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RESUMEN

Durante las ultimas décadas se han comenzado a desarrollar las denominadas
“vacunas de la nueva generacion”. Su disefio difiere de las vacunas tradicionales y esta
basado en el uso de antigenos altamente purificados o recombinantes débilmente
inmunogénicos combinados con poderosas estrategias adyuvantes capaces de
compensar esta pérdida de inmunogenicidad. Adicionalmente el mayor problema de
los adyuvantes licenciados para uso humano recae en su incapacidad de generar una
respuesta del tipo celular Thl y T CD8+ citotdéxica adecuada para proteger contra
patégenos intracelulares que perdure en el tiempo. El oligodeoxinucleétido con
motivos citocina fosfato guanina no metilados (CpG-ODN), ligando sintético agonista
del receptor de la respuesta inmune innata tipo toll 9 (TLR9), ha sido ampliamente
considerado por sus efectos inmunoestimulantes como un candidato ideal como
adyuvante. El CpG-ODN tiene la capacidad de generar una respuesta humoral y
adicionalmente polarizar la respuesta inmune celular hacia un perfil Th1, induciendo
también, bajo ciertas modalidades, células T CD8+ citotdxicas. Sin embargo, padece de
una biodisponibilidad reducida, lo cual afecta su desempefio. Con el objetivo de
optimizar su actividad adyuvante, proponemos una nueva estrategia de formulacion
para el CpG-ODN basado en un sistema nanoestructurado derivado de palmitato de
ascorbilo (Coa-ASC16). En este trabajo, demostramos el potencial de una formulacién
constituida por ovoalbimina (OVA), CpG-ODN y el Coa-ASC16 (OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16) para generar una respuesta humoral superior en magnitud y calidad que la
solucion OVA/CpG-ODN. La magnitud de dicha respuesta humoral result6 ser
independiente de la via de sefializacion mediada por IL-6. Ademas, la inmunizacién con
OVA/CpG-ODN fue capaz de inducir una robusta respuesta de células T CD8+
citotdxicas efectoras, dependiente de interferones tipo I e independiente de IL-6 y de la
asistencia mediada por células T CD4+. Consistentemente con esos resultados, la
estrategia adyuvante demostré promover la internalizacién simultanea de OVA y CpG-
ODN por células dendriticas. En adicion, también fue capaz de inducir una buena

respuesta de células T CD8+ de memoria. Ambas respuestas celulares T CD8+, efectora

Xiv



y de memoria, probaron su eficiencia protegiendo contra un modelo de infeccién
intracelular con Listeria monocytogenes. Por otra parte, esta plataforma permite la
reduccién del numero de inmunizaciones y la dosis antigénica sin afectar
significativamente la inmunidad humoral o celular generada. Estos resultados
demuestran el potencial de esta innovadora estrategia adyuvante para el desarrollo de

futuras vacunas.

Palabras Clave
CpG-ODN

Adyuvante

Palmitato de ascorbilo
Nanonoestructura

Vacuna
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SUMMARY

During the last decades, several groups have begun to develop a new type of vaccines
referred as “vaccines of the next generation". Its design differs from traditional vaccines
and is based on the use of highly purified antigens that are poorly immunogenic
combined with powerful adjuvant strategies capable of compensating for the loss of
immunogenicity. Additionally, the mayor problem of licensed adjuvants for human use
is their inability to generate an appropriate long-lasting cellular response, specially
mediated by cytotoxic CD8+ T cells, to protect against intracellular pathogens. The
synthetic ligand for the innate receptor Toll-like 9 (TLR9), a non-methylated cytosine-
phosphate-guanine oligodeoxynucleotide (CpG-ODN), has been considered as an ideal
adjuvant candidate. It has proven to have the ability to generate a humoral immunity
while additionally polarizing the cellular immune response towards a Th1 profile and,
under certain conditions, inducing a cytotoxic T CD8+ response. However, it has a
reduced bioavailability which affects its performance. To optimize its adjuvant activity,
we propose a new formulation strategy for CpG-ODN based on a nanostructured system
derived from the ascorbyl palmitate (Coa-ASC16). In this work, using ovalbumin (OVA)
as a protein antigen, we demonstrated the potential of the OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
formulation to generate a superior humoral response in quantity and quality than the
OVA/CpG-ODN in solution. The magnitude of the previously mentioned humoral
response was found to be independent of the IL-6 mediated signaling pathway. In
addition, immunization with OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 was able to induce a robust
CD8+ T cell response, dependent on type [ IFN and independent from IL-6 signaling and
CD4+ T cells assistance. Consistently with these results, this adjuvant strategy was
shown to promote the simultaneous internalization of OVA and CpG-ODN by dendritic
cells. In addition, it was also able to induce an efficient CD8+ T cell memory response.
Both effector and memory CD8+ T cell responses proved to be effective in protecting
against an infection model by the intracellular pathogen Listeria monocytogenes. In
addition, this platform allows the reduction of the number of immunizations and the

antigenic dose without significantly affecting the humoral or cellular response
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generated. These results demonstrate the potential of this innovative adjuvant strategy

for the development of future vaccines.

Key Words
CpG-ODN
Adjuvant

Ascorbyl palmitate
Nanostructure

Vacccine
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Conceptos generales de vacunas

Las vacunas son consideradas el invento de mayor impacto en la salud mundial
en términos de prevencién y reduccién de morbilidad y mortalidad. Actualmente, la
Organizacién Mundial de la Salud estima que las vacunas previenen anualmente de
entre 2 a 3 millones de muertes por enfermedades infecciosas, probando su enorme
relevancia a lo largo de las ultimas décadas (1). Las mismas, estdn compuestas por un
antigeno (componente que le otorga especificidad) y un adyuvante (del latin
“adjuvare”; ayudar) componente que, administrado junto con el antigeno, tiene la meta
de promover y dirigir la respuesta inmune hacia el antigeno en cuestion.

Inicialmente, el objetivo principal de las vacunas era generar una respuesta
inmune adaptativa eficaz y prolongada en el tiempo que logre proteger contra la
exposicion frente a un patogeno infeccioso. Sin embargo, durante las ultimas décadas,
la ciencia ha aportado avances cruciales permitiendo que las vacunas dejen de ser
exclusivamente una herramienta profilactica para comenzar a tomar un rol terapéutico.
Es asi como, actualmente, también son consideradas para el tratamiento de diferentes

patologias como cancer, alergias e infecciones croénicas.

Conceptos basicos del sistema inmune sobre el cudl actian las vacunas

Paralograr el disefio de vacunas eficaces, es importante entender como funciona
naturalmente el sistema inmune para detectar y protegernos constantemente contra
agentes infecciosos. Los vertebrados, contamos con un sistema inmune compuesto por
dos grandes ramas, el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo. Tras la
exposicion a un agente infeccioso o administracién de una vacuna, la activacion del
sistema inmune innato precede a la generacién de una inmunidad adaptativa. El
sistema inmune innato cuenta con una diversidad de tipos celulares como neutréfilos,
monocitos, macrofagos y células dendriticas (dendritic cells, DCs) cuya funcién es
interactuar con moléculas extrafias al organismo a través de los denominados
receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors, PRRs). Tras
la activacion de estos receptores, las células del sistema inmune innato fagocitan
agentes infecciosos, secretan citoquinas proinflamatorias y atraen o activan otras

células a través de la secrecion de mensajeros quimicos como quimoquinas. Este



proceso lleva a la iniciaciéon de una respuesta inmune adaptativa. El entendimiento y
manipulacién de esos receptores son la clave en el desarrollo de nuevos sistemas
adyuvantes.

En lineas generales, la respuesta inmune adaptativa puede dividirse en dos
categorias: humoral y celular. Las células de la respuesta inmune adaptativa responden
a regiones especificas de los agentes infecciosos conocidas como epitopes. Uno o mas
epitopes estan contenidos en una molécula de mayor tamafio denominada antigeno. La
respuesta “humoral” depende de la actividad de anticuerpos (glicoproteinas)
secretados por linfocitos B. Una célula B virgen, contiene el receptor de superficie (B
cell receptor, BCR), que varia en sus especificidades. Tras el reconocimiento de un
epitope por el correcto BCR la célula B madura y se diferencia en una célula plasmatica
productora de anticuerpos especificos de ese epitope que idealmente protege frente a
una infeccion mediante diferentes mecanismos. Entre ellos, podemos hacer una
diferenciacion general entre dos lineas de proteccidn, una directa, por neutralizaciéon
de agentes patdgenos o toxinas y una indirecta, por cooperacidn con la respuesta
inmune innata involucrando procesos como la citotoxicidad mediada por anticuerpos,
donde los anticuerpos sirven como ‘marcadores de células infectadas™ para alertar al
sistema inmune y dirigir su eliminacién. El denominado sistema inmune adaptativo
“celular”, estd basado en la accion de células T. Todas las células nucleadas del
organismo cuentan en su superficie con moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1 (mayor histocompatibility complex class I, MHC-I).
Cuando las células son infectadas con un patégeno intracelular, se desencadenan
ciertos mecanismos por los cuales esas células pueden presentar en su superficie
epitopes lineales provenientes de esos microorganismos en un contexto de MHC-I para
alertar al sistema inmune de la infeccién. Entonces, los linfocitos T CD8+ que contienen
el receptor de superficie T (T cell receptor, TCR) correspondiente para ese epitope
reconocen al antigeno presentado por la molécula MHC-I sobre la célula infectada y
desencadenan su muerte.

Otro grupo de células importantes como objetivo de estudio en el desarrollo de
vacunas son las células T CD4+ helper (Th). Las células presentadoras de antigenos

(antigen-presenting cells, APCs) tales como DCs, macréfagos y células B son capaces de



fagocitar, procesar y presentar epitopes a las células T CD4+ virgenes en el contexto
MHC-II contribuyendo a su diferenciacién a células Th. Las células Th activadas son
capaces de estimular tanto células del sistema inmune innato como adaptativo a través
de la secrecion de citoquinas que modulan al sistema inmune para lograr un tipo de
respuesta especifica. Basandose en el perfil de las respuestas de citoquinas secretadas,
la respuesta Th puede clasificarse principalmente en tres perfiles, Th1, Th2 y Th17. La
respuesta perfil Th1 favorecen el desarrollo de la respuesta inmune celular, mientras
que el perfil Th2 se asocia a una respuesta predominantemente humoral. La respuesta

Th17 se relaciona con la inmunidad antibacteriana y antimicotica en mucosas.

Metas por lograr en una vacuna ideal

Tradicionalmente, el desarrollo de vacunas se ha centrado en el desarrollo de
una fuerte respuesta Th2, pero actualmente, los candidatos vacunales se consideran
optimos cuando logran un balance Th1/Th2 (2).

Tras la activacién de sus receptores especificos, los linfocitos B y T proliferan y
se expanden. Una vez eliminado el antigeno, se contraen para generar una pequefia
poblaciéon de memoria especifica. Tras un segundo encuentro con el antigeno, estas
células inmunes de memoria reconoceran al patégeno y responderan mas rapidamente
y en mayor magnitud para eliminar la infeccion. Este tipo de inmunidad especifica de

larga vida (memoria), es el objetivo principal de una vacuna profilactica (2).

Desde las vacunas tradicionales hasta las vacunas de la nueva generacién: ;por
qué surge la necesidad de cambiar el diseiio inicial de las vacunas histéricamente

utilizadas?

A pesar de décadas de investigacion dedicadas a la elaboraciéon de vacunas,
partiendo con Edward Jenner en 1796 hasta la actualidad, la mayoria de las vacunas
tradicionales se han desarrollado en base a observaciones empiricas y, por lo tanto, se
sabe poco y nada sobre los mecanismos a través de los cuales funcionan.

A pesar del gran éxito de estas vacunas en la reduccion de morbilidad y
mortalidad mundial, actualmente aun existen numerosas enfermedades infecciosas

antiguas, emergentes o reemergentes contra las cuales no existe una vacuna que logre



una proteccion eficaz. Sumado a esto, la mayoria de las vacunas actuales cubren s6lo un
cierto grupo etario y en general, pueden ser aplicadas Unicamente en personas no
inmunocomprometidas, dejando fuera de su alcance a un porcentaje considerable de la
poblaciéon mundial (3). Adicionalmente a los desafios descritos previamente, las
vacunas modernas deben cumplir con estandares de seguridad en los cuales la
frecuencia de efectos adversos comparable con la observada en des6rdenes genéticos
aislados son ahora vistos como inaceptables (4). Por todas estas razones, la necesidad
del disefio racional de nuevas vacunas es primordial a nivel mundial.

En paralelo a la necesidad de disefiar nuevas vacunas, los avances tecnolégicos,
especialmente sobre el uso de DNA recombinante, hicieron posible obtener proteinas
antigénicas de organismos que eran incultivables, altamente patogénicos o
extremadamente caros para cultivar a gran escala dando lugar al nacimiento de las
llamadas vacunas en base a subunidades proteicas (5). Dichas vacunas tienen como
antigeno a un péptido o proteina altamente purificada o recombinante perteneciente a
algin componente del microorganismo contra el que se quiere inmunizar (Fig. 1).

Las vacunas en base a subunidades reducen el riesgo de efectos secundarios
como reversiones espontaneas en vacunas atenuadas y desnaturalizacion de péptidos

antigénicos en vacunas inactivadas y son consideradas, por lo tanto, mucho mas seguras

(1).
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Figura 1. Desarrollo de vacunas a lo largo del tiempo. Figura adaptada de Karch, 2016 (1)
Heterdlogas: Vacunas que utilizan como antigeno a un microorganismo diferente al patégeno contra el
cual se quiere inmunizar funcionando mediante reaccién inmunitaria cruzada con el patégeno. (Ej. Uso
del virus de la viruela bovina para proteger contra viruela en humanos)

Atenuadas: Vacunas que utilizan como antigeno microorganismos vivos con capacidad de replicar pero
que han sido deshabilitados en el laboratorio para reducir su virulencia.

Inactivadas: Vacunas cuyo antigeno se compone de un microorganismo muerto a causa de un tratamiento
fisico o quimico y es, por lo tanto, es incapaz de replicar.

Toxoides: Consisten en la administraciéon de toxinas bacterianas previamente purificadas e inactivadas
por tratamiento con calor, glutaraldehido o formol.

Subunidad: Vacunas cuyo antigeno consiste en un péptido o proteina altamente purificada o
recombinante componente del patégeno contra el que se quiere inmunizar.

Nanovacunas: Consisten en nanosistemas que sirven como vehiculos o transportadores de antigeno que
luego lo liberan en el momento y/o lugar oportuno ante células especificas del sistema inmunolégico.
Conjugadas: Consisten en la unién de un polisacarido capsular del patégeno contra el cudl se quiere

inmunizar a una proteina trasportadora.

El nuevo protagonismo de los adyuvantes; ;por qué es tan importante el uso de

adyuvantes en las vacunas modernas en base a subunidades proteicas?

Actualmente existen diversos candidatos para vacunas en base a subunidades.
Sin embargo, a pesar de las ventajas mencionadas, este tipo de vacunas trae aparejado
ciertos problemas relacionados fundamentalmente con la pérdida de inmunogenicidad
(capacidad de generar una respuesta inmune). Las vacunas tradicionales, utilizan como
antigeno a microorganismos enteros atenuados o inactivados que contienen

naturalmente multiples ligandos de PRRs y por lo tanto son altamente inmunogénicos.



En cambio, las vacunas en base a subunidades, al contener como antigeno sélo un
péptido o una proteina purificada o recombinante, carecen de multitud de ligandos
PRRs y, por lo tanto, no son detectadas por el sistema inmune con la misma intensidad.
Es por ello que, a pesar de ser mas seguras, son débilmente inmunogénicas. En
consecuencia, en ellas, la funcién del agente adyuvante adquiere una importancia vital
para activar la respuesta inmune innata y guiar el tipo de respuesta adaptativa
optimizando la inmunidad protectora adquirida para cada patégeno especifico (6, 7).
Como consecuencia, en las ultimas décadas, la investigacion en vacunas se ha volcado
esencialmente en el estudio de nuevos y complejos sistemas adyuvantes con multitud
de funciones. A pesar de mas de un centenar de afios en investigacidon, el nimero actual
de adyuvantes licenciados para uso humano sigue siendo muy reducido (Tabla I) y,
ademas, poseen ciertas falencias que deben ser superadas. Entre ellas podemos
destacar que son débilmente inmunogénicos y, exceptuando a los virosomas, son
incapaces de generar una respuesta celular eficiente mediada por linfocitos T CD8+

necesaria para combatir patégenos intracelulares y células tumorales.

Adyuvante Respuestainmune Vacunas licenciadas
activada
Aluminio (sales) Humoral Multiples vacunas (ejemplos:
Dtap, Hib, Hepatitis Ay B)
MF59 (emulsion de aceite en agua) | Balance de repuestas | Influenza  (Fluad®), H5N1
ThlyTh2 pre-pandémica  (Aflunov®),
HIN1 pandémica (Focetria®
y Celtura®)
ASO4 (combinacién de sales de Humoral Virus de Papiloma Humano
aluminio+ MPL) (Cervarix™,  Hepatitis B
(Fendrix ®)
ASO3 (emulsion de aceite en agua) | Humoral Virus de la Gripe pandémica
(Pandemrix®)
Virosomas Humoraly Celular Influenza (Inflexal V® e
(Linfocitos T CD8+ Invivac®), y Hepatitis A
citotdxicos) (Epaxal®)

Tabla I: Adyuvantes licenciados para uso humano. Tabla adaptada de Awate, 2013 (8).

Entre los efectos generales buscados en un adyuvante ideal pueden describirse:
e Aumentar la inmunogenicidad de la vacuna
e Permitir la reduccion de dosis de antigeno requerida en la vacuna y/o el

numero de inmunizaciones



e Ser eficaz en poblaciones con capacidades de respuesta disminuidas debido
a la edad (infantes y ancianos), enfermedades o intervenciones terapéuticas

e Ayudar al desarrollo de una respuesta de memoria tanto humoral como
celular que persista en el tiempo sin necesidad de refuerzos (memoria)

e Proveer tipos de inmunidad funcionales (promover un perfil de respuesta
Th1 sobre Th2, T CD8+ sobre T CD4+ o anticuerpos con isotipos especificos)

e Incrementar lavelocidad inicial de respuesta (seroconversion), efecto critico

en situaciones de pandemia

Dentro de los compuestos adyuvantes mas estudiados hasta el momento
podemos nombrar: sales minerales (principalmente de aluminio), productos
microbianos, emulsiones, saponinas, citoquinas, polimeros, microparticulas vy

nanoparticulas como por ejemplo liposomas (9).

Clasificacion y mecanismos generales de accién de los adyuvantes

Los adyuvantes pueden clasificarse segin propiedades fisicoquimicas, origen o
mecanismos de acciéon. Basados en los mecanismos de accién existen dos grandes
grupos, los inmunoestimulantes (sustancias que activan al sistema inmune) y los
sistemas o estrategias de formulacion y liberacién modulada del antigeno (sistemas
cuya funcion es entregar y presentar la vacuna al sistema inmune del hospedador) (10-
12). Los mismos, pueden utilizarse aislados o en combinacion. Dentro de los agentes
inmunoestimulantes mas estudiados en el desarrollo de vacunas se encuentran los
patrones moleculares asociados a patégenos (pathogen associated molecular patterns,
PAMPs). Los PAMPs son estructuras moleculares conservadas en los microorganismos

que son reconocidas por multitud de células de la respuesta inmune innata por medio



de los mencionados PRRs; dichos receptores pueden clasificarse como asociados a

membranas, solubles o citosoélicos. (Fig.2).

PRR
|
|
‘::::::z:: ; Solubles Citosélicos ;
|
[ MR CLR | Oftros ((PGR, colectinas,
(Dectin-1/2,DEC-205, | MBL, pentraxinas)
(@RTRIONT wrvineg )| TP ) 0 )
RLR NlR AR | Otros |
| (RIG-,MDA5) | (NOD,NLRP,NLRC) (AIM2,IFI116) = (DAI)

Figura 2. Principales familias de receptores de reconocimiento de patrones, Figura de revision Juan

Carlos Herndndez Lépez, 2012 (13)

Los PRRs no sélo son capaces de reconocer microorganismos y sus productos,
sino que también se ha demostrado que pueden reconocer sefiales endégenas de
peligro, denominadas colectivamente patrones moleculares asociados al dafio (danger-
associated molecular patterns, DAMPs). Los ligandos agonistas de PRRs activan las
células de la respuesta inmune innata para su maduracion y migracién a los respectivos
tejidos periféricos asi como la produccion de citoquinas y quimoquinas (14).

Por lo que se conoce hasta el momento, segiin su naturaleza fisicoquimica y via
de administracion, los adyuvantes pueden actuar mediante: 1) generacion de un
sistema “depot” (liberacion lenta y sostenida en el tiempo del antigeno), 2) induccion
de expresion local de citoquinas y quimoquinas con consecuente reclutamiento celular
en el sitio de inyeccion, 3) incremento de internalizacion, procesamiento y presentacion
antigénica por medio de las APCs, 4) activacion y posterior promocion de migracion de
las APCs hacia los ganglios linfaticos (lymph nodes, LNs). Dichos mecanismos estan
sumamente relacionados y si bien, se intenta, a modo de estudio, clasificarlos en
diferentes grupos, su relacidn real fisiolégica y biolégica es practicamente imposible de
separar y por lo tanto, se trata de mecanismos que mayormente operan

simultdaneamente en combinacion (8) (Fig. 3).
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Figura 3. Mecanismos de accién propuestos para adyuvantes. (1) Algunos adyuvantes forman un

Linfocito

deposito en el sitio de la inyeccidon, que se asocia con la liberacion sostenida en el tiempo del antigeno.
(2) Otros adyuvantes se asocian con la secrecion transitoria de citoquinas y quimioquinas. (3) Las
citoquinas y quimioquinas secretadas estan implicadas en el reclutamiento de diversas células inmunes
al sitio de inyeccion. Estas células reclutadas secretan citoquinas y quimioquinas, que, a su vez, atraen a
otras células. Todos estos acontecimientos conducen a la formaciéon de un entorno local inmuno-
competente en el sitio de inyeccion. (4) Las APCs reclutadas expresan diversos PRRs, tanto en su
superficie (TLRs, CLR) como en su citoplasma (NLRs y RLRs), que se activan con los adyuvantes. (5) Esto
lleva a su maduracion y activacion. Las APCs maduras presentan mayor expresion del MHC y moléculas
coestimulatorias. (6) También se caracterizan por el aumento de su capacidad en el procesamiento y
presentacion de antigenos. (7) Las APCs maduras, luego migran a LNs drenantes para interactuar con
linfocitos T/B antigeno-especificos. (8) Activan células B productoras de anticuerpos o células T CD8+

efectoras. Adaptado de Awate, Sy col, 2013 (8).
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Los adyuvantes en desarrollo para las vacunas de la nueva generacién pueden,
como cualquier otro fArmaco, requerir de técnicas de formulaciéon que aseguren una
oOptima biodistribuciéon y farmacocinética para garantizar tanto potencia como
seguridad. Por ello, para definir la composiciéon de las vacunas modernas es mas
adecuado hablar de la combinacién de tres componentes: antigeno, adyuvante y
formulacién, en lugar de s6lo antigeno y adyuvante (4).

Los ligandos de los receptores tipo Toll (Toll like receptors, TLRs),
pertenecientes a la familia de PRRs, han sido ampliamente estudiados para su
explotacion en el desarrollo de nuevas estrategias adyuvantes (15). En este trabajo nos
vamos a focalizar especialmente en las estrategias que involucran al ligando del

receptor TLRO.

Generalidades de los TLRs

Los TLRs son miembros de la familia de glicoproteinas transmembrana tipo L.
Hasta el momento se han identificado 10 en humanos y 13 en ratones. Aquellos
especificos para moléculas caracteristicas de patogenos extracelulares, tales como
lipopolisacaridos o lipopéptidos, se expresan en la superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4
y TLR6), mientras que los TLRs que detectan patogenos intracelulares se expresan
dentro de células inmunes (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) y son especificos para acidos
nucleicos. Tienen una estructura general que consiste en un extremo extracelular N
terminal (o ectodominio) rico en motivos repetidos de leucina (leucin-rich repeats,
LRRs) que constituye el dominio de unién al ligando, un dominio transmembrana y un
dominio citosélico adaptador C terminal que contiene el dominio conservado receptor
de interleuquina tipo I (toll-interleukin-1 receptor, TIR). El dominio TIR se une a otros
dominios TIR de proteinas adaptadoras como la proteina de diferenciacién mieloide 88
(myeloid differentiation protein 88, MyD88) para continuar con la cascada de

sefalizacidon (16).

Mecanismo de activacion del receptor TLR9

El receptor TLR9 reconoce secuencias cortas de DNA denominados

oligodeoxinucléotidos (ODNs) que pueden provenir tanto de microorganismos (virus,
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bacterias, parasitos) como de células del mismo hospedador (17, 18). En un principio,
estaba aceptado que para que una secuencia de DNA sea reconocida por dicho receptor
debia contar con motivos citosina fosfato guanina (CpG) no metilados. Esto tenia
sentido, dado que dichas caracteristicas diferencian el DNA bacteriano y viral del
correspondiente a los vertebrados y podria l6gicamente ser un sistema eficiente para
diferenciar el DNA propio del no propio evitando fen6menos de autoinmunidad. Sin
embargo, hoy se sabe que la presencia de motivos CpG asi como el bajo grado de
metilacion de dichos motivos no son caracteristicas estrictamente necesarias para la
estimulacion de TLR9. La dependencia de los motivos CpG esta ligada mayormente a
ODN s sintéticos que contienen modificaciones en los enlaces naturales fosfodiéster
(PO) (19). El motivo del uso de dichos ODNs modificados en modelos experimentales
sera abarcado mas adelante. Por otro lado, también se ha descripto que el TLR9 es capaz
de reconocer DNA propio (metilado)(19). Las razones principales por la cual el DNA
propio no estimula al receptor TLR9 se debe a su localizaciéon endosomal que impide
fisicamente la entrada de DNA propio al compartimento donde se encuentra el receptor
(20) sumado a la baja concentraciéon de DNA propio con acceso a dicho compartimento
debido a la accién de nucleasas endogenas que actdan extracelularmente.

El ligando sintético agonista de TLR9 es un ODN de simple hebra con motivos
CpG no metilados y se lo identifica como CpG-ODN. EI CpG-ODN entra a la célula por un
proceso de endocitosis dependiente de clatrina y luego llega al compartimento
endosomal donde toma contacto directo con su receptor TLR9 (21). Por razones que
aun se desconocen, la entrada del CpG-ODN a la célula inicia el reclutamiento del TLR9
desde el reticulo endoplasmatico (RE) hacia los endosomas por medio de la proteina
chaperona unc-93 homoéloga B1 (uncoordinared 93 homolog B1, UNC93B1) donde
sufre una serie de cambios conformacionales en donde participan diferentes proteasas
acidas para llegar a su forma activa capaz de unir MyD88 y continuar su cascada de
sefalizacidn (22-24). El proceso de protedlisis necesario para la maduraciéon de TLR9
depende de la naturaleza de la célula que lo posee (25). Brevemente, la union del
ligando a su receptor produce un cambio conformacional sobre TLR9 que culmina en
la activacidon de una cascada de sefializacion con reclutamiento y/o activacion de las

moléculas adaptadoras MyD88, proteinas quinasas asociadas al receptor de
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interlequina 1 (interleuquin-1 receptor-associated kinase-1, IRAK) y posteriormente
los factores de trascripcion: factor-7 de regulacion de interferén (interferon regulatory
factor, IRF-7) y factor-6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (tumor-
necrosis factor-a receptor activated factor-6, TRAF6) (26-29). Esto finaliza en la rapida
activacién de una gran variedad de proteinas quinasas activadas por mitégenos
(mitogen-activated protein kinases, MAP kinases) (30-32). Todas estas vias convergen
en la translocacion al nicleo del factor de transcripcion nuclear kappa B (nuclear factor
kappa B, NF-kB) para la expresion de citoquinas proinflamatorias, e IRF-7 para la

expresion de interferones (IFN) de tipo I (IFN-I o IFNa/B) (33). (Fig.4).
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Figura 4. Esquema de las posibles vias de sefializaciéon de CpG-ODN/TLR9. (LRO: de la sigla en inglés
lysosome-related organelles). Adaptado de Lee y col. 2012 (34).

Distribucion celular del receptor TLR9

El patron de expresion del receptor TLR9 difiere entre especies. En humanos, se
expresa principalmente en células B y DCs plasmacitoides (plasmacytoid DCs, pDCs)
pero también se ha encontrado en neutrdfilos activados (35) y células epiteliales
pulmonares activadas (36, 37). En ratones, en cambio, se agrega la expresion en
practicamente todas las células de linaje mieloide incluyendo monocitos, macréfagos y

DCs convencionales, ademas de las células By pDCs (38).
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Clases, caracteristicas y propiedades inmunoestimulantes de los distintos
ligandos agonistas de TLR9

El efecto inmunoestimulante del motivo CpG fue descubierto por Krieg en 1995
(39) y desde entonces ha sido objeto de estudio de numerosos grupos de investigacion.
El CpG-ODN es capaz de activar directamente pDCs y linfocitos B para el incremento de
moléculas coestimulatorias, resistencia a apoptosis, incremento de expresién del
receptor de quimoquina CCR7 y secrecidén de citoquinas y quimoquinas promotoras del
perfil de respuesta Th1l (40). De esta manera, contribuye a la induccién de tanto la
respuesta inmune innata como adaptativa. Ademas, la cascada de eventos
desencadenada por el CpG-ODN indirectamente apoya la maduracion, diferenciacién y
proliferacion de células natural killer (NK), linfocitos T y monocitos/macréfagos (41-
45). Dada la distribucién del receptor TLR9 en humanos descrita previamente nos
focalizaremos en el efecto directo de la activacién de dicho receptor sobre células By
pDCs.

Las células B activadas por medio de TLR9 secretan citoquinas con efectos
importantes tanto para el sistema inmune innato como adaptativo entre las que se
destacan IL-6, IL-10 e IL-12. Este efecto, esta mediado por la activacién del factor de
trascripcion NF-kB (18, 39, 41). La citoquina IL-6 promueve la proliferacion y
activacion de células B, y como resultado, aumenta la produccién de anticuerpos (46).
Adicionalmente, la activacion simultanea de TLR9 y el BCR de una misma célula B, ya
sea virgen, de centros germinales (CG) o de memoria induce su diferenciacion a célula
plasmatica productora de anticuerpos (46). Para las células B de memoria, la activacion
del receptor TLRO es suficiente para generar su diferenciacién a células plasmaticas sin
necesidad de sefializacion por medio del BCR (47). La estimulacién de las pDCs por
TLR9 se caracteriza por el incremento en la expresion de MHC-II y las moléculas
coestimulatorias denominadas como cumulos de diferenciacién (cluster of
differentiation, CD): CD40, CD80 y CD86 (48-50) asi como por el aumento en la
produccion de las interleuquinas: IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 y el factor de necrosis tumoral

alfa (tumoral necrosis factor, TNF-a) (33). También induce su maduracién con
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incremento de procesamiento y presentaciéon antigénica (40) y producciéon de IFN-I

(51) (Fig. 5).
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Figura 5. Efectos inmunoestimulatorios de CpG-ODN. Adaptado de Zhang, 2017 (52)

Dado que los CpG-ODNs naturales contienen enlaces PO que son facilmente
degradados por DNasas endogenas (denominados CpG-ODN (PO)), la mayoria de las
investigaciones realizadas hasta el momento han utilizado una variedad de ODN
resistente a nucleasas (53, 54). Este, consiste en la modificacién del enlace PO que
mantiene unida la cadena de acidos nucleicos reemplazando un oxigeno del grupo
fosfato por un azufre resultando en un enlace fosforotioato (PS) denominandose CpG-

ODN (PS) (Fig. 6).
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Figura 6. Esqueleto del ODN nativo y modificado. Este tltimo difiere del nativo (PO) en la sustitucion
de un atomo de azufre por uno de oxigeno. Este cambio mejora la estabilidad in vivo del ODN. Adaptado

de Kriegy col 2007 (55).

Esta modificacion le brinda gran resistencia a la degradaciéon por DNasas endogenas y
por lo tanto aumenta considerablemente su vida media en el sistema una vez
administrado (53, 54). Estos CpG-ODN (PS) sintéticamente modificados pueden
dividirse en 4 clases o familias, cada una con propiedades estructurales y bioldgicas
diferentes (56) (Tabla II).

El CpG-ODN clase A (CpG-A), también denominado clase D, consiste en un ODN
simple hebra con motivos CpG palindrémicos en el centro de la secuencia unidos entre
si por enlaces PO. A su vez, contienen secuencias poli(G) con enlaces PS en los extremos
3" y 5. Esta familia de CpG-ODN activa los receptores TLR9 de las pDCS para la
produccion de grandes cantidades de IFN-a con la consecuente activacion de células NK
y produccion de IFN-Y (57). Sin embargo, es un pobre inductor de proliferacion de
células B. (40, 57, 58). Ademas, debido a sus secuencias palindromicas y extremos
poly(G), es capaz de formar espontdneamente estructuras altamente ordenadas de
tamafio nanométrico. Muchos trabajos indican que es esta capacidad de formar

multimeros, la que lo convierte en un fuerte inductor de IFN-I (56, 59).
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El CpG-ODN clase B (CpG-B), también denominado clase K, consiste en un ODN
en donde todos los enlaces PO han sido reemplazados por enlaces PS y puede tener
diferente nimero de motivos CpG en su secuencia. Esta clase de CpG-ODN induce
fuertemente la proliferacién y activacién de linfocitos B pero es un pobre inductor de
IFN-I por medio de pDCs (40, 58). Su estructura es lineal y es incapaz de formar
espontaneamente estructuras ordenadas de tamafio nanométrico como el CpG-A (60).

El CpG-ODN clase C incluye uno o dos motivos CpG dentro de una cadena de
ODN con enlaces PO en el extremo 5’y una secuencia palindréomica con enlaces PS en el
extremo 3. De esta forma, combina propiedades estructurales y biolégicas de los CpG-
A y CpG-B. Por lo tanto, tienen la capacidad de estimular tanto la proliferacion de
linfocitos B como la producciéon de IFN-I por medio de pDCs (61-63).

Por ultimo, el CpG-ODN clase P consiste en un ODN con enlaces PO y contiene
dos motivos palindréomicos. Tiene gran capacidad en generar IFN-I y gran habilidad
para activar el factor de trascripciéon nuclear NF-kB para la produccién de citoquinas
inflamatorias (64).

Aunque los mecanismos de activacién de los diferentes agonistas del receptor
TLR9 no estdn absolutamente dilucidados, un elegante trabajo realizado por Kenya
Honda y colab. explica la posible relacion estructural de los distintos CpG-ODN con sus
propiedades bioldgicas basandose en la regulacion espaciotemporal de las distintas
estructuras de CpG-ODN (65). Brevemente, dicho trabajo muestra que la activacion de
TLR9 puede desencadenar basicamente dos vias de sefalizacion, la via MyD88-IRF-7
para la induccién de IFN-I o la via de sefializacién MyD88-NF-kB para la produccién de
citoquinas proinflamatorias (65, 66). La capacidad del CpG-A de autoensamblarse y
adoptar estructuras altamente ordenadas le permite ser retenido por largos periodos
en los endosomas tempranos de las pDCs junto con el complejo MyD88-IRF-7 y de esta
forma inducir la produccién de IFN-I. En cambio, el CpG-B lineal, es rapidamente
translocado a endosomas tardios o lisosomas activando la via de sefializacién NF-kB
para la produccién de citoquinas proinflamatorias (65). Posteriormente, Guiducci y
colab. apoyaron esta teoria y adicionalmente observaron mediante el uso de liposomas
cargados con CpG-ODN capaces de liberar especificamente su cargo en respuesta a los

distintos pH de los diferentes compartimentos subcelulares, que la interacciéon TLR9-
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ligando en un compartimento de pH>6 (pH asociado a endosomas tempranos) era
requerido para la producciéon de IFN-a mientras que la liberacién del ligando en un
entorno de pH<5,75 (pH asociado alisosomas) podia apoyar la maduraciéon de pDC pero
no la produccion de IFN-I (66). Adicionalmente, un trabajo de Okuya y colab. muestra
que el conjugar el CpG-ODN con la chaperona proteina de shock térmico Hsp90 induce
suretencion en endosomas tempranos confiriendo la capacidad de inducir IFN-I en DCs
(67). Mas recientemente, Sasai y colab. demostraron que la proteina cargo AP-3 que
dirige la carga de proteinas desde endosomas hacia organelas relacionadas a lisosomas
(lysosome-related organelles, LRO) es responsable del trafico del receptor TLR9 a los
compartimentos subcelulares para interaccionar con IRF-7 y finalizar en la produccion
de IFN-I (68) de alguna forma contraponiéndose a la idea anterior de que los ligandos
debian ser retenido en endosomas tempranos para lograr la produccion de IFN-I (Fig.
4). Si bien, las vias de sefalizacidon que activan NF-kB o IRF-7 aln no estan del todo
dilucidadas, se sabe con seguridad que son dos vias independientes y que existe una
estrecha relacion entre la localizaciéon del receptor TLR9 en los diferentes

compartimentos subcelulares y su activacion.

I Y e 5 o0

Estructura Region fosfodiéster central Esqueleto con todos sus Uno o mas Dos regiones
ODN conteniendo uno o mas enlaces fosforotioato motivos CpG palindrémicas con
motivos CpG palindrémicos y 5’y una region esqueleto fosforiotioato
extremos 5° y/o palindrémica 3°
3’conteniendo motivos poli
(G) con esqueleto
fosforotioato
Ejemplos ODN 2216 (para humano) ODN 2006 (también ODN 2395 ODN 21798
ODN 2336 (para humano) conocido como PF- (pararaton y
ODN 1585 (para ratén) 3512676 y CpG 7909, humano)
para humano) ODN M362
ODN 1668 (para raton) (para humano y
ODN 1826 (para ratoén) ratoén)
Principales pDCS Células B pDCs y células pDCs
células B
estimuladas Respuesta inmune innata: Respuesta inmune Potente secrecion de IFN-a
Acciones Secrecion de IFN-a, TNF-a e innata: secrecion de IL-6, Respuesta en forma superior a la
IL-12 IL-10 e IL-12 intermedia claseC

Respuesta inmune adaptativa:

Secrecion de IL-12 e IP10

Respuesta inmune
Adaptativa: secrecion de
IL-6e IL-12

entre claseAy
B

TablaIl. Clases de CpG-ODN y caracteristicas inmunoestimulantes. Adaptado de Hanagata, 2012 (56)
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Propiedades farmacoldgicas del CpG-ODN (PS)

Los farmacos aptameros (ODNs de cadena sencilla de DNA o RNA disefiados para
reconocer una gran variedad de moléculas) han sido aprobados por la agencia de
Administracién de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA)
estableciendo una via de regulaciéon general para este tipo de drogas. Ademas, las
propiedades de absorcion, distribuciéon, metabolismo y eliminacién (ADME) de los
ODNs (PS) sintéticos, con o sin motivos CpG, ya han sido bien caracterizadas en la
literatura (69). Incluso se ha demostrado que dichas caracteristicas, son secuencia-
independientes (70). Los ODN administrados por via subcutdnea (s.c.) se absorben en
el sitio de inyeccion (con una mayor concentracion localizada en LNs drenantes durante
los primeros dias post inyeccion), y luego entran en la circulacion sistémica, donde
demuestran una alta capacidad de unidn a las proteinas plasmaticas, principalmente
albimina. Los ODNs son rapidamente dirigidos hacia los diferentes o6rganos,
especialmente higado, rifiones y, en menor medida, bazo, pero no parecen cruzar la
barrera hematoencefalica ni hematotesticular. El catabolismo de los ODNs tipicamente
ocurre mediante la digestion por exonucleasas endoégenas que cortan la cadena de
desde el extremo 3’ resultando en la produccién de bases naturales de DNA y
metabolitos de tiofosfato que se excretan en la orina. Los efectos inmunoestimulatorios
del CpG-ODN dependen de la via de administracion adoptada debido a su ADME como
se describi6 previamente. Por ejemplo, la via de administracion s.c. se destaca por una
rapida concentracion de grandes cantidades de CpG-ODN en los LNs drenantes con
consecuente induccion de altos niveles de citoquinas y quimoquinas. En cambio, la via
de administracién intravenosa (i.v.) se caracteriza por una rapida dilucion y bajo efecto

inmunoestimulatorio (69).

Efectos adversos del CpG-ODN (PS) en modelos murinos y en humanos

Todas las clases de CpG-ODN (PS) descritas previamente contienen esqueletos
con uno o mas enlaces PS para ganar resistencia a la degradacidon enzimatica pero estas
modificaciones traen aparejadas ciertos efectos adversos. Por lo tanto, idealmente, se
intenta desarrollar estrategias que logren aumentar la vida media del CpG-ODN (PO).

Mientras tanto, hasta el momento, el CpG-ODN (PS) clase B es la familia de CpG-ODN
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que se encuentra mas avanzada en ensayos clinicos para uso humano y es por eso que
decidimos usarlo para nuestro trabajo.

En general, como el receptor TLR9 se expresa en una gama mas amplia de células
inmunes en roedores en comparacién con los primates, el roedor tiende a padecer una
toxicidad mayor ala que se producira en los primates. Presumiblemente, las toxicidades
especificas de especie son una consecuencia del patrén celular de la expresiéon de TLR9
que determina las citoquinas que se producirdn en respuesta a la administraciéon de un
CpG-ODN. Es por esta razon que existen tantas diferencias en los perfiles de seguridad
reportados.

Las toxicidades descriptas en relaciéon a la administracion de CpG-ODN (PS) en
primates involucran problemas en activacion del sistema de complemento, alteracion
de permeabilidad vascular (71) (72) y problemas de coagulacion (73, 74). Hasta el
momento, no se ha encontrado problemas en generacién de autoinmunidad mediada
por CpG-ODN en humanos, aunque si se ha reportado que puede agravar enfermedades
autoinmunes en ratones como lupus, esclerosis multiple y artritis (75-77).
Contrariamente, en otros casos, se ha descripto que el CpG-ODN tiene la habilidad de
proteger contra enfermedades autoinmunes e inflamatorias (78-81). Sin embargo, no
nos centraremos en este tema porque si bien mencionamos algunos de los reportes de
efectos adversos del CpG-ODN (PS), éstos estan ligados a dosis sumamente altas
administradas via i.v. 0 a administraciones croénicas, las cuales no son aplicables al uso

de adyuvantes y por lo tanto escapan de nuestro interés.

Aplicaciones terapéuticas del CpG-ODN

Gracias a sus particulares cualidades inmunoestimulantes, el CpG-ODN ha sido
objeto de estudio para su aplicaciéon en numerosas patologias. Aqui haremos una breve
mencion de algunas de sus aplicaciones.

e Aplicacion en enfermedades infecciosas

El CpG-ODN induce una clara polarizacion de la respuesta inmunologica
hacia un perfil Th1 (necesario para combatir infecciones intracelulares) y ha sido
ampliamente utilizado para el tratamiento profilactico en modelos murinos con

resultados positivos contra infecciones virales, bacterianas y parasitarias,
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incluyendo dosis letales de agentes bioterroristas de categoria A como Bacillus
anthraris, Vaccinia virus, Francisella tularensis y Ebola (82). Con estos resultados, no
se tard6 en utilizarlo como adyuvante en vacunas contra agentes infecciosos.
Particularmente el CpG-B ha sido ampliamente estudiado como adyuvante de
vacunas para la induccién de una respuesta Th1l en modelos experimentales
murinos dentro del contexto de diversas formulaciones. Entre ellas, podemos
mencionar, antigenos proteicos o peptidicos, virus atenuados o inactivados,
vacunas a DCs, y polisacaridos conjugados (40). En humanos, el CpG-ODN ha
demostrado ser bien tolerado y ha sido utilizado en multiples ensayos clinicos.
Particularmente el CpG-B se ha descripto como un adyuvante muy eficiente en
vacunas contra hepatitis B, cuando se utiliza tanto solo (83, 84) como combinado
con sales de aluminio (85, 86) con alta protecciéon por medio de anticuerpos.
e Aplicacion en alergias

La respuesta perfil Th1 que induce el CpG-ODN es tan fuerte que no sélo
puede polarizar la respuesta inmune hacia un perfil celular Thl sino que, en
numerosas ocasiones, puede incluso revertir una respuesta perfil Th2 asociada a
alergias. En modelos murinos de alergia, el CpG-ODN ha logrado redirigir la
respuesta alérgica Th2 y prevenir manifestaciones inflamatorias inclusive en
animales en donde la patologia ya estaba instalada (87). En humanos, el CpG-B tuvo
buenos resultados en fases iniciales de ensayos clinicos para el tratamiento contra
rinitis alérgica (88, 89). La gran limitacion en el desarrollo de una vacuna para
alergias recae en el concepto de que la mayoria de las personas son alérgicas a una
gran variedad de antigenos y es muy dificil generar un tratamiento profilactico de
cobertura completa.
e Aplicacion en cancer

Una respuesta antitumoral requiere de la activacion de una respuesta
inmune innata y adaptativa del tipo celular y es ampliamente favorecida por un
perfil de respuesta Th1l. El CpG-ODN es capaz de activar multitud de células
involucradas en la respuesta antitumoral como células NK, macréfagos, linfocitos T
CD4+ (perfil Th1) y, en ciertos casos, T CD8+ citotoxicos. Diferentes clases de CpG-

ODN se encuentran hoy en dia en avanzados ensayos clinicos en el desarrollo de
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vacunas terapéuticas contra diversos tipos de cancer como melanoma, linfoma no
Hodgkin, glioblastomas y cancer de mama (90). Estudios en el tratamiento contra
melanoma en humanos han reportado resultados favorables en el uso de CpG-ODN
como adyuvante con aumentos significativos en la respuesta celular T CD8+
citotoxicas especifica del tumor (91). Otros estudios sugieren la necesidad de
terapias combinadas con anticuerpos, radiaciéon o quimoterapia para casos donde
el tumor se encuentra en estadios avanzados. Ensayos clinicos que utilizan CpG-
ODN para el tratamiento de melanoma y cancer de pulmén de células pequefias han
sugerido que la combinacién del CpG-ODN con quimioterapia induce una potente
respuesta antitumoral que se correlaciona con beneficios clinicos (92, 93).

En las siguientes tablas se muestran el estado en ensayos clinicos del CpG-
ODN como adyuvante para enfermedades infecciosas (Tabla III) y cancer (Tabla
IV). Si bien, hasta el momento, ninguna clase de CpG-ODN ha sido licenciada para
uso humano, es uno de los adyuvantes mas prometedores y se encuentra integrando

numerosas formulaciones en estadios avanzados de ensayos clinicos.
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Numerq d_e E_nfermedad Tratamiento Via | Fase
ensayo clinico infecciosa
NCT00344539 Malaria AMAL1-C1/Alhydrogel® (20, 80 ug) + CpG 7909 (564 ug) | i.m. |1
NCT00414336 Malaria AMAL1-C1/Alhydrogel® (80 ug) + CpG 7909 (564 ng) im. |1
NCT00320658 Malaria AMAL1-C1/Alhydrogel® (20, 80 pg) + MSP1,; - im. |1
C1/Alhydrogel® (80 ug) = CpG 7909 (564 ug)
NCT00984763 Malaria AMAL-C1/Alhydrogel® (80 ug) + CpG 7909 (564 ug) im. | l/lla
NCT00889616 Malaria BSAM2/Alhydrogel®(40, 160 ng) + CPG 7909 (564 ng) im. |1
NA Influenza Fluarix® (0.5, 0.05 mL) = CpG 7909 (1 mg) im. | 1b
NCT00562939 | Neumococo en | PCV7 (Prevnar®), PPV-23 (PneumoNovum®) (1 mL) + i.m | Ib/lla
adultos CPG 7909 (1 mg)
infectados con
HIV
NCTO00722839 | Citomegalovirus | PADRE-CMV (1.5, 2.5, 10 mg), péptido fusion tétano- s.C. Ib
(CMV) CMV £CpG 7909 (1 mg)
NA HBV HBsAg (20 ug) + 1018 ISS (300, 650, 1000, 3000 pg) i.m. |
NA HBV rHBsAg (20 pg) + 1018 ISS (3 mg), Engerix-B® i.m. Il
NA HBV rHBsAg (20 pg) + 1018 ISS (3 mg), Engerix-B® (1 mL) im | 1
NA HBV rHBsAg (20 ug) + 1018 ISS (3 mg), im. | 1
NA HBV en adultos | rHBsAg (20 ug) + 1018 ISS (3 mg), Engerix-B® (1 mL) im. | I
de 40-70 afios
NA HBV Engerix-B® (20 pg HBsAg) + CpG 7909 (0.125, 0.5, 1 im. | I/l
mg)
NA HBV en adultos | Engerix-B® (40 ug HBsAg) + CpG 7909 (0.5, 1 mg) i.m. | Ib/lla
infectados con
HIV
NA Antrax Bio-Thrax® (0.5 mL), #CpG 7909 (1 mg) i.m. |
NCT01263691 Antrax Bio-Thrax® (0.5 mL), AV7909: AVA (0.25-0.5 mL) + i.m. |
CpG 7909 (0.25-0.5 mg)

Tabla III: Ensayos clinicos utilizando CpG-ODN como adyuvantes de vacunas contra enfermedades

infecciosas. Adaptado de Scheierman, 2014 (94)
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Ndmero de

e Tipo de cancer Tratamiento Via Fase
ensayo clinico
NA Melanoma 2/Melan-A (100 pg) Montanide®ISA-51 S.C. |
(300 pg), + CpG 7909 (500 pg)
NCT00085189 | Melanoma grado I11- | NY-ESO-1 (600 ug), Montanide®ISA-51 S.C. I
v (3 mL), £CpG 7909 (2 mg)
NCT00306514 | Melanoma grado II- | CYT004-MelQbG10 (1 mg) s.cli.d 1
, 00306566, v
00306553
NCT00651703 | Melanoma grado I11- | CYT004-MelQbG10, Montanide® ISA-51, | s.c./i.d./i.n. lla
v Imiquimod 5%,
NCT00112229 | Melanoma grado I1l- | Melan-A/Mart-1, Tyrosidase (YMD) s.C. |
v Montanide® ISA-51 + CpG 7909
NA Melanoma grado 111- | MART-1, gp100, tytosinase peptides, S.C. |
v Montanide® ISA-51, + CpG 7909 (600 pg),
GM-CSF (80 pg)
NA Mudiltiples clases rNY-ESO-1 (100, 400 pg), s.C. NA
(melanoma, cancer de | Montanide® ISA-51, + CpG 7909 (2.5 mg),
mama, cancer de
ovario sarcoma)
grados 1-1V
NCT00199836 Mudltiples clases NY-ESO-1b (100 ng), Montanide®ISA-51 s.C. |
(melanoma, NSCLC, | (0.5 mL), +CpG 7909 (1 mg)
cancer de mama,
cancer de ovario,
sarcoma) grado I11-
v
UMIN Mudltiples clases WT-1, GM-CSF (100 pg), i.d. |
000002771 (cancer de colon, Montanide® ISA-51, +CpG7909 (100 ug)
pancreas, recto,
pulmén, epiteloide, de
papila)
NCT00669292 Céncer esofagico URLC10-117 peptide (1 mg), TTK-567 s.C. 1
peptide (1 mg), Montanide® ISA-51, +
CpG 7909 (0.02, 0.1 mg/kg)
NCT00299728 Cancer de prostata | NY-ESO-1 (100 pg), +CpG 7909 (2,5 mg) i.d. |

Tabla IV: Ensayos clinicos utilizando CpG-ODN como adyuvantes de vacunas contra diferentes clases

de cancer. Adaptado de Scheierman, 2014 (94)

Desventajas del CpG-ODN

A pesar del enorme potencial del CpG-ODN como adyuvante, existen numerosas

desventajas en relacion a su estructura quimica (54, 69, 95, 96):
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Vida media corta: una vez en el organismo es rapidamente degradado por
nucleasas endogenas y es rapidamente absorbido desde el sitio de
administracién hacia la circulacion sistémica reduciendo su actividad bioldgica.
Este problema es parcialmente resuelto por el reemplazo de enlaces PO por PS
lo cual aumenta su vida media desde 5-10 minutos hasta 30-60 minutos en
plasma.

Internalizacion celular baja e inespecifica: su carga negativa se repele con la
carga negativa de las membranas celulares haciendo de su internalizacion
celular un proceso poco eficiente. Ademas, el CpG-ODN entra a las células via
endocitosis independientemente de si la célula expresa o no el receptor TLR9,
creando un efecto dilutivo.

Union a proteinas plasmaticas: Se trata de un polianién con alta capacidad de
unién a proteinas plasmaticas, principalmente albiimina, lo que disminuye su
disponibilidad.

Farmacocinética y biodistribucion no favorables (mencionadas
previamente): Tras inmunizacién via i.v. o s.c., es radpidamente distribuido en
higado y rifones y en menor medida en bazo y médula dsea. A pesar de que
dichos estudios se realizaron en primates no humanos, se asume que la

farmacocinética en humanos y otras especies es similar.

La mayoria de estas desventajas estan asociadas a los enlaces PS y son secuencia

independiente. Con el objetivo de resolver estos problemas, numerosos grupos de
investigacion han trabajado en el desarrollo de nuevas estrategias de formulacién para
el CpG-ODN. Sin embargo, muchas de estas estrategias tienen ciertas dificultades
principalmente en relacion a problemas de toxicidad, estabilidad, biocompatibilidad,

costo y complejidad en su proceso de producciéon (52, 96-98).

En este trabajo de tesis, proponemos una innovadora estrategia para la

formulacién del CpG-ODN que involucra el uso de una nanoestructura a la que
denominaremos a lo largo del trabajo como coagel (Coa-ASC16). Utilizaremos como
antigeno modelo a la proteina ovoalbuimina (OVA). La formulacién de la OVA junto con

el CpG-ODN en la nanoestructura de coagel sera referida a lo largo del trabajo como
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OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. La presente tesis fue desarrollada en el marco de un
trabajo interdisciplinario formado por un grupo de investigadores farmacéuticos
liderados por los doctores Daniel Allemandi y Santiago Palma (UNITEFA, FCQ, UNC) e
inmunodlogos liderados por la Dra. Belkys Maletto (CIBICI-CONICET, FCQ, UNC).

Nanoestructura formada por autoensamblaje de palmitato de ascorbilo en fase

coagel: Coa-ASC16
El Coa-ASC16 consiste en una nanoestructura formada por autoensamblaje del

éster de palmitato de 6-0-ascorbilo (ASC16). E1 ASC16 combina en su estructura un
grupo lipofilico y un grupo hidrofilico y es una molécula insoluble en medio acuoso a
temperatura ambiente. Se obtiene a través de la esterificacion del grupo hidroxilo en la
posicion 6 del acido ascérbico (grupo hidrofilico) o vitamina C, con acido palmitico
(acido graso de 16 carbonos) hidrofébico y, como toda sustancia anfifilica, presenta
propiedades tensioactivas. Cuando el ASC16 se calienta en un medio acuoso comienza
a agregarse a la temperatura micelar critica (critical micelle temperature, CMT) en la
que la solubilidad alcanza la concentracién micelar critica (critical micelle
concentration, CMC). Por encima de esta temperatura, el ASC16 forma una fase gel
caracterizada por la formacion de dispersiones transparentes. Al enfriarse, en lugar de
formarse un precipitado, se forma una nanoestructura de cristal liquido denominada
Coa-ASC16 de caracteristicas opacas, color blancuzco y consistencia mas viscosa que el
gel (99) (Fig. 7).
A B C

Enfriamiento a
temperatura
ambiente

Calentamiento
a temperatura
micelar critica

.'!.

Dispersion de ASC16 en Fase Gel Fase Coagel
faseacuosa

Figura 7. Fotografias obtenidas para observar macroscopicamente los distintos pasos de formacién del

coagel.
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El coagel puede definirse como una mesofase semicristalina o un cristal
pobremente hidratado con una estructura lamelar donde las cadenas hidrocarbonadas
del acido palmitico se encuentran separadas por capas intermedias de moléculas de
agua en una distancia no mayor a 10 A. En esta estructura, como se muestra en la Fig.
8, las cadenas de acido palmitico se disponen paralelamente unas con otras formando
laminas cuyos extremos se componen de las cabezas polares correspondientes al acido
ascorbico que estan en contacto con el agua. Esta estructura impone al menos una
dimension altamente ordenada que exhibe un claro patrén de difraccion de rayos X'y
birrefringencia éptica (100). Se ha reportado previamente, un diagrama de fases
completo en agua que describe como interactiian las moléculas de agua con el ASC16
en la estructura bilamelar (101). Adicionalmente, estudios posteriores sugieren que, en
la formulacion completa OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16, ambas moléculas hidrofilicas
(OVA y CpG-ODN) se situan en el dominio interlamelar acuoso (102).

En este proyecto, trabajamos con la fase coagel, de consistencia semisélida y
estable a temperatura ambiente, cuyas propiedades reoldgicas permiten facilmente su

carga en una jeringa para ser administrada en forma s.c.

R = (CH;)-CH;

X n ; 2, !f J_d./
6 (ASC  §)

Agua fuertemente —™

RSN
i \
12| (ASC 14
14 iASC 16% \\ ,fW
i \

Coagel
7007 \
A

- Agua
intermedia

Gel
Figura 8. (A) Esquema de la estructura quimica de ASCn. (B) Estructura quimica de ASC16. Las
esferas blancas, celestes y rojas corresponden a los atomos de hidrégeno, carbono y oxigeno
respectivamente. (C) Esquema de la fase coagel en equilibrio con la fase gel para ASCn con n >12.

Los esquemas A y C son adaptaciones de Palma, 2007 (103).
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Ventajas del Coa-ASC16

Coa-ASC16 tiene las siguientes ventajas que lo convierten en una plataforma
muy atractiva para uso biomédico: (i) esta compuesto por una sola molécula de un éster
formado por 4cido ascérbico y acido palmitico, que son moléculas biodegradables; (ii)
el acido ascérbico conserva su propiedad antioxidante; (iii) el ASC16 figura como
sustancia generalmente reconocida como segura (generally recognized as safe, GRAS)
por la FDA para uso humano en formulaciones farmacéuticas de administracion oral o
alimentos (104); (iv) su produccion a gran escala es factible por su bajo costo y facil
manufactura cumpliendo con las buenas practicas de produccion (105); (v) sus
propiedades fisicoquimicas le permiten formular sustancias de diferente naturaleza
(anfifilicas, hidrofilicas o hidrofébicas) (103, 106); (vi) es bien tolerado

fisiologicamente en modelos animales (107, 108).

Formulacidn a utilizar en el presente trabajo de tesis

El presente trabajo de tesis es una continuacién del estudio realizado sobre la
capacidad inmunoestimulante del CpG-ODN formulado en el Coa-ASC16 utilizando a la
proteina OVA como antigeno con el objetivo de optimizar su actividad biolégica. En él,
profundizaremos sobre la capacidad de esta formulacién de potenciar tanto en calidad
como en cantidad la respuesta humoral con dos estrategias de inmunizacion diferentes
(Capitulo I). Posteriormente focalizaremos nuestro trabajo en el estudio de la respuesta
celular T CD8+ citotdxica efectora (Capitulo II) y de memoria (Capitulo III) inducida por
esta formulacion y profundizaremos sobre algunos mecanismos moleculares

propuestos en la participacion de dicha respuesta.
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ANTECEDENTES DEL GRUPO

En trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion se ha
analizado la actividad adyuvante de la formulacién propuesta, OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 en la respuesta inmune humoral y celular Th1 utilizando principalmente un
esquema de tres inmunizaciones en animales BALB/c. Asimismo, se evalué la seguridad

de este sistema mediante andlisis histoldgicos y toxicoldégicos (108).

Brevemente, ensayos in vivo han demostrado que la inmunizacién con OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16:

1. Induce una respuesta inmune antigeno especifica (humoral y celular) superior a
la generada en ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN y que esa respuesta se

mantiene en el tiempo por al menos 6,5 meses (memoria).

2. Induce unarespuesta inmune especifica superior en comparacién a la respuesta
inmune inducida por formulacién del CpG-ODN con el adyuvante licenciado para

uso humano, aluminio (en forma de sales de aluminio).

3. Esbien tolerada fisiolégicamente indicando una baja toxicidad sistémica. Dichos
resultados fueron valorados mediante diferentes parametros como analisis de
transaminasas, creatinina y estudios histoldgicos de diferentes 6rganos (higado,

rifién, bazo y pulmén).
Ensayos in vitro han demostrado que:

4. El Coa-ASC16 genera una liberacién controlada de CpG-ODN y OVA (posible

mecanismo de su accion “enhancer”).

5. El Coa-ASC16 tiene un efecto protector sobre la digestiéon por 3’ exonucleasas

sobre CpG-ODN (PO).

Por otro lado, se ha evaluado el efecto inflamatorio que posee el Coa-ASC16 “per se”
sobre el sistema inmune, su importancia en el efecto adyuvante y capacidad como

sistema “depot” sobre el antigeno en el sitio de inyeccion (109).
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Se ha comprobado in vivo que el Coa-ASC16:

1. Escensado por el sistema inmune generando una respuesta inflamatoria per se
y que esa respuesta depende de la proteina adaptadora MyD88 y es

independiente del inflamasoma NLRP3.

2. Genera la liberacion local de DNA de doble cadena que actia como DAMP,
reclutamiento celular de neutréfilos y monocitos Ly6Chish y produccion de
citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-12 e IL-18). Ademas, la generacion de
citoquinas IL-6 e IL-12 inducida por el Coa-ASC16, a diferencia del reclutamiento

celular, es dependiente de TLRO.

3. Formulado sélo con OVA (OVA/Coa-ASC16) tiene un efecto “depot” sobre la
misma, liberandola en forma lenta y sostenida en el tiempo desde el sitio de

administracion.
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HIPOTESIS

En estudios obtenidos previamente por este grupo se ha demostrado que la
formulacion del CpG-ODN con el Coa-ASC16 potencia la actividad adyuvante del CpG-
ODN sobre la respuesta humoral y celular asociada a un perfil Th1 y que el Coa-ASC16
tiene un efecto “per se” sobre larespuesta innata (108, 109). En base a estos resultados,
hipotetizamos que el Coa-ASC16 es capaz de inducir adicionalmente una respuesta
celular del tipo T CD8+ citotoxica tanto efectora como de memoria superior a la
inducida por el OVA/CpG-ODN en solucion. Ademas, especulamos que posiblemente la
combinacién del CpG-ODN con el Coa-ASC16 esté promoviendo la produccién de
citoquinas altamente involucradas en la polarizacién hacia un perfil celular Thl y T
CD8+ citotoxico como IFN-I, siendo una de las razones por las cudles se genera esta
respuesta celular T. Adicionalmente, hipotetizamos que el incremento en la magnitud
de la respuesta humoral esta relacionado con la elevada produccidén de IL-6 observada
localmente en respuesta al Coa-ASC16 (109) y que esta formulacion, tiene, por lo tanto,

un efecto positivo sobre la calidad de la respuesta humoral generada.
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OBJETIVOS




OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto adyuvante del CpG-ODN formulado en el

sistema nanoestructurado Coa-ASC16

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la respuesta inmune humoral generada por

la inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

2. Caracterizar la respuesta inmune celular de tipo T CD8+
EFECTORA generada por la inmunizacion con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16

3. Caracterizar la respuesta inmune celular de tipo T CD8+
de MEMORIA generada por la inmunizacion con

OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
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RESULTADOS




CAPITULOI

Efecto adyuvante sobre la respuesta humoral
del CpG-ODN formulado en un sistema

nanoestructurado
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A pesar de décadas de estudio en el desarrollo de vacunas, hasta el momento, la
gran mayoria de las vacunas tradicionales licenciadas para uso humano estan
fabricadas en base a organismos enteros y ejercen su protecciéon a expensas de la
generacion de anticuerpos que contienen al patégeno o neutralizan sus toxinas (6, 110).
Este tipo de inmunidad puede ser inducida por una gran variedad de plataformas
vacunales que incluyen vacunas a organismos vivos atenuados o inactivados, proteinas
recombinantes, toxoides o conjugados proteina-polisacaridos. La respuesta humoral
generada por muchas de estas vacunas es de larga vida (memoria) y no requiere de
refuerzos para generar una proteccion sostenida (111). Sin embargo, existe un grupo
sustancial de individuos para los cuales dichas vacunas, incluso las que utilizan el
conocido adyuvante aluminio, no logran alcanzar una tasa de seroconversion adecuada
(deteccién de anticuerpos especificos de antigeno en suero previamente indetectables)
o titulos de anticuerpos suficientes para generar proteccion (6). Ademas, en general, la
proteccion generada por las vacunas actuales se ve reducida en individuos que padecen
de ciertas patologias renales crénicas y tiende a debilitarse con la edad en adultos sanos
a partir de los 40-50 afios (112). El agregado de nuevos adyuvantes a vacunas ya
existentes, ha sido empleado como estrategia para ciertas enfermedades como
influenza (113) y hepatitis B (83) resultando en beneficios significativos para
individuos de edad avanzada. La capacidad de una vacuna para generar proteccion
humoral es de vital importancia, pero queda claro que ain quedan problemas por
resolver, y que el disefio racional de nuevas estrategias adyuvantes es necesario para
solventar las falencias actuales.

Es este trabajo, planteamos una estrategia utilizando un adyuvante que ha sido
ampliamente descripto en la literatura, el CpG-ODN, como componente de una nueva
formulacién adyuvante. El efecto estimulante directo del CpG-ODN sobre las células B
ha sido ampliamente descrito en numerosos trabajos (98). La activacion simultanea del
receptor TLR9 y el BCR induce la estimulacién directa de linfocitos B especificos de
antigeno (39). Dicho estimulo desata diversos eventos como inhibicion de apoptosis
(114) y promocion del cambio de isotipo IgG especifico de antigeno preferentemente
hacia un perfil Thl (IgG2c) asociado a una respuesta inmune contra patégenos

intracelulares (47, 115-118). En ciertos modelos experimentales donde se ha utilizado
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al CpG-ODN como adyuvante vacunal, se ha descrito también que este ligando TLR9 es
capaz de incrementar la proporcién de anticuerpos de alta avidez, sugiriendo un efecto
positivo en el proceso de hipermutaciéon somatica de células B activadas (119), acelerar
el proceso de seroconversién (120) e incluso permitir la reducciéon de la dosis de
antigeno utilizada sin afectar el nivel de proteccién generado (121).

Adicionalmente, se ha observado en modelos murinos que el CpG-ODN es capaz
de inducir una respuesta humoral perfil Thl en ratones de edad avanzada que
presentan un sistema inmune predispuesto hacia un perfil Th2 (122, 123).

A pesar de su enorme potencial, el CpG-ODN, como ya mencionamos, presenta
ciertas dificultades relacionadas mayormente a su corta vida media y a su
farmacocinética y biodistribucién poco favorable parala activacion del sistema inmune.
Con el objetivo de sobrepasar estas dificultades se han desarrollado innumerables
estrategias para optimizar su actividad adyuvante y aprovechar al maximo sus
cualidades inmunoestimulantes (52, 96-98). Sin embargo, la mayoria de las estrategias
adyuvantes son costosas, complejas o presentan problemas de toxicidad por lo que
dificultosamente pueden llegar a su produccion a gran escala para uso humano (96).
Aqui presentamos una nueva estrategia para la formulacién del CpG-ODN que es simple,
de bajo costo y bien tolerada fisiolégicamente resultando prometedora para su uso en
futuras vacunas.

En este primer capitulo, analizaremos el efecto potenciador del coagel utilizado
como plataforma para la formulacion del CpG-ODN sobre la respuesta humoral en
magnitud (nivel de titulo de anticuerpos alcanzados), calidad (avidez de los anticuerpos
generados) y perfil de respuesta (isotipos de anticuerpos asociados a respuestas Th1 y
Th2) utilizando dos esquemas de inmunizacidén diferentes. Adicionalmente, nos
proponemos indagar sobre algunos de los posibles mecanismos involucrados en dicho

efecto.
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RESULTADOS DEL CAPITULO I
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Estudio de la capacidad de potenciacion de la respuesta humoral inducida por

inmunizacion _con _OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 bajo un esquema de tres

inmunizaciones

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la formulaciéon del adyuvante
CpG-ODN en el coagel incrementa significativamente su capacidad en la generacion de
anticuerpos especificos de antigeno asociados a ambos perfiles inmunol6gicos Th1
(isotipo IgG2a en cepa BALB/c o IgG2c en cepa C57BL/6) y Th2 (isotipo IgG1)
utilizando un esquema de tres inmunizaciones en ratones BALB/c (108).

Por motivos técnicos, para lograr ampliar las herramientas de estudio sobre este
sistema, se tomo la decision de cambiar de cepa de estudio de BALB/ca C57BL/6. Dado
que dichas cepas presentan ciertas diferencias en sus predisposiciones genéticas
respecto a su sistema inmunolégico, creimos adecuado controlar que dicha respuesta
humoral observada en el trabajo previo se repitiera en la nueva cepa de trabajo.

Con este objetivo, se inmunizaron ratones C57BL/6 via s.c. mediante un
esquema de tres inmunizaciones separadas una de otra por un periodo de una semana.
Dicho protocolo fue utilizado en la mayor parte de los trabajos previos publicados por
este grupo. Para ello, los animales fueron inmunizados en los dias 0, 7 y 14 con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA/Coa-ASC16. Al dia 21, se obtuvo el
plasma de los animales con el fin de evaluar los titulos de inmunoglobulinas especificas
de antigeno. Los resultados demuestran que la formulacion del CpG-ODN en el Coa-
ASC16 potencia sustancialmente la respuesta humoral induciendo titulos de IgG total
OVA-especificos alrededor de 2 veces superior en magnitud que su contraparte soluble
OVA/CpG-ODN y que la formulacién en ausencia del CpG-ODN (OVA/Coa-ASC16) (Fig.
1.1 A). Adicionalmente, la inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 indujo un
incremento significativo en los subtipos de anticuerpos IgG1 e IgG2c asociados a ambos
perfiles de respuesta Th2 y Thl respectivamente en comparaciéon a las demads
formulaciones utilizadas (Fig. 1.1 B). Como se puede observar, el comportamiento de
los titulos de IgG1 es similar al de IgG total para todas formulaciones mientras que no
es asi para el subtipo IgG2c. Cabe destacar que, en animales C57BL/6, la inmunizacion
con OVA/CpG-ODN no logra generar anticuerpos detectables de perfil Thl y que el

incremento en la magnitud de los titulos de IgG2c inducido por la formulacién con Coa-
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ASC16 es absolutamente dependiente del CpG-ODN. Estos datos sugieren que la
formulacién del CpG-ODN en el Coa-ASC16 potencia el efecto adyuvante innato del CpG-
ODN asociado a la polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil Th1.
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Figura 1.1. Potenciaciéon de la respuesta humoral por inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-

ASC16. Animales C57BL/6 fueron inmunizados en los dias 0, 7 y 14 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16 u OVA/Coa-ASC16. Al dia 21 post primera inmunizacién, se recolect6 el plasma para la
medicién de anticuerpos especificos para OVA por ELISA. (A) Titulos de IgG total y (B) subtipos IgG1 e
IgG2c. Los datos representan la media + SEM de valores individuales (3-4 ratones por grupo de

tratamiento) y son representativos de dos experimentos independientes. **p<0,01; *** p<0,001.

Evaluacion de la calidad (avidez) de la respuesta inmune humoral inducida por la

inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

Adicionalmente, evaluamos la calidad de los anticuerpos generados mediante la
medida de su avidez. Para ello, se comparé la avidez de los anticuerpos generados tras
inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en los dias 0, 7 y 14 con
aquellos obtenidos por inmunizacién con OVA emulsionada en el adyuvante completo
de Freud (CFA) en los dias 0, 15y 30. Siete dias después de la ultima inmunizacién, los
animales fueron sangrados para la obtencidn de plasma y la medicion de avidez de los
anticuerpos IgG OVA-especificos mediante un ELISA de avidez utilizando como agente
caotropico al tiosianato de potasio (KSCN). El mismo, perturba los puentes de
hidrégeno que mantienen estables los complejos antigeno-anticuerpo. De esta forma,
mediante el sometimiento de los diferentes complejos antigeno-anticuerpo a
concentraciones crecientes de KSCN es posible evaluar la fuerza con las que se
mantienen unidos dichos complejos. Como resultado, pudimos observar que la avidez

de los anticuerpos de ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 es muy
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superior a la de los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN y comparables a los de

ratones inmunizados con OVA/CFA (Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Incremento en la calidad de la respuesta humoral inducida por inmunizacién con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 enlos dias 0,7 y 14 o con OVA/CFA en los dias 0,15 y 30. Siete dias después de la dltima
inmunizacidn, se determind la avidez de IgG especifica de OVA en plasma mediante ELISA usando el
ensayo de titulacion de KSCN. Los datos representan la media + SEM de valores individuales (3-4 ratones
por grupo de tratamiento) y son representativos de dos experimentos independientes. **p<0,01;

#%p<0,001.

Evaluacion de la participacion de la IL-6 en la potenciacion de la respuesta humoral

inducida por inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

La IL-6 es una citoquina pleiotrépica ampliamente involucrada en la generaciéon
de anticuerpos de mayor especificidad (avidez). Su efecto sobre la respuesta humoral
estd dado por su participacién en el desarrollo de CGs dentro de los LNs donde se
producen los fen6menos de cambio de isotipo, hipermutacién somatica y desarrollo de
células B de memoria (124-128). Dado que previamente hemos reportado que el coagel
es censado por el sistema inmune innato con la consiguiente produccion local de, entre
otras citoquinas, altos niveles de IL-6 (109), nos preguntamos si habia alguna relacion
entre la produccion de IL-6 inducida por el coagel y la respuesta humoral generada por
la formulacién. Para ello, se inmunizaron ratones deficientes para la interleuquina IL-6

(I11-6/-) con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en los dias 0, 7 y 14. Al dia 21
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postinmunizacién se obtuvo el plasma de estos animales para el andlisis de anticuerpos
especificos de antigeno. Sorprendentemente, el efecto potenciador inducido por la
plataforma Coa-ASC16 sobre la magnitud de la respuesta humoral es independiente de

la via de sefalizacién mediada por IL-6 (Fig. 1.3).

IgG1 lgG2c

6 6
» ok = OVA/CpG-ODN
g_'e El OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
% © a- K%k 2 Ak
25 -
=
) o
o 5 2_ 2_
25
3 =
=

0- 0-

WT  II-67- WT  1I-67-

Figura 1.3. Estudio de la participacion de la via de sefializacion mediada por IL-6 sobre la
respuesta humoral inducida por inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales WT o
[I-67/- fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 alos dias 0, 7 y 14. Al dia 21
post primera inmunizacidn, los animales fueron sangrados para la obtencién de plasma y posterior
analisis de los titulos de IgG1 e IgG2c especificos de OVA. Los datos representan la media + SEM de valores
individuales (3-4 ratones por grupo de tratamiento) y son representativos de dos experimentos

independientes. **p<0,01; ***p<0,001.

Anadlisis de la capacidad de la formulacion CpG-ODN/Coa-ASC16 para reducir la

dosis de antigeno sin afectar la respuesta inmune generada

Ademas del efecto potenciador del coagel tanto en la respuesta celular Th1
como en la respuesta humoral, nos preguntamos si el uso de esta plataforma podria
permitir la reduccion de la dosis de antigeno sin alterar significativamente los
resultados observados previamente. Con este objetivo, se inmunizaron ratones
C57BL/6 alos dias 0, 7y 14 con OVA (2 pg)/CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA (6 pg)/CpG-
ODN/Coa-ASC16. Notablemente, tanto los titulos de los diferentes subtipos de
anticuerpos especificos de antigeno, IgG1 e [gG2c (Fig. 1.4 A), como la respuesta celular
Th1 evaluada por medio de la secrecién ex vivo de IFN-Y en cultivos de esplenocitos

provenientes de ratones inmunizados, no mostraron diferencias significativas (Fig. 1.4

42



B). Dicho resultado demuestra el potencial del uso de esta plataforma
nanoestructurada para utilizar pequefias dosis de antigenos proteicos sin alterar su

efectividad como adyuvante.
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Figura 1.4. Capacidad de la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 para reducir la dosis de
antigeno sin afectar la actividad adyuvante. Animales C57BL/6 fueron inmunizados a los dias 0, 7 y
14 con OVA (2ug)/CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA(6ug)/CpG-ODN/Coa-ASC16. Al dia 21 post primera
inmunizacion, los animales fueron sacrificados para obtenciéon de plasma y bazo. (A) Titulos de
anticuerpos IgG1 e IgG2c especificos de OVA. (B) Secrecion ex vivo de IFN-Y en cultivos de células de
bazo tras reestimulaciéon con OVA. Los datos representan la media + SEM de valores individuales (3-4
ratones por grupo de tratamiento) y son representativos de dos experimentos independientes. ns: no

significativo.

Evaluacion de la respuesta humoral inducida por OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 al

reducir el niimero de inmunizaciones a una sola dosis

En el area de vacunas, es necesario considerar que el requerimiento de la
utilizacion de dosis de refuerzo puede convertirse en un problema real en términos de
practicidad y costos. Por lo tanto, el objetivo final de este capitulo es examinar el efecto
adyuvante de esta innovadora estrategia reduciendo el nimero de inmunizaciones de
tres a una sola aplicacion.

Para ello, se realizé una cinética en sangre de anticuerpos IgG especificos de
antigeno en ratones inmunizados en el dia 0 con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 durante un periodo de 140 dias (aproximadamente 5 meses). Los ratones
inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron seroconversiéon en los
primeros dias (alrededor del dia 10) mientras que los ratones inmunizados con
OVA/CpG-ODN no lograron generar titulos positivos de IgG con una sola inmunizacion.

Ademas, es los niveles de anticuerpos IgG inducidos por inmunizaciéon con OVA/CpG-
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ODN/Coa-ASC16 llegan a un pico alrededor del dia 20 post inmunizacién y se
mantienen estables a lo largo del tiempo por un periodo de 5 meses demostrando la
generacion de memoria humoral (Fig. 1.5 A). Los niveles de IgG2c detectados en dichos
animales al dia 140 post inmunizacién indican que el perfil de respuesta asociado a Th1
también se mantiene en la fase memoria (Fig. 1.5 B, dia 140). Con el objetivo de
simular un segundo encuentro con el antigeno, se realizé un desafio mediante inyeccion
intraperitoneal con OVA al dia 147 post inmunizacién y se midieron en sangre los
titulos de anticuerpos IgG total (Fig. 1.5 A), y el subtipo IgG2c pre y post desafio (Fig.
1.5 B). Este segundo encuentro con el antigeno no mostré ningun efecto significativo
sobre la respuesta humoral inducida por OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en los titulos de
IgG o IgG2c. Los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN fueron capaces de
seroconvertir tras esta segunda estimulacion, pero los titulos de anticuerpos generados
post desafio en la fase memoria continuaron siendo significativamente inferiores a los
generados por inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Ademas, los ratones
inmunizados con OVA/CpG-ODN fueron incapaces de inducir anticuerpos del subtipo
IgG2c (Fig. 1.5 B).
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Figura 1.5. Respuesta humoral inducida con una tnica dosis de OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16.
Animales C57BL/6 fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Al dia
147 post inmunizacién, los ratones fueron desafiados intraperitonealmente con OVA. Los animales
fueron sangrados a distintos tiempos para la determinacién de titulos de anticuerpos especificos de OVA
mediante ELISA. (A) Cinética en plasma de anticuerpos IgG. (B) IgG2c al dia 140 (pre-desafio) y 154 (post
desafio) con OVA. Los datos representan la media + SEM de valores individuales (4 ratones por grupo de

tratamiento) y son representativos de dos experimentos independientes. ***p<0,001; ns: no significativo.
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO I

En esta primera parte demostramos que la formulacién del CpG-ODN en el Coa-
ASC16 potencia sustancialmente su efecto adyuvante sobre la respuesta inmune
humoral tanto en magnitud como en calidad manteniendo un balance equilibrado
Th1/Th2. Adicionalmente, demostramos que la magnitud de los anticuerpos generados
es independiente de la via de sefializacion dada por IL-6 y que la formulaciéon completa
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 permite la reducciéon de la dosis de antigeno hasta tres
veces sin afectar la magnitud de la respuesta humoral y celular Th1 generada.

Ademas, hemos probado que el utilizar el CpG-ODN en esta formulacién permite
reducir el esquema de inmunizaciones de tres a una Unica dosis mostrando mantener
la capacidad de generar una rapida seroconversién de anticuerpos y una respuesta

humoral sostenida en el tiempo (memoria) tanto de IgG total como del subtipo IgG2c.
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CAPITULO II

Efecto adyuvante sobre la respuesta celular T CD8+

EFECTORA del CpG-ODN formulado en un sistema

nanoestructurado
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Como mencionamos previamente, la mayoria de las vacunas actuales exhiben su
proteccion principalmente a expensas de la inmunidad humoral (110). Sin embargo,
para un gran numero de enfermedades infecciosas generadas por patogenos
intracelulares como leishmaniasis, malaria, HIV y tuberculosis, asi como cancer, entre
otras, precisan de una respuesta adicional celular T CD8+ para lograr su eliminacion (4,
129).

Para lograr inducir este tipo de respuesta, las células T CD8+ virgenes deben
reconocer mediante su complejo receptor TCR/CD3 al péptido antigénico presentado
por la APC en un contexto de MHC-I. Convencionalmente, los péptidos propios y no
propios acceden a moléculas MHC-I tras la degradacién endégena de proteinas en el
citosol (130). Esto permite la deteccién por el sistema inmune de péptidos propios del
organismo que sufren alguna alteraciéon (caso que se da en células tumorales), o
péptidos extrafios, pertenecientes a patdgenos que estan infectando dicha célula y en
alglin momento toman contacto con el citosol (131). Dicho mecanismo de presentacion
es denominado “via end6gena de presentacion antigénica”. Por otro lado, si el antigeno
es exdgeno (como el que utilizamos en este trabajo), sera internalizado por las APCs via
endocitosis sin tomar contacto con el citosol para ser presentado en un contexto MHC-
Il incapaz de ser reconocido por células T CD8+. Por lo tanto, para llegar a ser cargado
por moléculas MHC-I y activar linfocitos T CD8+ debe pasar por un proceso
denominado “presentacion cruzada”. Hasta el momento, se han definido concretamente
al menos dos vias de presentacidon cruzada (130, 132). La primera, denominada via
candnica (via endosoma-hacia-citosol), consiste en el trasporte de antigenos exégenos
desde vesiculas endosomales hacia el citosol, donde son recortados y procesados por el
proteosoma y subsecuentemente cargados en moléculas MHC-I en el RE (133). En la
segunda, (via proteosoma-independiente citosol-independiente), las DCs usan
proteasas endosomales para procesar y cargar antigenos directamente en moéleculas
MHC-I en el compartimento endosomal (134). A pesar de que existen multiples APCs
capaces de realizar presentacion cruzada, las células mas eficientes para realizar este
proceso in vivo son las DCs (135-137). Para lograr activar las células T CD8+, las APCs,
en adicion al MHC-I cargado con el péptido, deben contar con un nivel adecuado de

moléculas coestimulatorias, las cuales aumentan su expresién tras la activacion por
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sefiales inflamatorias mediadas por citoquinas, interacciones célula-célula (asistencia
mediada por células Th1) y/o activacién directa por ligandos PRRs.

Brevemente, para que un adyuvante logre promover la diferenciacion de células
T CD8+ funcionales, en general, debe ser entregado junto con el antigeno formulado de
tal forma que facilite su entrada a la via de procesamiento MHC-I, activar a las DCs e
inducir la produccién de IFN -1 (6). El desarrollo de estrategias adyuvantes que cumplan
con estas condiciones ha resultado ser una tarea muy dificil de cumplir para las vacunas
modernas en base a subunidades y continda siendo un campo en estudio.

En comparacién con otros adyuvantes, el CpG-ODN esta descripto como uno de
los candidatos con mayor potencial en la promocién de una respuesta celular asociada
a un perfil inmunolégico Th1l (45, 138) con induccién de citoquinas como IFN-Y e IL-
12 y, en ciertos casos, induccién de una respuesta de células T CD8+, incluso en la
ausencia de la ayuda de células Th1 (139, 140). La induccién de la polarizacién de la
respuesta Th hacia un perfil Th1, es tan fuerte que se mantiene incluso en la presencia
de adyuvantes que normalmente promueven una respuesta Th2 como sales de
aluminio (141). Ademas, estd ampliamente descripto que la conjugacién directa del
CpG-ODN con el antigeno puede incrementar la captaciéon de antigeno por DCs con
consecuente aumento de presentacidon cruzada e induccién de respuesta mediada por
células T CD8+ (142-144).

Sin embargo, no todas las clases de CpG-ODN son buenas inductoras de una
respuesta celular T CD8+, especialmente los CpG-B, la cual utilizamos en nuestro
trabajo. Es por ello que se han desarrollado multitud de estrategias para potenciar su
actividad adyuvante para inducir un perfil Th1 y células T CD8+ (96).

En este trabajo, analizamos por primera vez la capacidad de esta nueva
estrategia de formulacién del CpG-B para inducir una respuesta celular T CD8+ con un
antigeno exégeno soluble no particulado. Adicionalmente nos focalizamos en la
caracterizacién de la calidad y magnitud de esa respuesta y en algunos de los posibles

mecanismos involucrados en su induccién.
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RESULTADOS DEL CAPITULO II
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Respuesta celular T CD8+ inducida bajo un esquema de tres inmunizaciones

Previamente, nuestro grupo ha demostrado que la formulacién OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 tiene la capacidad de promover la polarizaciéon hacia una respuesta
celular de perfil Th1 (108). Dicha respuesta esta fuertemente asociada a la generacién
de una respuesta inmune dirigida a combatir microorganismos intracelulares con alta
produccién de citoquinas involucradas en la activacién de macroéfagos, células NK y
linfocitos T CD8+. Por consiguiente, investigamos su capacidad de generar una
respuesta adaptativa del tipo T CD8+.

La respuesta efectora ejercida por linfocitos T CD8+ puede dividirse en dos
ramas, citotoxicidad directa (medida a través de su capacidad de lisar células) o
indirecta (promovida por medio de citoquinas proinflamatorias que actiian sobre otras
células del sistema inmune) (145, 146). En primer lugar, evaluamos la capacidad
funcional de la respuesta celular T CD8+ inducida por nuestra estrategia adyuvante en
comparaciéon con otras formulaciones. Para ello, se inmunizaron ratones C57BL/6
utilizando el mismo esquema de tres inmunizaciones previo (en los dias 0, 7 y 14) con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA/Coa-ASC16. A continuacion, siete
dias después de la ultima inmunizacion, se realiz6é un ensayo funcional in vivo de lisis
celular mediado por células T CD8+. Como resultado, podemos observar que, los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron un porcentaje de
lisis celular especifica 4 veces mayor a los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN u
OVA/Coa-ASC16 (Fig. 2.1 A). Ademas, podemos destacar que los animales inmunizados
con la formulacién OVA/Coa-ASC16, en ausencia de CpG-ODN, no logran generar una
respuesta T CD8+ citotodxica. Estos resultados indican nuevamente que la presencia del
CpG-ODN es necesaria promover la respuesta de células T CD8+. Adicionalmente, en
representacion de la capacidad efectora indirecta de dichas células T CD8+ se midi6 la
secrecion de IFN-Y tras reestimulacion ex vivo con el péptido inmunodominante de
OVA clase 1 (SIINFEKL) a partir de esplenocitos provenientes de los animales
inmunizados. El péptido SIINFEKL es presentado por APCs en un contexto MHC-I
directamente a células T CD8+ cuyo TCR es especifico para dicho péptido.
Consistentemente con los resultados anteriores de lisis celular, los ratones

inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron una mayor producciéon de la
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citoquina efectora IFN-Y que los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN u OVA/Coa-
ASC16 (Fig. 2.1 B). A partir de estos resultados, podemos concluir que la formulacién
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 es capaz de inducir una fuerte respuesta celular efectora T
CD8+ y que ésta, es dependiente de la presencia del CpG-ODN.
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Figura 2.1. Capacidad de la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 para inducir una respuesta
celular T CD8+ con un esquema de tres inmunizaciones. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA/Coa-ASC16 a los dias 0, 7 y 14. Al dia 21 después de
la primera inmunizacién, se determiné la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ mediante un
ensayo de citotoxicidad in vivo. (A) Citotoxicidad expresada como el porcentaje de lisis especifica. (B)
Secrecion ex vivo de IFN-y por suspensiones de esplenocitos reestimulados con el péptido SIINFEKL
medido por ELISA. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3-4 ratones por grupo de
tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos independientes. *p<0,05;

*#p< 0,01.

Estudio de participacion de la via de serializacion mediada por IL-6 en la promocion

de una respuesta celular mediada por células T CD8+

Como mencionamos en el capitulo I, la plataforma de Coa-ASC16 no es
inmunolégicamente inerte, sino que es detectada por el sistema inmune innato con la
consecuente produccién local de altos niveles de IL-6 (109). Dado que se ha descripto
que la citoquina IL-6 participa en la diferenciacion citotoxica de células T CD8+ inducida
por adyuvantes como monofosforil lipido A (MPL) (147) y para el control de ciertas
infecciones virales como el virus de herpes simple (148), nos propusimos investigar su
posible papel en la respuesta de células T CD8+ inducida por OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16. Con este fin, ratones WT o II-67/- fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN u
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Sorprendentemente, no se encontré diferencia en el
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porcentaje de lisis celular ejercida por los linfocitos T CD8+ entre las diferentes cepas
de ratones (Fig. 2.2 A). Asimismo, ambas cepas produjeron valores similares de IFN-Y
tras reestimulacion ex vivo con el péptido SIINFEKL (Fig. 2.2 B). Esto resultados
sugieren que la sefializaciéon por medio de la citoquina IL-6 no es necesaria para la
promocioén de la respuesta mediada por linfocitos T CD8+ inducida por la inmunizacién

con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16.
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Figura 2.2. Estudio de la participacién de la via de sefializacion por medio de IL-6 en la generacién
de larespuesta celular T CD8+ inducida por OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales WT o II-67/- fueron
inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en los dias 0, 7 y 14. Al dia 21 después de
la primera inmunizacién se determiné la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ mediante un
ensayo de citotoxicidad in vivo. (A) Citotoxicidad expresada como el porcentaje de lisis especifica. (B)
Secrecion ex vivo de IFN-y por suspensiones de esplenocitos reestimuladas con el péptido SIINFEKL
medido por ELISA. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3-4 ratones por grupo de
tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos independientes. *p< 0,05;

*#p<0,01.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de la solucion OVA/CpG-ODN vy sus

componentes tras el proceso de calentamiento implicado en el proceso de

formulacion de OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

En vista de los resultados obtenidos sobre la respuesta celular T CD8+ utilizando
un antigeno exdgeno no particulado y un CpG-B, (no caracterizado por inducir este tipo
de respuesta con antigenos solubles), nos preguntamos cuales eran las posibles
explicaciones para que el coagel estuviera activando tan fuertemente esta respuesta T.

Dado que la formulacion del antigeno OVAy el adyuvante CpG-ODN con el coagel

requiere de una etapa de calentamiento, surge el interrogante de si este proceso podria
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estar afectando la estructura nativa del antigeno por desnaturalizacién y posterior
agregacion de la proteina o promover interacciones entre los componentes OVA 'y CpG-
ODN. Para ello, se analizé la solucién OVA/CpG-ODN tras previo calentamiento a 80°c
por 15 min mediante PAGE en condiciones no desnaturalizantes. Tras comparar las
corridas en el gel de las soluciones OVA/CpG-ODN tratada y no tratada con calor,
podemos observar que no hay diferencias entre las velocidades de migracién de los
diferentes componentes (Fig. 2.3 A). Estos resultados sugieren que las estructuras e
interacciones naturales de la proteina y el ODN no se ven significativamente alteradas
por el calor. Sin embargo, dadas las propiedades fisicoquimicas que presenta el coagel,
hasta el momento no hemos logrado utilizar una técnica que nos brinde informacion
sobre las posibles interacciones formadas entre los distintos componentes OVA, CpG-
ODN y coagel dentro de la formulacion completa. La estructura y consistencia
semisolida del coagel impiden su analisis por PAGE asi como por la mayoria de los
métodos tradicionales de microscopia. Es por esto, que nuestros resultados son sélo
aproximaciones de lo que podria estar ocurriendo en la verdadera formulacién y, por
lo tanto, deben tomarse con precaucion.

Por otro lado, como hemos descrito previamente, el ASC16 se comporta como
un surfactante que tiene la propiedad de perturbar membranas formadas por bicapas
lipidicas (149, 150). Basandonos en sus propiedades fisicoquimicas que indican que es
una nanoestructura abierta, hipotetizamos que el coagel no logra ingresar a las células.
Sin embargo, es necesario realizar estudios mas profundos para corroborar esta idea.
Teniendo en cuenta reportes anteriores de nuestro grupo en los que el coagel induce
lisis celular local in vivo (109), nos preguntamos si este fenémeno era dependiente del
pH del entorno. Pues, de poder ingresar a las células, su efecto surfactante podria
facilitar el ingreso del antigeno hacia distintos compartimentos celulares como citosol,
endosomas o lisosomas, cada uno con su respectivo pH. Con este fin, realizamos un
simple ensayo de hemolisis en el que incubamos glébulos rojos con un volumen fijo de
Coa-ASC16 a distintos pH. Podemos observar que las propiedades tensioactivas del
coagel permanecen intactas dentro de un rango de pH de entre 6,8 y 7,4 (pH
correspondiente a endosomas tempranos) y que el efecto de lisis celular comienza a

atenuarse recién en condiciones de alta acidez (pH= 6,4; correspondiente a endosomas
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tardios o lisosomas) (Fig. 2.3 B). Estos resultados demuestran la capacidad litica del
Coa-ASC16 sobre los glébulos rojos apoyando resultados previos del grupo donde el
Coa-ASC16 induce localmente la liberacién de DAMPs en forma de DNA de doble cadena

tras causar lisis celular (109).
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Figura 2.3. PAGE en condiciones nativas de los distintos componentes de la formulacién.
Capacidad hemolitica del coagel. (A) Corrida de los diferentes componentes utilizados en las vacunas
con y sin tratamiento térmico resueltos en un gel de poliacrilamida al 20%. Las formulaciones se
prepararon usando OVA marcada con IRDye®680RD y CpG-ODN 1826 marcado con IRDye®800CW en el
extremo 5y se visualizaron usando un sistema de Imagen por Infrarrojo ODYSSEY®. (B) Porcentaje de
hemolisis inducida por el Coa-ASC16 a diferentes pH tomando como 100% de lisis celular a las muestras

tratadas con Tritén X-100 al 20%.

Internalizacion in vivo de OVA y CpG-ODN por DCs tras inmunizacion con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16
El direccionamiento simultaneo del CpG-ODN y la OVA hacia la misma APC ha

demostrado ser una estrategia eficaz para la induccién de una fuerte respuesta celular
del tipo T CD8+ (144, 151-154). Es por ello que, nos preguntamos si la inmunizacién
con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 era capaz de facilitar la internalizacion simultanea de
antigeno y adyuvante por medio de DCs. Este fendmeno suele observarse cuando los
componentes son unidos covalentemente entre si o entregados a las células del sistema
inmune innato dentro de estructuras cerradas como micro o nanoparticulas que
ingresan a la célula como un todo. Nuestro sistema no cumple ninguna de estas
caracteristicas, sin embargo, dada la fuerte respuesta mediada por células T CD8+

inducida por la formulacion con el coagel hipotetizamos que existe un fenémeno de
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internalizacion simultdneo de OVA y CpG-ODN por DCs (ya sea migratorias originarias
del sitio de inyecciéon como residentes de los LNs). Para comprobar esta teoria, se
inmunizaron ratones Unicamente en la zona inguinal con Alexa Fluor-647-OVA/Alexa
Fluor-488-CpG-ODN o Alexa Fluor-647-OVA/Alexa Fluor-488-CpG-ODN/Coa-ASC16.
Tres dias post inmunizacion, recolectamos los LNs inguinales drenantes para evaluar
por citometria de flujo la poblacién de DCs cargadas con OVA y/o CpG-ODN en ambos
grupos de inmunizacién. Nuestros resultados indican que el porcentaje de DCs en los
LNs drenantes no se ve alterado por ninguna de las estrategias de inmunizacién (Fig.
2.4 A) sino que la diferencia recae en el numero total que se ve significativamente
aumentado cuando se inmuniza con la nanoestructura (Fig. 2.4 B). Cuando analizamos
las poblaciones de DCs simple positivas tanto en porcentaje como células totales para
OVA (Fig 2.4 Cy D) o para CpG-ODN (Fig. 2.4 E y F) observamos que s6lo los animales
inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 fueron capaces de internalizar
eficientemente los distintos componentes. Notablemente, la formulacién con el coagel
no solamente indujo un incremento en el grado de internalizacién de OVA o de CpG-
ODN, sino que podemos observar que casi la totalidad de las DCs encontradas en los
LNs drenantes son OVA+CpG-ODN+ demostrando una internalizaciéon simultanea de
ambos componentes en la misma célula. En cambio, la frecuencia (porcentaje y nimero
total) de DCs doble positivas en animales inmunizados con OVA/CpG-ODN

practicamente no difieren del grupo control no inmunizado resaltando la importancia
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de la nanoestructura para incrementar el proceso de captura tanto de antigeno como

de adyuvante (Fig.2.4 Gy H).
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Figura 2.4. Captura in vivo de OVA y CpG-ODN por DCs con diferentes estrategias adyuvantes.
Animales C57BL/6 fueron inyectados via s.c. con Alexa-647-OVA/Alexa-488-CpG-ODN u Alexa-647-
OVA/Alexa-488-CpG-ODN/Coa-ASC16 en ambas zonas inguinales. Tres dias después, se recogieron
células de los LNs inguinales drenantes para el andlisis por citometria de flujo. Las barras muestran
porcentaje y nimero total de la poblaciéon de DCs (A y B), poblacién total de DCs cargadas con OVA (Cy
D), poblacién total de DCs cargadas con CpG-ODN (E y F) y poblacién de DCs simples y dobles positivas
para OVA y CpG-ODN (G y H). Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3 ratones por
grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos independientes.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n.s.: no significativo.
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Respuesta celular T CD8+ inducida por una sola inmunizacion con OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16

Como mencionamos previamente, por motivos de practicidad y costos, nos
propusimos evaluar la capacidad de esta novedosa estrategia adyuvante de generar una
respuesta T CD8+ citotéxica con una sola inmunizacidn.

Inicialmente, nos preguntamos si una unica dosis utilizando esta estrategia
adyuvante era suficiente para desencadenar una buena respuesta funcional de
linfocitos T CD8+. Con este objetivo, se realiz6 un ensayo de citotoxicidad in vivo al dia
7 post inmunizacibn con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16.
Sorprendentemente, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
mostraron un porcentaje de lisis especifica de aproximadamente el 70% mientras que
los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN no lograron obtener una respuesta de
citotdxica detectable (Fig. 2.5 A). Consistentemente con este resultado, la produccion
ex vivo de IFN-y en cultivos de esplenocitos de animales inmunizados con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 fue significativa mientras que la de los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN fue practicamente indetectable (Fig. 2.5 B).
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Figura 2.5. Capacidad de la inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 para inducir una
respuesta celular T CD8+ con una unica dosis. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con una tnica
dosis de OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia 0. Siete dias después se realizd un ensayo de
citotoxicidad in vivo. (A) Porcentaje de lisis especifica y (B) produccion ex vivo de IFN-Y de esplenocitos
tras reestimulacién especifica con el péptido SIINFEKL. Los datos muestran la media + SEM de valores
individuales (3 ratones por grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos

experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01.
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Como control de que la respuesta citotéxica observada en estos ensayos sea
exclusivamente mediada por células T CD8+ se realizé un ensayo de citotoxicidad in
vivo suplementario en ratones Cd8a~/- inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
utilizando ratones WT como control positivo. En ausencia de linfocitos T CD8+ no se
observa lisis celular especifica (Fig. 2.6) demostrando que la citotoxicidad observada
estd puramente mediada por dichas células y no hay intervencién de otras vias como

citotoxicidad mediada por anticuerpos.

100~
S ) WT

S 8o0- L1 cdsa™
t‘OG—J

o 60'

(%]

()]

9 40

%]

o

S 20

0_
Figura 2.6. La actividad citotoxica inducida tras la inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

esta exclusivamente mediada por células T CD8+. Animales WT o Cd8a”/- fueron inmunizados con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia 0. Porcentaje de lisis especifica tras un ensayo de citotoxicidad in vivo
7 dias post inmunizacion. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3 ratones por
grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos independientes

realizados. ***p<0,001.

Anadlisis de la dependencia de linfocitos Th para promover la respuesta celular T

CD8+ tras la inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

En general, la activacion de células T CD8+ requiere del aporte de una gran
cantidad de sefales coestimulatorias que dependen en gran parte de la asistencia
mediada por células Th. Sin embargo, esta ampliamente descrito que los agonistas
sintéticos del receptor TLRY tienen la capacidad de activar APCs para generar una
respuesta de células T CD8+ en forma independiente de Th, incluso a partir de
antigenos solubles (139, 140). Para examinar si la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 era capaz de inducir este tipo de respuesta, realizamos un ensayo
funcional de citotoxicidad in vivo al dia 7 post inmunizacién en ratones cuyas células
T CD4+ fueron previamente eliminadas por tratamiento con anticuerpos anti-CD4

(aCD4) o tratados con el control de isotipo IgG. Los ratones deficientes de linfocitos T
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CD4+ al momento de la induccién de la respuesta inmune especifica, mostraron un
porcentaje de lisis celular especifica comparable con aquellos tratados con el control
de isotipo (Fig. 2.7 A). Estos resultados demuestran que la formulacién OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 es capaz de inducir una respuesta primaria de linfocitos T CD8+ en
forma independiente de Th. Consistentemente con este resultado, la secrecion de IFN-
Y ex vivo de esplenocitos reestimulados con el péptido SIINFEKL no se vio afectada
por la ausencia de células T CD4+ (Fig. 2.7 B). En la Fig. 2.7 C se muestra el control de

deplecion de células T CD4+ en sangre al dia de la inmunizacidn.

El Control de isotipo

A

Noinmunizado ~OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 OVA/CpG-ODN/C0a-ASC16 o0 —1S-
Control de isotipo Control de isotipo aCD4 n.s.

80+

60

40+

20+

# Células
Im
I-h

% Lisis especifica

0- 0-
CFSE

C controlde isotipo aCD4

14,38

o

e
te'r.un' e

CD3

CD4
Figura 2.7. Estudio de la participacion de células Th en la generacion de la respuesta celular T
CD8+ efectora tras inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales C57BL/6 previamente
tratados con anticuerpos anti-CD4 o con el control de isotipo IgG fueron inmunizados con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 al dia 0. (A) Porcentaje de lisis especifica de antigeno tras un ensayo de citotoxicidad in
vivo al dia 7 post inmunizacién. (B) Produccién de IFN-Y ex vivo de esplenocitos tras reestimulo con el
péptido SIINFEKL. (C) Control de deplecién de células T CD4+ al momento de la inmunizacién; los dot
plot representan la poblacion de células T CD4+ en sangre al dia 7 (dia de la inmunizacién) de los
animales tratados con anti-CD4 o con el control de isotipo. Los datos muestran la media + SEM de valores
individuales (3 ratones por grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos

experimentos independientes. n.s.: no significativo.
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Participacion de la via de seiializacion impartida por IFN-I en la promocion de la

respuesta de células T CD8+ inducida por inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-

ASC16

Dentro de las citoquinas descriptas como esenciales en la promocién de una
respuesta inmune del tipo T CD8+ citotéxica podemos mencionar a los IFN-I. Dichas
citoquinas pueden actuar directamente sobre las células T CD8+ como tercera sefial de
activacion promoviendo diferentes funciones tales como supervivencia, capacidad
citotoxica y produccion de IFN-y o indirectamente sobre las APCs facilitando procesos
de maduracién, presentaciéon cruzada y migraciéon (155-157). Dada la robusta
respuesta de células T CD8+ observada por la inmunizacion utilizando esta plataforma
de vacuna nanoestructurada, decidimos investigar si la via de sefializaciéon de IFN-I era
requerida para esta actividad adyuvante. Con este objetivo se realizd un ensayo
funcional de citotoxicidad in vivo en ratones deficientes para el receptor de IFN-I
(Ifnar1-/-) siete dias post inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 utilizando
ratones WT como control positivo. Podemos observar por la completa ausencia de lisis
especifica de antigeno en los animales Ifnar17/-que la respuesta de células T CD8+ se ve
totalmente suprimida en ausencia de sefializacién mediada por IFN-I (Fig. 2.8 A). En
consistencia con este resultado, tampoco se detectd secrecidon ex vivo de IFN-y en
ratones Ifnarl-/- inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Fig. 2.8 B). Estos
resultados sugieren que la capacidad de la formulacion OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
para generar una respuesta inmune mediada por células T CD8+ esta altamente

asociada a la induccién de IFN-I.
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Figura 2.8. Estudio de la dependencia de la via de seiializacion mediada por IFN-I para la
generacion de la respuesta celular T CD8+ inducida por inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16. Animales C57BL/6 WT o Ifnarl~/- fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16.
Siete dias post inmunizacidon se realizd un ensayo de citotoxicidad in vivo. (A) Porcentaje de lisis
especifica y (B) secrecion ex vivo de [FN-Y tras reestimulo de esplenocitos con el péptido SIINFEKL. Los
datos muestran la media + SEM de valores individuales (3 ratones por grupo de tratamiento en cada
experimento) y son representativos de dos experimentos independientes realizados. *p<0,05;

#1kp<0,001.

Caracterizacion de la respuesta celular T CD8+ inducida por la inmunizacion con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
Una vez demostrada la capacidad de la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

para inducir una respuesta efectora del tipo T CD8+ nos propusimos caracterizar dicha
respuesta mediante el analisis tanto de su magnitud como de su calidad y eficacia. La

magnitud de la respuesta celular T CD8+ fue evaluada mediante el uso de tetrameros
Kb-SIINFEKL (a lo largo del trabajo me referiré a esta poblacién como simplemente
células T CD8+ tetramero positivas). El tetramero KP-SIINFEKL consiste en complejos
MHC-I cargados con el péptido SIINFEKL marcados con un fluorocromo y es, por lo
tanto, una herramienta para detectar los clones T CD8+ especificos del péptido
inmunodominante clase I de OVA. La calidad fue analizada mediante el grado de
polifuncionalidad (capacidad de produccién simultdnea de moléculas efectoras)
presentado por las células T CD8+ generadas. Finalmente, la eficacia de dicha respuesta
fue evaluada en la siguiente seccion mediante un modelo de infeccién con la bacteria
intracelular Listeria monocytogenes modificada genéticamente para expresar el

antigeno OVA (LM-OVA).
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Adicionalmente, en primera instancia, evaluamos la magnitud y calidad de la
respuesta generada por las diferentes estrategias adyuvantes (OVA/CpG-ODN vy
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16) comparandolas a su vez, con la respuesta primaria de
células T CD8+ inducida por la infeccién con una cepa atenuada de LM-OVA (4ActA LM-
OVA). Dicha cepa, es deficiente de la proteina ActA, factor responsable de su motilidad
y diseminacidn célula a célula volviéndola débilmente infecciosa y, por lo tanto, no letal.
Para ello, los ratones fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o infectados via i.v. con 5.000 unidades formadoras de colonias (UFC)
de AActA LM-OVA. Siete dias después del tratamiento, los animales fueron sacrificados
para la extraccion del bazo y posterior andlisis de células tetramero positivas.
Adicionalmente se realiz6 una tincion intracelular de citoquinas tras reestimulo ex vivo
de suspensiones de esplenocitos con el péptido SIINFEKL por 5 hs. En concordancia con
los resultados de citotoxicidad obtenidos previamente, los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron un porcentaje (Fig. 2.9 A) y numero total (Fig.
2.9 B) sustancialmente mayor de células T CD8+ tetramero positivas que los otros

grupos de tratamiento.
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Figura 2.9. Magnitud de la respuesta celular T CD8+ efectora inducida tras la inmunizacién con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o infectados via i.v. con 5000 UFC/ratén de AActA LM-OVA al dia 0. (A) Dot plot
representativos de un animal de cada grupo de tratamiento y porcentaje de células T CD8+ tetramero Kb-
SIINFEKL positivas en bazo al dia 7 post tratamiento. (B) Numero total de células K*-SIINFEKL positivas
en bazo al dia 7 post tratamiento. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (4 ratones

por grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos

independientes realizados. ***p<0,001.

Adicionalmente, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
presentaron una frecuencia de células T CD8+ triple (IFN-y+TNF-a+IL-2+), doble ((IFN-
Y+TNF-a+) e (IFN-Y+IL-2+)) y simple (IFN-Y+) positiva significativamente superior a
la de los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN (Fig. 2.10 A-B). En comparacién
con los animales infectados con AActA LM-OVA, los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron una respuesta de células T CD8+ triple (IFN-
y+TNF-a+IL-2+) y doble (IFN-Y+IL-2+) significativamente superior tanto en porcentaje
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como en valor absoluto (Fig. 2.10 Ay C). Por otro lado, la frecuencia observada tanto
en porcentaje (Fig. 2.10 A) como en ndmero total (Fig. 2.10 C) de células T CD8+
polifuncionales fue muy reducida en los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN.
Ademas, puede observarse la diferencia en el patrén de secrecién de citoquinas entre
las diferentes estrategias de inmunizacién y el modelo de infeccién (Fig. 2.10 B). Ambas
formulaciones de vacunaciéon (OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16) muestran
patrones de produccién de citoquinas con mayor poblacién de células multifuncionales.
En cambio, los animales infectados con 4ActA LM-OVA mostraron un patrén de
citoquinas mayormente simple positivo con alta produccion de IL-2 y de IFN-Y
consistente con la necesidad de una respuesta inmediata mas bien efectora con alta tasa
de proliferacion de células T (IL-2+). La frecuencia de células T CD8+ productoras de
citoquinas fue obtenida mediante el método de boolean gating mediante el software

Flow]o V10; en la Fig. 2.11 se muestra la estrategia de gating utilizada.
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Figura 2.10. Calidad de la respuesta celular T CD8+ efectora inducida tras la inmunizacion con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o infectados via i.v. con 5000 UFC/ratén de AActA LM-OVA al dia 0. Siete dias post
tratamiento, los animales fueron sacrificados para extraccién del bazo. Andlisis multiparamétrio por
citometria de flujo de células T CD8+ especificas del péptido SIINFEKL. (A) Porcentaje de células T CD8+
productoras de cada una de las siete combinaciones posibles de las citoquinas IFN-Y, TNF-a y IL-2 dentro
de la poblacién total de células T CD8+ calculadas por el método boolean gating tras substraccion de los
valores de expresion basales. (B) Fraccion de células T CD8+ productoras de las siete combinaciones
posibles de citoquinas dentro de la poblacién T CD8+ positiva para al menos una de las citoquinas
estudiadas. (C) Numero total de células T CD8+ productoras de cada una de las siete combinaciones
posibles de las citoquinas IFN-Y, TNF-a y IL-2 dentro de la poblacién total de células T CD8+ calculadas
por el método boolean gating tras substraccidn de los valores de expresion basales. Los datos muestran
la media * SEM de valores individuales (4 ratones por grupo de tratamiento en cada experimento) y son

representativos de dos experimentos independientes. ***p<0,001.
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En conjunto, estos resultados demuestran que la plataforma nanoestructurada
es una potente herramienta para aumentar en magnitud y calidad la respuesta mediada

por células T CD8+ efectoras inducidas por CpG-ODN.
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Figura 2.11. Estrategia de gating utilizada para el andlisis de la produccién de citoquinas
intracelulares por células T CD8+ mostrado en Fig. 2.10. Los dot plot son representativos de un

animal inmunizado con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Los gates muestran la seleccién utilizada para los

calculos por medio del método boolean gating.

Evaluacion de la eficacia de la respuesta mediada por células T CD8+ efectoras

inducida por la _inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en un _modelo de
infeccion con LM-OVA

Aunque la respuesta inmune innata cumple un rol importante en el control

inicial de la infeccion por L. monocytogenes, su completa eliminacion requiere de la
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respuesta adaptativa mediada por células T CD8+ (158). Es por ello que elegimos este
modelo para testear la eficacia de la respuesta protectora impartida por células T CD8+
inducidas por la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en comparacién con su
contraparte soluble OVA/CpG-ODN.

Para ello, ratones control o inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o CpG-ODN/Coa-ASC16 fueron infectados con LM-OVA via i.v. al dia 7
post inmunizacion. Dos dias después de la infeccién, los ratones fueron sacrificados
para la recoleccién de bazo e higado. El bazo fue utilizado para la medida y
caracterizacion de la respuesta de células T CD8+ inducida por las distintas
formulaciones mientras que el higado fue utilizado para medir la carga bacteriana
remanente. El andlisis de la respuesta de células T CD8+ en el bazo indica que la
inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 es capaz de desencadenar una mayor
expansion de células T CD8+ tetramero positivas que las otras formulaciones
caracterizada por aumento tanto en porcentaje (Fig. 2.12 A) como numero total (Fig.

2.12 B).
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Figura 2.12. Magnitud de la respuesta celular T CD8+ inducida por diferentes estrategias
adyuvantes frente a una infeccién con LM-OVA. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia 0. Siete dias post inmunizacién
los animales inmunizados mas un grupo control no inmunizado fueron infectados con una dosis letal de
LM-OVA (105 UFC/ratén). Dos dias post infeccion, los animales fueron sacrificados para la extraccion de
bazo. (A) Dot plot representativos de un animal de cada grupo de tratamiento y porcentaje de células
tetramero KP-SIINFEKL positivas dentro del gate de células T CD8+. (B) Numero total de células T CD8+
tetramero Kb-SIINFEKL positivas en bazo. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3
ratones por grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos

independientes. *p<0,05; **p<0.01; ***p<0,001.

Asimismo, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron una

mayor frecuencia de células T CD8+ polifuncionales con un incremento en la tasa de
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desgranulacién (medida indirectamente por medio del marcador de superficie
CD107a) y produccién simultinea de las citoquinas efectoras IFN-Y y TNF-a en
comparacién con los demds grupos de tratamiento tanto en porcentaje (Fig. 2.13 A)
como numero total (Fig. 2.13 C). Ademads, es posible observar que el patrén de
expresion de moléculas efectoras en células T CD8+ es similar entre las dos
formulaciones de vacunacién que contienen al antigeno (Fig. 2.13 B). La unica
excepcidn entre estas dos estrategias es la tendencia de los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 de producir células T CD8+ con mayor capacidad de
desgranulacidén. Por otro lado, los animales inyectados con el adyuvante en ausencia del
antigeno (CpG-ODN/Coa-ASC16) mostraron un patrén de respuesta celular T CD8+
similar a la de los animales control infectados con LM-OVA consistente con la necesidad
de una respuesta efectora primaria necesaria para controlar una infeccién inminente

(Fig. 2.13 B). En la Fig. 2.14 se muestra la estrategia de gating utilizada.
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Figura 2.13. Calidad de la respuesta celular T CD8+ inducida por diferentes estrategias
adyuvantes frente a una infecciéon con LM-OVA. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia 0. Siete dias post inmunizacién
los animales inmunizados mas un grupo control no inmunizado fueron infectados con 105 UFC/ratén de
LM-OVA. Dos dias post infeccidn, los animales fueron sacrificados para la extraccién de bazo. Andlisis
multiparamétrio por citometria de flujo de células T CD8+ especificas del péptido SIINFEKL. (A)
Porcentaje de células T CD8+ productoras de cada una de las siete combinaciones posibles de las
citoquinas IFN-Y y TNF-a y de la proteina CD107a dentro de la poblacién total de células T CD8+
calculadas por el método boolean gating tras substraccion de los valores de expresién basales. (B)
Fraccién de células T CD8+ productoras de las siete combinaciones posibles de citoquinas dentro de la
poblaciéon T CD8+ positiva para al menos una de las citoquinas estudiadas. (C) Numero total de células T
CD8+ productoras de cada una de las siete combinaciones posibles de las citoquinas IFN-Y, TNF-o y IL-2
dentro de la poblacidn total de células T CD8+ calculadas por el método boolean gating tras substracciéon
delosvalores de expresion basales. Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3 ratones
por grupo de tratamiento en cada experimento) y son representativos de dos experimentos

independientes. *p<0,05.
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Figura 2.14. Estrategia de gating utilizada para el andlisis de produccion de citoquinas

intracelulares y grado de desgranulacion en células T CD8+ mostradas en Fig.2.13. Los dot plot son

representativos de un animal inmunizado con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Los gates muestran la

seleccidn utilizada para los célculos por medio del método boolean gating.

Finalmente, a modo de demostrar estrictamente la eficacia de esta respuesta
celular T CD8+ efectora podemos observar que la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 fue capaz de disminuir la carga bacteriana en el higado en al menos
dos unidades logaritmicas en comparacién con la inmunizacién con OVA/CpG-ODN. De
esta forma, queda demostrado que la formulacién del CpG-ODN con coagel es capaz de

inducir una proteccion primaria mediada por células T CD8+ superior a las otras

formulaciones.
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Figura 2.15. Carga bacteriana remanente en higado en animales inmunizados con diferentes
estrategias adyuvantes tras infeccion con LM-OVA. Animales C57BL/6 fueron inmunizados con
OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia 0. Siete dias post inmunizacion
los animales inmunizados mas un grupo control no inmunizado fueron infectados con 10°> UFC/ratén de
LM-OVA. Dos dias post infeccidn, los animales fueron sacrificados para la extracciéon del higado. Nimero
de UFC de LM-OVA en higado en los distintos grupos de tratamiento expresado en unidades logaritmicas.
Los datos muestran la media + SEM de valores individuales (3 ratones por grupo de tratamiento en cada

experimento) y son representativos de dos experimentos independientes. ***p<0,001; n.s: no

significativo.

Con estos resultados, podemos concluir que la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 genera una respuesta de células T CD8+ efectora de mayor magnitud
y calidad que su contraparte en solucién, OVA/CpG-ODN. Asimismo, la proteccién
mediada por células T CD8+ inducida por esta novedosa estrategia adyuvante también
ha demostrado ser mas eficaz ante un modelo de infeccién bacteriano intracelular que

las demas estrategias adyuvantes resultando en una significativa reduccién de colonias

bacterianas en higado.
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CONCLUSIONES DEL CAPITULO II

En este segundo capitulo evaluamos la capacidad de esta estrategia adyuvante
de generar una respuesta celular T CD8+ efectora utilizando como modelo de estudio
un antigeno proteico no particulado administrado exégenamente. La formulacién del
CpG-ODN con el Coa-ASC16 demostré optimizar sustancialmente la respuesta celular T
CD8+ inducida por el CpG-ODN tanto en magnitud como en calidad incluso al reducir el
esquema de inmunizacién de tres a una Unica dosis.

Adicionalmente, se demostré que la generaciéon de esta respuesta celular T
CD8+ efectora es independiente de la via de sefializacién dada por IL-6 y de la asistencia
mediada por células Th. Sin embargo, la participacién de los IFN-I result6 ser
absolutamente esencial para la induccién de esta respuesta.

El uso de esta formulacién adyuvante también demostr6 promover la
internalizacion simultdnea del antigeno OVA y el CpG-ODN por medio de DCs
explicando, en cierta forma, el efecto observado en el incremento de la induccién de la
respuesta celular T CD8+ mediante un antigeno exdgeno no particulado.

Finalmente, se comprob6 la superioridad en la proteccidon conferida por la
inmunidad celular mediada por células T CD8+ inducida por inmunizacién con
OVA/CpG-ODN/Coa-AS16 respecto a su contraparte en solucion OVA/CpG-ODN frente

a un modelo de infeccidén con L. monocytogenes.
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CAPITULO III

Efecto adyuvante sobre la respuesta celular T CD8+ de
MEMORIA del CpG-ODN formulado en un sistema

nanoestructurado
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El objetivo primordial de toda vacuna es lograr ejercer una proteccién eficaz que
perdure en el tiempo. La gran mayoria de las vacunas licenciadas para uso humano, como
hemos descrito previamente, ejercen su proteccion a expensas de anticuerpos
(inmunidad humoral) pero fallan a la hora de generar una respuesta celular T que
perdure en el tiempo (inmunidad celular). Con el objetivo de superar este desafio,
numerosos grupos se han dedicado a estudiar los mecanismos fisiolégicos involucrados
en la induccién de células T de memoria tras procesos infecciosos que generan
naturalmente poblaciones de memoria de gran magnitud y relativamente faciles de
detectar para su estudio. Sin embargo, el estudio del comportamiento de la memoria
celular inducida tras vacunacién representa un desafio mayor, dado que la respuesta T
generada por la mayoria de las vacunas es relativamente débil en comparacién con la
generada frente a un proceso infeccioso y representa complicaciones en término de su
deteccidn y andlisis. Adicionalmente, la respuesta inmune de memoria se ve afectada por
el nimero de inmunizaciones empleadas, siendo que, en numerosas ocasiones, es
necesario utilizar mas de una inmunizacién para generar una memoria eficaz. A
continuacién, se describirdn brevemente algunos conceptos relacionados con la

respuesta inmune de memoria.
Proceso fisioldgico de induccion de memoria celular T CD8+

Durante una respuesta inmune tipica frente a una infeccién aguda, un nimero
pequeiio de células T CD8+ virgenes reconoce al invasor, se activa, prolifera y expande
ampliamente para generar una poblacion efectora capaz de controlar la infeccion. La
mayoria de estas células (alrededor de un 95%) moriran posteriormente por apoptosis
en la fase de contraccién. Durante la fase de expansién también se producen las células
que eventualmente formaran parte de la poblaciéon de memoria que se mantendra a largo
plazo. La llamada memoria inmunoldgica simplemente indica que el sistema inmune,
frente a exposiciones sucesivas (pero interrumpidas) en el tiempo hacia un mismo
antigeno, tiene la capacidad de sufrir modificaciones cualitativas y/o cuantitativas para
incrementar la efectivad protectora hacia ese antigeno. Esto conduce a una respuesta
inmune secundaria mejorada en comparacion con la respuesta primaria. Con el término

"mejorada'’, nos referimos a una respuesta de mayor magnitud, mas rapida, mas sensible
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a dosis bajas de antigeno y mas eficaz que la respuesta efectora primaria (159-161) (Fig.

3.1)
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Figura 3.1. Cinética de una respuesta celular T. (A) Durante la fase de infeccion viral aguda, las células
T especificas de antigeno proliferan rapidamente (fase de expansién) y se diferencian en linfocitos T
citotoxicos que eliminan el virus. La mayoria de estas células mueren durante las préximas semanas
durante la fase de contraccion de la respuesta. Solo un pequefio porcentaje de células T efectoras (5-10%)
sobrevive y se desarrolla para dormir la poblacién de memoria T CD8+. (B) La poblacién de células T
efectoras se puede separar en multiples subpoblaciones en funcidn de diferencias en la expresion de genes
y proteinas, funcién efectora, patrones migratorios, capacidad proliferativa y su destino a largo plazo. En
ultima instancia, no todas las células T efectoras tienen el mismo potencial para formar células T de
memoria. Algunos marcadores de superficie celular se correlacionan con los distintos destinos de células
T efectoras y de memoria: las células T efectoras terminales, en azul, son KLRG1" IL-7Rale CD27'° BCL-2le
mientras que las células de memoria (y precursoras de memoria), en rojo, son KLRG1!° IL-7Rahi CD27hi
BCL-2M. Sin embargo, también existen otras subpoblaciones de células T con estados de diferenciacion
intermedios que tienen fenotipos, longevidad y habilidades para autorrenovarse mixtos, como lo muestran
las poblaciones amarilla y verde. Con el tiempo, también puede haber alguna interconversion entre estas

subpoblaciones. Adaptado de Kaech y col, 2012 (162).
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Definicion de memoria celular y descripcion de las diferentes subpoblaciones de

memoria celular T

La poblacion de células T de memoria no es una poblacién homogénea, sino que
se compone de diversas subpoblaciones de gran flexibilidad. Las células de memoria
minimamente pueden definirse como aquella poblacién que persiste a largo plazo tras
la eliminacién del antigeno (mientras que las células efectoras "tipicas" no lo hacen).
Sin embargo, no hay consenso sobre la longevidad minima suficiente para clasificar
como "memoria", y esta definicién no incluye propiedades funcionales. Un criterio
adicional cominmente usado es su alta capacidad de proliferaciéon tras un segundo
contacto con el antigeno. El uso de estos dos parametros (longevidad y potencial
proliferativo) permite la demarcaciéon de subpoblaciones de células T virgenes, de
memoria T efectoras (T effector memory, Tem) y de memoria T central (T central
memory, Tcm). Brevemente, podemos decir que las células Tem tienen generalmente una
vida util mas limitada y un potencial proliferativo mas débil en comparacién con sus
homologos de células Tcm. Estudios mas recientes han identificado una tercera
poblacion de células T de memoria residentes de tejido (tissue-resident memory T cells,
Trm) que se diferencia del resto en sus capacidades migratorias. Dichas células residen
en los tejidos periféricos no linfoides y no tienen la capacidad de recircular ejerciendo
una proteccién local rapida frente al ingreso “in situ” de patégenos (163, 164). Sin
embargo, los analisis de las poblaciones tras activacion en diferentes modelos de
infeccion ilustran una diversidad mucho mayor en los potenciales de supervivencia y
capacidad de respuesta, asi como diversas subpoblaciones definidas por marcadores

fenotipicos y funcionales en sitios linfoides y no linfoides (165, 166).
Memoria en vacunas

Para el disefio racional de vacunas mas eficientes es necesario conocer
principalmente dos cosas: como funciona el proceso de induccién de las diferentes
poblaciones de memoria T y cémo correlacionan dichas poblaciones con un efecto

protector frente a una infeccién o enfermedad.
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Puntos a tener en cuenta en el disefio de vacunas:

° Asistencia por medio de células Th en el momento de induccién de la respuesta

inmune “priming”: Estd ampliamente descrito que la activacién de células T CD8+ in vivo

puede ocurrir en la ausencia de interaccion con células Th (167). Sin embargo, diversos
estudios demostraron que las células Th tienen un rol importante en la activacion inicial
(fase de expansion) y destino (fase post expansion) de células T CD8+ hacia células de
memoria (168-171) tanto en modelos de infeccién como de inmunizacién. Dicho de otra
manera, son requisito para la inducciéon y mantenimiento de memoria celular T CD8+.

o Dosis de antigeno durante el “priming”: La dosis y el tiempo de persistencia del
antigeno ideal para generar memoria de buena calidad son parametros que hasta el dia
de hoy desatan grandes controversias. Algunos estudios apoyan la idea de que la
magnitud de la expansidn primaria de las células T CD8+ correlaciona positivamente con
la cantidad de antigeno administrada o dosis de infeccion; es decir que, a mayor dosis
inicial de antigeno, mayor serd la respuesta de memoria T generada (172). Sin embrago,
otros estudios, contradicen estos resultados. Por ejemplo, en un modelo de infeccién con
L. monocytogenes, Pope y colab. encontraron una correlacién inversa entre la dosis de
antigeno administrada durante el “priming” de células T CD8+ y la magnitud de la
respuesta de memoria generada tras el desafio oral con el patégeno (173).
Subsecuentemente, Badovinac y colab. compararon la respuesta de memoria celular T
CD8+ inducida en ratones previamente inmunizados con dos dosis diferentes (alta y
baja) de antigeno y observaron que la respuesta de memoria era mayor en aquellos
animales inmunizados con la dosis baja de antigeno (174). Aunque este tema es ain muy
controversial, mayormente estd aceptado que un “priming” con dosis de antigeno
persistente en el tiempo (efecto “depot”) puede generar memoria de mayor calidad (175,
176).

o Proceso inflamatorio durante el “priming”: La generacidon de un microambiente
inflamatorio es necesario para la activacion de la respuesta innata y posterior induccion
de la respuesta adaptativa. Sin embargo, un proceso inflamatorio excesivo puede tener
efectos negativos sobre la calidad de la respuesta de memoria inducida afectando tanto

el nimero de clones de memoria generados como su capacidad de respuesta secundaria
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(177). Otro aspecto a tener en cuenta es la composiciéon del microambiente inflamatorio,
ya que el mismo, impacta considerablemente sobre las propiedades (cantidad y calidad)

de la respuesta de células T CD8+ de memoria (178-181).

Precursores de memoria

En modelos experimentales murinos en infecciones agudas con el virus de
coriomeningitis linfocitica (lymphocytic choriomeningitis virus, LCMV) o L.
monocytogenes se ha descrito que, en las primeras etapas de expansidn celular, es posible
distinguir tempranamente entre las células T CD8+ en expansion que daran lugar a
células de memoria de aquéllas que se diferenciaran a célula efectoras. Esta distincion se
da mediante la combinaciéon de los marcadores de superficie: Kkiller cell lectin-like
receptor G1(KLRG1) y CD127 (receptor de IL-7, ILR7a). Algunos estudios sugieren que
las células que, en etapas tempranas, expresan la combinacién de altos niveles de KLRG1
y bajos niveles de CD127 (KLRG1h CD127'°), tienden a diferenciarse a células efectoras y
se las denomina “células efectoras de vida media corta” (Short-Lived Effector Cells,
SLECs). En cambio, las células que expresan, durante la fase de expansion, bajos niveles
de KLRG1 y altos niveles de CD127 (KLRG1le CD127hi), tienden a diferenciarse en células
de memoria y se las denomina “células efectoras precursoras de memoria” (Memory
Precursor Effector Cells, MPECs) (182-185). Sin embargo, es importante aclarar que
esta combinacion de marcadores no son indicadores exactos de SLECs and MPECs y
deben tomarse con precaucion. Esta descrito que no todas las células CD127hi dan lugar
a células de memoria. Asimismo, existen células de fenotipo KLRG1h CD127! que pueden
persistir por un tiempo tras infecciones primarias y secundarias y células T CD8+
efectoras y de memoria que pueden expresar ambos marcadores KLRG1 y CD127 (182,
183). Ademas, los mecanismos de activacion de células T durante procesos no
infecciosos, por ejemplo, vacunacién con DCs, pueden generar una poblacién casi
uniforme de células tipo MPECs pero muchas de estas células, no se convierten en células
de memoria T CD8+ (177, 186, 187). Estos resultados sugieren que las células T CD8+
efectoras pueden residir en un rango de estados diferenciados que abarcan los estados
SLEC y MPEC y, por lo tanto, es aconsejable tener en cuenta otros atributos para refinar

la identidad de estos precursores celulares. Adicionalmente, aiin se dispone de escasa

79



informacion sobre las poblaciones KLRG1le CD127'°, denominadas “células efectoras
tempranas” (Early Effector Cells, EECs) o de las poblaciones KLRG1h CD127hi “células
efectoras doble positivas” (Double-Positive Effector Cells, DPECs). Particularmente,
las células EECs han sido investigadas en modelos de infecciéon viral y bacteriana
arrojando diferentes resultados. Sin embrago, dichos modelos llegan a la conclusion de
que esta poblacion es un estado transitorio de células precursoras que atn no han sido
comprometidas a la diferenciacion de SLECs o MPECs y que dicha decisiéon depende de

estimulos inflamatorios adicionales (188).
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RESULTADOS DEL CAPITULO III
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Estudio de precursores de células T CD8+ efectoras v de memoria durante la fase

de expansion inducidos tras la inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

Teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos sobre la expansién de
células T CD8+ antigeno especificas durante la fase efectora tras inmunizacién con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 nos adentramos a estudiar su potencial en la generacion de
células T CD8+ de memoria. Como un primer acercamiento sobre el tema iniciamos
analizando la posible generacién de precursores tempranos de memoria. Con este
objetivo, se compararon las subpoblaciones de células T CD8+ tetramero positivas
inducidas tempranamente tras la inmunizacion con diferentes estrategias adyuvantes
con aquella inducida por un modelo de infeccién con 4ActA LM-OVA.

Para ello, animales C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o infectados via i.v. con 4ActA LM-OVA en el dia 0. Siete dias post
tratamiento, los animales fueron sacrificados para la recolecciéon del bazo y posterior
analisis de subpoblaciones precursoras de células T CD8+ efectoras y de memoria.
Inicialmente, analizamos la poblacion de células T CD8+ tetramero positivas en
porcentaje (Fig. 3.2 A) y numero total (Fig. 3.2 B) inducidas por los distintos
tratamientos. Posteriormente, estudiamos la frecuencia de precursores MPECs y SLECs
dentro de las células T CD8+ tetramero positivas mediante el uso de la combinacion de
marcadores de superficie KLRG1 y CD127. Si bien las poblaciones de células tetramero
positivas son muy pequefias, nos permite observar ciertas tendencias. Los animales
inmunizados con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 muestran porcentajes de
MPECs y SLECs similares, con una induccién de MPECs ligeramente mayor que las
observadas mediante la infeccion con AActA LM-OVA (Fig. 3.2 C-E). La infeccion
bacteriana, en cambio, induce principalmente una subpoblacién de fenotipo efector con
un porcentaje de células SLECs significativamente superior a las estrategias adyuvantes
utilizadas (Fig. 3.2 E). Estos resultados son coherentes con el objetivo de una vacuna
donde idealmente se busca la generacién de proteccién a largo plazo y no se requiere,
como el caso de una infeccidén, de una respuesta efectora robusta inminente. A pesar de
que ambas estrategias de inmunizacion generan la misma proporcién de células MPECs,
los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 generan un numero de MPECs

sustancialmente superior a su contraparte soluble, OVA/CpG-ODN y a los animales
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infectados con AActA LM-OVA (Fig. 3.2 F). Este resultado es consistente con una
magnitud de expansidn clonal primaria superior de células T CD8+ tetramero positivas
al inmunizar con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en comparacién con su contraparte
OVA/CpG-ODN. En otras palabras, la formulacién del CpG-ODN con el coagel no parece
afectar el destino de células T CD8+ en expansion hacia células de memoria, sino que la
diferencia recae en el numero de clones T CD8+ activados en expansion que es superior
al utilizar el coagel en la formulaciéon. Este efecto en el aumento del nimero total de
clones T CD8+ diferenciados a MPECs podria trasladarse a una mejor proteccion a largo

plazo.
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Figura 3.2. Subpoblaciones de células T CD8+ tetramero positivas durante la fase de expansion
clonal primaria. Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/CoaASC16 o
infectados con 5x103 UFC/raton de AActA LM-OVA al dia 0. Al dia 7 post tratamiento, los animales fueron
sacrificados para extraccidn del bazo. (A) Porcentaje y (B) nimero total de células T CD8 tetramero Kb-
SIINFEKL positivas. (C) Zebra Plot representativos de las subpoblaciones precursoras T CD8+ tetramero
SIINFEKL positivas de cada grupo de tratamiento. (D) Proporcién de cada subpoblaciéon de células
precursoras T CD8+ tetramero SIINFEKL positivas. (E) Porcentaje y (F) numero total de las
subpoblaciones SLECs y MPECs inducidas en los distintos grupos de tratamiento dentro del gate de células
T CD8+ tetramero KP-SIINFEKL positivas. (E) Los datos representan la media # SEM de los valores
individuales (4 ratones/tratamiento en cada experimento) de dos experimentos independientes.

*#*p<0,001; n.s.: no significativo.
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Cinética en sangre de la expansion v contraccion primaria y expansion secundaria

de células T CD8+ tetramero positivas. Establecimiento del periodo correspondiente

a la fase memoria

Tipicamente, tras el reconocimiento de un antigeno y posterior activacion de los
linfocitos T CD8+ virgenes, esos clones especificos de antigeno entran en un estado de
expansion para incrementar la poblacién efectora e inducir una respuesta efectiva contra
el antigeno. Comunmente, la fase de expansion clonal llega a su pico entre los dias 5y 7
post encuentro con el antigeno. Luego, esas células entran en un estado de contraccién
donde se estima que aproximadamente el 95% de los clones mueren por apoptosis. Cerca
del 5% restante, se diferenciara para dar células de memoria T CD8+ especificas de
antigeno.

Con el fin de estudiar los clones de células T CD8+ de memoria inducidos por la
inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 era necesario primero establecer en
nuestro modelo el periodo a partir del cual era correcto hablar de memoria celular. Para
ello, realizamos una cinética en sangre de células T CD8+ tetramero positivas en animales
inmunizados en el dia 0 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 o CpG-
ODN/Coa-ASC16. El primer objetivo de esta cinética fue evaluar la respuesta T CD8+
primaria inducida tras las distintas estrategias de inmunizacion. Una vez observada la
contraccion primaria de las células T CD8+ especificas del péptido SIINFEKL hasta un
nivel indectectable por medio de la marcacién con el tetramero KP-SIINFEKL, se esper6
alrededor de 20 dias para asegurar la estabilidad de los clones de memoria. Al dia 34 post
inmunizacién los animales inmunizados fueron infectados con 1x10® UFC/raton de
AActA LM-OVA con el objetivo de proporcionar un segundo encuentro con el antigeno
para expandir los clones de memoria y determinar su tiempo de reaccién (expansion
secundaria). Adicionalmente, se infecté un grupo no inmunizado como control. Como
podemos observar, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 inducen
una respuesta celular efectora T CD8+ detectable en sangre por medio del tetramero Kb-
SIINFEKL que llega a su pico al dia 7 post inmunizacién mientras que los demas grupos
de tratamiento practicamnete no logran una expansion primaria detectable por
tetramero (Fig. 3.3 A y B). Entre los dias 3 y 5 post infecciéon con 4ActA LM-OVA

podemos observar la rapida expansién secundaria de células T CD8+ de memoria
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tetrdmero positivas correspondiente a los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN u
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Fig. 3.3 A). A pesar de la amplia expansién de los clones de
memoria correspondientes a dichos grupos de tratamiento, los animales inmunizados
con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentan un porcentaje significativamnete mayor a la
de los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN. Como es de esperar, los grupos control
(animales infectados sin previa inmunizaciéon) o inmuizados con el adyuvante en
ausencia de antigeno (CpG-ODN/Coa-ASC16) respondieron en forma similar ante la
infeccion generando una respuesta primaria hacia el antigeno con una expansién clonal
maxima a los dias 7 post infeccion. Con estos resultados podemos afirmar que entre los
dias 3 y 5 (Fig. 3.3 C, dia 37 y dia 39) post infeccion las células T CD8+ tetramero
positivas corresponden estrictamente a clones de memoria en expansiéon. Mas alla de
este periodo, comienzan a mezlarse células T CD8+ primarias y secundarias en respuesta

a la infeccion con AActA LM-OVA.
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Figura 3.3. Cinética en sangre de expansion y contraccion primaria y expansion secundaria de
células T CD8+ tetramero positivas. Ratones C57BL/6 fueron inmunizados en el dia 0 con OVA/CpG-
ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16. Al dia 34 post inmunizacidn, los animales
inmunizados y un grupo control sin tratar fueron infectados via i.v. con 10¢ UFC de AActA LM-OVA /raton.
Los animales fueron sangrados a distintos dias durante un periodo de 2,5 meses parala medicién de células
tetramero KP-SIINFEKL positivas dentro del gate de células T CD8+. (A) Cinética del porcentaje de células
T CD8+ tetramero Kb-SIINFEKL positivas en sangre. Los asteriscos representan la diferencia estadistica
entre los grupos de inmunizacién OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16; las referencias n.s. se
refieren a la comparacién entre los grupos de tratamiento CpG-ODN/Coa-Coa-ASC16 y no inmunizado +
AActA LM-OVA. (B) Porcentaje en sangre de células T CD8+ tetramero Kb-SIINFEKL positivas al dia 7 post
inmunizacion. (C) Porcentaje en sangre de células T CD8+ tetramero Kb-SIINFEKL positivas al dia 3 (dia 37
post inmunizaciéon) y 5 (dia 39 post inmunizaciéon) post infeccion con AActA LM-OVA. Los datos
representan la media + SEM de los valores individuales (4 ratones/ tratamiento en cada experimento) de

dos experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001; n.s.: no significativo.
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Caracterizacion _de la respuesta celular T CD8+ de memoria inducida por la

inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16

Una vez establecido el periodo en el cual trascurre la fase de memoria celular T
CD8+ nos propusimos estudiar la magnitud y calidad de dicha respuesta inducida por el
CpG-ODN formulado en la nanoestrutura en comparacion con el CpG-ODN en solucién.

Dado que la magnitud de la respuesta endégena de células T CD8+ inducida por
una vacuna es muy baja, para estudiar la respuesta T en la fase de memoria utilizamos
una infeccién con AActA LM-OVA a modo de provocar un segundo encuentro con el
antigeno y expandir los clones de memoria hacia un nivel detectable por tetrameros Kb-
SIINFEKL. Para ello, ratones C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN,
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 o CpG-ODN/Coa-ASC16 en el dia 0. Treinta y cuatro dias post
inmunizacién, durante la fase memoria, los animales inmunizados y un grupo control
fueron infectados viai.v. con 1x10¢ UFC/raton de AActA LM-OVA. Tres dias post infeccion,
los animales fueron sacrificados para el estudio de células T CD8+ de memoria en bazo
(Fig. 3.4 A). Los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron un
porcentaje de células T CD8+ tetramero positivas alrededor de dos veces mayor que los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN. A ese tiempo, la frecuencia de células T CD8+
tetramero positivas de los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN no muestra
diferencias significativas con el grupo control no inmunizado. A modo de control,
podemos observar que los animales inmunizados con el adyuvante sin el antigeno (CpG-
ODN/Coa-ASC16)y el grupo control (no inmunizado) generaron una respuesta de células
T CD8+ apenas detectable en el periodo de tiempo estudiado corroborando que lo que
observamos es una respuesta de memoria y no una respuesta primaria (Fig. 3.4 B).
Denotando un comportamiento similar, el nimero total de células T CD8+ tetramero
positivas inducido por la inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 tras desafio con
AActA LM-OVA fue aproximadamente 6 veces mayor que el nimero generado en los
animales previamente inmunizados con OVA/CpG-ODN (Fig. 3.4 C). En la Fig. 3.5 se

muestra la estrategia de gating utilizada.
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Figura 3.4. Magnitud de la expansién secundaria de células T CD8+ de memoria inducida por
inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 tras la infeccion con AActA LM-OVA. (A) Ratones
C57BL/6 fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-
ASC16. Al dia 34 post inmunizacién los animales tratados y un grupo control no inmunizado fueron
infectados con 106 de UFC/ratén AActA LM-OVA. Tres dias post infeccidn, los animales fueron sacrificados
para extraccién del bazo. (B) Porcentaje y (C) niimero total de células T CD8+ tetramero positivas en bazo
al dia 3 post infeccién con AActA LM-OVA. Los dot plot en (B) son representativos de un animal
correspondiente a cada grupo de tratamiento. Los datos representan la media +# SEM de los valores
individuales (4 ratones/ tratamiento en cada experimento) de dos experimentos independientes. *p<0,05;

**¥p<0,01; n.s.: no significativo.
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Figura 3.5. Estrategia de gating utilizada para el analisis de células T CD8+ tetramero KP-SIINFEKL
positivas mostradas en la Fig. 3.3. Los dot plot corresponden a un animal inmunizado con OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16.

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar la calidad de la respuesta de memoria
secundaria de células T CD8+ observada previamente, estudiamos la frecuencia de
células T CD8+ de memoria productoras de las citoquinas IFN-Y, TNF-a e IL-2. Los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron una mayor porcentaje
(Fig. 3.6 A) y nimero total (Fig. 3.6 C) de células T CD8+ de memoria simple (IFN-Y+)
y doble (TNF-a+ IFN-Y+) positivas. Estos resultados sugieren que estas células T CD8+
tienen un mayor potencial efector que aquellas generadas por la inmunizacién con
OVA/CpG-ODN. Los patrones de expresion de citoquinas observados entre los diferentes
grupos de tratamiento muestran la similitud entre los animales que fueron previamente
inmunizados con el antigeno (OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16) y los que no
(CpG-ODN/Coa-ASC16 y no inmunizados) exponiendo la diferecia entre una respuesta
celular T CD8+ frente al antigeno primaria de una secundaria (Fig. 3.6 B). En la Fig. 3.7

se muestra la estrategia de gating utilizada.
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Figura 3.6. Calidad de la respuesta celular T CD8+ de memoria inducida por la inmunizaciéon con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Ratones C57BL/6 fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN,
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16. Al dia 34 post inmunizacién los animales tratados y
un grupo control no inmunizado fueron infectados via i.v. con 1x106 UFC/rat6n de AActA LM-OVA. Tres
dias post infeccion, los animales fueron sacrificados para extraccion del bazo. Las suspensiones celulares
de esplenocitos fueron reestimuladas ex vivo con el péptido SIINFEKL por 5 hs. (A) Porcentaje de células
T CD8+ productoras de cada una de las siete combinaciones posibles de las citoquinas IFN-Y, TNF-a y IL-2
dentro de la poblacién total de células T CD8+ calculadas por el método boolean gating tras substraccion
de los valores de expresion basales. (B) Fraccion de células T CD8+ productoras de las siete combinaciones
posibles de citoquinas dentro de la poblacién T CD8+ positiva para al menos una de las citoquinas
estudiadas. (C) Numero total de células T CD8+ productoras de cada una de las siete combinaciones
posibles de las citoquinas IFN-Y, TNF-a y IL-2 dentro de la poblacion total de células T CD8+ calculadas
por el método boolean gating tras substraccién de los valores de expresion basales. Los datos muestran la
media = SEM de valores individuales (4 ratones por grupo de tratamiento en cada experimento) y son

representativos de dos experimentos independientes. *p<0,05; n.s.: no significativo.
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Figura 3.7. Estrategia de gating utilizada para el analisis de produccion de citoquinas intracelulares
por células T CD8+ mostradas en la Fig. 3.6. Los dot plot son representativos de un animal inmunizado
con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Los gates muestran la seleccién utilizada para los calculos por medio del

método boolean gating.

Determinacion de la eficiencia de la respuesta de memoria celular T CD8+ generada

por la inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 frente a un modelo de infeccion

con LM-OVA

Finalmente, evaluamos la eficiencia de la respuesta mediada por células T CD8+
de memoria inducida por inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en un modelo de
infeccion. Para ello, ratones C57BL/6 fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN,
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16. Treinta dias post inmunizacion,
durante la fase de memoria, los animales inmunizados fueron infectados junto con un

grupo control con 5000 UFC/raton de LM-OVA. Cinco dias después, los animales fueron
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sacrificados para la recoleccion de bazo e higado. Los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 generaron un porcentaje (Fig. 3.8 A) y un namero total (Fig.
3.8 B) de células T CD8+ tetramero positivas de memoria activadas significativamente
superior a la de los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN. Adicionalmente, los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron una mayor eficiencia
en la reduccion de la carga bacteriana de LM-OVA en higado resultando en una reducciéon

de mas de dos unidades logaritmicas en comparacién con los animales inmunizados con

OVA/CpG-ODN (Fig. 3.8 C).
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Figura 3.8. Eficacia de la respuesta celular T CD8+ de memoria inducida por inmunizacién con
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 frente a un modelo de infeccion con LM-OVA. Ratones C57BL/6 fueron
inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16. Al dia 30
post inmunizacidn, los animales tratados fueron infectados via i.v. con una dosis letal de 5.000 UFC/ratén
de LM-OVA. Los animales fueron sacrificados cinco dias post infeccién para la recolecciéon de bazo e
higado. (A) Porcentaje y (B) numero total de células T CD8+ tetramero KP-SIINFEKL+ activadas en bazo.
(C) Carga bacteriana en higado representada como logio UFC. Los datos representan la media + SEM de
los valores individuales (3 ratones/ tratamiento en cada experimento) de dos experimentos

independientes. *p<0,05; p**<0,01; ***p<0,001.
Con el objetivo de evaluar estrictamente el nivel de proteccidn a largo plazo
mediada por células T CD8+ se realizdé un ensayo de sobrevida en donde los animales
inmunizados con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-ASC16

fueron desafiados 30 dias post inmunizacién con una dosis letal de LM-OVA. El grupo

inmunizado con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 logré generar una proteccion eficaz contra
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la infeccidon resultando en una sobrevida del 100% mientras que los demés grupos de

inmunizacidn no lograron proteger contra la infeccion (Fig. 3.9).

—— OVA/CpG-ODN + LM-OVA

—— OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 + LM-OVA
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-+- No inmunizado + LM-OVA

100 L g

80-
60-
40

204

Porcentaje de Sobrevida

5 10 15
Dias post infeccién

Figura 3.9. Ensayo de sobrevida frente a una infeccién con LM-OVA en fase de memoria. Animales
C57BL/6 fueron inmunizados al dia 0 con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 u CpG-ODN/Coa-
ASC16. Al dia 30 post inmunizacion, los animales tratados fueron infectados con una dosis letal de 1x104
UFC/ratén de LM-OVA junto a un grupo control no inmunizado. Curvas de sobrevida representado como
grafico de Kaplan-Meier para cada grupo de tratamiento (n=3). Dado el nimero reducido de animales el
analisis estadistico no arrojé diferencias significativas entre los grupos. (Aclaracion: este experimento fue
realizado en EE.UU. en el marco de una beca obtenida por el programa BECAR y lamentablemente no se llegé
a repetir antes de que finalizara la beca. Fue presentado en esta tesis a pesar del niimero bajo de animales
por haber demostrado ser muy contundente. Sin embargo, estamos en este momento poniendo a punto el

sistema para repetirlo en Argentina).

Estos resultados demuestran que la formulacién del CpG-ODN en el coagel induce la
generacion de una respuesta celular T CD8+ de memoria de mayor magnitud y calidad
que su contraparte en solucion probando ser mas eficiente a la hora de proteger frente

a una infeccion intracelular.

95



CONCLUSIONES DEL CAPITULO III

Con estos resultados podemos concluir que la formulacion del CpG-ODN
utilizando la nanoestructura de coagel como plataforma no sdlo potencia el efecto
adyuvante innato del CpG-ODN hacia un perfil de respuesta celular T CD8+ efectora, sino
que también logra generar una respuesta celular T CD8+ de memoria superior en calidad
y magnitud al CpG-ODN en solucion. Dicha respuesta, demostré ser mas eficaz frente a
un modelo de infeccidn intracelular contra L. monocytogenes protegiendo incluso frente
a una dosis letal.

Sin embargo, este trabajo abarca sélo el inicio en el estudio de memoria T
inducida por la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Es necesario continuar
dilucidando los posibles mecanismos involucrados en la potenciacién de esta respuesta,
asi como la caracterizacion de las distintas subpoblaciones de memoria T CD8+

generadas.
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La necesidad de optimizar la efectividad de las vacunas reduciendo al mismo
tiempo su toxicidad ha motivado numerosos estudios sobre nuevas formulaciones para
controlar cémo, cuando y doénde los antigenos y adyuvantes encuentran células
inmunes e incluso interaccionan con células no inmunes luego de su administracion. En
términos generales, se acepta el concepto de que los componentes de una vacuna a
subunidad eficaz debe dirigirse a los LNs, activar tanto el sistema inmune innato como
adaptativo, y persistir durante un tiempo suficiente para promover una respuesta
inmune madura (4). El uso de formulaciones disefiadas para regular la biodistribucion
de adyuvantes y antigenos hacia 6rganos linfoides y promocion de la internalizaciéon
antigénica por APCs en simultaneo con la generacion de sefales inflamatorias ha
adquirido vital importancia en el desarrollo de vacunas de la nueva generacion (4).

El CpG-ODN ha demostrado fehacientemente ser un candidato ideal como
adyuvante principalmente por su gran potencial para inducir tanto una respuesta
humoral como celular en un perfil de polarizaciéon Th1 (38, 98). Es por ello que ha sido
considerado como componente principal en infinitas estrategias adyuvantes disefiadas
con el objetivo de superar sus falencias y potenciar su efecto inmunoestimulador sobre
el sistema inmune (52, 96-98). Hasta la fecha, el CpG-ODN ha sido utilizado en mas de
600 estudios preclinicos y en 100 ensayos clinicos para el tratamiento o prevencion de
cancer, infecciones y alergias (96). La gran mayoria de dichos estudios se han
desarrollado utilizando CpG-B mientras que el CpG-A dificultosamente ha llegado solo
a unos escasos ensayos clinicos. Esto se debe a que la estructura del CpG-A permite la
formacidon espontanea (no controlable) de estructuras ordenadas no uniformes en
condiciones fisioldgicas cuyas acciones bioldgicas son poco predecibles para su uso
clinico (96). A pesar de las enormes ventajas del CpG-ODN como adyuvante, la gran
mayoria de las estrategias actualmente en desarrollo para su formulacién,
(independientemente de la clase de CpG-ODN utilizada), son altamente costosas y
dificiles de fabricar por lo que se requiere de sistemas mas simples y econdmicamente
mas accesibles capaces de ser fabricados a gran escala (96).

En este trabajo proponemos una innovadora estrategia de formulacién para el
CpG-ODN basada en el uso de una plataforma de cristal liquido formada por

autoensamblaje de palmitato de ascorbilo con el objeto de potenciar su efecto
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adyuvante. Entre otras ventajas, esta nanoestructura es: simple de fabricar, estable a
temperatura ambiente, estd compuesta por componentes biodegradables y es
fisiolégicamente bien tolerado en ratones (108). Aqui, profundizamos sobre la
caracterizacion bioldgica del potencial de la estrategia adyuvante propuesta iniciada
afios atras por este grupo de investigacion.

Previamente, se ha demostrado su capacidad para potenciar la respuesta
humoral en ratones BALB/c con un modelo de tres inmunizaciones (108). Aqui,
iniciamos profundizando en el estudio de los efectos de esta estrategia adyuvante en la
magnitud y calidad de la respuesta humoral generada con distintos esquemas de
inmunizacion en ratones C57BL/6.

Vale aclarar desde un inicio que la comparacién de la respuesta inmune humoral
y celular generada por la estrategia propuesta en este trabajo con otras formulaciones
adyuvantes reportadas debe tomarse con precaucion. Esto se debe a que existen
multitud de factores que son propios de cada modelo experimental como la cepa de
ratén empleada, el origen/calidad (grado de contaminaciéon con endotoxinas) de la
OVA, diferencia de dosis de OVA y/o CpG-ODN utilizadas y la via de administracién,
entre otros. Todas estas variables influyen en la respuesta inmune generada y deben
tenerse en cuenta a la hora de comparar resultados.

Como pudimos observar, la formulaciéon del CpG-ODN con Coa-ASC16 potencia
su efecto adyuvante sobre la respuesta humoral incrementando sustancialmente la
magnitud de anticuerpos IgG total y subtipos IgG1l e IgG2c especificos de OVA en
comparacién con su contraparte en solucion OVA/CpG-ODN (Fig. 1.1). Adicionalmente
destacamos que, si bien el coagel en ausencia del CpG-ODN genera titulos de IgG e IgG1
similares a la inmunizacién con OVA/CpG-ODN en solucion, es necesaria la presencia
del CpG-ODN para inducir la generaciéon de anticuerpos IgG2c (isotipo asociado a un
perfil de respuesta Th1) demostrando su rol esencial para polarizar la respuesta hacia
dicho perfil. Los resultados obtenidos con nuestra estrategia de formulacién son
comparables con otras formulaciones en desarrollo que involucran métodos mas
complejos. Por ejemplo, un trabajo de Qian Wang, que estudia la respuesta humoral
inducida por OVA/CpG-ODN formulado en microparticulas de un polimero

biodegradable de acido poli(lactico-co-glicélico) conocido comtiinmente por sus siglas
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en inglés como PLGA, obtiene titulos de IgG1 e IgG2c comparables a los obtenidos con
nuestra formulacién (189). Es de destacar que la formulaciéon OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 permite la generacion de ambos subtipos de IgG demostrando un potencial en la
generacion del tan buscado balance entre ambos perfiles de respuesta Th1/Th2.

Sin embargo, la generacion de altos titulos de anticuerpos no necesariamente se
correlaciona con una mayor proteccién humoral, en muchos casos, una activacion
ineficiente de linfocitos B lleva a una diferenciacién de células plasmaticas productoras
de anticuerpos de baja afinidad/avidez que ejercen una proteccion deficiente frente al
patégeno contra el que se quiere proteger. Nuestros estudios demuestran que el uso del
coagel para formular OVA/CpG-ODN induce anticuerpos de una avidez comparable a la
inducida por el poderoso adyuvante CFA y significativamente superior a la generada
por la inmunizaciéon con OVA/CpG-ODN (Fig. 1.2). Este aumento en la calidad de los
anticuerpos generados sugiere que el uso del coagel como plataforma del CpG-ODN
induce sefiales y/o activacién de células que finalmente tienen un efecto positivo sobre
los CG en los oOrganos linfaticos secundarios promoviendo un incremento en la
hipermutacion somatica. No obstante, este tema requiere mayor estudio para llegar a
conclusiones mas certeras.

Entre las diversas citoquinas involucradas en la inducciéon de una respuesta
humoral no podemos dejar de mencionar a la IL-6. Su participacion en la magnitud y
calidad de este tipo de respuesta ha sido ampliamente descripta por diversos grupos de
investigacion. Entre otras cosas, la IL-6 induce la diferenciacion de células T CD4+ a
células T helper foliculares (T follicular helper cells, Tth) quienes participan luego en el
desarrollo de los CG. No obstante, existen diversas controversias en los resultados
obtenidos in vivo en diferentes modelos experimentales. Cuando la IL-6 ha sido
coadministrada con una vacuna a DNA como componente adyuvante ha dado
resultados positivos incrementando los titulos de anticuerpos (IgG, I1gGl e IgG2a)
especificos de antigeno (190). Otras publicaciones muestran que ratones II-67-
inmunizados con antigenos proteicos conjugados con haptenos precipitados en
aluminio, como 2,4-dinitrofenol-OVA (DNP-OVA) o 4-hidroxi-3-nitrofenil-acetil-
gamma globulina de pollo (NP-CGG) junto con Bordetella pertussis inactivada por calor,

desarrollan menores titulos de anticuerpos IgG2a e IgG total respectivamente (125,
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126). Mas recientemente, un elegante trabajo muestra en un modelo de ratones
humanizados que la produccién de IL-6 humana mejora los titulos de IgG especificos de
antigeno y la frecuencia de hipermutacién somatica cuando estos ratones son
inmunizados con OVA/CFA (191). Enrelacién al CpG-ODN, Chakarov y colab. mostraron
que la adicion de este inmunoestimulante a la emulsién incompleta de Freud (IFA)
mejora notablemente los titulos de IgG especifica de antigeno de manera dependiente
de IL-6 producida por DCs derivadas de monocitos (192).

Considerando los altos niveles de IL-6 que son liberados localmente en
respuesta a la administracion del coagel (109), hipotetizamos que esta citoquina podria
tener un rol en la respuesta humoral desarrollada por nuestra estrategia adyuvante.
Sorprendentemente, el efecto potenciador sobre la magnitud de la respuesta humoral
tanto de IgG1 como de IgG2c inducida por la formulacion OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16
no se vio afectado por la ausencia de IL-6 (Fig. 1.3). Por lo tanto, en nuestro sistema, la
IL-6 no parece afectar ni el efecto potenciador ni el proceso de cambio de isotipo
inducidos por la formulacién. En linea con nuestros resultados y a pesar de que esta
ampliamente aceptado que la IL-6 participa en la diferenciacién temprana de las células
Tfh y posterior produccién de IL-21 (citoquina involucrada en la diferenciacion
terminal de linfocitos B en los CG), existen trabajos que indican que el desarrollo de las
células Tth es independiente de dicha citoquina (193, 194). Poholek y colab. mostraron
que cuando a ratones previamente inmunizados con OVA/aluminio se les trasfiere
células OT-II, (células T CD4+ con un TCR especifico para el péptido de OVA), la
diferenciacién a células Tth es independiente de IL-6 (193). Ademas, Karnowski y colab.
mostraron que en un modelo de infeccién viral aguda en ratones /I-67/- 1a diferenciacion
de células T CD4+ a célula Tth no se ve afectada (194). A pesar de que muchas
publicaciones apoyan el concepto de que la IL-6 estd implicada en la diferenciaciéon
temprana de las células Tth, también ha sido demostrado que su ausencia puede ser
compensada por otras citoquinas como IL-21 e IL-27 (128). Otro dato interesante, es el
observado en un modelo murino de infeccion con LCMV, donde se describe que la
ausencia de IL-6 no influye en la generacion de IgG antigeno-especifica en etapas
tardias, pero si en etapas tempranas, afectando la velocidad de la seroconversion (193).

Dado que nuestros estudios en ratones II-67/- fueron realizados al dia 7 post tercera
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inmunizacidn, es posible que existan mecanismos de compensacién por la deficiencia
en IL-6 que estén actuando tempranamente y esta sea la razén por la cual no vemos
diferencias en nuestros resultados. Ademas, hasta el momento, no hemos estudiado
otros aspectos relacionados como la velocidad de seroconversién o el grado de avidez
de dichos anticuerpos generados en ausencia de IL-6. Por lo tanto, no es prudente
descartar la posibilidad de que al menos parte del potencial de esta estrategia
adyuvante en la induccién de una respuesta humoral mas eficiente esté ligado a dicha
interleuquina. Por otro lado, hemos demostrado indirectamente, mediante el uso de
ratones Ifnal/-, que la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce la produccién de
IFN-I. Ha sido descrito que la producciéon de IFN-I incrementa la producciéon de
anticuerpos tanto contra infecciones virales como contra antigenos proteicos (195,
196). Le Bon y colab. demostraron que los IFN-I potencian fuertemente la respuesta
humoral frente al antigeno soluble CGG con un incremento en la produccion de
diferentes isotipos de IgG y generacién de memoria humoral (195, 196). Mas
recientemente ha sido mostrado que adyuvantes que no contienen PAMPs, (IFA y
Montanide), pero producen DAMPs, inducen células Tth de manera dependiente de
MyD88 e IFN-I estando también la IL-6 involucrada en este accionar ((197). Si bien, no
hemos estudiado la respuesta humoral en animales Ifnal~-, los IFN-I podrian ser los
responsables del marcado incremento en la magnitud de anticuerpos generado por
nuestra estrategia de formulacion.

Como mencionamos en la introduccién, una de las cualidades importantes a las
que aspira un adyuvante ideal es su capacidad de permitir la reduccion de la dosis de
antigeno sin afectar la eficiencia de la respuesta inmune generada. En este estudio,
hemos demostrado que la formulacion OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 permite la
reduccion del antigeno OVA a un nivel tres veces inferior sin cambios significativos ni
en los titulos de anticuerpos generados ni en el nivel de la citoquina caracteristica del
perfil celular Th1, IFN-y (Fig. 1.4). Previamente, nuestro grupo demostré que el coagel
permite la reduccion de la dosis de CpG-ODN a mas de la mitad sin afectar la respuesta
adaptativa (108). Hipotetizamos que esto se debe a la capacidad del coagel de retener
OVA y tal vez CpG-ODN en el sitio de inyeccidn, reduciendo su distribucion sistémica y

optimizando asi la interaccién de los componentes de la vacuna con células de la
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respuesta inmune. En conjuncién, estos datos sugieren que el coagel tendria la
capacidad de generar una respuesta inmune eficiente con minimas dosis de antigeno o
adyuvante, una cualidad muy buscada en el caso de pandemias en donde se requiere
una rapida manufacturacioén a gran escala.

En relacidn a este ultimo resultado, también observamos que la formulacién del
CpG-ODN con el Coa-ASC16 permite la reduccion del nimero de inmunizaciones de tres
a una Unica inyeccién sin tener mayores impactos sobre su efectividad en la
estimulacion de la respuesta tanto humoral como celular T CD8+ (Fig. 1.5 y Fig. 2.5).
En cambio, la respuesta humoral inducida por la solucién OVA/CpG-ODN, que genera
titulos significativos de IgG con tres inmunizaciones, se ve drasticamente perjudicada
en ausencia de dosis de refuerzo llegando al punto de no lograr la serocoversién ni,
consecuentemente, generar memoria humoral. En el esquema de vacunacién con una
sola dosis, adicionalmente, la formulacién OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mantiene su
capacidad de inducir anticuerpos de isotipo IgG2c, demostrando una polarizacion
asociada a un perfil de respuesta Thl capaz de mantenerse a lo largo del tiempo
(memoria humoral) (Fig. 1.5 B). Un dato curioso es que los niveles de anticuerpos tanto
IgG como IgG2c generados en animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 no
se vieron significativamente afectados tras el desafio con el antigeno 147 dias post
inmunizacion y fueron comparables con los titulos generados tras un esquema de 3
inmunizaciones. Estos resultados sugieren que la inmunizaciéon con esta estrategia
parece generar una produccion de anticuerpos que llega a un cierto nivel de saturacion
a partir de la cual un segundo contacto con el antigeno no genera cambios sustanciales.
Por otra parte, si bien la reducciéon del nimero de inmunizaciones con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 no parece afectar significativamente la respuesta humoral, atin no se
ha estudiado la calidad de los anticuerpos generados utilizando una tnica dosis de
inmunizaciéon. Teniendo en cuenta los resultados reportados previamente por este
grupo, en donde se ha descrito que el coagel actia como sistema “depot” parala OVAy
quizas para el CpG-ODN (resultado aiin no comprobado) sumado a su capacidad de
promover un microambiente proinflamatorio local con liberacion de DAMPs y
reclutamiento de células de la respuesta innata (109) podriamos especular que esta

nanoestructura estaria creando un microambiente inmunoquimico particular en el sitio
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de inyeccién y/o en los LNs drenantes. De esta forma, esta formulacién estaria
facilitando el encuentro del antigeno con las APCs y simultaneamente activando al
sistema inmune innato (mediante DAMPs liberados por accién del mismo Coa-ASC16
sumados al efecto inmunoestimulante del CpG-ODN) (109). Esta cualidad dual que
provee el coagel de actuar tanto como sistema “depot” asi como inmunoestimulante
probablemente sea la razén por la cual las diferencias en el efecto sobre el sistema
inmune tanto humoral como celular entre la inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 y OVA/CpG-ODN sean aun mas pronunciadas al reducir el numero de
inmunizaciones. Estos resultados son prometedores para el desarrollo de nuevas
vacunas, ya que la reduccién en el nimero de inmunizaciones es crucial no s6lo por sus
implicancias en términos de costos y practicidad sino también por el simple hecho de
que frecuentemente, los individuos no cumplen con los esquemas de inmunizaciéon que
requieren mas de una dosis derivando finalmente en el desarrollo de una proteccién
deficiente. Las inmunizacién con antigenos proteicos altamente purificados en general
resulta en la induccién de una respuesta inmune humoral y celular modesta y requiere
por lo tanto de multiples inmunizaciones para lograr una proteccién 6ptima (10).

El gran desafio para las vacunas atn en desarrollo es lograr superar la dificil
tarea de generar una respuesta protectora del tipo celular adecuada complementaria a
la proteccion mediada por anticuerpos. Es por ello que, diversos grupos de
investigacion contindan trabajando en el disefio de nuevas estrategias adyuvantes que
permitan vencer este obstaculo. Gran parte de la dificultad de esta tarea recae sobre el
pobre conocimiento que se posee sobre los mecanismos por los cuales actian los
adyuvantes o las vacunas en si. El avance sobre el entendimiento de estos procesos es
de vital importancia para el disefio racional de vacunas futuras.

Dado nuestros conocimientos previos sobre la capacidad de esta estrategia
adyuvante para potenciar la respuesta humoral y celular Th1 (108), nos propusimos
como objetivo principal estudiar su capacidad para generar una respuesta celular T
CD8+. Lograr inducir esta respuesta en vacunas es crucial para el combatir patégenos
intracelulares como HIV, hepatitis C, malaria o para el desarrollo de terapias

antitumorales (198, 199).
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Dado que la mayoria de los estudios previos del grupo se habian realizado con
un esquema de tres inmunizaciones comenzamos analizando la existencia de este tipo
de respuesta utilizando el mismo esquema. Notablemente, hemos demostrado que esta
estrategia de formulacion logra la generaciéon de una respuesta celular efectora T CD8+
muy fuerte, alrededor de cuatro veces superior a la generada por OVA/CpG-ODN u
OVA/Coa-ASC16 (Fig. 2.1 A). Estos resultados no s6lo demuestran la importancia de la
nanoestructura en la formulacién para inducir una respuesta celular T CD8+ sino que
nuevamente, si bien el coagel potencia la respuesta, el aporte de la actividad impartida
por el CpG-ODN es indispensable y se requiere de ambos componentes para lograr un
efecto 6ptimo. En concordancia con este resultado, la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 también gener6 la produccion de cantidades tres veces mayores de
IFN-y (Fig. 2.1 B), citoquina efectora primordial en la respuesta de mediada por células
T CD8+ y muy importante en la activacion de la respuesta innata para el control de una
infeccion. Sorprendentemente, cuando redujimos el nimero de dosis de tres a una, en
forma similar a lo que observamos sobre la respuesta humoral, la magnitud de la
respuesta celular T CD8+ no se vio practicamente afectada demostrando que una tnica
inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 es suficiente para lograr una respuesta
significativa de células T CD8+. Estos resultados muestran la capacidad de la
nanoestructura de potenciar la actividad adyuvante del CpG-ODN a un nivel
comparable con otras estrategias de formulacién mucho mas complejas y costosas. Por
ejemplo, la respuesta de células T CD8+ citolitica inducida por CpG-ODN/Coa-ASC16 es
similar a la inducida tras una inmunizacién por una nanoemulsién (aceite-agua-aceite)
combinada con CpG-ODN (200), por CpG-ODN nanoparticulado con un 3-glucano (201)
o por el CpG-ODN conjugado con un lipido de unién a albiimina tras dos inmunizaciones
(202). En relacion a otros agonistas de TLRs utilizados como sistemas adyuvantes, la
respuesta celular T CD8+ inducida en nuestra estrategia es similar a la generada por
liposomas cationicos (CAF09) combinados con Poly(I:C) (agonista de TLR3) tras tres
inmunizaciones (203).

Con estos resultados obtenidos en relacion a los linfocitos T CD8+ inducidos

durante la fase efectora surgen multiples interrogantes sobre cuales son los posibles
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mecanismos desencadenados por la formulacién propuesta para generar dicha
respuesta.

Aunque en general, la generacién de una respuesta celular T CD8+ requiere de
la asistencia mediada por células Th, ha sido descrito que en ciertas infecciones
mediadas por patdgenos intracelulares como Vaccinia virus o LCMV pueden saltarse
este paso sin afectar la respuesta efectora celular T CD8+ generada (167, 204, 205).
Consistentemente con estos resultados, también ha sido reportado que el CpG-ODN
puede desencadenar una respuesta primaria de células T CD8+ en forma independiente
de Th (139, 140). Este fendmeno esta asociado a la capacidad de estos patégenos o del
CpG-ODN de activar fuertemente a las DCs sin la necesidad de sefiales adicionales
aportadas por otras células. Un elegante trabajo de Johnson y colab. ha postulado que
el mecanismo por el cual algunos agonistas de los TLRs (especificamente de TLR9 y
TLR3) y el virus de influenza promueven este tipo de activacion a través de la
promocion del incremento de expresion de CD40L en las DCs y su consecuente
interaccion con CD40 de las células T CD8+, un hecho crucial para la induccién de
respuesta celular T CD8+ (140). Ademas, se ha reportado que la combinacién de una
estrategia de formulacién que actie como sistema de direccionamiento y entrega
modulada del antigeno hacia 6rganos linfaticos (microparticulas, nanoparticulas, entre
otros) sumada a la presencia de inmunoestimulantes, puede lograr la activacion de
células T CD8+ en forma independiente de Th. Consistentemente con esto, un trabajo
de Zaks y colab. muestra como el adyuvante CpG-ODN formulado en liposomas
cationicos, que migran hacia los LNs drenantes y son internalizados por APCs, es capaz
de generar este tipo de respuesta de células T CD8+ de manera independiente de células
Th (206). En este trabajo, demostramos que nuestra estrategia adyuvante, a pesar de
no tratarse de un sistema particulado cerrado con capacidad de actuar como vehiculo
para dirigir y entregar su cargo (antigeno y CpG-ODN) en los LNs drenantes, también
es capaz de saltear la necesidad de asistencia mediada por células Th para generar una
buena respuesta de células T CD8+ primaria (Fig. 2.7). La capacidad de generar una
respuesta de células T CD8+ independiente de Th como estrategia adyuvante podria ser
beneficiosa en casos donde se precise inducir una inmunidad mediada por células

efectiva en individuos con inmunosupresiéon crénica o inmunodeficiencias que
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presentan células Th con funcién reducida o ausente. Sin embargo, esto no quiere decir
que las células Th no sean necesarias para generar una buena respuesta de memoria.
Para que una vacuna pueda inducir repuesta de células T CD8+ utilizando un
antigeno exdégeno soluble, las DCs deben internalizar altas cantidades del antigeno
exdgeno para dirigirlo hacia la via de presentacién MHC-I en un fen6meno denominado
“presentacion cruzada” (130). Ademas, para que dichas DCs puedan activar células T
CD8+ deben expresar un nivel de moléculas coestimulatorias adecuado. El grado de
coestimulacidn o activacion de las DCs necesario para activar los linfocitos T se logra
por medio de su interaccion con PAMPs. Es por ello que, un punto clave para desarrollar
vacunas a subunidad eficaces es ser capaz de codirigir antigeno y adyuvante (PAMPs)
hacia la misma APC y hacia los érganos linfaticos donde se desencadena la respuesta
inmune adaptativa (151, 207, 208). Adicionalmente, ha sido reportado que el CpG-ODN
1826 (utilizado en este trabajo) promueve la presentacidon cruzada de un antigeno
particulado (OVA absorbida en perlas de poliestireno) en DCs a través de un mecanismo
dependiente de IFN-I al incrementar la expresién de moléculas MHC-I (209). Asimismo,
el CpG-ODN incrementa la presentaciéon cruzada de antigenos asociados a células
muertas por medio de la subpoblacién de DCs CD8a+ a través de la induccién de
moléculas coestimulatorias y modificacion de la velocidad de degradacion del antigeno
(210). Por lo tanto, en una forma simplista, podemos decir que el CpG-ODN actiia sobre
las DCs de dos formas, induciendo la expresion de moléculas coestimulatorias y
promoviendo la presentacion cruzada de antigeno. Esta ampliamente reportado que la
unién covalente entre OVA y CpG-ODN aumenta significativamente la eficacia de la
presentacion y activacidn cruzada ya que asegura la internalizacion del antigeno y el
adyuvante por la misma APC (154). Como se describié previamente, este proceso
permite que, tanto el antigeno como las sefiales PAMPs necesarias para activar la APC
sean proporcionadas a la misma célula para finalmente generar una respuesta de
células T CD8+ mas eficiente (142-144). Sin embargo, el proceso de conjugacion
quimica del CpG-ODN con antigenos o alergenos, ademas de ser sumamente costoso,
puede perturbar la estructura del antigeno afectando sus propiedades
inmunoestimulantes (211). Sorprendentemente, en nuestro modelo experimental, las

DCs provenientes de los LNs drenantes tras inmunizacion s.c. con OVA/CpG-ODN/Coa-
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ASC16 fueron capaces de internalizar tanto antigeno como adyuvante a pesar de no
estar ligados covalentemente (Fig. 2.4). El “uptake” simultaneo de ambos componentes
sélo fue observado en presencia del coagel. Siguiendo con la idea de que la formulacién
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 no estaria ingresando a las células, especulamos que este
efecto esta relacionado con el microambiente inflamatorio inducido por la misma y el
efecto “depot” para el antigeno promovido por el Coa-ASC16 en el sitio de inyeccion
(108, 109). La respuesta inflamatoria inducida por CpG-ODN en el sitio de inyeccién fue
previamente estudiada (212). En relacion al coagel, nuestro grupo ha demostrado que
el Coa-ASC16 tiene propiedades inflamatorias que involucran la sefializacion a través
de DAMPs como DNA de doble cadena liberado tras necrosis local (en el sitio de
inyeccion) de células residentes (108, 109). Asi, las células necréticas que previamente
internalizaron al antigeno dentro de un entorno inflamatorio podrian estar
ofreciéndolo de manera particulada a las APCs para su fagocitosis y captacion celular.
Esto estaria en linea con el trabajo de Gamrekelashvili y colab. que mostraron que
células tumorales necréticas sélo pueden inducir una respuesta de células T CD8+ si se
adiciona CpG-ODN como PAMP a los DAMPs liberados en el sitio (213). Por otra parte,
si bien atin no hemos comprobado que el sistema “depot” para la OVA generado por el
coagel sea realmente necesario para inducir una buena respuesta inmune adaptativa
podemos especular que aumenta las probabilidades de interaccion entre las células de
la respuesta innata y el antigeno.

Adicionalmente, especulamos que puede existir otro mecanismo mediante el
cual la presencia del coagel puede estar favoreciendo la presentacion cruzada de la OVA
para la induccion de la respuesta de células T CD8+ observada. Durante las ultimas
décadas, varios biomateriales han sido disefiados para alterar activamente la
membrana endosomal y entregar la carga antigénica en el citoplasma (214, 215)
facilitando la presentacion antigénica de antigenos solubles exdgenos en un contexto
MHC-I a células T CD8+. El coagel no es una nanoparticula sino que consiste en una
nanoestructura abierta bilamelar anfifilica altamente ordenada y es muy probable que
tanto la OVA como el CpG-ODN se encuentren dentro de la estructura en el entorno
acuoso (102). Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas del coagel creemos

que es poco posible que el mismo sea internalizado por células fagociticas de la
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inmunidad innata del sitio de inyeccién o de los LNs drenantes; también creemos que
el coagel no se distribuye de manera sistémica, sino que permanece como tal en el sitio
de inyeccion hasta ser degradado por esterasas. Previamente, ha sido probado a través
de modelos in vitro, que el monémero ASC16 tiene la propiedad de disrumpir
membranas (150). Ademas, hemos mostrado que la inyeccién in vivo de Coa-ASC16,
probablemente debido a sus propiedades surfactantes, produce lisis celular transitoria
local en el sitio de inyeccion (109). La capacidad de disrupcién de membranas
pertenecientes a distintos compartimentos celulares puede promover la distribucion
del antigeno y del CpG-ODN dentro de las APCs facilitando la induccion de ciertos
procesos de presentacion antigénica. Si especulamos que cabe alguna posibilidad de
que el coagel sea internalizado por las APCs, es interesante averiguar si es capaz de
desestabilizar membranas de bicapas lipidicas dentro de un rango de valores de pH que
simulan diferentes condiciones de organelas endociticas. Los resultados arrojados por
el ensayo de hemdlisis muestran que la capacidad litica del Coa-ASC16 es pH-
independiente dentro de un rango superior a 6,8 correspondiente a un pH cercano al
neutro (pH del medio extracelular) (Fig. 2.3 B). Al contrario de los biomateriales de
“delivery” disefiados para adquirir una actividad desestabilizante de membranas a pH
acidos, correspondientes a compartimentos endosomales, el coagel parece disminuir su
capacidad litica al acercarse a un pH asociado a endosomas tardios (pH<6,8). Sin
embargo, al pH de 6,8 (correspondiente a endosomas tempranos) mantiene su
capacidad de lisis. En conclusidn, si bien es poco probable que el coagel sea endocitado
por APCs, no se descarta la posibilidad de que esté facilitando la disrupciéon de
endosomas incrementando el escape del antigeno proteico hacia el citosol. Sin embargo,
es necesario realizar mas estudios para lograr una conclusion sélida.

Enfocandonos en posibles citoquinas inducidas por el coagel que puedan estar
promoviendo la respuesta de células T CD8+, nos enfocamos en la IL-6 y los IFN-I.
Algunos estudios proponen a la IL-6 como esencial para la promocién directa o
indirecta de la respuesta de células T CD8+ durante el control de diversas infecciones
virales, por ejemplo las producidas por el virus del herpes simple y el virus de
ectromelia (148) o en respuesta a la formulaciéon adyuvante MPL, un agonista de TLR4

formulado en sales de aluminio (147). Siguiendo un razonamiento similar al descripto
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para la respuesta humoral nos preguntamos si la IL-6 tenia un rol en la induccién de la
respuesta de células T CD8+ efectora inducida por la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16. Sin embargo, en nuestro sistema, esta citoquina tampoco parece
participar en la generacion de este tipo de respuesta celular (Fig. 2.2). Las otras
citoquinas estudiadas como candidatas en la promocién de una respuesta de células T
CD8+ son los IFN-I que operan por multiples mecanismos. Los IFN-I promueven esta
respuesta actuando directamente sobre las células T CD8+ o de manera indirecta a
través de las APCs (156, 157, 216). Brevemente, en forma directa, se ha descripto que
los IFN-I pueden actuar como tercera sefial durante la activacion de células T CD8+
promoviendo su proliferacion, sobrevida y diferenciaciéon hacia células efectoras. En
forma indirecta, los IFN-I pueden actuar induciendo citoquinas involucradas en la
diferenciacién de monocitos a DCs. Asimismo, pueden actuar sobre las mismas APCs
induciendo produccién de quimioatractantes de linfocitos T CD8+ o aumentando su
actividad presentadora mediante el sustento de MHC-II y el incremento de su capacidad
de procesamiento antigénico. Incluso, se ha visto que la co-inyeccién de OVA con IFN-a
incrementa el proceso de activacion cruzada (activacion de células T CD8+ por medio
de DCs frente a antigenos exdgenos) de linfocitos T CD8+ especificos de antigeno al
retrasar la acidificacion de los endosomas (217) e induce el redireccionamiento de
antigenos hacia vias de presentacion en contexto MHC-I (218, 219). Teniendo en cuenta
el incremento en el “uptake” de OVA y CpG-ODN inducido en los LNs drenantes tras la
inmunizacion con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Fig.2.4) sumado a que, inevitablemente,
debe haber presentaciéon cruzada para que la OVA exdgena sea presentada en un
contexto MHC-I a células T CD8+, nos preguntamos si la produccion de IFN-I participa
en la induccién de esta fuerte respuesta celular T CD8+. Si bien los CpG-B, como el que
utilizamos en este trabajo, no estan caracterizados por inducir la produccién de IFN-I,
notablemente, observamos que esta sefalizacidn era indispensable para la inducciéon
de la respuesta celular T CD8+ generada por la inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 (Fig. 2.8). Resultados similares fueron descritos en el uso de vacunas en base a
DNA con motivos CpG no metilados en donde dichas vacunas precisan de la via de
sefializacion mediada por IFN-I para regular la expresion de moléculas coestimulatorias

y proteinas involucradas en la carga del antigeno por MHC-I en APCs y finalmente
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activar células T CD8+ (220). El CpG-A, por otro lado, como ya mencionamos, es capaz
de activar macroéfagos y pDCs y DCs mieloides para la produccién de IFN-I (56). Dadas
las dificultades previamente descritas respeto a los CpG-A, muchos grupos de
investigacion estan enfocados en disefiar estrategias para convertir CpG-B en un tipo
de CpG-ODN inductor de IFN-I (221, 222). De todas formas, ain no estan claros los
mecanismos por los cudles el CpG-B formulado en el coagel actia sobre la respuesta
inmune innata induciendo la secrecion de IFN-I. Ademas, desconocemos si esta cualidad
estd dada por la formulacion CpG-ODN/Coa-ASC16 o si el Coa-ASC16 puede
desencadenar esta respuesta “per se”, sin la necesidad de la presencia del CpG-ODN. Sin
embargo, especulamos que la capacidad de produccién de IFN-I es la principal razén
por la cual observamos una respuesta T CD8+ similar a la que inducen los CpG-A. Dado
que las diferencias inmunoestimulantes entre estas dos familias de CpG-ODN estan
ampliamente ligadas a su estructura (56), hipotetizamos que quizas el coagel o el
proceso de formulacion afecta de algin modo la estructura del CpG-ODN clase B y/o al
antigeno OVA. Por las propiedades fisicoquimicas del coagel, resulta muy dificil
estudiar las interacciones presentes entre los dos componentes hidrofilicos (OVA y
CpG-ODN) y el coagel, una vez formada la estructura bilamelar. No obstante, decidimos
estudiar si el proceso de calentamiento que conlleva preparar la formulacion perturba
de algiun modo la estructura nativa de la OVA y/o del CpG-ODN o si genera nuevas
interacciones o agregados. Ambos componentes, tratados o sin tratar con calor,
presentaron la misma movilidad tras su corrida en un gel de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes, sugiriendo que no se ven afectados por el proceso de
calentamiento. No obstante, se puede observar la apariciéon de algunos agregados de
mayor peso molecular cuando la OVA es calentada en presencia del CpG-ODN (Fig. 2.3
A). Una posible explicacion es que la OVA al calentarse sufre cierto grado de
desnaturalizacién, pero es capaz de volverse a plegar en su forma original durante el
periodo de enfriamiento a temperatura ambiente. En cambio, cuando el CpG-ODN esta
presente en la solucion, probablemente interfiere de alguna forma en este plegamiento
resultando en la aparicion de agregados proteicos que difieren de la estructura nativa.
De todas formas, no observamos un cambio radical en la estructura del antigeno como

para justificar el efecto en la respuesta inmune observado con la formulacién. Las
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posibles interacciones o agregados que podrian infringirse en presencia del coagel atin
no han sido determinados.

Un concepto interesante que ha ido creciendo durante los ultimos afios es que es
para estudiar realmente la eficiencia de una respuesta inmune celular, es importante
evaluar tanto magnitud como calidad de la misma (223). Sin embargo, debido
principalmente a dificultades técnicas, por muchos afios se caracteriz6 la respuesta de
células T en base a la frecuencia de células T capaces de ejercer una tnica funcién como
la produccidén de IFN-Y (cuando nos referimos a frecuencia abarcamos tanto porcentaje
como numero total de células). En los altimos afios ha surgido el concepto de “células T
multifuncionales” (o polifuncionales) como modo de caracterizacion de la calidad de la
respuesta celular T. Dichas células, contienen la habilidad de producir y secretar
simultdneamente una variedad de moléculas (citoquinas y quimoquinas) efectoras y,
por lo tanto, de cubrir multitud de funciones. Una mayor frecuencia de células
polifuncionales T correlaciona, en general, con una mayor eficacia en su capacidad
funcional. De hecho, estudios recientes han demostrado que existe una correlacién
entre frecuencias altas de células T polifuncionales con la capacidad de control el HIV
en individuos infectados (224) o con la proteccién mediada por vacunas contra
Lesihmania major en un modelo murino (225). En este trabajo, hemos demostrado que
el uso de OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 incrementa significativamente tanto la expansion
de células T CD8+ tetramero positivas (magnitud) (Fig. 2.9) como la cantidad de células
T CD8+ multifuncionales (calidad) (Fig. 2.10) en comparaciéon con las demas
estrategias de inmunizacién. En un primer lugar, podemos observar la diferencia entre
la respuesta generada por el tratamiento con las distintas vacunas y aquella inducida
tras una infeccion con 4AActA LM-OVA. Los animales infectados muestran una mayor
frecuencia de células T CD8+ secretoras de citoquinas dobles (TNF-a+IFN-Y+) o
simples (IFN-Y+ e IL-2+) positivas lo que coincide con un patrén de respuesta efectora
primaria. Si comparamos las dos formulaciones vacunales entre si, (OVA/CpG-ODN) y
(OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16), podemos observar que el patron de expresion de las
citoquinas estudiadas difiere principalmente en la expresion de IFN-Y y TNF-a. Los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 tienden a producir

principalmente IFN-Y s6lo o en combinaciéon con TNF-a y/o IL-2 mientras que la
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inmunizacién con OVA/CpG-ODN promueve la expresion mayormente de TNF-a
aislado o en combinacién con IL-2 marcando una ligera diferencia en el patrén de
expresion inducido por las diferentes formulaciones vacunales. Ademas, la formulacion
OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce un marcado aumento de células polifuncionales
triples (IFN-Y+TNF-a+IL-2+) o doble (IFN-Y+TNF-a+ y TNF-a+IL-2+) positivas (Fig.
2.10) con respecto a su contraparte soluble OVA/CpG-ODN. Particularmente, la
produccion de IL-2 puede no ser absolutamente esencial para una respuesta efectora
primaria eficiente, pero ha sido descripta como requisito paralainduccién y estabilidad
de células T CD8+ de memoria (226) y es por ello que es de especial interés en el marco
del desarrollo de vacunas. Adicionalmente, muchos estudios en modelos murinos y
primates han reportado que células T CD4+ y T CD8+ capaces de producir IL-2 o
simultdneamente IFN-Y, TNF-a e IL-2 (pluripotenciales), preferentemente sobreviven
ala contraccién y proveen de una mejor respuesta protectora tras un nuevo desafio que
células productoras de una sola citoquina (monofuncionales) (183, 223, 227-229). Es
por eso que creemos que estos resultados obtenidos durante la fase de expansién
primaria sugieren la futura generacién de células de memoria de buena calidad.

Para finalizar la caracterizacion de la respuesta de células T CD8+ efectora,
evaluamos su eficacia frente a un modelo de infeccion con LM-OVA. El mecanismo por
el cual esta bacteria infecta es bien conocido. Brevemente, la bacteria invade las células
del hospedador y se replica en el citosol permitiendo la presentacion de antigenos en
un contexto MHC-I y promoviendo la respuesta de células T CD8+ necesaria para su
eliminacién (158, 230). Dado que esta bacteria se expande infectando células contiguas
sin tomar contacto con el medio extracelular, evade la respuesta humoral y de
complemento por lo que se convierte en un modelo ideal para el estudio de la respuesta
mediada por células T CD8+. Aqui, mostramos como la inmunizacién con OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 es capaz de inducir una proteccion mediada por células T CD8+ contra
LM-OVA superior en magnitud (Fig. 2.12) y calidad (Fig. 2.13) a las demas estrategias
adyuvantes estudiadas. Dicha respuesta fue comparable con otros reportes, por
ejemplo donde utilizan vectores virales como medio de inmunizacién (231). En
concordancia con estos resultados, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-

ASC16 generaron una proteccion mas eficiente resultando en una reduccion de UFC en
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higado sustancialmente mayor que la obtenida en animales inmunizados con su
contraparte soluble OVA/CpG-ODN (Fig. 2.15). Dado que los ratones son evaluados en
un periodo relativamente corto tras la inmunizacién (dia 7 post vacunacién), es
importante considerar que es posible que la respuesta inmune innata también posea
un rol importante en el control de la infeccion. Sin embargo, el nimero de UFC obtenido
tras la inmunizacion con el adyuvante sin el antigeno (CpG-ODN/Coa-ASC16) no mostro
diferencia alguna con el presente en animales control infectados sin previa
inmunizacion demostrando que, en el periodo estudiado, la respuesta inmune innata
inducida por la vacunacion no tiene una participacion significativa en el control de la
infeccion (Fig. 2.15). También podemos observar que los patrones de expresion de
citoquinas producidos en animales inmunizados con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 (respuesta especifica de antigeno) son similares y se ven
predominantemente representados por células polifuncionales. En cambio, la
respuesta inmune generada en animales inmunizados con CpG-ODN/Coa-ASC16 (en
ausencia del antigeno) o no inmunizados infectados con LM-OVA presentan una
respuesta predominantemente dirigida por células monofuncionales (Fig. 2.13 B) con
alto grado de desgranulaciéon (representado por el marcador CD107a) que se
corresponde con una necesidad de funcidn citolitica mas inmediata.

Todos estos resultados resaltan el potencial que posee esta innovadora estrategia
de formulacion del CpG-ODN para fomentar una respuesta de células T CD8+ efectora
eficaz, utilizando un antigeno exdgeno soluble. Este efecto es sumamente importante
tanto por su potencial en vacunas terapéuticas para alergias, enfermedades infecciosas
cronicas o tratamientos antitumorales. Sin embargo, el objetivo primordial tradicional
de una vacuna es su uso como agente profilactico, y para ello, es esencial generar una
respuesta protectora efectiva, que perdure en el tiempo y proteja al individuo contra
eventuales encuentros con el patégeno a lo largo de su vida. Para ello, la vacuna ideal
debe generar memoria tanto humoral como celular. La capacidad de esta formulacién
de generar una memoria humoral fue previamente demostrada por este grupo en

ratones BALB/c (108) y corroborada en este trabajo en ratones C57BL/6 (Fig. 1.5).

114



En la tercera y ultima parte de este trabajo, demostramos la capacidad de esta
innovadora estrategia de formulacién del CpG-ODN para generar células T CD8+ de
memoria con tan sélo una inmunizacion.

Iniciamos analizando los precursores de células T CD8+ tetramero positivas
efectoras y de memoria inducidas al dia 7 tras inmunizacién o infecciéon con 4ActA LM-
OVA. Podemos observar que existe una tendencia en la cual, los animales inmunizados
con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 presentan una proporcion de células
MPECs muy similar mientras que los animales infectados tienen, en comparacion, una
mayor produccion de SLECs. Estos resultados son coherentes con el hecho de que una
infeccion (microorganismo replicativo) precisa la generacion de una mayor cantidad de
células efectoras de corta vida para controlar la infeccién inminente. En cambio, la
inmunizacién con un antigeno proteico (no replicativo) combinado con un adyuvante
tiene un efecto mas sutil sobre la respuesta inmune induciendo una proporcion
ligeramente mayor de células precursoras de memoria (Fig. 3.2 C-E). Esta descripto
que el microambiente inflamatorio generado en el momento de induccién de la
respuesta inmune, puede modular directamente el nimero, migracién y funcion de las
células T CD8+ de memoria (232). Cui y colab. mostraron que los distintos
microambientes inflamatorios inducidos bajo dos estrategias adyuvantes diferentes
(LPS vs MPL, ambos agonistas de TLR4) repercuten de manera diferencial en la
generacion de células T CD8+ de memoria (233). Por otro lado, a pesar de diversas
controversias, aun muchos investigadores defienden el concepto de que existe una
relacion lineal entre la magnitud de las poblaciones de memoria y la magnitud de las
poblaciones inducidas en la fase efectora (234-236). Sin embargo, este concepto surge
de modelos de infeccién y debe tenerse cuidado al ser trasladado a modelos de
vacunacion. En nuestro sistema, podemos observar que la diferencia mas significativa
en las poblaciones de precursores observadas entre las dos estrategias de
inmunizacién, OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16, estd en la magnitud
(nimero total) de células MPECs (Fig. 3.2 F). Por lo tanto, estos resultados sugieren
que la formulacién del CpG-ODN con el Coa-ASC16 no esta afectando la proporcion de

células T CD8+ en expansion que se diferenciaran a células de memoria, sino que mas
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bien la diferencia parte del nimero de clones en la fase expansién que ya demostramos
es mayor al utilizar la plataforma nanoestructurada.

Con el objetivo de caracterizar la cinética de la respuesta primaria y secundaria
de células T CD8+ tras diferentes estrategias de inmunizacion, realizamos una cinética
en sangre de células T CD8+ tetramero KP-SIINFEKL positivas utilizando la infeccién
con AActA LM-OVA como desafio para iniciar una segunda expansion de clones T CD8+
(memoria). Sorprendentemente, a pesar de la baja expansion clonal primaria (dia 7 de
la cinética) observada en los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN en comparacion
con aquellos inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16, ambos grupos desarrollaron
una expansion clonal secundaria considerable entre los dias 3 y 5 post desafio (Fig.
3.3). Sin embargo, el numero relativo de células T CD8+ tetramero positivas en los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 siempre fue superior en
comparaciéon a los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN. Lamentablemente, no
tenemos los datos del numero absoluto de células T CD8+ tetramero positivas en sangre
donde quizas encontrariamos mayor diferencia entre ambas estrategias adyuvantes.
Como era de esperar, la respuesta de células T CD8+ tetramero positivas en animales
inmunizados con el adyuvante en ausencia del antigeno (CpG-ODN/Coa-ASC16) tras la
infeccion, se comporta de forma muy similar a una respuesta primaria, dado que es el
primer contacto que recibe el animal con el antigeno. Estos datos los podemos notar al
comparar las curvas de células tetramero positivas de los animales no inmunizados
control que fueron infectados el mismo dia que los animales previamente inmunizados
con CpG-ODN/Coa-ASC16. Otro dato que nos brinda esta cinética es el llamativo
comportamiento de las células de memoria secundaria inducidas por ambos grupos de
inmunizaciéon OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 que se mantienen en
porcentajes muy altos y estables durante al menos un mes post desafio con 4ActA LM-
OVA. Algunos trabajos, en situaciones similares donde se infecta tras una inmunizacion
se corresponden con nuestros resultados mostrando el mantenimiento sostenido en el
tiempo de los clones de memoria por periodos de hasta al menos 40 dias post desafio
(237, 238), aunque los niveles de células T CD8+ especificas nunca llegan a los
porcentajes que manejamos aqui. Estos datos nos llevaron a interrogarnos qué esta

pasando con esos clones respecto a su capacidad de auto-renovacion tras haber
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eliminado el patégeno y a su capacidad funcional. Dichos interrogantes deberan ser
considerados en posteriores estudios ajenos a este trabajo.

En vacunas, la gran dificultad recae en la generacion de una respuesta de memoria
de células T CD8+ eficiente. Recientemente, se esta expandiendo la idea del desarrollo
de las llamadas “vacunas inductoras T”. Dichas vacunas, estan disefiadas para inducir
respuestas de células T CD4+y/o T CD8+ de una magnitud y fenotipo determinado para
combatir microorganismos que precisan de esta respuesta adicional a la proteccién por
anticuerpos (239). Dentro de las vacunas T inductoras mas populares podemos
mencionar las vacunas a DNA que son simples de producir y con buenos resultados en
la produccién de respuesta humoral y celular (240). Sin embargo, a pesar de su éxito en
estudios preclinicos, los ensayos clinicos no han sido tan favorables. En humanos, a
pesar de que las vacunas a DNA son seguras y logran inducir respuesta T, la magnitud
de dicha respuesta es muy débil y muchas veces insuficiente para lograr una proteccion
adecuada (241). Se han realizado diferentes esfuerzos para mejorar la
inmunogenicidad de estas vacunas, pero los resultados no han sido alentadores. Algo
similar ocurri6 con vacunas que utilizan péptidos sintéticos como antigenos (242, 243).
Otros estudios se han concentrado en el estudio de adyuvantes para aumentar la
inmunogenicidad de vacunas en base a proteinas, pero nuevamente, los resultados
preclinicos no logran generar una magnitud adecuada de respuesta de células T CD8+
y muchos de ellos ni siquiera han sido testeados en ensayos clinicos (198).

En este trabajo, evaluamos la capacidad de la formulacion OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 de generar una respuesta de células T CD8+ de memoria en comparaciéon a su
contraparte soluble OVA/CpG-ODN, desafiando ambos grupos en el dia 34 post
inmunizacién con 4ActA LM-OVA (Fig. 3.4 A). El objetivo de sacrificar a los animales
para su estudio a tan sélo tres dias post infeccién fue justamente asegurarse de que las
células T CD8+ estudiadas pertenecian a los clones de memoria generados por la
inmunizacién que estaban expandiéndose en reacciéon a la infeccion y no a una
expansion primaria que ya demostramos, demora entre 5 y 7 dias para llegar a ser
detectable por medio de tetrameros. En este disefio experimental pudimos apreciar
diferencias entre los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-

ASC16 que en la cinética en sangre no eran tan faciles de distinguir. En primer lugar, la
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formulacién del CpG-ODN en la nanoestructura genera clones de memoria que, al
detectar al antigeno nuevamente, sufren una segunda expansiéon mayor que aquellos
clones generados tras la inmunizacién sin la nanoestructura con un porcentaje y
numero total de clones muy superior (Fig. 3.4 B-C). Este resultado es valioso, ya que a
pesar de que posteriormente es probable que las magnitudes de memoria generadas
por ambas estrategias adyuvantes lleguen a un nivel similar de expansion, la velocidad
y capacidad de respuesta es mayor al usar el CpG-ODN formulado en Coa-ASC16. En
infecciones agudas severas, esta cualidad puede hacer la diferencia en el control de la
infeccion. Cuando analizamos la funcionalidad de esos clones de memoria mediante el
estudio de secrecidn de citoquinas efectoras podemos ver que nuevamente, los clones
de memoria generados tras la inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 superan en
cantidad a aquellos generados por la inmunizacién con OVA/CpG-ODN resultando una
mayor frecuencia de células polifuncionales (IFN-Y+ TNF-a+) y monofuncionales
productoras de IFN-Y (Fig. 3.6).

Hasta aqui, demostramos que la nueva estrategia de formulacién del CpG-ODN
induce células T CD8+ de memoria superiores en magnitud, calidad y velocidad de
respuesta tras el reestimulo con el antigeno en comparacién con su contraparte soluble.
No obstante, lo mas importante es probar si esta supuesta “mejora” adquirida en la
respuesta de memoria celular T CD8+ realmente hace a la diferencia a la hora de
enfrentar una infecciéon. Con este objetivo, finalizamos este trabajo comparando la
eficacia de la proteccion mediada por las células T CD8+ de memoria generadas por
inmunizacién con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 frente a una infeccion
con LM-OVA. Paralelamente se inmunizé un grupo con CpG-ODN/Coa-ASC16 como
control de la respuesta inmune especifica de antigeno. En un primer ensayo, los
animales inmunizados fueron infectados durante la fase de memoria (dia 30 post
inmunizacién) junto a un grupo control no inmunizado y sacrificados 5 dias post
infeccion. Como sucede ante cualquier infeccion con un patégeno intracelular,
légicamente los animales responden al microorganismo generando una respuesta de
células T CD8+ primaria efectora que normalmente llega a un pico alrededor del dia 7
post infeccion. En el periodo de tiempo estudiado, la respuesta primaria de células T

CD8+ se encuentra en plena expansion y debe tenerse en cuenta. Cuando observamos
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el porcentaje y el nimero total de células T CD8+ tetramero positivas en bazo,
nuevamente, los resultados demuestran que la respuesta es superior en animales
inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en comparacion con aquellos
inmunizados con OVA/CpG-ODN (Fig. 3.8 A-B). La comparacién con los grupos
controles que no tuvieron contacto previo con el antigeno y por lo tanto desarrollaron
s6lo una respuesta primaria (animales inmunizados con CpG-ODN/Coa-ASC16 o no
inmunizados), nos permite confirmar la existencia de células T CD8+ de memoria en los
grupos que fueron inmunizados con las dos formulaciones que contenian al antigeno.
Asimismo, los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 lograron
disminuir la carga bacteriana en higado en alrededor de dos unidades logaritmicas en
comparacién con los animales inmunizados con OVA/CpG-ODN (Fig. 3.8 C). Los
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN, a pesar de lograr reducir la cantidad de UFC,
no aportan una respuesta estadisticamente significativa en comparacion con el grupo
inmunizado con CpG-ODN/Coa-ASC16 o con el grupo infectado sin previa
inmunizacién. En conjuncién, la reduccion de la carga bacteriana en higado sumado al
aumento significativo de células T CD8+ tetrdmero positivas en bazo en animales
inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 nos confirma que la proteccién observada
en la fase memoria es conferida, al menos en parte, por células T CD8+ de memoria.
Estos resultados apoyan fuertemente la idea de que la formulacion realmente logra
generar una respuesta celular T CD8+ de memoria protectora superior a aquella
generada por el CpG-ODN sin formular. El interrogante que surge a continuacion es si,
a pesar de que la inmunizacién con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce una respuesta
celular T CD8+ de memoria superior a su contraparte, los animales inmunizados con
OVA/CpG-ODN, (que también generan una buena expansion de células de memoria),
podrian enfrentar la infeccién de todas formas y lograr su resolucién. Por lo tanto,
finalizamos con un ensayo de sobrevida en donde los animales inmunizados con las
diferentes estrategias adyuvantes son enfrentados a una dosis letal de LM-OVA durante
la fase de memoria. Si bien, por cuestiones que exceden a este trabajo, no logramos aun
repetir el ensayo con un nimero mayor de animales, podemos observar un resultado
muy contundente en el que, con esa dosis, los inicos animales capaces de sobrevivir a

la infeccién son aquellos inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 mientras que
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aquellos inmunizados con OVA/CpG-ODN no logran resolver la infeccién y mueren 5
dias después (Fig. 3.8).

Con estos resultamos cerramos el tltimo capitulo de la tesis demostrando que la
estrategia de formulacién del CpG-ODN en el coagel es capaz de potenciar la respuesta
de células T CD8+ de memoria en magnitud y calidad ofreciendo una respuesta
protectora a largo plazo significativamente superior a la ofrecida por la inmunizacién
con el CpG-ODN soluble como adyuvante.

En resumen, en este trabajo de tesis continuamos caracterizando y demostrando
el potencial de esta nueva estrategia adyuvante, CpG-ODN/Coa-ASC16, intentando
adicionalmente proveer informacion que nos ayude a entender los mecanismos por los
cudles funciona. Hemos demostrado su capacidad para generar una respuesta humoral
de mayor calidad e indagado sobre algunas de las posibles vias de sefializacion
involucradas. Por otro lado, hemos mostrado el potencial de esta estrategia para inducir
una respuesta celular T CD8+ protectora tanto en la fase efectora como en la fase de
memoria. As{ mismo, se ha evaluado la participaciéon de algunas vias de sefializacién
involucradas en la generacién de la respuesta de células T CD8+ efectora, la cual
posteriormente sin duda tendra efecto sobre la producciéon de memoria. Es importante
destacar que ambas respuestas, tanto humoral como celular han sido demostradas
utilizando una sola inmunizacién sobrepasando un desafio importante en el disefio de
adyuvantes actuales. Creemos que los resultados obtenidos en este trabajo son
sumamente prometedores y que esta novedosa estrategia adyuvante tiene un enorme
potencial para su uso en el disefio de futuras vacunas. Sin embargo, ain queda un
camino largo por recorrer para el entendimiento de los mecanismos involucrados en
este efecto potenciador, asi como en el estudio de la participacién de diferentes
poblaciones de la respuesta inmune. Lograr dilucidar dichos mecanismos nos dara la
oportunidad de mejorar esta estrategia adyuvante e incluso adaptarla a otros
antigenos. Nunca debe olvidarse que, cada adyuvante debe ser testeado para cada
antigeno y que no todas las formulaciones adyuvantes funcionaran para cualquier
patégeno. La obtencidon de una combinacion antigeno/adyuvante efectiva es el mayor

reto de una vacuna.
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CONCLUSION GENERAL

En este trabajo de tesis, hemos demostrado como la formulacién del CpG-ODN
con el Coa-ASC16 aumenta sustancialmente su actividad adyuvante obteniendo un
efecto notable tanto sobre la magnitud y calidad de la respuesta humoral como celular
frente a un antigeno proteico no particulado. El uso del Coa-ASC16 como plataforma
para el CpG-ODN ha probado aportar innumerables ventajas como estrategia adyuvante
permitiendo la reduccion del nimero de inmunizaciones y dosis antigénica sin afectar
su capacidad inmunoestimulante. Ademas, promueve la internalizacion celular de
ambos componentes, antigeno y adyuvante hacia la misma APC sin necesidad de utilizar
conjugaciones quimicas.

Notablemente, esta estrategia de formulacién logra inducir una respuesta
celular T CD8+ efectora altamente dependiente de IFN-I e independiente de células Th.
Adicionalmente, induce una respuesta de células T CD8+ de memoria con tan sélo una
inmunizacién capaz de otorgar una proteccion superior a su contraparte soluble frente
a una infeccion bacteriana intracelular.

La IL-6 ha demostrado no participar ni en la magnitud de la respuesta humoral
ni en la respuesta celular T CD8+ efectora generada por la formulacién OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16.

Estos resultados son altamente prometedores como un medio simple, barato y
seguro para optimizar la capacidad adyuvante del CpG-ODN a considerar en el

desarrollo de vacunas futuras.
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MATERIALES Y
METODOS




Ratones

Se utilizaron ratones hembra cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad
adquiridos originariamente en la Fundacién Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Las cepas de ratones “knock out” Cd8 /- e
1I-67-, fueron provistas por Jackson Laboratory (Bar Jarbor, ME, USA) y la cepa Ifnar1-/-
fue provista por M. Albert (Instituto Pasteur, Paris, Francia). Los ratones fueron
mantenidos en el bioterio del Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC, donde dispusieron de alimento balanceado y agua ad libitum.
En todo momento se respetaron los protocolos de uso de animales en acuerdo con la
Guia para el Cuidado y uso de Animales de Experimentacion publicada por el Consejo
Canadiense de Cuidado de Animales (expediente N2 A5802-01 asignado por la oficina
de Bienestar de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (NIH)). Los experimentos fueron llevados a cabo dentro de los parametros

indicados en el protocolo 907/2015 del Honorable Consejo Directivo.

Reactivos

Se utilizé como antigeno modelo a la proteina OVA de Worthington Biochemical
Corp (Lakewood, NJ). Las soluciones stock de OVA y de CpG-ODN fueron preparadas en
solucion fisioldgica estéril apirégena (0,9% NacCl) (B. Braun Medical S.A, Mar del Plata,
Buenos Aires, Argentina). Las endotoxinas fueron removidas de la solucién stock de
OVA (10 mg/ml) mediante Detoxi-GelTM Endotoxin removing columns (Thermo
Scientific Scientific Inc, Buenos Aires, Argentina), teniendo en cuenta las instrucciones
del fabricante. Los niveles de endotoxina determinados (en la soluciéon de OVA 10
mg/ml) antes y después del tratamiento con las columnas fue <10 UE/ml y <1 UE/ml
respectivamente, utilizando el ENDOSAFE Test. E1 ASC16 fue obtenido de Fluka
Analytical (Milan, Italia). La solucién de dextrosa 5% estéril apirégena utilizada para la
preparacion del coagel fue obtenida de Laboratorios Roux-Ocefa (Buenos Aires,
Argentina). Se utiliz6 el ODN sintético no metilado identificado como CpG-ODN 1826
clase B, secuencia 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3" sintetizado con un esqueleto
fosforotioato resistente a las nucleasas (CpG-ODN (PS)) obtenido de Operon

Technologies (Alameda, CA, USA). El contenido de endotoxina del CpG-ODN luego de
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su reconstitucion (solucién stock 1 mg/ml) determinada por el test de Limulus por
lisado de amebocitos (BioWhittaker Inc., Walkersville, MD, USA) fue <1 UE/ml. EI CFA
fue obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El péptido de OVA2s7-264 restringido
a MHC clase-I identificado como SIINFEKL, fue obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). La OVA fraccién V obtenida de Sigma-Aldrich fue preparada en solucién
fisiolégica estéril apirégena (0,9% NaCl) pero no fue tratada con Detoxi-GelTM

Endotoxin removing columns.

Medios de cultivo

Se utiliz6 como medio de cultivo completo RPMI 1640 GIBCO® (Life
Technologies, Buenos Aires, Argentina) suplementado con 1 % de L-alanina-L-
glutamina (GlutaMAX I™, GIBCO®), 2 % de suero fetal bovino (SFB) 6 10 % de SFB
(Natocor S.A), 5x10-> M 2B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y antibidticos: penicilina
100 U/ml con estreptomicina 100 pg/ml (Life Technologies). Todas las células fueron

incubadas en una estufa a 37 °C, atmosfera controlada con 5 % CO2.

Preparacion de las distintas formulaciones con Coa-ASC16

El antigeno OVAy/o el CpG-ODN fueron afiadidos en las proporciones adecuadas
a tubos apirdgenos estériles conteniendo la cantidad indicada del so6lido ASC16
utilizando dextrosa apirdgena estéril al 5 % como diluyente para llegar a una
concentracion final de ACS16 del 2% p/v (6 4,9 x10-3M). Estas dispersiones se
calentaron a 80°C (CMT) a bafio Maria durante 15 minutos, luego se las retiré del bafio,
se las mezcl6 vigorosamente por medio de un vortex y se las dejo en reposo a
temperatura ambiente por 2 horas hasta la obtencién de la fase coagel semisélida

blanca opaca.

Inmunizaciones

Los ratones fueron inmunizados via s.c. con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16, OVA/Coa-ASC16, CpG-ODN/Coa-ASC16 u OVA emulsificada en CFA
(OVA/CFA). A excepcion de las inmunizaciones con OVA/CFA (cuyo esquema de

inmunizacion y dosis se describirdn posteriormente), se utilizaron dos esquemas
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diferentes de inmunizacidn a lo largo del trabajo: en el primero, las inmunizaciones se
realizaron al dia 0, 7 y 14; en el segundo: se inmuniz6 una sola vez al dia 0. Cada ratén
se inmunizé con una dosis total de 250 pl igualmente distribuida en cinco sitios: origen
de la cola, lomo, regién de la nuca y en ambas regiones inguinales (50 pl/sitio). E1 CpG-
ODN fue administrado a una dosis de 75 pg/ratén en todos los grupos experimentales.
La dosis de OVA utilizada fue de 6pg/ratén para todos los experimentos excepto uno en
el cudl se utiliz6 OVA 2pg/raton. La inmunizaciéon con OVA/CFA se realizé via s.c. a los
dias 0, 15 y 30 utilizando una dosis de OVA (fraccién V) de 60 pg/ratén repartida en
partes iguales en las regiones de la nuca, lomo y cola (0,5 ml/dosis/ratén). En los
experimentos con deplecion de células CD4+, se realizaron 4 inyecciones via
intraperitoneal con 100 pg/dosis/ratén de un anticuerpo especifico contra la molécula
CD4 (clon GKIL5) en los dias -2, -1, 0 y +2 en los ratones inmunizados al dia 0. Como
grupo control, los animales inmunizados fueron inyectados con un anticuerpo del

mismo isotipo.

Cultivos celulares

Los bazos fueron removidos quirurgicamente y colocados en placas
bacteriolégicas de 60 mm de didametro conteniendo RPMI con antibidtico y 2 % SFB. Las
suspensiones celulares se obtuvieron por disgregacion mecédnica seguido de
tratamiento con buffer de lisis (Sigma-Aldrich) durante 5 min a temperatura ambiente
para eliminar los glébulos rojos. Luego de un lavado, las células fueron resuspendidas
en medio completo (RPMI 1640, 10% SFB, 5x10-> M 23-mercaptoetanol, 1% GlutaMAX
y antibidticos: penicilina 100 U/ml con estreptomicina 100 pg/ml) y contadas
utilizando Azul de Tripan como colorante. Para el analisis de citoquinas ex vivo por
ELISA se utilizaron dos placas de cultivos diferentes. En los experimentos del capitulo
II, para el andlisis de citoquinas tras ensayos de citotoxicidad in vivo en animales /I-67-
, Ifnar1-/-o en el experimento de deplecion de células T CD4+, se utilizaron placas de 48
pocillos (1,2x10¢ células/pocillo). Para el resto de los experimentos se utilizd placas de
96 pocillos fondo en U (1x10° células/pocillo). Las placas fueron obtenidas de Greiner
Bio One (Frickenhausen, Alemania). Posteriormente los esplenocitos fueron incubados

en medio completo a 37°C, en atmoésfera controlada con 5 % CO2 con el péptido
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SIINFEKL (1 pg/ml) u OVA (100 ug/ml). La produccién de IFN-Y fue determinada por
ELISA (IFN-Y ELISA MAX™ kit, Biolegend) en muestras de sobrenadante recolectadas
luego de 72 horas del cultivo.

Para la deteccidn de citoquinas intracelulares, las suspensiones celulares fueron
cultivadas con el péptido SIINFEKL (2 pg/ml) o medio completo en placas de 96 pocillos
fondo en U (3x10° células/ml) simultaneamente con una mezcla de GolgiStop (0,7 ul/ml
y GolgiPlug (1 pl/ml); ambos obtenidos de BD Bioscience (San Diego, CA, USA), durante
5 horas. Para la determinaciéon de CD107a, el anticuerpo aCD107a-APC fue agregado

junto con el estimulo.

Ensayos de ELISA para la determinacion de anticuerpos en suero y su avidez

Placas de 96 pocillos fondo plano fueron sensibilizadas con 100 pl de una
soluciéon con 10 pg/ml de OVA diluida en un buffer carbonato-bicarbonato pH:9,6
durante toda la noche en camara himeda a 4 °C (1pug de OVA/pocillo). Al dia siguiente,
se realizaron 3 lavados con PBS/Tween 0,05 %, y los pocillos fueron bloqueados con
100 pl de una soluciéon de PBS/gelatina 0,5 % durante 45 min a 37 °C en camara
himeda. Luego de tres lavados con PBS/Tween 0,05 %, se agregaron 50 pl de las
muestras de suero con diluciones seriadas en PBS/gelatina 0,5 %/Tween 0,05 %. Se
incubd 1 hora a 37 °C en camara hiumeda. Se realizaron tres lavados y se agregd 50 pl
de un anticuerpo anti-IgG (policlonal) (Sigma-Aldrich), anti-IgG1 (clon X56) o anti-
IgG2a/c (clon R19-15) (ambos de Becton Dickinson Argentina SRL, Buenos Aires,
Argentina), conjugados con peroxidasa, los cuales se incubaron 1 hora a 37 °C en
camara humeda. Finalmente se realizaron tres lavados y se agregaron 50 pl de una
solucion de H202 y o-fenilendiamina en buffer citrato para revelar la presencia de
peroxidasa. La reaccién colorimétrica se frené con 50 pl de una solucién de H2SO4 4N
para posterior medicion de la densidad 6ptica (DO) a 490nm en un lector de placas. Los
titulos se calcularon como la ultima dilucion de la muestra que es igual al doble del
promedio de los blancos. El plasma de los animales no inmunizados no fueron reactivos
a OVA.

Para evaluarla avidez de los anticuerpos inducidos por las diferentes estrategias

adyuvantes se utiliz6 un ensayo de titulacién con KSCN. Para la realizacion de este
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ensayo las placas de 96 pocillos “high-binding” “half-area” de fondo plano (Greiner
BioOne) fueron sensibilizadas con el antigeno OVA como se describié previamente.
Después de los lavados, se incubaron las muestras de suero de los distintos grupos de
inmunizacién utilizando un titulo dnico medido previamente en una dilucion tal que
produjera una DO de entre 1.0 y 2.0 unidades en un ELISA estandar. Luego, las placas
fueron lavadas una vez con PBS/Tween 0.05% e incubadas con 50 pl de
concentraciones crecientes de KSCN (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2 y 2,5) por 15 minutos a 379C. Las
placas fueron posteriormente lavadas tres veces con PBS/Tween 0.05%. Los
anticuerpos IgG policlonales fueron detectados mediante anticuerpos anti-IgG
conjugados con peroxidasa como se describi6 en el parrafo anterior. Las densidades
opticas de los pocillos tratados con KSCN fueron expresadas como porcentaje tomando
como 100% al pocillo no tratado con KSCN. Todas las muestras fueron procesadas por

duplicado.

Determinacion de citoquinas mediante un ELISA saindwich

La determinacion de IFN-Y se realizé mediante el Kit ELISA MAX™ siguiendo las
instrucciones recomendadas por el fabricante. Placas de 96 pocillos “high-binding”
fondo plano para microtécnica fueron sensibilizadas con 25 pl de anticuerpo de captura
especifico para la citoquina a determinar, diluido en un buffer fosfato, durante toda la
noche en camara humeda a 4 °C. Al dia siguiente, los pocillos fueron bloqueados con
100 pl de buffer de bloqueo (PBS/10 % SFB) durante 60 min a temperatura ambiente.
Luego de cuatro lavados con PBS/Tween 0,05 %, se agregaron 50 pl del sobrenadante
de cultivo de las muestras problemas. En paralelo se realizé la curva del testigo con 50
ul de diluciones seriadas de una soluciéon de la citoquina recombinante de
concentracion conocida. La placa se incubd por 2 horas a temperatura ambiente en
shaker. Se realizaron cuatro lavados y se incubé con 50 pl de anticuerpo de deteccion
biotinilado por 60 min a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron seis lavados
y se agregaron 50 pl de estreptavidina marcada con peroxidasa (BD Biosciences) por
30 min. La presencia de peroxidasa fue revelada con el reactivo BD OptEIA™ TMB

Substrate-Chromogen (BD Biosciences).
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Citometria de flujo

Aproximadamente 1x10¢ células fueron incubadas con anticuerpos anti-
CD16/CD32 (clon 2.4G2) (para bloquear la unién inespecifica de los anticuerpos a los
receptores de la porcion Fc de las inmunoglobulinas) mas los anticuerpos monoclonales
de superficie correspondientes marcados con un fluorocromo (disueltos de acuerdo a
concentraciones preestablecidas en la solucién buffer para citometria: HBSS 2 % SFB 5
mM EDTAy 0,1 % de azida s6dica) durante 15 minutos a 4°C. Los lavados se realizaron
con la solucién buffer. La tincidon con el tetramero KbP-SIINFEKL-PE fue realizada
siguiendo exactamente el mismo procedimiento utilizado para la marca con
anticuerpos de superficie. El tetramero Kb-SIINFEKL-PE fue obtenido por NIH Tetramer
Core Facility (Atlanta, GA, USA).

Para la marca intracelular de citoquinas, las suspensiones celulares fueron
marcadas con anticuerpos de superficie en la forma descrita previamente.
Posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas utilizando el Kit BD
Cytofix/Cytoperm™ Plus (Becton Dickinson Argentina SRL) y finalmente marcadas con
anticuerpos dirigidos hacia las respectivas citoquinas intracelulares. El anélisis
multiparamétrico de la produccién simultanea de las citoquinas intracelulares y la
proteina CD107a fue realizado por el método boolean gating mediante el software
Flow]Jo V10.

Para la tincion de superficie de células en sangre, se sembraron 50 pl de sangre
de cada animal obtenida usando capilares de hematocrito heparinizados en placa de 96
pocillos fondo en V. Luego de un lavado con PBS 2% SFB se incubaron las células con
100 pl del fijador y permeabilizador Cyto Cytofix/Cytoperm™ Plus por 20 minutos con
el objetivo de lisar los globulos rojos. Luego de dos lavados con PBS 2% SFB se realiz6
la marcacién de superficie con los anticuerpos monoclonales correspondiente y el
tetramero KP-SIINFEKL por 15 min a 4°C. Las células fueron luego lavadas y
resuspendidas en 100ul de buffer de citometria para adquisicién por el citometro

FACsCantoll.
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Anticuerpos utilizados para Citometria de Flujo

Especificidad clon Empresa/origen
TCR-8 H57-597 Tonbo Biosciences
CDh4 RM4-5 eBiosciences
CD32/CD16 2.4G2 Hibridoma
CD8« 53-6.7 eBiosiences
Ch44 IM7 eBiosciences
CD11c N418 Biolegend
IFN-Y XMG1.2 eBiosciences
TNF-a MP6-XT22 BD Biosciences
IL-2 JE56.5H4 Biolegend
CD107a ID4B eBiosciences

Ensayo de “uptake” in vivo

Los ratones fueron inmunizados via s.c. al dia 0 en ambas zonas inguinales con
OVA/CpG-ODN uOVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 utilizando OVA Alexa Fluor 647® (Thermo
Fisher Scientific Inc) y una mezcla 50:50 de CpG-ODN 1826 Alexa Fluor 488®
(Integrated DNA Technologies) y CpG-ODN no marcado (1,2 pg OVA y 15 pg CpG-
ODN/sitio de inyeccidn). Luego de 72 horas, los LNs inguinales fueron removidos e
incubados en medio RPMI 1640 GIBCO® conteniendo colagenasa D (0,5 mg/ml) y
DNasa I (0,2 mg/ml) (ambos de Roche Diagnosis, Buenos Aires, Argentina) por 45
minutos a 372C. Luego, las reacciones enzimaticas fueron frenadas mediante la adicion
de EDTA en la concentracién 6 mM. Los LNs fueron luego disgregados mecanicamente
y las suspensiones celulares fueron lavadas con buffer de citometria. Posteriormente se
contaron las suspensiones celulares con Azul de Tripan y se realizd la tincién de
superficie de 1x10° células con anti-CD11c por 30 minutos a 372C. Las células fueron

luego analizadas por citometria de flujo.
Ensayo de citotoxicidad in vivo

Se prepararon suspensiones celulares de esplenocitos provenientes de animales

donadores C57BL/6 singénicos no inmunizados para formar un unico “pool”. La mitad
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del “pool” de esplenocitos fue pulsada con 10 pg/mL del péptido SIINFEKL y marcada
con una concentracién alta de CFSE (1,5 uM) (poblacién CFSEM). La otra mitad no
pulsada con el péptido fue marcada con una concentracién baja de CFSE (0,15 uM)
(poblacién CFSEl°). Luego, las células CFSEh y CFSEle fueron mezcladas en una
proporcién 1:1 e inyectadas via i.v. en animales receptores inmunizados y control (no
inmunizados) (2x107 células/ratén). Luego de 24 horas, los animales fueron
sacrificados para la extraccién del bazo y posterior procesamiento y andlisis por
citometria de flujo de las células marcadas con CFSE. La citotoxicidad fue expresada
como porcentaje de lisis especifica calculada como [1- (rcontrol-Tinmunizado)] X 100, donde
r estd dado por la expresiéon de % CFSE°/% CFSEhM de ratones control e inmunizados
respectivamente. Para cada uno de los ensayos en animales “knock out” II-67-, Cd8a/- e
Ifnar1/- se utilizaron ratones donadores y receptores singénicos correspondiente a la
misma cepa “knock out”. Este ensayo de utilizé en animales bajo los dos esquemas de
inmunizaciéon descritos previamente. Para el esquema de tres inmunizaciones, los
animales inmunizados fueron inyectados con las células marcadas con CFSE al dia 21
post primera inmunizacién. Para el esquema de una Unica inmunizacidn, los animales

fueron inyectados con las células marcadas al dia 7 post inmunizacidn.

PAGE en condiciones no desnaturalizantes

Se prepararon dos soluciones de OVA, CpG-ODN y OVA/CpG-ODN respetando las
concentraciones finales de OVA y CpG-ODN que utilizamos en todas las inmunizaciones;
esto es OVA (24 pg/ml) y CpG-ODN (300 pg/ml). Se utiliz6 OVA marcada con
IRDye®680RD. Debido a la alta intensidad del colorante fluorescente, para el
componente CpG-ODN se utiliz6 una mezcla de CpG-ODN 1826 5" no marcado y CpG-
ODN 1826 5" IRDye® 800CW donde el CpG-ODN IRDye® 800CW representa solo el
0.56% de la mezcla. El CpG-ODN 1826 5" IRDye® 800CW fue obtenido de Integrated
DNA Technologies (San Diego, CA; USA). La OVA fue marcada con el colorante infrarrojo
utilizando el Kit IRDye®680RD Microscale Labeling high MW de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Previamente a la
corrida electroforética, una de las soluciones de OVA, CpG-ODN y OVA/CpG-ODN fue

calentada a 809C en bafio Maria por 15 min y luego enfriada a temperatura ambiente
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imitando el procedimiento utilizado para la produccién de las formulaciones con Coa-
ASC16 descritas anteriormente. Luego, las muestras de OVA, CpG-ODN, OVA/CpG-ODN
tratadas y no tratadas con calor se corrieron en un gel de poliacrilamida al 20% en
condiciones no desnaturalizantes. El gel fue luego analizado mediante el sistema de

lectura infrarroja ODYSSEY (LI-COR Biosciences).

Ensayo de Hemodlisis

Se sangraron ratones C57BL/6 para hacer un “pool”. La sangre fue distribuida
en una placa de 96 pocillos de fondo plano (50 pl/pocillo). La placa fue luego
centrifugada para la obtencién del pellet celular. Se extrajo cuidadosamente el plasma
para aislar los eritrocitos. Luego se realizaron 2 lavados con buffer PBS pH 7,4. El
sobrenadante fue retirado cuidadosamente y los eritrocitos fueron resuspendidos en
190 pl de buffer PBS a distintos pH (6,4; 6,8; 7,0; 7,2 'y 7,4) e incubados con el agregado
de 10 pl Coa-ASC16 2% durante 45 min a 37°C. Simultdneamente se incubaron
eritrocitos resuspendidos en 200 pl de buffer PBS a cada pH como control. Luego, la
placa fue centrifugada y el sobrenadante fue trasvasado a una placa de 96 pocillos fondo
plano para su lectura colorimétrica a 540nm. Todas las muestras fueron procesadas por
triplicado. El nivel de hemdlisis fue expresado como porcentaje tomando como 100%
al promedio de las muestras tratadas con Triton X-100 al 20%. Los valores de DO de
cada muestra tratada con Coa-ASC16 fueron obtenidos tras sustraccion de los
correspondientes valores de DO de las muestras sin tratar incubadas con el buffer

correspondiente a cada pH.

Bacterias

Se utilizaron dos cepas de Listeria monocytogenes modificadas genéticamente
para la expresién de OVA. Ambas cepas, “wild type” identificada como 10403 con el
constructo OVA (LM-OVA) y 10403 deficiente de la proteina inductora de ensamblado
de activa modificada para expresar OVA (4ActA LM-OVA) fueron originalmente
obtenidas del laboratorio de Daniel A. Portnoy (Universidad de California, Berkeley,
USA). La AActA LM-OVA es una cepa atenuada incapaz de infectar células contiguas y

por lo tanto no es letal.
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Cuantificacion bacteriana y modelos de infeccion

Ambas cepas, LM-OVA y AActA LM-OVA, fueron expandidas desde una solucion
stock de glicerol en medio liquido infusién cerebro-corazén (BHI) (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) a 372C durante toda la noche. La mafiana siguiente, se tomd una alicuota
de la solucion de la bacteria en expansién para preparar 4 diluciones (1/50; 1/100;
1/200y 1/400) en medio liquido BHI. Las diluciones fueron cultivadas con shaker por
3,5 horas a 379C para lograr la expansion en fase logaritmica de la bacteria. Luego, las
DO de las diluciones fueron medidas a 600nm y convertidas a un estimativo de la
concentracion bacteriana por medio de una curva estandar predeterminada. La
bacteria fue diluida en PBS a la concentracién requerida e inyectada via i.v. en un
volumen de 100 pl/ratén.

Para la cepa 4ActA LM-OVA se emplearon dos modelos experimentales
diferentes. En el primero, para el estudio de la respuesta celular durante la fase efectora
y de precursores de memoria tempranos (Figuras 2.9; 2.10 y 3.1) los animales fueron
inyectados via i.v. con 5x103 UFC/ratén de 4ActA LM-OVA al dia 7 post inmunizacién.
En el segundo modelo disefiado para el estudio de la respuesta celular en la fase de
memoria, los animales inmunizados al dia 0 fueron infectados con 1x10¢ UFC/raton de
AActA LM-OVA al dia 34 post inmunizacion con las diferentes estrategias adyuvantes
(Figuras 3.2; 3.3y 3.5).

Para la cepa LM-OVA se utilizaron tres modelos experimentales con tres dosis
diferentes. En el primero, los animales inmunizados con las diferentes estrategias
adyuvantes y el grupo control no inmunizado fueron infectados al dia 7 post
inmunizacion con 1x10°5 UFC/ratéon de LM-OVA (Figuras 2.12; 2.13 y 2.15). En el
segundo, los animales inmunizados y control fueron infectados al dia 30 post
inmunizacién con 5x103 UFC/raton de LM-OVA (Figura 3.7). En el tercero, los animales
inmunizados y control fueron infectados con 10x103UFC/rat6n de LM-OVA 30 dias post
inmunizacién (Figura 3.8).

Para el analisis de UFC remanentes en higado, los animales fueron sacrificados a
los dias descritos en los respectivos modelos para recoleccidn del érgano en buffer PBS
conteniendo el detergente no iénico Nonidet P-40 al 0,2% para romper las membranas

de las células eucariotas. Los 6rganos fueron luego disgregados mecanicamente hasta
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obtener una solucién homogénea de células. Posteriormente se realizaron diluciones
seriadas 1/10 y se sembr6 un volumen de 100 pl de cada dilucién en una placa de agar
BHI conteniendo 200 pg/ml de estreptomicina. Las placas fueron luego incubadas
durante 24 horas a 372C para el recuento de UFC. El nimero de colonias fue presentado

como log10UFC/higado.

Ensayo de sobrevida

Ratones C57BL/6 fueron inmunizados via s.c. con OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-
ODN/Coa-ASC16 o CpG-ODN/Coa-ASC16 al dia O e infectados un mes después via i.v
con 10x103 UFC de LM-OVA. Los animales fueron observados diariamente hasta el dia
15 dias post infeccion, periodo en el cual los animales que sobreviven lograron resolver
la infeccion. El porcentaje de sobrevida fue calculado con el programa GraphPad Prism

5 utilizando el método de analisis Kaplan Meier.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism versién 5 (Graph-
Pad Software, San Diego, CA). Los resultados se expresan como el promedio + SEM. Se
utiliz6 ANOVA de una via seguido del post test de Bonferroni para comparaciones
multiples. Para comparar dos grupos se utilizo la prueba T de Student. Todas las

diferencias fueron consideradas como estadisticamente significativas cuando p<0,05.
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SOLUCIONES

1. Soluciones buffer

a. Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4

V=Y O 7,20 g
45 02 50 PO 043 g
NazHPO4.2H20 .. 14,80 g
H20 e c.s.p. 1000 ml

b. Solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS)

KCL ettt seeseens 0,40 g
10 5 73 0,06g
NazHPO4 oo 0,05¢g
V= O 8,00g
[0 U0 To0 13- U 1,00 g
H20 o c.s.p. 1000 ml

2. Solucion utilizada para contar células

a. Azul de Tripdn

Solucion A: 0,05 % de Azul de Trypan en H2O.

Solucion B: 0,425 % de NaCl en H20.

Solucién de trabajo: 1 ml de (B) mas 4 ml de (A) mas 45 ml de PBS 1X.

3. Soluciones madres utilizadas en citometria de flujo

a. EDTA (Cicarrelli)
Soluciéon 0,5 M en Hz0, pH 8.
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b. Azida sédica (Sigma-Aldrich)
Solucion 10 % en H20.

4. Soluciones utilizadas para mediciones de anticuerpos por ELISA

a. Buffer carbonato pH 9,6 (Sensibilizacién)

NA2CO3 s 1,59¢
A\ E= N 5 000 L 293g
5 O c.s.p- 1000 ml

b. Solucion de lavado

PBS con Tween 20 al 0,05%.

¢. Solucién de bloqueo

PBS con gelatina bacterioldgica al 0,5 %.

d. Solucién para diluir las muestras

PBS con gelatina bacterioldgica al 0,5 % mas Tween 20 al 0,05 %.

e. Buffer fosfato-citrato (pH4,9-5,2)

NAZHPO Mt 7,25g
Yo T Lo Yo 0 5 Lo Y 3,50g
5 O T c.s.p 1000ml

5. Soluciones utilizadas para mediciones de citoquinas por ELISA

a. Buffer fosfato pH 9 (Sensibilizacién)
Solucién A: 0,1 M de NazHPO4 en H20.
Solucién B: 0,1 M de NaH2PO4 en H20.

Ajustar el pH de la solucién A a pH=9 con la solucién B.
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b. Solucién de bloqueo

PBS con SFB al 10 %. Filtrado con membrana de 0,22 um.

c. Solucion de lavado

PBS con Tween 20 al 0,05 %.

d. Solucién para diluirlas muestras

PBS con SFB al 10 % mas Tween 20 al 0,05 %.
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