunas que generen Try CD8 como

potencial terapia contra distintas patologias.

La vacunacién intradémica ha sido una esfrategia extensamente utilizada para
desarrollar vacunas terapéuticas contra el cancer debido a gue 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 Tgy CDB. Por lo tanto el objetivo de esta tesis fue determinar si la

inmunizacion intradérmica con vacunas de ADN genera Ty CD8 en la piel.
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Hipdtesis

Las vacunas de ADN entregadas via intradérmica inducen la generacién de LT CD8

especificos de memoria residentes de la piel.
Objetivo General

Estudiar si las vacunas de ADN entregadas via infradérmica inducen la generacion

de LT CDB8 especificos de memoria residentes de la piel.
Objetivos especificos

. Comprobar la capacidad de las vacunas de ADN convencionales y basadas en
replicones de alfavirus para generar respuestas potentes de LT CD8 citotoxicos
efectoras y proteccion frente a un desaffo con células tumorales de melanoma.

. Evaluar la generacién de LT CD8 efeciores y precursores de memoria en animales
inmunizados con vacunas de ADN convencionales y basadas en replicones de
alfavirus via intradérmica.

. Evaluar la generacién de LT CD8 especificos de memoria central (Tcy), efectora
(Tem) y residente (Tay) de Ia piel en animales inmunizados con vacunas de ADN

convencionales y basadas en replicones de alfavirus via intradérmica.




MATERIALES Y METODOS

Materiales
Bacterias

Bacterias: Las bacterias Escherichia coli cepa NovaBlue, fueron facilitadas por la

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

Los vectores utilizados en esta tesis fueron: pVAX-OVA (pOVA), DREP-OVA (D-
OVA), gentileza de Centro del Cancer del Karolinska Institutet (SK, Suecia) y un

vector-vacio (DREP) generado en el laboratorio.

Medios de cuiltivo bacteriano v ofros reactivos

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

g/L. de NaCl.

Agar LB: 10 g/L 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 KCI, 10 mM de MgCl, 10 mM de MgSQ,, 20 mM de giucosa.

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

Medios de cultivo celular v otros reactivos

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

aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 1.U/ml de penicilina, 100

12




13

Hg/ml de estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio, todos los reactivos son Gibco

life Techonologies (Carlsbad, CA, USA).

Soluciones. reactivos comerciales v kits

Tampén fosfato salino (PBS) (1X): KHPO, 1,06 mM, Na;HPOTH.O 2,97 mM,
NaCI 155,17 mM, pH 7,4 (Gibco, Carlsbad, CA, USA).

- Tampon de lisis de gldbulos rojos: RBC Lysis Buffer (10X): pH 7.1 — 74
(BioLegend, San Diego, CA, USA).

Sevoflurano (Baxter, IL, USA).

NucleoBond Xitra Midi EF (midiprep) y NucleoBond Xtra Maxi EF (maxiprep)
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany).

Heparina (Labdratorio Sanderson, Santiago, Chile).

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

Perm/Wash Buffer (BD Biosciences, CA, USA),

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

Soluciones de lavado

PBS 1X-SFB 2%.

Anticuerpos de Citometria de flujo

Los anticuerpos utilizados fueron obtenidos de Biolegend (San Diego, CA, USA) y
corresponden a: CDB-PeCy7 (Clon 53-6.7), CD3-PerCP {Clon 17 A2), IFN-y-PE
(Clon XMG1.2), TNF-a-APC (Clon MP8-XT22), Zombie Aqua-BV510, CD3-
APC/Cy7 (Clon 145-2C11), CD8-PECy7 (Clon 53-8.7), KLRG1-BV421 (Clon
2F1/KL.RG1}, CD127-AF488 (Clon A7R34), CD44-PerCP (IM7), CD62L-PE (MEL-
14), CD3-AF488 (Clon 17 A2), CD69-APC/Cy7 (Clon H1.2F3), CD103-BV421 (Clon

2E7).
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Peéptido

Para la reestimulacién in vitro de los linfocitos, se utilizé el péptido OVA .57.064
SINFEKL (GenScript, Piscataway, NJ, USA).

Dextramero

Se utilizé el multimero de MHC I: Dextrdmero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 57.264), APC
(Immudex, Copenhagen, Dinamarca).

Equipamiento

Incubador de CO. (Thermo Scientific serie 8000 WJ modelo 3429TF);
microcentrifuga para eppendorf {Brinkmann modelo 5415D); centrifuga refrigerada
(Thermo Scientific MegaFuge 40R); lector multimodal para microplacas (BIO-TEK
modelo Synergy HT), congelador -80 (Ultra low temperature freezer, Sanyo);
citémetro de flujo (BD Biosciences modelo FACSCanto Il); electroporador Derma
Vax DNA Vaccine Skin Delivery System (Cyto Pulse Sciences); electrodo con
agujas paralelas de 2 mm (Cyto Pulse Sciences),

Métodos

Electroporacion de bacterias

Se tomaron 1,5 ml de un cultivo de bacterias Escherichia coli cepa NovaBlue
crecidas durante {a noche y se centrifugaron a 5000 RCF por 5 minutos a 4°C. En
campana de flujo y en hielo, se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet
bacteriano en 1 m! de H,O bidestilada fria, este paso se repitid cuatro veces
dejando las bacterias peleteadas. Se prendié el electroporador y se setearon las
condiciones (25 Uf, 200 Q y 2,5 kV). Las bacterias se resuspendieron en 100 pl de
H,0 bidestilada y se afiadié 10 ng de ADN plasmidial. Luego se colocaron en la
cubeta de electroporacion (previamente enfriada a -20°C) y se oprimieron los
botones del elctroporador hasta que generd el pulso. Inmediatamente se afiadio 1

ml de medio de cultivo LB, se homogenizd 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 elimind el sobrenadante, se resuspendieron en el
volumen remanente y se plaquearon en una placa de LB-Agar con kanamicina y se

incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Extraccidn v purificacién de ADN plasmidial

Las bacterias Escherichia coli cepa NovaBlue transformadas con los plasmidios se
crecieron en medio LB suplementado con kanamicina 50 ug/mi. El volumen
empleado para cada inoculo fue de 300 mi o 600 ml dependiendo si la preparacién
correspondia a midiprep o maxiprep, respectivamente. Los sistemas de extraccion y
purificacién empleados para las diferentes preparaciones corresponden a:
NucleoBond Xira Midi EF (midiprép) y NucleoBond Xfra Maxi EF (maxiprep). La
extraccidn y purificacion se realizé segiin las especificaciones del fabricante
(Macherey-Nagel, Diren, Germany). Finalizada esta etapa se determind la
conceniracion del ADN plasmidial mediante espectrofotometria a una longitud de
onda de 260 nm (Synergy HT). El ADN plasmidial obtenido es libre de endotoxinas.

Animales

Los ratones hembras C57BL/6 fueron mantenidos a temperatura controlada y con
un régimen aiternado de luz y oscuridad de 12 h. L.os animales tuvieron acceso a
comida y agua ad libitum. Los procedimientos y normas generales de mantencion
estan descritos en el protocolo de manejo y supervision animal del proyecto
FONDECYT 11110525 aprobado por los Comités de Bioética de la Fundacién
Ciencia & Vida y de FONDECYT.

Inmunizacién mediante electroporacién intradérmica in vivo

Ratones hembras C57BL/6 de 6 — 8 semanas de edad se anestesiaron y se
mantuvieron durante todo el procedimiento con sevoflurano 3 %. Los ratones se
inyectaron infradérmicamente con una solucion de PBS 1X que contenia los ADN

plasmidiales utilizados. La inyeccion se realizé en dos sitios diferentes (20 pL en
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cada sitio) cercanos a la base de la cola. Luego de esto se coloco un electrodo con
dos hileras de agujas paralelas de 2 mm, dejando el sitio de inyeccién entre estas
dos hileras, Se aplicaron 2 pulsos de 125 V/cm durante 0,05 ms seguidos de 8
pulsos de 275 V/em durante 10 ms usando un electroporador Derma Vax DNA
Vaccine Skin Delivery System.

Ensayos de desafio tumoral

En el experimento terapéutico los animales fueron desafiados con 2,5x10° células
de la linea murina de melanoma B16F10 que expresa el antigeno OVA y dos dias
despues fueron vacunados mediante electroporacion intradérmica con 2 pg de
pOVA, D-OVA o el vector vacio. Posteriormente, los ratones fueron sangrados doce
dias después de ia vacunacion 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. Al final de los 18 dias los animales fueron

sacrificados. El calculo del volumen tumoral, se hizo segun la siguiente formula:

Volumen (mm%:@. Donde W cormresponde al ancho del tumor, H

corresponde al alio y L corresponde al largo.

Procesamiento de la sangre para andlisis de LT CD8

L.os ratones fueron sangrados mediante un corte en la cola usando un bisturi estérii
y se recolectaron 200-250 L finales de sangre en tubos de 1,5 ml conteniendo 70
yL. de heparina a una concentracion 500 U/ml. La sangre se transfirié a tubos de 15
ml y se traté con 3 ml de RBC Lysis Buffer 1X por 10 minutos a temperatura
ambiente agitando de vez en cuando, luego se agregaron 10 ml de PBS 1X. A
continuacién, las muestras se centrifugaron a 400 RCF por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 mL de
RPM! 1640 con 0,1 mM de amino&cidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100

I.U/mi de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio. l.as
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células se cenirifugaron a 400 RCF por 5 minutos a temperatura ambiente y luego
se resuspendieron en 250 pl. de medic RPMI 1640 suplementado. Luego se
utilizaron 100 pL de esta suspension celular para Ia tincién con anticuerpos de
superficie, intracelulares o el dextramero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA zs7.261), APC. La
tincidn se realizé en placas de 96 pocillos con fondo redondo (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Reestimulacién in vitro de linfocitos provenientes de ia sangre

Luego de procesar los linfocitos provenientes de la sangre, se cultivaron 100 pL de
la suspensién celular obtenida en placas de 96 pocillos y se adicioné 100 pL de
medio RPMI 1640 completo, suplementade con el péptido OVA 25726s @ una
concentracion final de 1 pg/mi por pocillo. Luego la placa con linfocitos se incubd a
37° Cy 5% de CO; por 2 h, Posteriormente, cada pocillo de células se traté por 6 h
con 50 pL de medio RPMI 1640 completo suplernentado con 0,25 pl de GolgiPlug
con el fin de inducir el acumulamiento intracelular de citoquinas. Pasado este
periodo, las células fueron centrifugadas a 400 RCF por 5 minutos y luego
resuspendidas en 100 pL de PBS-SFB 2%, para llevar a cabo posteriormente las
tinciones de superficie e intracelular.

Tincién de superficie e intracelular de células v andlisis por citometria de fluio

Todas las centrifugaciones de este protocolo se realizaron 400 RCF y a 4°C
durante 5 minutos.

Las células se centrifugaron, se elimind el sobrenadante y se procedio con la tincion
de superficie, agregando 25 pl de PBS-SFB 2% por pocillo suplementado con los
diferentes anticuerpos de superficie en su dilucién apropiada durante 30 minutos a
4°C en oscuridad. Posteriormente las células se lavaron con 100 pL de PBS-SFB
2% y se centrifugaron, dos veces. La tincién infracelular se realizo posterior a la
tincién de superficie, para esto, la células fueron permeabilizadas con 100 pl. de la

solucidn Fixation/Permeabilization por pocillo durante 20 minutos a 4°C en
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oscuridad. Luego se centrifugaron las células y se lavaron con 100 pL de la
solucién Perm/MWash Buﬁ’er y nuevamente fueron cenfrifugadas. Las células fueron
incubadas durante 30 minutos a 4°C en oscuridad con 25 pL de una solucién de
Perm/Wash Buffer conteniendo los anticuerpos intracelufares. Finalmente las
células se centrifugaron y se lavaron con 100 yL de PermAWash Buffer y se
resuspendieron en 100 pul de PBS-SFB 2% para ser analizadas mediante
citometria de fiujo. El volumen de anticuerpo que se utilizé por cada 25 pL de PBS-
SFB 2% para los anticuerpos de superficie fue: Zombie Aqua-BV 510 0,05 pL, CD3-
PerCP 0,15 pL, CD8 PE-Cy7 0,15 pL y para los anticuerpos intracelulares fue: IFN-
¥-PE 0,1 pL, TNF-a-APC 0,1 pil..

Ensayo para evaluar poblaciones efectoras en sangre

Grupos de 4 animales fueron inmunizados dos veces con un intervalo de dos
semanas con pOVA (a una dosis de 2 y 20 pg), D-OVA (a una dosis de 2 pg) o el
vector vacio (a una dosis de 2 pg). Doce dias después de la tltima inmunizacién los’
ratones fueron sangrados para evaluar la frecuencia de precursores de LT CD8 de
memoria especificos contra OVA 2s7.264. El procesamiento de linfocitos de la sangre
se describid previamente. Los LT CD8 que poseen el TCR especifico para el
péptido inmunodominante de la proteina OVA fueron reconocidos en la sangre
utilizando el Dexirdmero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 2s7.264), APC, este protocolo se
describe posteriomrmente.

Ensayo para evaluar poblaciones de memoria en bazo

Grupos de 5 animales fueron inmunizados dos veces con un intervalo de dos
sermanas con pOVA (a una dosis de 2 y 20 pg), D-OVA (a una dosis de 2 ug) o el
vector vacio (a una dosis de 2 pg). Seis semanas después de ia dltima
inmunizacion los ratones fueron sacrificados para evaluar ia frecuencia de
poblaciones de LT CD8 de memoria especificos contra OVA 257.06¢. Los LT CD8 que

poseen el TCR especifico para el péptido 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 para andlisis de LT CD8

Todas las centrifugaciones de este protocolo se hicieron a 400 RCF, 5 minutos a
temperatura ambiente.

Se colectaron los bazos de los animales y se disgreg6 e! tejido con el émbolo de
una jeringa de 5 mL en una placa de 60 mm que contenia 5 ml de medio RPMI.

La suspensidn celular se colecté en un tubo falcon de 15 ml y se centrifugd. Se
resuspendio el pellet obtenido en 3 ml de RBC Lysis Buffer 1X y se incubd por 10
minutos a temperatura ambiente agitando de vez en cuando, luego se agregaron 10
mL de PBS 1X. A continuacién, las muestras se centrifugaron, se elimind el
sobrenadante y se lavaron con 5 ml de RPMI 1640 con 10% SFB, 0,1 mM de
aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 L.U/m! de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio. Luego las células se
centrifugaron y se resuspendieron en 10 ml de RPMI 1640 suplementado. La
suspension celular se paso6 a través de un cell strainer y luego se utilizaron 100 uL
de esta suspension para la tincion con anticuerpos de superficie y con el
dextrdmero H-2 Kb/SHINFEKL (OVA 2s7.2s1), APC. La tincién se realizé en placa de
96 pocillos.

Ensayo para evaluar linfocitos de memoria en piel

Grupos de 4 animales fueron inmunizados dos veces con un intervalo de dos
semanas con pOVA (a una dosis de 2 y 20 ug), D-OVA (a una dosis de 2 ug) o el
vector vacio (a una dosis de 2 pg). Seis semanas después de la tltima
inmunizacién, los ratones fueron sacrificados para evaluar la frecuencia y fenotipo
de los LT CD8 de memoria especificos contra OVA 2s7.064 €n piel. Los LT CD8 que

poseen el TCR especifico para el péptido inmunodominante de la proteina OVA
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fueron reconocidos en la sangre utilizando el dexiramero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA
257-264)| A-PC-

Procesamiento de la piel para andlisis de LT CD8

Se colect6 la piel de los animales, del sitio vacunado (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 IV {Themmo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) y 5 pg/ml de DNAsa {AppliChem, St. Louis,
MO, USA) en 6§ medio RPMI 1640 por 90 minutos a 37°C en agitador.
Posteriormente se disgregd mecanicamente la piel con una jerginga de 5 ml y la
suspension celular se pas6 a través de un cell strainer. Luego las células fueron

centrifugadas 400 RCF, 5 minutos y resuspendidas en 200 ul. de medioc RPMI

1640,
Deteccion de LT CD8 QVA ,s:.06: especificos con el dextrémero H-2 Kb/SIINFEKL
(OVA 257084), APC

Este protocolo se aplicd para detectar LT CD8 especificos contra OVA 7064 €0
sangre, piel y bazo y la tincién se realizé en placa de 96 pocillos. Todas las
centrifugaciones se hicieron a 400 RCF, 5 minutos a 4°C.

Las células fueron centrifugadas, se elimind el sohrenadante y se lavaron con 100
pL de PBS-SFB al 2%. Luego se volvieron a centrifugar, se elimind el sobrenadante
y se agrego el dexiramero a una dilucién 1:60 por pocillo. Se tifieron las células en
un volumen de 30 pL de PBS-SFB al 2%. Las células fueron incubadas a
temperatura ambiente, 10 minutos en oscuridad. Posteriormente se agregaron los
anticuerpos de superiicie 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 células se lavaron con 100

pL de PBS-SFB al 2% y se centrifugaron, dos veces. Finalmente las células fueron
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fesuspendidas en 100 ulL de PBS-SFB al 2% por pocillo para ser analizadas
mediante citometria de flujo.

El volumen de anticuerpos de superficie utilizado en 50 ul. de PBS-SFB al 2% para
sangre fue: CD3- APC/Cy7 0,2 uL, CD8- PECy7 0,2 uL, KLRG1-BV421 0,3 uL,
CD127-AF488 0,3 uL.

El volumen de anticuerpos de superficie utilizado en 50 uL de PBS-SFB al 2% para
bazo fue: CD3- APC/Cy7 0,2 uL, CD8- PECy7 0,2 uL, CD44- PerCP 0,3 uL, CD62L-
PE 0,3 ul..

El volumen de anticuerpos de superficie utilizado en 50 ul de PBS-SFB al 2% para
piel fue: CD3-AF488 0,3 uL, CD8- PECy7 0,2 uL, CD69-APC/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 ulilizé como marcador de viabilidad: Zombie Aqua-
BV 5100,1 L,

Citometria de flujo

Las medicionss de citometria de flujo se realizaron en un equipo BD FACSCanto i1,
utilizando el FiowJo versién X.0.7 (Tree Star, Inc. Ashland, OR, USA).

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa Graphpad Prism version
6 (Graphpad Software Inc.). Los datos fueron comparados mediante las pruebas

estadisticas: Test U de Mann Whitney. 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 DREP para
generar respuestas potentes de LT CD8 citotéxicos efectoras y proteccidn

frente a un desafio con células tumorales de melanoma

Dada la importancia de desarrollar nuevas terapias contra el céncer es que se
estudid la generacion de LT CD8 citotoxicos especificos y la proteccion frente a un
desafio con células 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 células tumorales de melanoma B16F 10 que expresan la proteina
ovoalbamina (OVA). Dos dias después tres grupos de animales fueron vacunados
mediante electroporacién intradérmica 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 més bajas que los vectores convencionales se
administraron 2 ug de cada vector a [os animales para comparar la proteccion

ofrecida por ¢ada vacuna.

Doce dias después de la vacunacion, se analiz6 la respuesta de LT CD8 citotéxicos
en la sangre de los animales mediante reestimulacion /n vitro con el péptido
inmunodominante de la proteina OVA .s72s¢ (SIINFEKL) y posterior tincion
intracelular de IFN-y y TNF-o y analisis por citometria de flujo. Se cuantificé el
porcentaje de LT CD8 citotéxicos especificos contra OVA 2s7.264 productores de IFN-

vy TNF-a.
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Las figuras 1 Ay 1B muestran el resultado de la reestimulacion in vitro de los LT
CD8 proveriente 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 257564, productores de IFN-y y TNF-a. El porcentaje de
linfocitos generados en este grupo (0,43%) es estadisticamente significativo al
comparar 1as muestras estimuladas con el péptido OVA .s7.064 respecto de las no
estimuladas que fueron utilizadas como un control (P<0,05; datos no mostrados,
analizados mediante test U de Mann Whitney). No se observa LT CD8 citotéxicos

especificos contra OVA 57.2¢5 €n el caso del grupo inmunizado con pOVA.

Para evaluar la proteccién frente a un desafio con células tumorales de melanoma,
en los animales vacunados, se realizé el seguimiento del crecimiento tumoral
durante 18 dias, a través de la medicién del ancho, largo y alto de los tumores para
posteriormente calcular y graficar el volumen tumoral. £n la figura 1 C se muestra el
crecimiento tumoral de los diferentes grupos desde el dia 0 al 18. El grupo
vacunado con el plasmido control presenta el mayor crecimiento tumeral 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 volumen promedio de los
tumores para el grupo que recibid el vector control al dia 18 fue 381,5 mm°, para el
grupo que recibié pOVA fue de 98,8 mm?®y para el grupo que recibié D-OVA fue de
11,3 mm®. El tamafio de los tumores de los grupos tratados con pOVAy D-OVA es
significativamente menor comparado al grupo control (P<0,01 y P<0,0001
respectivamente). Ei grupo que presenta la mayor proteccion frente al desafio
tumoral es el que fue vacunado con D-OVA, observandose que solo cinco de diez
animales desarrollaron fumor, mientras que en el grupo tratado con pOVA, ocho de

diez animales desarrollaron tumor.
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Figura 1. Frecuencia de LT CD8 citotéxicos especificos contra OVA 257264 productores de IFN-y
y TNF-a en sangre y proteccién frente a un desafio tumoral con células de melanoma B16F10-
OVA en ratones tratados con vacunas de ADN convencionales y DREP. Ratones hembras
C57BL/6 fueron inyectadas de manera subcutanea en el costado del torso con la linea celular tumoral
B16-OVA y dos dias después los animales fueron inmunizados con los plasmidos indicados en las
figuras. Doce dias posteriores a la inmunizacion, se obtuvo sangre de la cola de cada animal y
mediante reestimulacién in vitro con el péptido OVA 2s7.2s4 se analizaron los LT CD8 citotéxicos
especificos contra OVA 257264 productores de IFN-y y TNF-a por citometria de flujo. Se siguio el
crecimiento tumoral hasta el dia 18, donde fueron sacrificados los animales. A. Método de analisis que
muestra para cada grupo inmunizado las figuras representativas de los porcentajes de LT CD8
citotoxicos especificos contra OVA 2s7.264 productores de IFN-yy TNF-a en sangre analizados sobre la
poblacién de LT CD3 CD8 mediante citometria de flujo. La poblacién estimulada con el péptido OVA
(257-264) S€ muestra en azul y la no estimulada, en gris. B. Frecuencia de LT CD8 citotéxicos
especificos contra OVA 3s7.264 productores de IFN-yy TNF-a estimulados con el péptido OVA 25794 0
sin estimular analizados mediante citometria de flujo. C. Crecimiento tumoral, medide en mm-. D.
Volumen tumoral al dia 18, medido en mm’. Resultados obtenidos de dos experimentos
independientes, n=10. Cada valor est4 expresado como el promedio + EE. Se utilizé Test U de Mann
Whitney para el analisis estadistico. **P<0,01;"***P<0,0001.
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Estudio de la generacién de LT CD8 efectores y precursores de memoria en
animales inmunizados con vacunas de ADN convencionales y DREP via

intradérmica

Luego de [a expansion cional, la respuesta efectora de LT CD8 se compone de
distintas subpoblaciones segtin la capacidad de generar memoria: SLEC, DPEC,
MPEC y EEC. Debido a que no se sabe sobre la composicién de dichos subtipos
luego de inmunizar con vacunas de ADN, es que se estudid 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 pg de pOVA o 2 g del vector vacio. Ademas se
incluyé un grupo tratado con pOVA pero a una dosis diez veces mayor (20 jig) para
usar una dosis que nos asegure detectar la generacién 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 después de la 1ltima inmunizacion, se obtuvo sangre de cada animal. Los LT .
CD8 que poseen el TCR especifico para el péptido inmunodominante de la proteina
OVA fueron reconocidos en la sangre mediante la fincién con un multimero de
MHC, el dextrémero H-2 Kb/SINFEKL (OVA 2s7.984) ¥ andlisis por citometria de flujo
como muestra la figura 2 A. La figura 2 B muestra la frecuencia de LT CDS8
efectores especificos confra OVA 25726« €n cada uno de los grupos experimentales,
donde el porcentaje detectado es significativamente mayor al comparario con Ia
condicion control (P<0,05; datos no mostrados, analizados mediante test U de

Mann Whitney).

Se observa que la inmunizacién con D-OVA a una dosis de 2 ug genera una mayor

respuesta (6,32 %) comparado a la inmunizacién con la misma dosis (1,20 %,
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P<0,05) y con una dosis 10 veces mayor de pPOVA (3,73%), aunque esta ditima

comparacion no es estadisticamente significativa.

En la figura 2 C se muestra la deteccién de las poblaciones efectoras analizadas
dentro de la poblacion de LT CD8 especificos contra OVA 57264, basado en la
expresién de las moléculas KLRG1 y CD127. El porcentaje detectado de cada
subtipo efector es significativamente mayor al comparario con la condicién contral
para cada uno de los grupos experimentales (P<0,05; datos no mostrados,

analizados mediante test U de Mann Whitney).

En la figura 2 D se muestra la frecuencia de cada subtipo efector analizade en la
poblacion de LT CD8 especificos contra OVA 257.26:. Para los grupos que recibieron
D-OVA a una dosis de 2 g y pOVA a una dosis de 20 pg la poblacién que esta
presente en mayor porcentaje es la de LT CD8 citotdxicos precursores de memoria
(MPEC), siendo un 49,06% para D-OVA y un 55,10 % para pOVA. Luego sigue la
poblacién de DPEC con un 42,49 % para D-OVA y 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 % para pOVA y EEC, con un 1,45% para
D-OVAy un 3,57 % para pOVA,

Respecto a las poblaciones efectoras observadas en los animales inmunizados con
pOVA 2 ug, dada la menor magnitud de ia respuesta, se detecté alta variabilidad en
los datos en comparacin a las otras condiciones lo que dificulté la distincion de las
distintas poblaciones efectoras, por lo tanto aun cuando se analizaron, estos datos

no fueron considerados.
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Figura 2. Frecuencia de poblaciones efectoras de LT CD8 especificos contra OVA u7.064 €0
sangre de ratones inmunizados con vacunas de ADN convencionales y DREP. Ratones hembras
C57BL/6 fueron inmunizados con los plasmidos y dosis indicados en las figuras dos veces con un
intervalo de dos semanas. Doce dias después de la ltima inmunizacién los ratones fueron sangrados
para evaluar la frecuencia de poblaciones de LT CD8 citotéxicos mediante citometria de flujo. A.
Método de analisis en sangre muestra la poblacién de LT CD3 CD8 sobre la cual se detectaron los LT
CD8 especificos contra OVA 25726« mediante tincién con el dextrdmero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 257
264)B. Frecuencia de LT CD8 citotoxicos especificos contra OVA 257.264. C. Deteccién de poblaciones
efectoras analizadas dentro de la poblacién de LT CD8 citotéxicos OVA 257264 especificos, basado en
la expresion de las moléculas KLRG1 y CD127: Short-lived effector cell (SLEC; CD127 KLRG1™);
double-positive effector cell (DPEC; CD127" KLRG1"); memory-precursor effector cell (MPEC: CD127"
KLRG1); early effector cell (EEC; CD127'KLRG1'). D. Frecuencia de SLEC, DPEC, MPEC y EEC
analizados sobre la poblacién de LT CD8 especificos contra OVA 2s7.564. Resultados obtenidos de un
experimento, n=4, Cada valor estd expresado como el promedio + EE. Se utilizé test U de Mann
Whitney para el andlisis estadistico. *P<0,05; ns>0,05.
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Estudio de la generacién de LT CD8 especificos de memoria central {Tem),
efectora (Tav) y residente (Tpy) de la piel en animales inmunizados con

vacunas de ADN convencionales y DREP.

Debido a que uno de los objetivos principales de la vacunacion es generar memoria
Inmunoldgica es que se estudiaron las poblaciones de LT CD8 de memoria
inducidas por vacunas de ADN convencionales y basadas en replicones de alfavirus

mediante electroporacidn intradérmica.

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 pg de D-
OVA, 2 ug de pOVA, 20 pg de pOVA y 2 pg del vector vacio. Seis semanas
después de la dlima inmunizacién los animales fueron sacrificados para colectar
sus bazos y piel. Los LT CD8 que poseen el TCR especifico para el péptido
inmunodominante de la proteina OVA fueron detectados en el bazo y piel, mediante
tincién con ef dextramero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 257.064) y anélisis por citometria de

flujo.

La figura 3 A muestra la deteccion de LT CD8 de memoria especificos contra OVA
257.264 €11 bazo. En la figura 3 B se muestra la frecuencia de LT CD8 de memoria
especificos contra OVA 257,64, para cada uno de los grupos, donde el porcentaje
detectado es significativamente mayor al compararlo con la condicién contro!
(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 confra OVA 2s7.2s4
(1%) comparado con el grupo inmunizado con 2 pg de pOVA (0,15 %,

+P<0,0001) o con 20 ug de pOVA (0,43 %, *P<0,01).
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En la figura 3C se muestra la deteccién de los subtipos de memoria analizados
dentro de la poblacion de LT CD8 de memoria especificos contra OVA 257064,
basado en la expresion de las moléculas CDB2L y CD44. El porcentaje detectado
de cada poblacion es significativamente mayor al compararlo con la ‘condicion
control para cada uno de los grupos experimentales (P<0,05; datos no mostrados,

analizados mediante test U de Mann Whitney).

La figura 3 D muestra el porcentaje de las poblaciones de linfocitos de memoria Tey
Y Tew analizados dentro de ia poblacién de LT CD8 de memoria especificos contra
OVA 257.264. Se observa que el subtipo més representado es Tew tanto para el grupo
inmunizado con D-OVA a una dosis de 2 Hg (91,90%) como para el grupo
inmunizado con pOVA a una dosis de 20 Hg (89,72%). El subtipo menos
representado es Tey tanto para el grupo inmunizade 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 {g de
pOVA, dada la menor magnitud de la respuesta, se detect6 alta variabilidad en los
datos en comparacién a las otras condiciones io que dificults la distincién 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 (Tem ¥ Tcw) especificos contra
OVA 257.264 €n bazo de ratones inmunizados con vacunas de ADN convencionales y DREP.
Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con los plasmidos y dosis indicados en las figuras dos veces
con un intervalo de dos semanas. Seis semanas después de la Gltima inmunizacién los ratones fueron
sacrificados para evaluar la frecuencia de las poblaciones de linfocitos de memoria en bazo mediante
citometria de flujo. A. Método de analisis en bazo muestra la poblacién de LT CD3 CD8 sobre la cual
se detectaron los LT CD8 especificos contra OVA 2s7.284 mediante tincién con el dextramero H-2
Kb/SIINFEKL (OVA 2s7.284). B. Frecuencia de LT CD8 de memoria especificos contra OVA 257.254.C.
Deteccién de las poblaciones de memora: LT de memoria central (Tcy; CD44'CD62L") y LT de
memoria efectores (Tey; CD44°CD62L) analizados dentro de la poblacion de LT CD8 especificos
contra OVA zs7.264. D. Frecuencia de Tem y Tew analizados sobre la poblacién de los LT CD8
especificos contra OVA 257.0s4. Resultados obtenidos de dos experimentos independientes, n=9. Cada
valor esta expresado como el promedio + EE. Se utilizé test U de Mann Whitney para el analisis
estadistico. **P<0,01;"***P<0,0001.




3

La figura 4 A muesira que fue posible detectar LT CD8 de memoria especificos
contra OVA 257264 n piel. Estos linfocitos no solo se acumulan en el sitic vacunado
(zona dorsal cercana a la base de la cola) sino que también en’una zona distante al

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

Como muestra la figura 4 B, en el sitio vacunado se observa que el grupo que
recibi6 D-OVA presenta un mayor porcentaje de LT CD8 de memoria especificos
contra OVA 2s7.2¢4 (45,7 %) comparado al grupo que recibié pOVA a una dosis de 2
ug (21,3 %) o pOVA a una dosis de 20 pg (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 una dosis de 2 g, 6,6 % para pOVA a la misma
dosis y 12,2% para el grupo que recibié pOVA a una dosis de 20 pg. Cabe destacar
que el porcentaje detectado de LT CD8 de memoria especificos contra OVA 257.0a4
es menor en el sitio distante comparado al sitio vacunado para todas las

condiciones estudiadas.,

Debido a que los Try CD8 mantienen la memoria inmunologica en tejidos no
linfoides o barreras epiteliales como la piel, es que se analizd si los LT CD8 de
memoria especificos contra OVA 257264 tienen un fenotipo de Try CD8, lo cual se

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

Se observd que todos los LT CD8 de memoria especificos contra OVA 257264
presentan un fenotipo CD62L" CD44" CD69". En cuanto a la expresion de CD103,
detectamos dos poblaciones, una positiva y otra negativa para la expresién de
CD103 como muestra la figura 4 C. Por lo tanto, fue posible detectar dos

poblaciones con un fenotipo Try CD8: una CD103" y otra CD103".

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

poblaciones de linfocitos Try CD8 y que para el grupo inmunizado con D-OVA se
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observd una mayor proporcion de Try CD8 CD103" en el sitio vacunado. En el sitio
distante (no vacunadoc) se aprecia que hay una mayor proporcidn de Tgy CD8

CD103" para todas las condiciones estudiadas.
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Figura 4. Deteccién de Trm CD8, especificos contra OVA 2s7.2s4 en piel de ratones inmunizados
con vacunas de ADN convencionales y DREP. Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con los
plasmidos y dosis indicados en las figuras dos veces con un intervalo de dos semanas. Seis semanas
después de la Gltima inmunizacién los ratones fueron sacrificados para evaluar la frecuencia y fenotipo
de los Trm en piel mediante citometria de flujo. A. Método de andlisis en piel que muestra la poblacion
de LT CD3 CD8 sobre la cual se detectaron los LT CD8 especificos contra OVA 257.264 mediante
tincién con el dextramero H-2 Kb/SIINFEKL (OVA 257.264). B. Frecuencia de LT CD8 especificos contra
OVA 257284 €n el sitio vacunado y en un sitio distante de la zona vacunada. C. Caracterizacién del
fenotipo de los LT CD8 especificos contra OVA 257264 de piel con los marcadores CD62L CD44, CD69
y CD103. Como control para fijar la poblacién negativa y positiva en los histogramas se seleccioné la
poblacion CD3 CD8 negativa. D. Frecuencia de LT CD8 especificos contra OVA 2s7.264 que son
CD103" o CD103" en un sitio distante de la zona vacunada y en el sitio vacunado. Resultados
obtenidos de dos experimentos independientes: n=8, para el andlisis de linfocitos T CD8 OVA 257264
especificos, y un experimento: n=4 para el andlisis de Tgry CD8. Cada valor esta expresado como el
promedio + EE. Se utilizé test U de Mann Whitney para el andlisis estadistico. *P<0,05; ***P < 0,001,
ns>0,05.
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DISCUSION

Los Tpy CD8 son una poblacidn de linfocitos que mantienen la memoria
inmunoldgica en diversos éréanos no linfoides como pulmén, 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 han analizado la presencia
de LT CD8 en tumores sdlidos humanos han proporcionado pruebas de que los
Try CDB podrfan mediar la inmunidad antitumoral (Webb y col., 2014; Djenidi y col.,
2018). Por lo que existe gran interés en desarrollar vacunas que induzcan la

generacion de Try CDB,

En este trabajo fue posible determinar que la electroporacion intradérmica con
vacunas de ADN convencionales y basadas en replicones de alfavirus induce la
generacidn de Tgrw CD8 especificos en la piel. Se observé que los Ty CD8
especificos contra OVA 2s7.064 8 acumulan en el sitio de vacunacién y también en
zonas distantes en la piel. Se ha demostrado que los Try CD8 tienen la capacidad
de migrar a través de la epidermis patrullando continuamente la piel {Ariotti y col.,
2012). Debido a que su migracién es lenta, esto promueve su persistencia en los
sitios donde ocuri6 la infeccién (Mueller 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
infeccion, aunque es posible encontrarlos en toda la piel, Io que coincide con los
resultados obtenidos ya que el porcentaje de Tz CD8 especificos fue mayor en el

sitio vacunado comparado al distante (Gebhardt y col., 2009; Jiang y col., 2012),
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Los Tru CD8 tienen un fenotipo CD44"CD62L"y se caracterizan por expresar CD69
y CD103, marcadores caracteristicos relacionados con su retencion y diferenciacién
en tejidos como la piel (Mueller y col., 2013).

En este trabajo, el fenotipo de los LT CD8 de memoria especificos contra OVA 5.
264 CONcuerda con el descrito en la literatura: expresan CD44, CDES y no expresan
CD62L. En cuanto al marcador CD103 se observo dos poblaciones, 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 Try puedan ser retenidos en los
tejidos (fiiima & Iwasaki, 2015). En nuestro laboratorio se han realizado
experimentos posteriores a este trabajo, donde se les ha transferido LT CD8 OTI
CD45.1 a animales, los cuales son inmunizados posteriormente con pOVA y cuatro
semanas posteriores a esto se realiza deplecion in vivo de los LT CD8 circulantes.
En estos experimentos se ha visto que en piel, la poblacién Tgy CD8 CD103"
especifica también se depleta, mientras que la poblacién Try CD8 CD103" no se ve
afectada, por lo que esta dlitima seria verdaderamente residente y no circulante,
datos que concuerdan con lo previamente descrito en modelos de infeccién viral
{(Mackay y col., 2015). No obstante lo anterior, se han reportado Trw CDB CD103"
que no recirculan (lamina propia y cerebro), pudiendo existir otro tipo de sefial que
permita la retencién de esta poblacidén en los tejidos. Por ejemplo, en la [amina
propia se ha visto que hay Tgry CDB CD103" que se establecen en el sitio de
infeccion original, donde se asocian con ofras células del sistema inmune o que
podria proveer sefiales de retencion necesarias para su residencia (Wakim y col..

2010; Bergsbaken & Bevan, 2015).
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En este trabajo, en el sitio vacunado se detecté Tgy CD8 CD103"y CD103". En el
caso particular de los animales inmunizados con D-OVA, se observd que en el sitio
vacunado hay una poblacién mayoritaria de linfocitos CD103", En el sitio distante se
detectd una poblacién mayoritaria de linfocitos CD103" para todas las condiciones
estudiadas. En modelos de infeccion bacteriana intestinal, se ha visto que los Try
CD8 CD103" se encuentran distribuidos ampliamente en el intestino mientras que la
poblacién Try CD8 CD103" se establece preferentemente en el sitio de infeccidn,
posiblemente mediante un mecanismo dependiente de la inflamacién y donde
deben cumplir un rol critico en controlar la infeccion (Bergsbaken & Bevan, 2015).
Nuestros resultados indican que algo similar ocurre en la piel luego de la

vacunacion intradérmica, lo cual no habfa sido descrito hasta ahora.

Se sabe que los Trw CD8 CD103+ poseen mayor capacidad efectora y proliferan
menos que los Try CD8 CD103 ¥ que la expresion de CD103 depende de la
citoquina TGF-B que es secretada por células de la epidemmis tales como
queratinocitos y células de Langerhans (Piet y col., 2011; Wakim y col., 2012). Se
debe mencionar que la expresién de CD103 se ha asociado con Ia localizacion de
los Try 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 interesante analizar las poblaciones de Tgy CD8 en ambas zonas de la piel

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

Como se menciond previamente, los LT CD8 especificos analizados corresponden
en su totalidad a Try. En cuanto a los Tew ¥ Tem no fueron detectados. Los Ty se
encuentran en los drganos linfoides secundarios principalmente y los Ty se
encueniran en tejidos no linfoides (Sallusto y col., 2004). En la piel, se ha visto, que
luego de una infeccién viral se detecta un bajo porcentaje de Tey, v 1a mayoria de

las células tienen un fenotipo Tryw. Ademéds se ha establecido que fanto en humanos
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como en ratones, una gran parte de los linfocitos de memoria presentes en piel

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

Al observar la frecuencia de Try CD8 especificos en piel (6-45%), ésta es mayor a
la frecuencia de LT CD8 de memoria especificos detectados en bazo (Tem ¥ Tew)
(0,15-1%). En los tejidos no linfoides, los Try CD8 se encuentran enriguecidos en
linfocitos T que son especificos para antigenos con los que se ha tenido previo

encuentro en dicha regién (Purwar y col.,2011; Clark, 2015).

Estudios en modelos animales han demostrado que es posible inducir Try CD8
locaelmente al aplicar quimioquinas en el tracto reproductor femenino, ofreciendo
proteccién contra el herpes genital (Shin & Iwasaki, 2012). QOtros estudios han
demosfrado que la inmunizacién epiculdnea es capaz de generar proteccion
mediada por Tr CD8 (Jiang y col., 2012). Aqui demostramos que las vacunas de
ADN entregadas via intradérmica mediante electroporacion generan respuestas
robustas de Tgy CDB en la piel, que podrian mediar proteccidn contra
enfermedades infecciosas o canceres que ocurran en la piel, tales como el

melanoma.

Las vacunas de ADN han ofrecido proteccibn en muchos modelos preclinicos
contra enfermedades como el cancer y han mostrado ser seguras y estables

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

En el presente trabajo también se compard el potencial antitumoral de vacunas de
ADN convencionales y vacunas de ADN basadas en replicones de alfavirus (DREP)
en un modelo terapéutico. Se observd que el tamario tumoral de los grupos tratados
con pOVA y D-OVA {ue significativamente menor comparado al grupo control. El
grupo tratado con D-OVA present6 la mayor prateccién frente al desafio tumoral y

fue el lnico en el que se detectaron LT CD8 citotéxicos especificos contra OVA 2s;.
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264 Aunque no se detect6 respuesta de LT CD8 especificos en el grupo que recibid
2 pg de pOVA (Figura 1 Ay B), se observo que el crecimiento tumoral fue menor en
el tiempo en comparacién al grupo control. Probablemente los LT CD8 especificos
estan siendo reclutados en el tumor, lo que impide gue sean detectados en sangre,
ya que estudios de nuestro laboratorio asi lo demuestran. De hecho én el
experimento llevado a cabo sin desafio tumoral (Figura 2B), si fue posible detectar

respuestas de LT CD8 especificos en ratones vacunados con 2 g de pOVA.

En este trabajo se usd la proteina OVA como antigeno modelo, sin embargo es
importante validar lo observado con antigenos tumorales debido a la tolerancia
central y periférica que existe frente a ellos (Bellone y col., 2000; Mellman y col.,
2011). Ademas, seria bueno evaluar qué ocurre en un modelo profilactico, donde se

vacuna primero y luego se desaffa con tumor.

Respecto a los resultados observados en el grupo inmunizado con D-OVA, se ha
reportado que las vacunas DREP funcionan a dosis mas bajas que las vacunas de
ADN convencionales y generan una respuesta de LT CD8 citotéxicos especificos
mas potente, proveyendo inmunidad protectora en desafios tumorales en modelos
animales (Naslund y col., 2007). Esto es debido a que generan mayores niveles de
expresion del antigeno y porque la replicasa viral genera intermediarios de ARN de
doble hebra que esfimulan receptores de la inmunidad innata, induciendo la
produccion de IFN | por parte de las DC lo que promueve la respuesta inmune

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

El objetivo de las vacunas de ADN es inducir una respuesta efectora potente asi
como también establecer memoria inmunolégica contra el antigeno que codifican

frente a futuros reencuentros. En este frabajo se estudiaron las distintas
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poblaciones de LT CD8 citotéxicos y de memoria en animales inmunizadas con

vacunas de ADN.

Los LT CD8 citotéxicos se caracterizan fenotipicamente con las moléculas KLRG1y
CD127, dividiéndose en cuatro poblaciones celulares: DPEC, SLEC, EEC Y MPEC
(Marshall & Kaech, 2013). Fue posible detectar los cuatro subfipos en el méximo de
la respuesta efectora de LT CD8 citotoxicos especificos. Los dos subtipos mas
representados fueron MPEC y DPEC; los menos representados fueron EEC vy
SLEC. Los MPEC tienen la capacidad de responder a sefiales de supervivencia y
convertirse en LT de memoria (Obar & Lefrancois, 2010). En este esfudio se
observé que la inmunizacién con vacunas de ADN genera principalmente MPEC lo
cual se corresponde con uno de los objetivos primordiales de la vacunacién que es
generar proteccién a fargo plazo frente a un nuevo reencuentro con ¢l antigeno

(Castellino y col., 2009).

Respecto a ios DPEC, se conoce poco acerca de su funcion. En modelos de
infecciones virales en ratones se ha visto que frente a una exposicién secundaria al
antigeno se incrementan significativamente respecto de la primera exposicién y que
frente a repetidos encuentros con el antigeno, junto con los MPEC, son las dos
poblaciones que mds contribuyen a la respuesta efectora (Obar y col., 2011). Habra
que determinar si sucede lo mismo al inmunizar con vacunas de ADN y cudl es el
rol de esta poblacion. Los EEC son precursores de los MPEC y SLEC. Se
encuentran tempranamente luego de una infeccién, predominando en los dias
anteriores a la mayor respuesta efectora de LT CD8 citotéxicos, aunque también 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 que la composicion de las poblaciones efectoras cambia segtin el
régimen de inmunizacion (Obar y col., 2011). En este estudio se realizé un régimen
con una primera vacunacion y un refuerzo dos semanas después. Debido a que
solo se estudiaron las poblaciones efectoras luego del refuerzo, queda pendiente
evaluar lo que sucede luego de inmunizar la primera vez. Asi mismo, seria
interesante realizar una cinética desde el m‘omento de la vacunacién hasta Ia
generacion y mantencion de la memoria para analizar como varian las poblaciones

efectoras en el tiempo.

La generacion de las poblaciones efectoras esta influenciada por diversos factores
como la duracion y potencia de la estimulacién antigénica; factores de transcripcién,
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 proinflamatoric mediado por IL-12, incrementa la
expresion del factor de transcripcion t-bet lo que induce la generacién de SLEC. Por
ofra parte se ha visto que bajos niveles de t-bet y un ambiente rico en sefiales
antiinflamatorias como 1L-10, favorece la generacion de MPEC (Joshi y col., 2007;

Kaech & Cui, 2012).

En el caso de la electroporacién intradérmica de ADN, ésta técnica promueve la
produccion de cifoquinas proinflamatorias, y el ADN act(a como sefial de peligro
estimulando la inmunidad innata (Babiuk y col., 2004; Herrada y col., 2012). Debido
a este amblente proinflamatorio, se podrfa pensar que se generan SLEC
principalmente, pero en este estudio se observo que predominan los MPEC. Deben
realizarse experimentos adicionales para determinar qué factores influencian o

participan en la composicién de los subtipos efectores observados.
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Respecto a los grupos estudiados se observé que el porcentaje de LT CD8
citotoxicos especificos contra OVA .s7264 €n sangre fue mayor en el grupo que
recibio la vacuna D-OVA en una dosis de 2 pug comparado con el grupo que recibié
el vector pOVA a una dosis de 2 pg y similar con el grupo que recibié el vector
pOVA a una dosis de 20 pg. Estos resultados se condicen una vez mas con el
hecho de que las vacunas DREP funcionan a dosis mas bajas que las vacunas de
ADN convencionales y generan una respuesta de LT CD8 citotdxicos especificos

mas potente (Knudsen y col., 2012).

Respecto a [os animales inmunizados con pOVA 2 pg los datos fueron muy
variables debido a los bajos niveles de deteccidn de LT CD8 citotoxicos OVA 2s7.264
en aigunos de los rafones del grupo lo que dificuitd Ia distincion de las distintas

poblaciones efectoras.

Respecto & la magnitud de la respuesta de LT CD8 de memoria especificos contra
OVA 257264 €N el bazo de animales inmunizados con pOVA y D-OVA, se observd
que fue mayor en el grupo que recibié la vacuna D-OVA en una dosis de 2 yg
comparado con €l grupo que recibid €l vector pOVA a una dosis de 2 ug o 20 ug.

"Algo simiilar a lo abservado en piel en el sitic vacunade.

En relacién a lo anterior, no se han evaluado diferencias entre vacunas de ADN
convencionales y DREP con régimenes homélogos de inmunizacién en la literatura,
pero se ha visto que en régimenes heterdlogos se genera una mayor respuesta

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

La formacion de la memoria inmunoldgica se ve influenciada por la magnitud de ia
respuesta inmune inicial y por la secrecion de interferones de tipo | (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 que los intermediarios de ARN que se
producen estimulan receptores de la inmunidad innata, lo que resulta en una alta
produccion de interferones de tipo | (Leitner y col., 2006; Thompson y col., 2008;
Naslund y col., 2011). Esto explicaria que se genere una respuesta mas potente de

LT CD8 de memoria con D-OVA, en comparacion a pOVA.

En este estudio se vio que las vacunas de ADN convencionales y basadas en
replicones de alfavirus generan mas Tey que Tey. Aunque ambas vacunas no han
sido comparadas en un mismo ensayo, se ha reportado [o mismo en la literatura
para cada una por separado (Lladser y col.,, 2011; Knudsen y col., 2014). En
general, se ha observado que frente a vacunaciones con refuerzo (como es el caso)
o infecciones repetidas, se genera una poblacién secundaria y terciaria de memoria
de LT CD8 que se diferencia progresivamente hacia un fenotipo Tey (Jabbari &
Harty, 2006; Masopust y col., 2006). Existen distintos factores que pueden influir en
la generacién de un subfipo particular de memoria, por ejemplo, se ha visto que
limitando la disponibilidad de antigeno durante la infeccién, se favorece la
proporcion de precursores de Tcw (Badovinac y col., 2004). También, el tipo de
citoquina presente puede influenciar la diferenciacién a un subtipo u otro, por
ejemplo, se ha visio que la sefializacion mediante IL-2 estd asociada con el
desarrollo de Tey mieniras que la sefializacion por IL-15 favorece la diferenciacion a

Tem (Obar & Lefrancois, 2010).

Se han desarrollado en el tiempo distintas estrategias para mejorar la potencia de
las vacunas de ADN, tales como: régimenes de inmunizaciones con refuerzo,
mejora en los métodos de administracidén (electroporacion) y en la expresion del
antigeno entre otras (Grunwald & Ulbert, 2015). El desarroilo de vacunas DREP ha
sido un avance en relacion a lo anterior debido a que han mostrado ser mas

inmunogénicas 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
relacion entre las vacunas de ADN, el tipo de respuesta efectora y de memoria que
generan. Esto permitira el desarrollo de vacunas més eficaces contra patégenos o
enfermedades. En este contexte, demostramos que las wvacunas de ADN
entregadas via intradérmica generan Tgy CD8 en ia piel, esta poblacién podria
eventuaimente mediar proteccion contra patologias o cénceres gue ocurran en la

piel como el melanoma.




CONCLUSIONES

. En un modelo terapéutico de melanoma murino B16F 10, la vacunacién con
D-OVA genera mayor proteccion antitumoral que la vacunacion con pOVA.

. Las vacunas DREP generan un mayor porcentaje de LT CD8 efectores y de
memoria que las vacunas de ADN convencionales.

. Cuando se produce la mayor respuesta efectora de LT CD8, la poblacién
efectora mas representada luego de la inmunizacion intradérmica con

vacunas de ADN es MPEC.

. En la fase de memoria las vacunas de ADN administradas via intradérmica

generan mas Tgy que Tey en €l bazo.
. La inmunizacién via intradérmica con vacunas de ADN genera Try CD8 en

la piel.
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