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2. RESUMEN

Las vacunas de ADN son una terapia alternativa altamente atractiva para
combatir el cancer. Esta estrategia consiste en la entrega in vivo de ADN
plasmidial codificante de antigenos tumorales que son expresados y presentados
por células dendriticas (DC) con el fin de activar linfocitos T capaces de eliminar
especificamente células tumorales. Un importante paso hacia la aplicacion clinica
de las vacunas de ADN ha sido el uso de la electroporacioén in vivo, un método
de entrega altamente eficiente y clinicamente aplicable, que aumenta
considerablemente el ingreso de plasmidos al interior de las células. Sin
embargo, la mayoria de los antigenos tumorales son antigenos propios
expresados en células normales, por lo que el sistema inmune es incapaz de
discriminar a los tumores como agentes potencialmente peligrosos. Es asi como
los esfuerzos para resolver estos inconvenientes se han enfocado, en parte, en
la busqueda y elaboracion de nuevas estrategias que sean capaces de promover
eficientemente la induccion de linfocitos T especificos contra estos antigenos

tumorales poco inmunogénicos.

El ADN usado en las vacunas puede ser reconocido por numerosos receptores
de la inmunidad innata, los cuales al ser activados, sefializan a través del factor
de transcripcion NF-kB, induciendo la expresion de citoquinas proinflamatorias e

interferones de tipo I. NF-kB es un regulador maestro de la funcién de las DC y



de la induccion de linfocitos T mediada por vacunas de ADN, por lo tanto, el
desarrollo de adyuvantes que modulen su actividad representa una estrategia
interesante para promover la induccion eficiente de linfocitos T antitumorales.
IkKBa es uno de los principales inhibidores de NF-kB, el cual ademas es un gen
blanco de NF-kB, por lo que actla en un sistema de retroalimentacion negativa
para detener la activacion de esta via. Por otro lado, el uso de shARN que
silencian la expresion de reguladores negativos de las DC ha demostrado su
capacidad como adyuvantes génicos en vacunas de ADN, al inducir una
respuesta inmune antitumoral mas potente. Por tanto, nuestra hipétesis plantea
gue un shARN contra IkBa es capaz de potenciar la activacion de la inmunidad
innata mediada por NF-kB y, como consecuencia, la magnitud de la respuesta

inmune adaptativa especifica contra el antigeno tumoral codificado.

En este proyecto se utilizaron plasmidos codificantes de un shARN contra IkBa
como adyuvantes génicos para ser administrado junto a una vacuna de ADN que
codifica para el antigeno tumoral TRP2. Se evalué el efecto del silenciamiento de
IkBa sobre la migracion de las células dendriticas de la piel, particularmente
sobre las células de Langerhans y sobre las células dendriticas dermales
CD103+. La generacion de linfocitos T especificos contra TRP2 se analizé en
ratones vacunados mediante citometria de flujo y el efecto antitumoral in vivo se
evalu6 usando un modelo de profilactico de melanoma metastasico y un modelo

terapéutico de melanoma subcutaneo.



Los resultados de este trabajo indican que la administraciéon de ADN plasmidial
en la piel incrementa la migracion de células dendriticas hacia los nédulos
linfaticos drenantes y que la inhibicion de la expresion de IkBa con un shARN en
el sitio de vacunacion incrementa la migracion de células dendriticas dermales
CD103+ hacia el nddulo linfatico drenante. Ademas se observdé que la
coadministracion del shARN contra IkBa en conjunto con una vacuna de ADN
dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 potencia la generacién de linfocitos T
CDS8 especificos e incrementa la respuesta inmune antitumoral en ensayos de
metastasis pulmonar y crecimiento tumoral utilizando el modelo de melanoma
murino B16F10. Dada la gran capacidad de las células dendriticas dermales
CD103+ para activar linfocitos T CD8 es posible correlacionar su incremento en
los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunaciéon con una mayor
generacion de linfocitos T CD8 especificos contra TRP2 y con un incremento en
la respuesta inmune antitumoral contra melanoma cuando se coadministra el
shARN contra IkBa junto con una vacuna de ADN dirigida contra el antigeno

tumoral TRP2.



3. ABSTRACT

DNA vaccines are a highly attractive therapeutic alternative to treat cancer.
This strategy consists of in vivo delivering plasmid vectors encoding tumor
antigens, which are expressed and presented by dendritic cells (DC) in order to
activate T cells capable of specifically eliminating tumor cells. An important step
towards the clinical application of DNA vaccines has been the use of in vivo
electroporation, a highly efficient delivery method that is clinically applicable and
considerably increases plasmid uptake in cells. However, most of tumor antigens
are self-antigens expressed by normal cells, so that the immune system is unable
to recognize tumors as potentially dangerous agents. Thus, the efforts to solve
these inconvenient have been focused on developing new strategies to promote
the induction of T cells responses specific against such poorly immunogenic

tumor antigens.

DNA used for vaccines can be recognized by several innate immune receptors
that, upon activation, signal through the transcription factor NF-kB which induces
the expression of proinflamatory cytokines and type | interferons. NF-kB is a
master regulator of both DC function and DNA vaccine-mediated induction of T
cell responses, therefore the development of adjuvants that modulate NF-kB
activity represents an interesting strategy to promote the efficient induction of

antitumor T cell responses. IkBa is one of the major inhibitors and downstream
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target genes of NF-kB, therefore acting in a negative feedback loop to stop NF-
KB activation. The use of shRNA silencing negative regulators of DC function has
demonstrated its potential as genetic adjuvants for DNA vaccines by inducing
enhanced antitumor immune responses. Hence, our hypothesis states that a
shRNA targeting IkBa is able to promote the NF-kB innate immune activation and,
as a consequence, the magnitude of tumor antigen-specific adaptive immune

responses.

In this project, plasmid-encoded shRNA targeting IkBa were generated as genetic
adjuvants to be coadministrated with a DNA vaccine encoding the tumor antigen
TRP2.The effect of IkBa silencing was analyzed over the migration of skin
dendritic cells, particularly Langerhans cells and CD103+ dermal dendritic cells.
Generation of TRP2-specific T cells was studied in vaccinated mice by flow
cytometry and the in vivo antitumor effect was evaluated using prophylactic model

of metastatic melanoma and a subcutaneous model of melanoma.

The results obtained in this work shows that the inhibition of IkBa using a shRNA
increases the migration of CD103+ dermal dendritic cells to the skin draining
lymph nodes. Also the coadministration of the shRNA against IkBa and a DNA
vaccine against TRP2 enhance the generation of TRP2 specific CD8 T cells
increasing the antitumor immune response against melanoma. Finally due to the

high ability of CD103+ dermal dendritic cells to cross-present antigens and
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activate CD8 T cell is possible to correlate their increase in the migration with
higher levels of TRP2 specific CD8 T cells and higher antitumor immune response
when the shRNA against IkBa is coadministered with a DNA vaccine against

TRP2.
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4. INTRODUCCION

4.1 Céancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las que las células malignas se
dividen sin control pudiendo diseminarse a otras partes del cuerpos a través de
la sangre y la linfa.[1] Esta enfermedad se ha convertido en una de las principales
causas de muerte en el mundo, estimandose que en 2015 murieron cerca de 9

millones de personas en el mundo.[2]

El melanoma maligno es un tumor que se desarrolla a partir de los melanocitos
cutaneos y de células pigmentarias del iris y de la Uvea. Aun cuando es de baja
frecuencia es uno de los canceres que ha presentado un mayor aumento en su
incidencia a nivel mundial.[3, 4] En Chile, segun estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la incidencia de esta enfermedad ha aumentado con
una tasa de incidencia de 2,2 casos por cada 100000 habitantes y una tasa de
mortalidad de 0,8 por cada 100000 habitantes. Su tratamiento no ha
experimentado cambios significativos en los Ultimos 20 afios, siendo su eficiencia
dependiente del momento de deteccion y del procedimiento quirdrgico elegido,
ya que cuando se encuentra en un estado avanzado es altamente resistente a la
quimio y radio terapia, por lo que se hace indispensable el desarrollo de nuevas

terapias.[5]
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4.2 Inmunoterapia contra el cancer

La vacunacion contra el cancer representa una alternativa costo efectiva para
inducir inmunidad mediada por linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL, del inglés
cytotoxic T lymphocyte) con potencial de eliminar tumores primarios y
diseminados.[6] La transferencia de linfocitos T aut6logos y el bloqueo de sefiales
inhibitorias con anticuerpos monoclonales ha dado resultados clinicos
beneficiosos de larga duracién en pacientes con melanoma, cancer de prostata
y cancer de pulmon, donde otros tratamientos no han sido efectivos.[7, 8] Estos
estudios clinicos han demostrado que los CTL reconocen y eliminan de manera
especifica las células que expresan antigenos tumorales. Algunos de los
antigenos de melanoma contra los cuales es posible generar una respuesta

mediada por CTL son MART-1, GP100, TRP1y TRP2.

4.3 Células dendriticas e inicio de la respuesta inmune
adaptativa

Las células dendriticas (DC, del inglés Dendritic Cell) son células presentadoras
de antigeno profesionales, con la capacidad de adquirir y procesar antigenos
para ser presentados en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, del inglés Major Histocompatibility Complex).[9] En el estado estacionario
las DC captan continuamente antigenos propios, los degradan y los presentan en
moléculas de MHC de tipo | y Il a los linfocitos T CD4 y CD8 respectivamente,

induciendo anergia, muerte o su diferenciacion hacia linfocitos T reguladores,
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educando al sistema inmune para evitar la autoinmunidad.[10] Por otro lado,
luego de reconocer moléculas derivadas de un patdégeno, incrementan la
expresion de moléculas coestimuladoras, producen citoquinas y migran a los
organos linfaticos donde le presentan antigenos a los linfocitos T virgenes,

iniciando la respuesta inmune adaptativa.[11]

Las DC son una poblacion heterogénea de células que puede ser clasificada de
acuerdo a su ontogenia, distribucién y funcion tanto en el estado estacionario
como bajo condiciones patoldgicas.[12] La divisién principal hecha en base a su
ontogenia divide a las CD en dos grupos, DC plasmocitoides (pDC) y DC
convencionales (cDC).[13] La DC plasmocitoides dirigen la respuesta inmune
antiviral, ya que son capaces de detectar distintas formas de acidos nucleicos
derivados de patdgenos y secretar altos niveles de interferones (IFN) de tipo 1.[14,
15] Las DC convencionales son altamente fagociticas y especializadas en
procesar y presentar péptidos derivados de los antigenos, se clasifican de
acuerdo a su elevada expresion de la integrina CD11c y del MHC de tipo Il
(MHCII). Otra de sus caracteristicas es su corta vida (3-5 dias) y que son
continuamente generadas en la médula 6sea a partir de precursores que
responden a la citoquina FIt3L.[16] Un subtipo adicional de DC son las de tipo

inflamatorio que derivan de monocitos en los sitios de inflamacién.[17]

Las DC convencionales residentes en los 6rganos linfoides pueden clasificarse

como CD8+ y CDA4+.[18, 19] Las primeras son muy eficientes induciendo
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inmunidad mediada por CTL a través de un proceso llamado presentacion
cruzada que implica la presentacion de antigenos exégenos en MHC de tipo |
(MHCI), mientras que las DC CD4 casi no realizan presentacion cruzada, pero si
son capaces de activar linfocitos T CD4 mediante presentacion directa de

antigenos en moléculas de MHCII.[20]

En los tejidos periféricos las DC convencionales pueden clasificarse como
CD11b+y CD103+. [21] Las DC luego de captar un antigeno, maduran y migran
a los nédulos linfaticos donde pueden activar a los linfocitos T.[22] Las DC
migratorias CD103+ y las DC CD8+ residentes de los organos linfoides
comparten la habilidad para realizar presentacion cruzada y activar linfocitos T
CD8+, ambas secretan interleuquina 12 (IL12), citoquina que promueve la
expansion clonal y la diferenciacion de los linfocitos T CD8 y ambos subtipos de
DCs poseen un programa de expresion génica similar comandado por los

factores transcripcionales BATF3 e IRF8.[23]

El repertorio de linfocitos T consiste en cerca de 10*° clones de linfocitos T CD8
virgenes,[24] cada uno expresando un unico receptor de células T (TCR, del
inglés T Cell Receptor) que les permite reconocer péptidos de 8 a 10 aminoacidos
presentados en moléculas del MHC de tipo I.[25] Los linfocitos T CD8 para
adquirir funciones efectoras necesitan reconocer a través de su TCR péptidos
derivados de antigenos presentados en moléculas de MHC de tipo | por las

DC.[26] Luego reconocer el péptido se activan y proliferan alrededor de 10000
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veces, en un proceso llamado “expansién clonal”.[27] Los linfocitos T CD8 que
se han expandido clonalmente adquieren funciones citotoxicas, ya que son
capaces de reconocer células que estan expresando en sus moléculas de MHC
de tipo | el mismo péptido contra el cual fueron educados y destruirlas a través
de la secrecién de moléculas citotoxicas como Fas ligando (FasL), perforina

(PFN), granzima, interferén y (IFNy) y factor de necrosis tumoral a (TNFa).[28]

4.4 Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN son plasmidos que contienen la secuencia codificante de
un antigeno (viral, tumoral, bacteriano, etc.) bajo el control de un promotor de
mamiferos, usualmente el de citomegalovirus (CMV). Los vectores plasmidiales
usados como vacunas de ADN son faciles de generar, econémicos en términos
de produccién a gran escala, altamente estables, no infecciosos, no integrativos
y con la ventaja de que contienen propiedades adyuvantes intrinsecas. En la
actualidad la FDA ha aprobado tres vacunas para uso veterinario, incluyendo una
para melanoma en perros y un sinnimero de estudios clinicos con vacunas

dirigidas contra distintas patologias se encuentran en curso.[29-31]

Las principales limitantes para el éxito de las vacunas de ADN han sido su baja
eficiencia de transfeccion in vivo y la tolerancia central y periférica que existe
frente a los antigenos tumorales contenidos en estas vacunas. Con el fin de
mejorar la eficiencia de transfeccion se han desarrollado sistemas que mejoren

la entrega de los vectores al interior de las células del sitio de vacunacion. La
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electroporacion in vivo ha surgido como un método simple, eficiente y
clinicamente aplicable para la administracion de las vacunas de ADN, ya que
mejora considerablemente la entrada del ADN a las células, incrementa la
expresion del antigeno y la respuesta inmune generada.[32, 33] Ademas la
electroporacion es capaz de inducir la llegada de células del sistema inmune al
sitio de inmunizacion, promoviendo la produccion de citoquinas proinflamatorias
y quimioquinas que contribuyen a la induccion de una respuesta inmune

eficiente.[34]

Dado que la mayoria de los antigenos tumorales son antigenos propios
expresados en células normales, el sistema inmune es incapaz de discriminarlos
como agentes peligrosos o dafiinos, es por esto que los esfuerzos actuales se
encuentran enfocados en desarrollar adyuvantes que sean capaces de promover

la induccién de linfocitos T especificos contra los antigenos tumorales.[35, 36]

4.5 Adyuvantes

Una de las estrategias mas ampliamente utilizada para mejorar la potencia de las
vacunas y en particular la de las vacunas de ADN, ha sido el desarrollo de
adyuvantes. Los cuales en la mayoria de los casos son proteinas
inmunomoduladoras entregadas a través de otro plasmido o como un gen
adicional codificado en el plasmido que contiene el gen del antigeno tumoral.
Luego de la vacunacion las células transfectadas con el plasmido que codifica

para la molécula adyuvante la expresan y la secretan (si es que es secretable)
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en la zona adyacente afectando a las DC del sitio de vacunacion y a las DC del
nodulo linfatico drenante, potenciando su actividad.[37] Histéricamente, el uso de
los genes que codifican para quimioguinas, moléculas coestimuladoras o
citoquinas como interleuquina 2 (IL-2, de su hombre en inglés Interleukin-2) o el
factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF, de su
nombre en inglés, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) han sido
ampliamente usadas y validadas para mejorar la respuesta inmune contra el
antigeno codificado en una vacuna de ADN.[38] Sin embargo, a pesar del gran
namero de estudios que dan cuenta de estas y otras moléculas, la accion
concertada de multiples moléculas inmunoestimuladoras genera una respuesta
inmune mas potente y completa. Por lo tanto, la coexpresion de receptores de
ADN, moléculas adaptadoras y factores transcripcionales que controlan la
expresion de numerosas moléculas simultAneamente, representa una ventaja
comparativa respecto del uso de moléculas Unicas.[39-41] De estos estudios, se
desprende que la estimulacion de la vias de sefalizacibn y mecanismos
involucrados en el reconocimiento de ADN plasmidial representa una estrategia
eficaz para el desarrollo de nuevos adyuvantes. La comprension de las vias de
sefalizacion involucradas en la inmunidad innata, permitira desarrollar nuevos

adyuvantes capaces de generar respuestas inmunes mas potentes.
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4.6 Reconocimiento de ADN

La interaccion entre el ADN y sus receptores es el paso inicial para la generacién
de una respuesta inmune adaptativa. Una vez que pldsmido que contiene el
antigeno es administrado, es capturado por las células del sitio de vacunacion
entre ellas por las DC, la cuales expresan el antigeno o lo captan de otras células
muertas que lo expresaron. Adicionalmente el ADN actia como adyuvante
aportando el contexto proinflamatorio necesario para inducir la maduracién de las
DC. Se ha demostrado que el efecto inmunoestimulador del aluminio, uno de los
pocos adyuvantes aprobados para su uso en humanos es mediado por la
liberacion de ADN desde las células que mueren en el sitio en que es

administrado.

El receptor tipo toll 9 (TLR9, del inglés Toll Like Receptor 9) es el receptor de
ADN mas estudiado, reconoce preferencialmente los motivos ricos en citosina y
guanina (motivos CpG) del ADN de origen bacteriano y viral que es encuentra
dentro de las vesiculas endociticas, las que son una ruta comun para el ingreso
de patdgenos al interior de las células. La activacién de este receptor gatilla la
activacion de los factores trancripcionales NF-kB (de su nombre en inglés,
nuclear factor kappa light chain enchancer of activated B cells) y AP-1 (de su
nombre en inglés, activator protein 1) los que inducen la expresion de interferones
de tipo | (IFN-a e IFN-B) y citoquinas proinflamatorias.[42] Estudios posteriores

utilizando células y animales deficientes en TLR9 demostraron que estos eran
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capaces de responder a la estimulacion con ADN, por lo que debian existir otros
receptores. Recientemente se han descrito diversos receptores intracelulares
gue reconocen ADN citoplasmatico entre ellos cGAS (de su nombre en inglés,
cyclic GMP-AMP synthase) [43], DAI (de su nombre en inglés, DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors)[44], AIM2 (de su nombre en inglés absent in
melanoma 2)[45-47], ARN polimerasa Il [48, 49], LRRFIP1 (de su nombre en
inglés, leucine-rich repeat interacting protein-1) [50], IFI16 (de su nombre en
inglés, IFN inducible protein 16) y la helicasas DExD/H (DDX41, DHX9 y DHX36)
las que si bien participan en el reconocimiento del ADN son especificas de ciertos
tipos celulares y cumplen funciones accesorias gatillando vias diferentes a la
produccion de IFN como la activacion de caspasa-1 o la de B-catenina. Ademas
la proteina STING (de su nombre en inglés, stimulator of interferon genes) del
reticulo endoplasmico también posee afinidad por el ADN pudiendo actuar como
un sensor.[51] cGAS e IFI16 reconocen ADN de doble hebra en el citoplasma y
activan a STING el cual a su vez media la activacién de NF-kB e IRF3 (de su
nombre en inglés, interferon regulatory factor 3) los cuales inducen la produccién
de citoquinas proinflamatorias e interferones de tipo 1.[52, 53] DAI, por su parte
reconoce ADN de doble hebra independientemente de su secuencia pero si de
su largo, gatillando la produccién de citoquinas e interferones a través de dos
vias distintas, una que involucra a TBK-1 (de su nombre en inglés, TANK binding
kinase-1) y la activacion subsecuente de IRF3 y la segunda que involucra la

fosforilacion de RIP-1 (de su nombre en inglés, receptor interacting protein-1
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kinase) el cual a su vez fosforila a IkBa con la subsecuente activacion de NF-
KB.[54] AIM2 reconoce ADN vy activa el inflamasoma, un complejo multiproteico
gue activa a caspasa 1 e induce la proteolisis y secrecion de IL-1p e IL-18.
LRRFIP1 recluta y fosforila a B-catenina promoviendo la fosforilacion de IRF3 'y
la induccion de interferones de tipo 1.[50] La ARN polimerasa IIl por su parte
transcribe la secciones ricas en adenina y timina del ADN de doble hebra
citosoélico en ARN de doble hebra rico en adenina y uracilo el cual es reconocido
por el sensor de ARN citosolico RIG-1 que finalmente induce la produccién de

interferones de tipo 1.[48, 49]

El rol de las vias de reconocimiento de ADN es relevante para la inmunogenicidad
de las vacunas de ADN, ya que la respuesta inmune adaptativa mediada por
vacunas de ADN en animales deficientes en TBK-1 o STING es casi
completamente inexistente.[55] Datos de nuestro laboratorio dan cuenta de que
NF-kB es esencial para la induccion de una respuesta inmune antitumoral

mediada por CTL luego de realizar electroporacion intradérmica de ADN.[56]

4.7 NF-kB

NF-kB es un factor de transcripcién dimérico, cuyas subunidades son miembros
de la familia de proteinas Rel. En mamiferos, la familia del factor transcripcional
NF-kB esta compuesta por cinco miembros diferentes: RelA (p65), RelB, c-Rel y
las proteinas precursoras NF-kB1 (p105) y NF-kB2 (p100) las que son

procesadas proteoliticamente para generar las subunidades p50 y p52,
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respectivamente.[57] Las cinco subunidades comparten una regioén altamente
conservada de 300 aminoacidos en su region N-terminal, llamado dominio de
homologia RHD (RHD, de su nombre en inglés Rel homology domain). Esta
region contiene los dominios involucrados en la interaccion entre el factor de
transcripcion y el ADN, la secuencia de localizacion nuclear (NLS, de su nombre
en inglés nuclear-localization sequences) y las regiones necesarias para la

interaccion de las diferentes subunidades entre ellas.[58]

El dimero mas ampliamente expresado en los diferentes tipos celulares es el
formado por las subunidades p65 y p50, razon por la cual y dado que fue el primer
heterodimero descrito se le conoce cominmente como NF-kB.[59] El resto de los
dimeros difieren en los sitios de unién al ADN y en sus cinéticas de translocacion
al nicleo y si bien su expresion es mas baja o restringida a ciertos tipos celulares

regulan genes y procesos de manera especifica.[60]

4.8 Proteinas represoras de NF-kB: La familia de IkB

En la mayoria de las células, la asociacion de NF-kB con las proteinas IkB tales
como IkBa, IkBB e IkBg o los precursores de las proteinas Rel como p100 y 105
determinan su localizacion citosolica. Ademas, otros miembros atipicos de esta

familia como Bcl-3 e IkB{ pueden regular la actividad de NF-kB en el nucleo.

Las proteinas IkB se caracterizan por poseer dominios repetidos de ankyrina a

través de los cuales se asocian con los motivos RHD de los dimeros de NF-kB.
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En términos generales se sabe que las proteinas IkB se asocian con dimeros
particulares de NF-kB, IkBa e IkBB inhiben los complejos c-Rel y p65, aunque
IkBa posee mayor afinidad por los dimeros p65:p50 que por los dimeros de
p65:65. RelB por su parte se une a p100, mientras que Bcl-3 e IKB{ se asocia

preferencialmente con los homodimeros de p50 y p52.[61, 62]

Las proteinas IkBa, IkBB e IkBe poseen residuos de serina conservados que
pueden ser fosforilados por la subunidad IKKB del complejo IKK durante la via
candnica de activacion de NF-kB. Las proteinas fosforiladas son luego

ubiquitinadas y degradadas en el proteosoma.[62]

4.9 Activacion de NF-kB

Existe un sinnimero de estimulos capaces de activar a NF-kB, siendo el nUmero
de genes blanco que éste regula aun mayor.[63] Sin embargo todas las vias de
sefalizacion de los distintos estimulos convergen en la activacion de un Unico
elemento regulador conocido como complejo quinasa IkB o IKK (de su nhombre
en inglés, IkB kinase complex). Este complejo se encuentra compuesto por tres
subunidades, IKKa e IKKB con actividad catalitica e IKKy (también conocida
como NEMO, de su nombre en inglés NF-«B essential modulator) que actiia como
un elemento regulador.[64, 65] Las subunidades IKKa e IKKB son capaces de
fosforilar in vitro a los tres miembros mas comunes de la familia de IkB. En funcién
de esta similitud estructural y la aparente inespecificidad de sustrato, se pensoé

que IKKa e IKKB tendrian funciones superpuestas, sin embargo estudios
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posteriores han revelado que se encuentran involucradas en dos vias diferentes
de activacion de NF-kB conocidas como via candnica y no canonica o alternativa.
La primera depende de IKKB y NEMO, mientras que la segunda requiere la

activaciéon de IKKa.[65-67]

La via candnica de activacion de NF-kB depende de la degradacién de proteinas
IkB, particularmente de IkBa con la subsecuente traslocacion de NF-kB al nucleo,
principalmente del dimero formado por p50/RelA. Por otra parte la via no
canonica de activacion de NF-kB activa el complejo RelB/p52 mediante el

procesamiento de p100 en p52 independiente de IkBa.[68]

Una parte importante de los receptores del sistema inmune innato y adaptativo
sefalizan a través de NF-kB, de manera que se requiere una rapida activacion
para montar la respuesta correcta y a la vez una regulacion apropiada que
permita apagar los programas génicos puestos en marcha. La activacion
exacerbada de NF-kB se asocia con enfermedades inflamatorias como artritis
reumatoide, asma y esclerosis multiple, entre otras.[69] Uno de los mecanismos
principales que controlan el tiempo de respuesta de NF-kB es el sistema de
retroalimentacion negativa generado por la sintesis de IkBa dependiente de NF-
KB. IkBa es un gen blanco y de NF-kB y es uno de los primeros en ser sintetizados
cuando NF-kB se une a sus regiones promotoras. Los nuevos transcritos de IkBa
sintetizados entran al nucleo en donde son capaces de interactuar con los

dimeros de p65/p50 unidos al ADN, lo cual conduce a su inactivacion y regreso
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hacia el citoplasma gracias a la secuencia de exportacion al citoplasma que

posee |kBa.[70, 71]

4.10 NF-kB en las células dendriticas

NF-kB a través de sus distintas subunidades posee un rol central en la biologia
de las DC modulando su migracion, su expresion de moléculas coestimuladoras,
moléculas del MHC y citoquinas como la interleuquina 12p70.[72, 73] Se ha visto
que la subunidad p50 de NF-kB actia como un regulador negativo de la
sobrevida, maduracion y capacidad de activar linfocitos T de las DC ya que su
ausencia incrementa la actividad de estos procesos.[74] Por otra parte, la
subunidad RelB se encuentra altamente expresada en DC y posee un rol clave
en su maduracion.[75] Las DC derivadas de la médula ésea del ratén nocaut para
RelB poseen una capacidad disminuida para realizar presentacion cruzada.[76]
Rel B también ha sido relacionado con las DC de la piel, donde se ha propuesto
que los bajos niveles de moléculas coestimuladoas en células de Langerhans y
su incapacidad para inducir linfocitos T CD4 de memoria se debe a su
incapacidad para translocar RelB al nucleo, comparado con la células dendriticas
de la dermis que luego de ser sensibilizadas presentan una rapida translocacion

de RelB al nucleo.[77]

Si bien p50 (via candnica) y RelB (via no candnica), poseen funciones
aparentemente opuestas modulando la actividad de las DC. Recientemente se

ha descrito que RelB en las DC, no solo modula la via no candnica si no que se
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asocia con p50 de una forma dependiente de IkBa, modulando genes

relacionados con la activacién y maduracion de las DC.[78]

Es por lo anterior que modular la via de NF-kB podria ser relevante para
incrementar la potencia de las vacunas de ADN. Resultados de nuestro
laboratorio demuestran que la administracion de una vacuna de ADN en conjunto
con un plasmido que codifica para una forma no degradable de la proteina IkBa,
(de tal manera que la traslocacién de NF-kB al nucleo se inhibe), reduce la
generacion de CTL.[56] Por lo tanto inhibir la actividad de IkBa en las células
dendriticas del sitio de vacunacion permitiria incrementar su activacion y
capacidad presentadora, incrementando la activacion y proliferaciéon de los

linfocitos T.

4.11 Silenciamiento génico mediado por ARN de interferencia

Los ARN de interferencia (ARNiI) son parte de un mecanismo post transcripcional
de silenciamiento de la expresidén génica que actia sobre secuencias especificas.
Este proceso es mediado por moléculas de 20-30 nucledétidos conocidas como
ARN pequefios que no codifican proteinas y son generados a partir de
precursores mas grandes de doble hebra. En general se clasifican en tres grupos,
microARN (miRNA, de su nombre en inglés, microRNA), ARN interferente
pequefio (SiRNA, de su nombre en inglés, short interfering RNA), ARN asociado
a piwi (piRNA, de su nombre en inglés, piwi-interacting RNA).[79] Los SiARN y

los miARN son sintetizados en el nacleo y luego exportados hacia el citoplasma
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donde reconocen a su ARN mensajero blanco mediante apareamiento de bases,
esta molécula de doble hebra es luego reconocida por la proteina argonauta que
se une para formar un complejo al que finalmente se asocia la proteina Dicer
cuya funcion es degradar el ARN mensajero, modulando asi la expresion

génica.[80]

4.12 ARN de interferencia como adyuvantes génicos

Los ARN de interferencia han resultado ser utiles como herramientas para
modular la induccion de respuesta inmune. Estudios en que se han silenciado
moléculas proapoptoéticas o inmunosupresoras en células dendriticas de origen
murino han demostrado que es posible mejorar la inmunidad adaptativa mediada
por CTL.[81, 82] El disefio de adyuvantes basados en ARNi, codificados en
plasmidos como shARN (de su nombre en inglés, small hairpin RNA) o como

ARNi sintéticos ha demostrado su utilidad en diversos estudios.[36, 83, 84]

Es por esto que en este proyecto se propuso desarrollar un shARN dirigido contra
IkBa (shilkBa), para ser administrarlo en conjunto con una vacuna de ADN
antitumoral y amplificar la activacion de NF-kB en el sitio de vacunacion con el fin
de promover la activacion de las DC, incrementando su capacidad presentadora

de antigenos y por lo tanto incrementando la generacion de CTL antitumorales.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1 Hipbtesis

La coadministracion de un shARN dirigido contra IkBa junto a una vacuna de
ADN antitumoral entregada mediante electroporacion intradérmica promueve la
maduraciéon y migraciéon de células dendriticas de la piel, potenciando la

generacion de una respuesta de linfocitos T CD8 citotoxicos especificos .

5.2 Objetivo general

Demostrar que un shARN dirigido contra IkBa pude actuar como un adyuvante
capaz de promover la maduracion y migracion de las células dendriticas (DC) de
la piel y la generacion de una respuesta antitumoral mediada por linfocitos T

CD8+ citotdxicos inducida por una vacuna de ADN.

5.3 Objetivos especificos

Demostrar in vivo que la electroporacion intradérmica con el shARN contra IkBa
promueve la maduracién y migracion de células dendriticas de la piel en el sitio

de electroporacion y en los ganglios linfaticos inguinales (drenantes del sitio de

vacunacion).

Demostrar que coadministracion del shARN contra IkBa con una vacuna de ADN

contra TRP2 potencia la generacion de linfocitos T CD8* citotdxicos especificos.
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Demostrar que la coadministracion del shARN contra IkBa con una vacuna de
ADN contra TRP2 mediante electroporacion intradérmica promueve la respuesta

antitumoral usando el modelo murino de melanoma B16F10.
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6. MATERIALES

6.1 Bacterias

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

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

Plasmidos

Los vectores utilizados en esta tesis fueron: pVAX1-shikBa, pVAX1, pVAX1-

MOVA, pVAX1-TRP2, pVAX1-shCTRL.

6.2 Medios de cultivo

Medios de cultivo bacteriano y otros reactivos

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

Agar LB: bacto triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, agar 15
g/L.

Medio SOC: NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCI2 10 mM, glucosa 20 mM.
Ampicilina (US Biological, Swampscott, MA, USA).

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

31



6.3 Medios de cultivo celular y otros reactivos

Los medios de cultivo DMEM + GlutaMAX™-] y RPMI 1640 junto con los
reactivos: suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales, azul de tripan 0,4%,

L-glutamina 200mM, aminoacidos no esenciales 10 mM, penicilina 10.000 U/mL
estreptomicina 10 mg/mL, piruvato de sodio 100 mM fueron obtenido de Gibco

Life Techonologies (Carlsbad, CA, USA).

6.4 Soluciones y reactivos comerciales

Tampodn fosfato salino (PBS) 1X: KH2PO4 1,06 mM, NazHPO4*7H20 2,97 mM,
NaCl 155,17 mM, pH 7,4 (Gibco, Carlsbad, CA, USA).

Tampon de lisis de glébulos rojos: RBC Lysis Buffer (10X): pH 7,1 — 7,4
(BioLegend, San Diego, CA, USA).

Marcador de peso para ADN: 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen Life Techonologies,

Carlsbad, CA, USA).

6.5 Tampones y otras soluciones

Soluciones de lavado v fijacion

PBS-SFB 2%: PBS 1X, Suero fetal bovino (SFB) 2%.

PBS-T: PBS 1X, Tween-20 0,05%.
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Tampon Fekete: etanol 70%, paraformaldehido 3,7%, acido acético glacial 0,75
M.

Electroforesis de ADN

Tampdn TE 1X: Tris-HCI 10 mM, Na2zEDTA 1 mM, pH 8.

Tampdn de carga de ADN 10X: azul de bromo fenol 4 mg/mL, glicerol 50%,
tampon TE 1mM.

TAE 50X: Tris-Base 242 g/L, &cido acético glacial 57,1 mL/L, Na2zEDTA (solucion
500 mM, pH 8) 100 mL/L.

GelRed 10.000X (Biotium, Hayward, CA, USA).

6.6 Anticuerpos

CD11c-PeCy7 (clon N418), CD11c-BV510 (Clon N418), CLEC9A-PE
(Clon 7H11), CD80-PercCP (Clon 16-10 A1), CD8-PeCy7 (Clon 53-6,7), CD8-
BV421 (Clon 53-6,7), CD8-APC/Cy7 (Clon 53-6,7), CD207-APC (Clon 4C7),
CD207-PE (Clon 4C7), CD11b-APC/Cy7 (ClonM1/70), CD11b-FITC (Clon
M1/70), CD103-PerCP (Clon 2E7), CD103-BV421 (Clon 2E7), XCR1-APC (Clon
ZET), MHCII-PerCP (Clon M5/114.15.2), MHCII-APC/Cy7 (Clon M5/114.15.2),
CD3-PerCP (Clon 17 A2), CD3-BV510 (Clon 17 A2), CD80-APC (Clon 16-10 Al),
CD86-PerCP (Clon GL1), IFN-y-PE (Clon XMG1.2), TNF-a-BV421 (Clon
MP6XT22), IL-6-PE (Clon MP520F3), IL-12-APC (Clon C15.6), Zombie Aqua,

fueron obtenidos de Biolegend (San Diego, CA, USA).
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6.7 Equipamiento

Incubador de CO2 (Thermo Scientific serie 8000 WJ modelo 3429TF);
microcentrifuga para eppendorf (Brinkmann modelo 5415D); centrifuga
refrigerada (Thermo Scientific MegaFuge 40R); agitador orbital (Orbital shaker
incubator, MRC serie LOM-200/400); microscopio optico (Olympus CKX41);
lector multimodal para microplacas (BIO-TEK modelo Synergy 4); congelador -80
(Ultra low temperature freezer, Sanyo); citometro de flujo (BD Biosciences
modelo FACSCanto Il); camara de electroforesis horizontal para ADN (Select
BioProducts modelo Midi 10); fuente de poder (Bio-Rad serie PowerPac HC
Power Supply #164-5052); medidor de pH (Schott Instruments GmbH modelo CG
837); termociclador (MJ Research PTC-200); balanza analitica (Scientech
SA210); camara fotografica (Canon PowerShot A480); transiluminador
ultravioleta (IBI modelo UVT 400-M); electroporador Derma Vax DNA Vaccine
Skin Delivery System (Cyto Pulse Sciences); electrodo con agujas paralelas de 2

mm (Cyto Pulse Sciences).

6.8 Péptidos

Péptido OVA@s7-264) SIINFEKL (GenScript,Piscataway, NJ, USA).

Péptido TRP2(180-188) SVYDFFVWL (GenScript,Piscataway, NJ, USA).
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6.9 Enzimas para biologia molecular

Las enzimas de restriccion EcoRlI, Hindlll, Xbal, fueron obtenidas de la empresa

Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, USA).

7. METODOS

7.1 Electroporacién de bacterias

Se tomaron 1,5 mL de un cultivo de bacterias Escherichia coli cepa
NovaBlue crecidas durante la noche y se centrifugaron a 5000 g por 5 min a 4°C.
En campana y en hielo se elimin6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet
bacteriano en 1 mL de H20 bidestilada fria, este paso se repitié cuatro veces
dejando las bacterias peleteadas. Se prendio el electroporador y se ajustaron las
condiciones (25Uf, 200Q y 2,5kV). Las bacterias se resuspendieron en 100 pL de
H20 bidestilada, se colocaron en la cubeta de electroporacion (previamente
enfriada a -20°C) y se oprimieron los botones del electroporador hasta que
genero el pulso. Inmediatamente se afiadié 1 mL de medio de cultivo LB, se
homogeniz6 y se dejé creciendo en el agitador por 1 h a 37°C. Finalmente las
bacterias se centrifugaron 2 min a 3600 RPM, se eliminé el sobrenadante, se
resuspendieron en el volumen remanente y se plaquearon en una placa de LB-

Agar con el antibiotico correspondiente.
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7.2 Extraccion y purificacion de ADN plasmidial

Las bacterias Escherichia coli cepa NovaBlue transformadas con las distintas
construcciones se crecieron en medio LB suplementado con ampicilina 100
Mg/mL o kanamicina 50 pg/mL, segun correspondiera. El volumen empleado para
cada inoculo dependié de la cantidad de ADN plasmidial a extraer. Se emplearon
5 mL, 300 mL o 600 mL dependiendo del sistema de extraccion y purificacion
utilizado. Los sistemas de extraccion y purificacion empleados para las diferentes
preparaciones corresponden a: NucleoSpin Plasmid (miniprep), NucleoBond Xtra
Midi EF (midiprep) y NucleoBond Xtra Maxi EF (maxiprep), todos obtenidos de la
empresa Macherey-Nagel (Duren, Germany). La extraccion y purificacion se
realiz6 segun las especificaciones del fabricante (Macherey-Nagel, Duren,
Germany). Finalizada esta etapa se determind la concentracién del ADN
plasmidial mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm

(Synergy HT).

7.3 Animales

Los ratones C57BL/6 fueron mantenidos a temperatura controlada y con un
régimen alternado de luz y oscuridad de 12 h. Los animales tuvieron acceso a
comida y agua ad libitum. Los procedimientos y normas generales de mantencién

estan descritos en el protocolo de manejo y supervisidn animal del proyecto
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FONDECYT 11110525 aprobado por los Comités de Bioética de la Fundacion

Ciencia & Vida 'y de FONDECYT.

7.4 Inmunizacion mediante electroporacion intradérmica in
vVivo

Ratones de 6 — 12 semanas de edad se anestesiaron y se mantuvieron durante
todo el procedimiento con sevoflurano 3 %. Los ratones se inyectaron
intradérmicamente con una solucion de PBS 1X los respectivos ADN plasmidiales
utilizados. La inyeccion se realizé en dos sitios diferentes (20 pL en cada sitio)
cercanos a la base de la cola. Luego de esto se colocé un electrodo con dos
hileras de agujas paralelas de 2 mm (Cyto Pulse Sciences, Inc. Glen Burnie, MD,
USA) dejando el sitio de inyeccién entre estas dos hilera. Se aplicaron 2 pulsos
de 125 V/cm durante 0,05 ms seguidos de 8 pulsos de 275 V/cm durante 10 ms
usando un electroporador Derma Vax DNA Vaccine Skin Delivery System (Cyto

Pulse Sciences, Inc. Glen Burnie, MD, USA).

7.5 Ensayos de desafio tumoral

Los animales fueron inmunizados con 40 pg de ADN plasmidial. En los
experimentos de tipo profilactico, los animales fueron inmunizados dos veces con
un intervalo de 2 semanas entre cada inmunizacion con los plasmidos pVAX1,

pVAX1-shikBa, pVAX1-shCTRL, y pVAX1-TRP2. Posteriormente, los ratones
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fueron sangrados dos veces, doce dias después de cada inmunizacion con el fin
de obtener linfocitos periféricos especificos contra el antigeno TRP2 (descrito
mas adelante). El desafio tumoral con células murinas de la linea de melanoma
B16-F10 se realizdé 3 semanas después de la segunda inmunizacion. Cada raton
fue inyectado por via intravenosa con 4x10° células. Pasadas 3 semanas los
ratones fueron sacrificados en una camara de CO2 y se obtuvieron sus pulmones
los que fueron fijados y mantenidos en tampdn Fekete con el fin de contar los
focos metastasicos presentes. En los experimentos de tipo terapéutico, los
animales fueron desafiados en el dia 1 con 2,5x10° células murinas de la linea
de melanoma B16-F10, un dia después los ratones fueron inmunizados con los
plasmidos pVAX1, pVAX1-shikBa, pVAX1-shCTRL y pVAX1-TRP2 y durante
doce dias se sigui6é el crecimiento tumoral, realizando tres mediciones por
semana. Al dia 12 los animales fueron sacrificados y se extrajeron los tumores,
el bazo y los ndédulos linfaticos drenantes del tumor de cada animal con el fin de
analizar la presencia de linfocitos especificos contra el antigeno tumoral TRP2.
El volumen tumoral fue calculado en base al largo (L), ancho (A) y a la altura (H)

segun la siguiente formula L x A x H/2.
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7.6 Ensayos de migracion de células dendriticas derivadas
de la piel in vivo

Los animales fueron inmunizados con 80 pg de ADN plasmidial y posteriormente
segun el disefio de los experimentos fueron sacrificados y se extrajeron los
ndédulos linfaticos drenantes de del sitio de vacunacién con el fin de analizar las

diferentes poblaciones de CD provenientes de la piel.

7.7 Obtencidén de linfocitos desde sangre de ratones y
reestimulacion in vitro

Los ratones fueron sangrados mediante un corte en la cola usando un bisturi
estéril y se recolectaron 250 — 500 uL de sangre en tubos de 1,5 mL conteniendo
70 uL de heparina a una concentracion 500 U/mL (Laboratorio Sanderson,
Santiago, Chile). La sangre se transfirié a tubos de 15 mL y se traté con 3 mL de
RBC Lysis Buffer 1X (BioLegend, San Diego, CA, USA) por 10 min agitando de
vez en cuando, luego se agregaron 10 mL de PBS 1X (Hyclone). A continuacion,
las muestras se centrifugaron a 400 G por 5 min. Se eliminé el sobrenadante y
las células se resuspendieron en 5 mL de RPMI 1640 (Hyclone) suplementado
SFB 10% (Hyclone), L-glutamina 2 mM (Hyclone), aminoacidos no esenciales 1
mM (Hyclone), piruvato 1 mM (Hyclone), penicilina 100 U/mL y estreptomicina
0,1 mg/mL (Gibco, Life Technologies). Las células se centrifugaron a 400 G por

5 min y luego se resuspendieron en 250 pL de medio RPMI 1640 suplementado.
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Se cultivaron 100 pL de esta suspension celular en placas de 96 pocillos con 100
ML de medio RPMI 1640 completo, suplementado ademas, con el péptido de
interés TRP2(180-188) 0 el péptido control OVAs7-264), @ una concentracion final de
1 pg/mL. Luego la placa con linfocitos se incub6 a 37° C y 5% de CO:2 por 2 h.
Posteriormente, cada pocillo de células se tratd por 6 h con 50 yL de medio RPMI
1640 completo suplementado con 0,25 pL de GolgiPlug (BD Biosciences, San
José, CA, USA) con el fin de inducir el acumulamiento intracelular de citoquinas.
Pasado este periodo, las células fueron centrifugadas a 400 G por 5 min a4°Cy
luego resuspendidas en 200 pL de PBS-FBS 2%, para llevar a cabo
posteriormente las tinciones de superficie e intracelular. Posteriormente las
células fueron estimuladas con los respectivos péptidos y marcadas con los

anticuerpos de superficie e intracelulares tal cual se hizo para la sangre.

7.8 Obtencion de suspensiones celulares a partir de los nédulos
linfaticos drenantes del sitio de vacunacion

Los ganglios inguinales drenantes del sitio de inmunizacion fueron extraidos y
disgregados mecanicamente sobre una placa de seis pocillos conteniendo 1 mL
de RPMI 1640 (Hyclone) suplementado SFB 10% (Hyclone), L-glutamina 2 mM
(Hyclone), aminoacidos no esenciales 1 mM (Hyclone), piruvato 1 mM (Hyclone),
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 0,1 mg/mL (Gibco, Life Technologies) e
incubados durante 30 minutos en una solucion que contiene RPMI 1640 no

suplementado, colagenasa IV 5 mg/mL (Gibco, Life Technologies), DNasa 5
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png/mL (ApplyChem). Posteriormente la suspension de células fue pasada a
través de un Falcon™ cell strainer de 70 um con el fin de eliminar los restos de

tejido conectivo y realizar tincion de superficie y/o intracelular.

7.9 Tincion de superficie e intracelular de células y anélisis por
citometria de flujo

La tincibn de superficie se realizd agregando 25 pL de PBS-SFB 2%
suplementado con los diferentes anticuerpos de superficie en su dilucion
apropiada durante 30 min, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-SFB
2% y se analiz6 mediante citometria de flujo. La tincién intracelular se realizé
posterior a la tincion de superficie, para esto, la células fueron permeabilizadas
con la solucion Fixation/Permeabilization (BD Biosciences, CA, USA) durante 20
min, luego fueron lavadas dos veces con la solucién Perm/Wash™ Buffer (BD
Biosciences, CA, USA) e incubadas durante 30 min con una solucién de
Perm/Wash™ Buffer (BD Biosciences, CA, USA) conteniendo los anticuerpos
intracelulares. Finalmente se realizaron 3 lavados con la solucion de
Perm/Wash™ Buffer (BD Biosciences, CA, USA) y las muestras se analizaron
mediante citometria de flujo. La cantidad de anticuerpo que se utilizé por cada 25
pL de PBS-SFB 2% fue: CD11b-FITC 0,15 pL, CD207-PE 0,25 pyL, CD103-PerCP
0,15 pL, CD11c-PE-Cy7 0,1 pL, XCR1-APC 0,15 pL, MHCII-APC/Cy7 0,05 pL,
CD8-BV421 0,05 pL, B220-BV510 0,25 pL, CD3-BV510 0,25 pL, Zombie Aqua
0,05 pL, CD80-PerCP 0,05 pL, CD80-APC 0,05 pL, CD86-PECy7 0,05 pL, CD86-
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PerCP 0,05 pL, PDL1-PECy7 0,05 pL, TNF-a-BV421, 0,25 puL, IL-6-PE 0,25 pL,
IL-12-APC 0,25 puL, CD3-PerCP 0,15 pL, CD8 PE-Cy7 0,15 uL, CD8-APC/Cy7
0,1 pL, IFN-y-PE 0,1 pL, TNF-a-APC 0,1 pL. En el caso de la tincién con
dextramero, se afladieron 0,5 pL a cada muestra y se incubaron durante 15 min,
posteriormente y sin lavar se afiadieron los anticuerpos de superficie tal como se

describié previamente.

7.10 Citometria de flujo

Las mediciones de citometria de flujo se realizaron en un equipo BD FACSCanto

I, utilizando el FlowJo version X.0.7 (Tree Star, Inc. Ashland, OR, USA).

7.11 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa Graphpad Prism
version 6.01 (Graphpad Software Inc.). Los datos fueron comparados mediante
las pruebas estadisticas: t-Student. Se consideraron significativos aquellos

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

8.1 Las electroporacién intradérmica de ADN incrementa las
células dendriticas migratorias en los nodulos linfaticos.

Dado que no existen antecedentes previos respecto del efecto de las vacunas de
ADN sobre la migracién de las DC nos propusimos en primer lugar evaluar si la
electroporacién intradérmica de ADN incrementa la llegada de DC migratorias
(definidas como CD11c intermedio y MHCII alto) a los nddulos linfaticos
drenantes del sitio de vacunacién, esto con el fin de determinar posteriormente si
el shikBa tiene algun efecto sobre la migracion de estas células. Para esto se
realizé una cinética de migracion de DC con el fin de evaluar cdmo cambian las
poblaciones de DC migratorias del nddulo linfatico 1 dia, 3 dias y 5 dias post
electroporacién intradérmica de ADN, administrando 80 pg de ADN y cuatro
electroporaciones en la zona baja de la espalda.

La figura 1A muestra que las DC migratorias, caracterizadas por su alta expresion
de MHCIlI (MHCIIhi) y por su expresion intermedia de la molécula CD11c
(CD11cint) se incrementan de forma estadisticamente significativa en el nédulo
linfatico drenante del sitio de vacunacion 1 dia luego de realizar inmunizacion
intradérmica en comparacion con el grupo control que no fue inmunizado,
ademas se observa que estas células vuelven a niveles basales en los dias 3y

5 post vacunacion.[85]
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Figura 1. Analisis de las células dendriticas migratorias luego de realizar vacunacion con ADN.
Se inmunizaron ratones de la cepa C57BL/6 y se analiz6 la presencia de células dendriticas
migratorias (mDC) en los nddulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion. A. Cinética de
migracion de células dendriticas migratorias (mDC: CD11c+MHCIlhi), luego de realizar
inmunizacion con pOVA en los dias 1, 3 y 5. B. Andlisis de las células dendriticas migratorias un
dia después de realizar inmunizacién intradérmica con los vectores pOVA, shCTRL and shikBa. C.
Figura representativa de las células dendriticas migratorias en las distintas condiciones
analizadas en B. n=4-9 animales, cada valor esta expresado como el promedio * EE, se utilizé
Mann Whitney unpaired T-test para el analisis estadistico.

44



8.2 La electroporacion intradérmica del shikBa incrementa la
Illegada de células dendriticas a los nédulos linfaticos.

Una vez demostrado que la electroporacion intradérmica de ADN induce la
migracion de DC a los nddulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion, se
evalud si el shikBa incrementa esta migracion, para esto se utilizaron cuatro

grupos experimentales:

e Grupo 1: No vacunado
e Grupo 2: pVAX1-OVA
e Grupo 3: pVAX1-shCTRL

e Grupo 4: pVAX1-shikBa

Cada grupo estuvo compuesto de 4-8 animales y cada animal recibié 80 pg de
ADN vy cuatro electroporaciones, todo en la parte baja de la espalda, 24 horas
después se obtuvieron los nddulos linfaticos inguinales (drenantes del sitio de
vacunacién) y se analizaron las poblaciones de células dendriticas presentes. La
figura 1B muestra el incremento que se produce en las DC migratorias luego de
administrar el shlkBa en los distintos grupos, se observa que 24 horas después
de vacunar con el vector pVAX1-OVA se produce un incremento de las DC desde
0,8 % hasta 2% respecto del grupo no vacunado, similar a lo observado en la

cinética de la figura 1. La administracion del shikBa genera un incremento
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estadisticamente significativo desde un 2% hasta un 3% comparado con el grupo
que recibié el vector pVAX1-OVA vy el que recibié el shCTRL. La figura 1C
muestra de forma representativa el incremento en las DC migratorias luego de
administrar el shlkBa.

La figura 2A muestra el método de andlisis utilizado para distinguir los diferentes
tipos de DC en el nédulo linfatico, las DC migratorias provenientes de la piel se
distinguieron basado en la expresion de los marcadores CD207 y CD11b, dentro
de esta poblacién se distinguieron las dDC y las LC basado en la expresion de
CD103 y XCR1, observandose que solo las dDC son CD103+XCR1+, mientras
que las LC son solo CD11b+, tal como se explico previamente.[87]

La figura 2A muestra los niveles de expresion del receptor de quimioquinas
XCR1, caracteristico de las DC especializadas en realizar presentacién cruzada
de antigenos y que permite definirlas y analizarlas con mayor claridad. Se
observa que las DC CD8+ y las DC CD207+CD103+ expresan este receptor,
mientras que las DC CD11b no lo expresan tal como ha sido previamente
descrito.[88]

La figura 2B muestra que la electroporacion intradérmica con ADN genera un
incremento en las LC y en las dDC, respecto del control no vacunado y que solo
el shikBa genera un incremento en la frecuencia de las dDC, y no en la frecuencia
de las LC. En resumen los resultados sugieren que el shlkBa incrementa la
llegada de DC CD207+CD103+XCR1+ desde la piel a los nédulos linfaticos, lo

gue a la vez podria favorecer la generacién de una respuesta mas potente de
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linfocitos T CD8" ya que estas células son especialistas realizando presentacion

cruzada de antigenos.

47



DC migratorias Otras células

LC

dDC

dDC

CD103

CD207
Number of cells —s.

l— XCR1 —>

CD1lh —> CD11b —>

LC dDC

i 0.8 I 0.20
o *
o = 0.15 o o
) 0.6 o ® (] . [ 1)
Peal = % Bzl — I
2 X 04 o i = X 0.10 .
L ]
o = T, S oos|., F o
o e vt w0 Q T .
O ol 0.00l s
3@ Y & X\ N
& o T SR PO

Figura 2. Frecuencia de los subtipos de DC de la piel en el nddulo linfatico luego de realizar
electroporacion intradérmica con el shARN contra IkBa. Se inmunizaron ratones de la cepa
C57BL/6con, un dia después se obtuvieron los nddulos linfaticos drenantes del sitio de
vacunacion y en ellos se analizaron las diferentes poblaciones de DC A. Método de andlisis de los
distintos subtipos de DC migratorias en el nédulo linfatico B Expresién de XCR1 en las dDC, LC.C.
Frecuencia de las LC y de las dDC en los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion.
Resultados obtenidos de dos experimentos independientes n=8, cada valor estd expresado como
el promedio * EE, se utiliz6 Mann Whitney unpaired T-test para el analisis estadistico.
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8.3 ElI shikBa potencia la generaciéon linfocitos T CDS8+
especificos contra el antigeno tumoral TRP2 in vivo
inducidos por una vacuna de ADN.

El objetivo del siguiente experimento consistié en evaluar si la coadministracion
del vector codificante del shlkBa en conjunto con una vacuna de ADN contra el
antigeno de melanoma TRP2 potencia la generacién de linfocitos T CD8
especificos contra este antigeno in vivo. Para esto, los animales fueron
inmunizados dos veces con un intervalo de dos semanas y 12-13 dias después
de cada inmunizacion se colecté sangre de la vena de la cola de cada animal con
el fin de analizar la presencia de linfocitos T CD8 productores de IFN-y y TNF-a
especificos para TRP2. Los linfocitos fueron reestimulados in vitro con el péptido
inmunodominante derivado de la proteina TRP2 (TRP2(1s0-188)) 0 con un péptido
irrelevante, en este caso el péptido inmunodominante derivado de la proteina
ovoalbumina (OVA2s7-264)) como control, con el fin de determinar el porcentaje de
CTL especificos que se activan y producen IFN-y y TNF-a luego de reconocer el
péptido contra el que fueron educados. En cada experimento se utilizaron ratones
hembras C57BL/6 de 6-8 semanas a las cuales se le administraron los plasmidos
indicados mediante electroporacién intradérmica en dosis de 40 pg. Lo grupos

utilizados en todos los experimentos fueron los siguientes:

e Grupo 1: pVAX1-vacio
e Grupo 2: pVAX1-vacio + pVAX1-shlkBa

e Grupo 3: pVAX1-vacio + pVAX1-TRP2h
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e Grupo 4: pVAX1-TRP2h + pVAX1-shCTRL

e Grupo 5: pVAX1-TRP2h + pVAX1-shikBa

La figura 3A muestra el resultado de la estimulacién in vitro en el segundo
sangrado, doce dias después de la Ultima vacunacion. Se observa la presencia
de una poblacién de CTL productores de IFN-y y TNF-a en las muestras de los
grupos que recibieron pVAX1-TRP2 estimuladas con el péptido TRP2(1so0-18s)
versus las muestras estimuladas con el péptido control OVAs7-264), €l grupo que
recibi6 la vacuna de ADN contra TRP2 en combinacion con el shikBa posee un
0,27 % de linfocitos T CD8+ especificos para TRP2, lo cual en comparacion con
los grupos que recibieron solo la vacuna de ADN contra TRP2 o en combinacion
con el shCTRL (cuyos porcentajes de linfocitos especificos es 0,1 y 0,14,
respectivamente) representa una diferencia estadisticamente significativa

(p=0,0173) .

La figura 3B, representa de manera grafica los linfocitos que expresan IFN-y y
TNF-a, analizados sobre la poblacion total de células CD3*CD8*, representativos

de cada grupo, obtenidos durante el segundo sangrado.
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Figura 3. Frecuencia de linfocitos T citotoxicos especificos para TRP2 productores de IFN-y y
TNF-a en sangre de ratones vacunados mediante electroporacion intradérmica de ADN. Se
inmunizaron ratones de la cepa C57BL/6 dos veces con los vectores indicados al pie de cada
figura con un intervalo de dos semanas entra cada vacunacién. Se obtuvo sangre de la vena de
la cola de cada animal y 12 dias después mediante reestimulacidn in vitro con el péptido
irrelevante OVA2s7-264)0 con el péptido TRP2(150-185) S€ analizaron los linfocitos T CD8* productores
de IFN-y y TNF-a mediante citometria de flujo. A. Frecuencia de linfocitos T CD8"* especificos 12
dias después de la segunda inmunizacion (segundo sangrado). B. Deteccion de linfocitos T CD8*
productores de IFN-y y TNF-a mediante citometria de flujo, en rojo se muestran las células
estimuladas con el péptido irrelevante y en negro las células estimuladas con el péptido TRP2(150-
188). Figura representativa de los resultados obtenidos durante el segundo sangrado. Resultados
obtenidos de dos experimentos independientes, n=10 animales, cada valor esta expresado como
el promedio * EE, se utiliz6 Mann Whitney unpaired T-test para el analisis estadistico.
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8.4 EI shlkBa aumenta la eficacia antitumoral de una vacuna de
ADN contra TRP2 en un modelo profilactico de metéstasis
pulmonar con células de melanoma murino B16F10

Una vez demostrado que la coadministracion del shikBa en conjunto con una
vacuna de ADN codificante del antigeno tumoral TRP2 incrementa el porcentaje
de CTL especificos para este antigeno in vivo se evaluo el potencial antitumoral
de esta respuesta. Para ello, los ratones C57BL/6 previamente inmunizados con
las diferentes combinaciones de vectores (ver seccion 6.3) fueron desafiados con
células de melanoma murino B16-F10. Originalmente esta linea celular fue
seleccionada por su capacidad para generar metastasis en los pulmones y
porque debido a su alta pigmentacién los focos generados son faciles de
identificar y enumerar, ademas estas células expresan altos niveles del antigeno
TRP2 lo que las hace blanco de la actividad citotoxica de los CTL especificos
para este antigeno.[89, 90]. Las células tumorales B16F10 fueron inyectadas por
via intravenosa 14 dias después de la Ultima vacunacién, luego de tres semanas
los ratones fueron sacrificados en una camara de COg, se les extrajeron los
pulmones y se conto6 el numero de focos metastasicos. La figura 4-A muestra el
resultado del conteo de focos metastasicos correspondiente a dos experimentos
independientes, de los cuales se obtuvo en promedio 20-40 focos metastasicos
por pulmones en los ratones control. Se observa que todos los grupos que no
recibieron la vacuna de ADN dirigida contra TRP2 poseen mas focos

metastasicos que aquellos grupos si recibieron la vacuna, lo que representa una
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diferencia estadisticamente significativa cuando se comparan los grupos que
recibieron pVAX1 vacio y el shikBa solo, con aquellos grupos que recibieron
pVAX1-TRP2 solo o en conjunto con el shCTRL, ademas se observa una
disminucién estadisticamente significativa (p=0,00329) en el numero de focos
metastasicos en los animales a los que se les administré la vacuna de ADN
dirigida contra TRP2 en conjunto con el shikBa, cuando se compara con el grupo

que recibié la vacuna de ADN en conjunto con el shCTRL.

La figura 4B muestra de manera representativa los focos metastasicos en los

diferentes grupos de animales usados.

8.5 EIl shARN contra IkBa aumenta la eficacia antitumoral de una
vacuna de ADN dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 en
un modelo terapéutico de melanoma murino B16F10

El siguiente experimento consistié en evaluar la eficacia de la coadministracion
del plasmido codificante de TRP2 en conjunto con el shikBa en un modelo
terapéutico de melanoma murino, para esto se inyectaron células B16F10 de
manera subcutanea en el costado derecho de los animales y un dia después se
administraron las diferentes combinaciones de vectores (ver seccién 6.3). Se
realizé el seguimiento del crecimiento tumoral durante 12 dias, a través de la
medicién del ancho, el alto y la altura de los tumores para posteriormente calcular
y graficar el volumen tumoral. Al dia 12 se sacrificaron todos los animales, se

extrajeron los tumores y se masaron. La figura 4C muestra el crecimiento tumoral
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de los diferentes grupos desde el dia 0 hasta el dia 12, todos los grupos salvo el
gue recibio el adyuvante mostraron un crecimiento tumoral constante, mientras
que el grupo que recibié la vacuna de ADN dirigida contra TRP2 en conjunto con
el shlkBa presentd un claro retraso en el crecimiento de los tumores. El volumen
promedio de los tumores para cada grupo fue de 417,5 cm? para el grupo que
recibié el vector vacio, 325,4 cm? para el grupo que recibié el shikBa, 293,2 cm?3
para el grupo que recibio el pVAX-TRP2, 286,4 para el grupo que recibié el pVAX-
TRP2 en conjunto con el shCTRL y 52,9 cm?® para el grupo que recibié el pVAX-
TRP2 en conjunto con el shikBa. El volumen tumoral de los animales que
recibieron el adyuvante en conjunto con la vacuna de ADN dirigida contra TRP2
comparado con el grupo que recibio la vacuna de ADN dirigida contra TRP2 en
conjunto con el shCTRL representa una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,0001). Ademas se observa que la vacuna de ADN dirigida contra TRP2 por
si sola no ejerce protecciéon antitumoral en este modelo, ya que al compararla con
los grupos que recibieron el vector vacio o el adyuvante solos, no se observan

diferencias significativas.

La figura 4D muestra la masa de los tumores medida en miligramos, se observa
que el grupo que recibié la vacuna de ADN dirigida contra TRP2 en conjunto con
el shikBa posee menor masa tumoral que el grupo que recibio la vacuna de ADN
dirigida contra TRP2 en conjunto con el shCTRL, diferencia que resulta ser
estadisticamente significativa, sin embargo no se observan diferencias entre el

grupo que recibi6 el vector vacio y el que fue vacunado con pVAX1-TRP2, lo que
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concuerda con el resultado del crecimiento tumoral y con el hecho de que
aparentemente esta vacuna no funciona en un modelo terapéutico de melanoma

subcutaneo.
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Figura 4. Supresion de la metastasis pulmonar y del crecimiento tumoral luego de vacunar con
una vacuna de ADN que codifica para TRP2 en conjunto con el shikBa. Se inmunizaron ratones
de la cepa C57BL/6 dos veces con los vectores indicados al pie de cada figura con un intervalo de
dos semanas entra cada vacunacion. En el caso del ensayo de metdstasis pulmonar, las células
de la linea celular tumoral B16-F10 fueron inyectadas de manera intravenosa en la cola de cada
uno de los ratones previamente inmunizados con los plasmidos indicados al pie de la figura un
dia después del sangrado. 3 semanas después del desafio tumoral, los animales fueron
sacrificados en una cdmara de CO,, se extrajeron los pulmones y se contaron los focos
metastdsicos. En el caso del ensayo de crecimiento tumoral, las células de la linea celular tumoral
B16-F10 fueron inyectadas de forma subcutdnea un dia antes de la vacunacidn con los vectores
indicados, el crecimiento tumoral se siguié durante doce dias. A. NUmero de focos metastasicos
en los diferentes grupos de animales inmunizados. B. Figura representativa de los pulmones
obtenidos de los diferentes grupos de ratones inmunizados. C. El crecimiento tumoral fue
medido 3 veces a la semana y graficado como volumen tumoral. D. Masa de los tumores, medida
al dia 12 post inoculacion de las células. Resultados obtenidos de dos experimentos
independientes, n=10 animales, cada valor esta expresado como el promedio * EE, se utilizd
Mann Whitney unpaired T-test para el analisis estadistico
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9. DISCUSION

9.1 Aspectos generales

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que utilizar un shARN
qgue inhiba la expresion de IkBa como adyuvante de una vacuna de ADN
antitumoral contra el antigeno TRP2 promueve la migracion de DC dermales
CD103+ especializadas en activar linfocitos T CD8 a los nddulos linfaticos
drenantes del sitio de vacunacion incrementando la generacion de CTL y

mejorando la respuesta inmune antitumoral.[91]

Sibien se ha establecido que las vacunas de ADN pueden generar una respuesta
inmune contra un antigeno particular en numerosos modelos, han fallado al

generar respuestas inmunes potentes.[92]

Dentro de las alternativas para mejorar la potencia de una vacuna de ADN se
encuentra la coexpresion de moléculas inmunoestimulantes.[31, 35] Sin embargo
esta estrategia conlleva el riesgo potencial de generar una respuesta inmune
contra la molécula coestimuladora usada como adyuvante dado que es
expresada de la misma forma que el antigeno contra el cual se desea generar la
respuesta inmune. Se ha descrito que la coexpresion de la quimioquina CXCL10
induce una respuesta inmune en su contra, generandose un efecto
inmunosupresor contra el antigeno coexpresado.[93] Es por esto que el

desarrollo de adyuvantes basados en el silenciamiento genico de moléculas que
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actian como reguladores negativos de la respuesta inmune representa una
alternativa para potenciar la respuesta mediada por CTL de una vacuna de ADN
antitumoral. Diversos autores han probado la eficacia de esta estrategia mediante
la combinacion de vacunas de ADN y moléculas de ARN interferente como siARN

o0 shARN con buenos resultados.[36, 83, 94]

La interferencia por ARN (ARNi) ha revolucionado el campo de la biologia por
sus aplicaciones entre las que destacan la intervencion terapéutica, el tratamiento
de enfermedades como el cancer y el control de plagas en el area agricola, entre
otras. Comparado a otras técnicas de silenciamiento génico, el uso de ARN
interferentes destaca por su relativa facilidad para generarse y aplicarse
experimentalmente. Una gran cantidad de estudios han dado cuenta del rol de
esta tecnologia a través del uso de siARN sintéticos para silenciar la expresiéon
de determinados genes. Sin embargo el uso de siARN tiene ciertas limitantes,
entre las que se encuentran, la complejidad para ser sintetizados, su alto costo
de produccion, su moderada eficiencia de transfeccién, su baja estabilidad y la
ausencia de mecanismos de replicacion o amplificacion al interior de las células,
por lo que su uso se ve limitado en terapias a largo plazo.[95] Sin embargo el uso
de vectores codificantes de shARN que a través de la maquinaria celular generan
un ARN interferente capaz de modular la expresion de un gen particular con una
eficiencia mayor que su respectivo siARN sintético ha permitido solucionar en

parte los problemas descritos.[96, 97]
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En este trabajo se us6é un shARN contra |kBa que es la proteina que retiene a
NF-kB en el citoplasma, con el fin de incrementar la actividad transcripcional de
NF-kB. Estudios publicados por nuestro grupo muestran que la induccion de CTL
especificos para un antigeno tumoral es independiente de la presencia de
moléculas como TLR9, Myd88, IRF3 o el receptor de IFN-a/B, sin embargo el
bloqueo de NF-kB mediante un vector que codifica para una forma no degradable
de la proteina IkBa en el sitio de vacunacion inhibe drasticamente la generacion
de CTL y la proteccion contra el desafio tumoral con células B16-F10 de

melanoma murino.[56]

Se sabe que la via de NF-kB es relevante para los procesos de maduracion y
migracion de DC. [72, 73, 98, 99] Por lo que incrementar su actividad
transcripcional inhibiendo IkBa en el sitio de vacunacion representa una
estrategia interesante para mejorar la potencia de las vacunas de ADN, en este
trabajo hemos demostrado mediante un shARN contra esta proteina que la
migracion de las DC dermales CD103+ especializadas en realizar presentacion
cruzada y activar linfocitos T CD8* se ve aumentada.[91, 100] Ademas nuestros
resultados muestran que este subtipo de DC expresa el receptor de quimioquinas
XCR1, lo que confirma que las DC que migran luego de administrar el shARN

contra IkBa son potentes activadores de linfocitos T CD8" virgenes.[101, 102]
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9.2 Las electroporacién intradérmica de ADN incrementa la
[legada de células dendriticas migratorias a los nédulos
linfaticos.

Los resultados muestran por primera vez que la administracion de ADN a través
de electroporacion intradérmica incrementa la llegada de células dendriticas
migratorias a los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion. Se observa
que 24 horas post vacunacion ocurre un peak de DC migratorias en el nédulo
linfatico (Figura 1A) lo que concuerda con la literatura que indica que ciertos tipos
de DC de la piel, entre ellos las DC dermales CD103+ migran rapidamente luego
de recibir un estimulo proinflamatorio.[103] También se observa que luego de las
24 horas el porcentaje de estas DC decrece hasta los niveles basales, resultado
que podria explicarse porque las DC mueren poco tiempo después de llegar al

nodulo linfatico.[104]

Si bien existe un arribo de DC migratorias al nédulo linfatico, esto no confirma
gue sean estas las que activan a los linfocitos T CD8* que posteriormente van
dar origen a la respuesta inmune antitumoral, diversos estudios han mostrado
gue existe el traspaso de antigenos o moléculas de MHC cargadas con péptidos
entre células presentadoras, por lo que aunque exista un peak de DC de la piel
en el noédulo linfatico, esto no demuestra su relevancia en la activacion de
linfocitos T CD8, es posible que las células que llegan desde la piel actien como

entes transportadores de antigenos que transfieren péptidos o moléculas de
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MHC cargadas a otras DC en el nodulo linfatico y que sean estas ultimas las que

activan a los linfocitos T CD8 virgenes.[105-107]

9.3 La inhibiciéon de IkBa en el sitio de vacunacién incrementa
la llegada de células dendriticas a los nédulos linfaticos.

Los resultados de las figura 1B muestran que 24 horas luego de administrar el
shikBa se produce un incremento en el porcentaje de DC en los nodulos
linfaticos, mayor que el que se produce cuando se administra solo ADN
plasmidial, lo que sugiere que la inhibicion de IkBa en el sitio de vacunacién

incrementa la migracion de las DC hacia los nodulos linfaticos drenantes.

Con respecto a los subtipos de DC que llegan a los nodulos linfaticos, se observa
gue la electroporacién intradérmica de ADN incrementa el porcentaje de LC. Con
respecto al incremento de las dDC se observa que su fenotipo corresponde al de
las DC dermales caracterizadas por la expresion de CD207+CD103+
especializadas en realizar presentacion cruzada, lo que ademas fue corroborado
mediante el analisis del receptor de quimioquinas XCR1. Estas células se
incrementan con la electroporacion de ADN por si sola'y ademas se incrementan

cuando se administra el shikBa.

La figura 2B muestra que la inmunizacion con ADN incrementa la frecuencia de
LC y dDC en los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion, ademas
cuando se comparan los grupos que recibieron el shikBa con los grupos que no

fueron inmunizados se observa que todas las DC se incrementan, lo que sugiere
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tal como se habia descrito previamente en DC derivadas de médula 6sea que un
incremento en la actividad transcripcional de NF-kB incrementa su migracion.
Ademas se debe mencionar que cuando se administra un shARN, no solo hay un
efecto dado por el ADN que se administra y por la proteina cuya expresion se
inhibe, si no que existe un efecto dado por el ARN que se genera dentro de las
células ya que existen sensores de ARN en el citoplasma que lo detectan como
una sefal de peligro activando vias proinflamatorias que en el caso de las DC

podrian aportar a su maduracion y migracion.[108]

9.4 EI silenciamiento de IkBa en el sitio de vacunacién potencia
la generacion de CTL contra el antigeno tumoral TRP2 in
Vivo.

Con el fin de determinar si la administracién del shikBa en conjunto con una
vacuna de ADN dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 potencia la generacion
de CTL, se evaluo la presencia de CTL especificos contra TRP2 en la sangre de
los animales inmunizados. Para esto el disefio experimental incluy6 la
inmunizacion de cinco grupos de animales, uno con el vector pVAX1 vacio, un
grupo de animales con el shikBa sin la vacuna de ADN, un grupo de animales
inmunizados solo con la vacuna de ADN contra TRP2 (pVAX1-TRP2), un grupo
de animales inmunizados con una mezcla de plasmidos incluyendo el shCTRL
mas la vacuna de ADN contra TRP2 y finalmente un grupo de animales
inmunizado con el shikBa en conjunto con la vacuna de ADN contra TRP2. A
cada animal se le administraron 40 ug de ADN plasmidial total y en el caso de los
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grupos que recibieron mezclas de plasmidos se administraron 20 pug de cada uno.
El grupo que recibié solo la vacuna de ADN contra TRP2 se le administré una
mezcla que incluia 20 pg de pVAX1-TRP2y 20 ug de pVAX1, esto con el fin que
todos los grupos recibieran 20 ug de vacuna. Los ratones fueron inmunizados
dos veces con un intervalo de dos semanas y se les extrajo sangre de la vena de
la cola, 12 dias después de cada inmunizacion con el fin de determinar la

presencia de CTL en la sangre.

Los resultados muestran que todos los grupos que recibieron la vacuna de ADN
poseen CTL productores de IFN-y y TNF-a, citoquinas clave en la respuesta
citotéxica y en la erradicacion de los tumores, por lo que seria esperable que ante
un encuentro con una célula que expresay presenta este antigeno, estos CTL se

activen y la destruyan.[109]

Luego de la primera vacunacién no se observan diferencias significativas entre
los grupos, salvo en aquel que recibié la vacuna de ADN comparado con el que
recibid el vector vacio (datos no mostrados), sin embargo luego de la segunda
inmunizacion hay un incremento en los CTL en el grupo que recibid la vacuna
contra TRP2 mas el shikBa comparado con el grupo que recibio la vacuna contra
TRP2 mas el shCTRL y comparado con el resto de los grupos. Este resultado
valida la hipotesis de que la coadministracibn de un shARN que inhibe la
expresion de IkBa y por lo tanto incrementa la actividad de NF-kB en el sitio de

vacunacién, en conjunto con una vacuna de ADN contra TPR2 incrementa la
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generacion de CTL especificos, ademas concuerda con lo publicado por nuestro
grupo donde al coadministrar un plasmido que codifica para una forma no
degradable de IkBa en conjunto con una vacuna de ADN inhibe la induccion de
CTL especificos, por lo que NFkB y su rol en la produccion de interferon de tipo |
tendria un rol central en la generacion de inmunidad en este modelo de

electroporacion intradérmica de ADN.[56]

Una explicacion para el hecho de que se observan diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo que recibié la vacuna y el shikBa y el grupo que
recibi6 la vacuna mas el shCTRL luego del segundo sangrado puede ser el hecho
de que durante la primera vacunacion los linfocitos T virgenes existentes son
educados contra el antigeno porque se activan proliferan y se diferencian en
linfocitos T efectores y de memoria, luego de la segunda inmunizacién donde se
administran los mismos plasmidos, la respuesta generada se amplifica dado que
los linfocitos T de memoria poseen una mayor capacidad para proliferar y las
diferencias se amplian haciendo que lo que antes no era significativo después de

la segunda inmunizacion si lo sea.[110]

Con respecto a los porcentajes de CTL presentes en la sangre de los animales
inmunizados, estos se encuentran mas bajos respecto de lo previamente
publicado por nuestro grupo donde los porcentajes de CTL especificos contra
TRP2 generados luego de dos inmunizaciones con pVAX1-TRP2 alcanzan el

0,4%][39, 56] mientras que los porcentajes que se muestran en este trabajo, para
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la misma condicién experimental alcanzan apenas el 0,15%, esto podria deberse
a que los experimentos publicados fueron hechos en el Instituto Karolinska de
Suecia, por lo que las condiciones de bioterio y cuidado de los animales podrian
ser distintas y estar influyendo en los resultados, se sabe qué factores como el
tamafo de la jaula, luz, ruido, ventilacion, temperatura, humedad y la presencia
de una flora bacteriana determinan el bienestar de los animales influenciando su

capacidad para generar inmunidad contra un antigeno.[111]

9.5 Eficiencia de la vacuna de ADN para suprimir el desarrollo
tumoral en un modelo profilactico de melanoma murino

La linea celular B16-F10 de melanoma murino es un modelo tumoral altamente
agresivo usado como modelo de metastasis debido a su capacidad para colonizar
los pulmones Iluego de ser administradas por via intravenosa.[90]
Experimentalmente, se usan como modelo de metéstasis en pulmones ya que
debido a su alta pigmentacién, los focos generados son faciles de identificar y
enumerar. Estas células expresan altos niveles del antigeno TRP2 y por ende
son blanco de la actividad citotoxica de los CTL especificos para TRP2 generados
con la vacuna de ADN contra TRP2 utilizada.[89, 112] De esta manera, los
ratones previamente inmunizados (descritos en la seccidén anterior) fueron
desafiados con células B16-F10 por via intravenosa dos dias después del
segundo sangrado y se sacrificaron tres semanas después con el fin de realizar

el conteo de los focos metastasicos. Se observa que los animales que recibieron
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la mezcla de la vacuna de ADN contra TRP2 en conjunto con el shikBa poseen
una disminucion del 50% en el numero de focos metastasicos comparado con los
animales que recibieron la mezcla de la vacuna de ADN contra TRP2 y el
shCTRL, esta diferencia es estadisticamente significativa y representativa de dos
experimentos independientes, lo que confirma la hipétesis de que la inhibicion de
IkBa en el sitio de vacunacion incrementa la generaciéon de CTL. Se observa
ademas que la vacuna de ADN por si sola no es capaz de inducir proteccion
antitumoral ya que la reduccion que genera en el nimero de focos metastasicos
no es significativa comparada con los grupos que recibieron el vector vacio o el
shikBa en solitario, lo cual podria explicarse por la variabilidad del experimento o
porque la coadministracion del shikBa junto con la vacuna de ADN estimula
potencia la respuesta inmune mediada por otras células, como por ejemplo la
generacion de linfocitos T CD4* que potencian la respuesta inmune mediada por
linfocitos T CD8*.[113-115] Sin embargo la presencia de linfocitos T CD4* no se
evaluo en este trabajo porque no existe un péptido derivado de TRP2 conocido

gue permita estimular in vitro estos linfocitos.

Con respecto al numero de focos metastasicos en los pulmones de los animales
en promedio fue de 26 focos, mientras que el promedio de focos en los animales
que no recibieron vacuna fue de 38, estos numeros se encuentran muy por
debajo en comparacion con lo publicado en otros estudios donde el promedio de
focos metastasicos alcanza los 100, [116, 117] sin embargo esta diferencia puede

ser debida a que las células inyectadas en los grupos que no recibieron la vacuna
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formaron grandes masas tumorales en los pulmones y no focos metastasicos

dificultando el conteo (figura 4B).

9.6 Eficiencia de la vacuna de ADN para suprimir el desarrollo
tumoral en un modelo terapéutico de melanoma murino

Dado que la vacunacion profilactica no es una practica comun en la clinica para
tratar el melanoma, se evaluo el potencial adyuvante del shikBa en conjunto con
la vacuna de ADN contra TRP2 en un modelo terapéutico donde los animales
han sido inoculados con células tumorales antes de ser inmunizados. Para esto
todos los ratones fueron inoculados de manera subcutanea con 2,5x10° células
B16-F10y 24 horas después fueron inmunizados con las mismas combinaciones
de plasmidos descritas en la seccion anterior, posteriormente se sigui6 el
crecimiento de los tumores hasta el dia 12 donde los animales fueron sacrificados

y se determind la presencia de CTL en el bazo y la masa de los tumores.

Se observa que los tumores en todos los grupos aparecen al dia 5, crecen
lentamente hasta el dia 9 y en el intervalo comprendido entre los dias 9 y 12
disparan su crecimiento en casi todos los grupos, menos en aquel que recibio la
vacuna de ADN contra TRP2 mas el shlkBa, como se observa en la figura 6A,
este incremento en la velocidad de crecimiento se puede explicar a través del
concepto de inmunoedicion del cancer que incluye tres fases llamadas
eliminacion, equilibrio y escape [120], la primera corresponde a los primeros dias

post inoculacion de los tumores donde las células tumorales son eliminadas por
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el sistema inmune de los animales, sin embargo algunas sobreviven porque
desarrollan mutaciones o secretan factores que les permiten mantenerse vivas y
reclutar células del sistema inmune para que no las destruyan, de tal forma que
en términos netos el tumor y la respuesta inmune contra este se mantienen en
equilibrio hasta que al dia 12 todos los tumores crecen sin control porque han
escapado al sistema inmune. Siguiendo este razonamiento se puede decir que
el shikBa en conjunto con la vacuna de ADN contra TRP2 retrasa la etapa de
escape del tumor porque incrementa la inmunidad contra este, sin embargo la
respuesta generada no elimina todas las células tumorales porque los animales

desarrollan tumores de todas formas

Al analizar la masa de los tumores (figura 4D) se observa una disminucion
estadisticamente significativa solo en el grupo que recibio el adyuvante mas la
vacuna de ADN, lo que valida una vez mas la hipotesis de que la inhibicién de
IkBa en el sitio de vacunacion potencia la eficacia de una vacuna de ADN
antitumoral con TRP2. El incremento en la eficacia de esta vacuna se explicaria
por un incremento en el numero de CTL que infiltran el tumor y destruyen las
células tumorales, sin embargo no se observaron diferencias significativas en los
CTL especificos para TRP2 comparado con el grupo que recibio el vector vacio,
ni en los grupos que recibieron el adyuvante (datos no mostrados). Otra
posibilidad es que los CTL no sean las uUnicas células responsables de la
disminucién en el tamafo tumoral ya que se ha descrito que los linfocitos T CD4

también participan en la inmunidad antitumoral y que su deplecion reduce la
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capacidad citotoxica y de generar memoria de los CTL, [122-124] también se ha
descrito que las células NK aun cuando pertenecen a la inmunidad innata
participan activamente en la destruccion de los tumores y su deplecion resulta en

un crecimiento tumoral acelerado.[125]

9.7 CONSIDERACIONES FINALES

En conjunto los resultados de este trabajo muestran que la administracién de una
vacuna de ADN por si sola incrementa la llegada de células dendriticas de la piel
a los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion, observandose un
incremento en el total de células dendriticas migratorias y un incremento en las
LC y en las DDC. Ademas se observo que la via de NF-kB modula la migracion
de las células dendriticas dermales ya que la administracion del shikBa que
incrementa la sefializacion a través de esta via incrementa la llegada de DDC a
los nédulos linfaticos drenantes del sitio de vacunacion, este resultado es posible
correlacionarlo con el incremento en la generacion de CTL que se produce
cuando se coadministra el shikBa en conjunto con una vacuna de ADN contra el
antigeno tumoral TRP2 ya que las DDC son células dendriticas expertas en
realizar presentacion cruzada y activar linfocitos T CD8. Por lo tanto la
modulacién de la via de NF-kB con el fin de potenciar la respuesta inmune
mediada por linfocitos T CD8 es una alternativa valida en el desarrollo de vacunas

de ADN administradas a través de electroporacion intradérmica.
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10.

CONCLUSIONES

24 horas luego de realizar electroporacion intradérmica de ADN se
produce un peak de células dendriticas dermales
CD207+CD103+XCR1+ en los nodulos linfaticos drenantes del sitio de

vacunacion.

La migracion de las células dendriticas dermales CD207+CD103+XCR1+
se incrementa al aumentar la actividad de la via de NF-kB inhibiendo la

expresion de IkBa.

El uso de un shARN contra IkBa como adyuvante de una vacuna de ADN
antitumoral dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 incrementa la

generacion de linfocitos T CD8+ especificos.

El uso de un shARN contra IkBa como adyuvante de una vacuna de ADN
antitumoral dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 incrementa la

proteccion antitumoral en un modelo profilactico de metastasis pulmonar.

. Eluso de un shARN contra IkBa como adyuvante de una vacuna de ADN

antitumoral dirigida contra el antigeno tumoral TRP2 incrementa la
proteccion antitumoral en un modelo terapéutico de melanoma murino

B16F10.
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