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RESUMEN

El cancer se considera una enfermedad multifactorial de base genética, cuya incidencia y
mortalidad van en aumento. Las terapias convencionales actuales son poco eficaces y
toxicas, por lo que la inmunoterapia representa una opcion para el tratamiento de esta
enfermedad. El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de la vacunacion
contra la proteina del tumor de Wilm’s (WT1) mas oligonucledtidos desoxicitidil-
desoxiguanosina (ODN-CpG) administrados por aerosol, sobre el crecimiento de
tumores pulmonares y subcutdneos. Primero fue evaluada la capacidad
inmunomoduladora de los ODN-CpG, a través del analisis de células inmunoldgicas en
pulmén y citocinas en suero de ratones, ademas por histologia se evaluaron las
alteraciones en pulmoén, inducidas por los ODN-CpG. Por western blot se determind la
expresion de WT1 en las lineas celulares B16F10 y L5178Y-R (utilizadas para los
modelos in vivo), y se evalud la especificidad y funcionalidad del plasmido WT1 (H+/-)
y los dos péptidos sintéticos de WT1 usados como vacunas. Posteriormente se evalu¢ la
efectividad terapéutica de la vacunacion contra WT1 mas ODN-CpG en modelos
murinos de: a) tumores BI16F10 pulmonares, inducidos en ratones C57BL/6 y, b)
tumores L5178Y-R subcutaneos, en ratones BALB/c; asi como la capacidad profilactica
de la wvacunacibn en tumores L5178Y-R subcutdneos. EI andlisis de
inmunofluorescencia, en comparacion al grupo control, mostré que los CpG-1826 y
CpG-2395 causaron una reduccidn significativa de células CD3+, CD19+ y CD20+, sin
presencia de células CD80+, mientras el CpG-2395 indujo un incremento de células
CD69+ en el tejido pulmonar. El andlisis de citocinas, reveld que, en comparacion al
grupo control, el CpG-1826 incrementd significativamente los niveles de IL-4 e IL-10,
asi como de IFNy, mientras el CpG-2395 redujo IL-6 e IL-10. El analisis histoldogico
evidencio alteraciones agudas en los pulmones, algunas significativas con respecto a los
controles, incluyendo: para el CpG-1826 engrosamiento de sacos alveolares, congestion,
enfisema e hiperplasia; para el CpG-2395 hiperplasia marcada, infiltrado inflamatorio y
edema. En otros experimentos se detectd una alta expresion de WT1 en células BI6F10
y L5178Y-R y se demostrd la funcionalidad del plasmido WT1 (H+/-), a través de la
expresion exdgena de WT1 en células transfectadas y la produccion de anticuerpos anti-
WT1 en ratones inmunizados. La especificidad de los péptidos se comprobd por la
produccion de IFN-y en co-cultivos de linfocitos y células B16F10. En el modelo de
tumor B16F10 pulmonar, el nimero y tamafio de focos tumorales no mostr6 diferencias
entre los diferentes grupos que recibieron vacunacion contra WT1 y el CpG-2395, con
respecto al grupo control, tampoco hubo diferencias en el peso de los pulmones ni en la
sobrevivencia de los ratones. En el modelo de linfoma subcutdneo L5178Y-R, en
comparacion al control se observo una regresion tumoral y una mayor sobrevivencia en
todos los grupos de tratamiento, excepto en el que recibié la combinacioén de los dos
péptidos de WT1 mas el CpG-2395. Finalmente, en el modelo profilactico de linfoma,
en los grupos que recibieron el plasmido WT1 H (+/-) solo o en combinacion con el
CpG-2395, la aparicion del tumor se retras6 considerablemente y la sobrevivencia se vio
incrementada para todos los grupos, excepto en los ratones tratados con CpG-2395. En
conjunto, los datos sugieren la existencia de mecanismos de evasion inmunologica en
tumores B16F10 pulmonares y respaldan la efectividad de la vacunacion pulmonar
contra WT1 y CpG en tumores L5178Y-R subcutaneos, aunque debe ponerse atencion
en la posible induccién de mecanismos de tolerancia inmunologica.
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ABSTRACT

Cancer is considered a genetic multifactorial disease, whose incidence and mortality are
increasing. Current conventional therapies are ineffective and toxic, so immunotherapy
represents an option for the treatment of this disease. The aim of this work was to
evaluate the effectiveness of the vaccination against the Wilm’s tumor protein (WT1)
plus deoxycytidyl-deoxyguanosine oligonucleotides (CpG-ODN) administered by
aerosol, on the growth of pulmonary and subcutaneous tumors. First, the
immunomodulatory capacity of CpG-ODN was evaluated, through the analysis of
immunological cells in the lungs and cytokines in serum of mice. Histologically, lung
alterations induced by CpG-ODN were also evaluated. Western blot expression of WT1
was determined on B16F10 and L5178Y-R cell lines (used for the in vivo models), and
the specificity and functionality of the WT1 (H +/-) plasmid and the two synthetic WT1
synthetic peptides (used as vaccines) was evaluated. Later, was evaluated the therapeutic
effectiveness of vaccination against WT1 plus CpG-ODN in murine models of: a)
B16F10 lung tumors induced in C57BL/6 mice and, b) subcutaneous L5178Y-R tumors
in BALB/c mice; as well as the prophylactic capacity of vaccination in subcutaneous
L5178Y-R tumors. Immunofluorescence analysis, compared to the control group,
showed that CpG-1826 and CpG-2395 caused a significant reduction of CD3+, CD19+
and CD20+ cells, without the presence of CD80+ cells, whereas CpG-2395 induced an
increase of CD69+ in the lung tissue. Cytokine analysis revealed that, in comparison to
the control group, CpG-1826 significantly increased levels of IL-4 and IL-10 as well as
IFNy, while CpG-2395 reduced IL-6 and IL-10 levels. The histological analysis revealed
acute alterations in the lungs, some significant with respect to the controls, including: for
CpG-1826 thickening of alveolar sacs, congestion, emphysema and hyperplasia; For
CpG-2395 marked hyperplasia, inflammatory infiltrate and edema. In other experiments,
high WT1 expression was detected in BI6F10 and L5178Y-R cells and the functionality
of the WT1 (H +/-) plasmid was demonstrated, through the exogenous expression of
WTTI in transfected cells and the production of anti-WT1 antibodies in immunized mice.
The specificity of the peptides was verified by the production of IFN-y in co-cultures of
lymphocytes and BI6F10 cells. In the lung B16F10 tumor model, the number and size
of tumor foci did not show differences between the different groups receiving
vaccination against WT1 and CpG-2395, compared to the control group, with no
differences in lung weight or survival of the mice. In the L5178Y-R subcutaneous
lymphoma model, tumor regression and increased survival were observed in all
treatment groups, except for the combination of the two WT1 peptides plus CpG-2395.
Finally, in the prophylactic lymphoma model, in groups receiving the WT1 H (+/-)
plasmid alone or in combination with CpG-2395, tumor onset was significantly delayed
and survival was increased for all groups, except in mice treated with CpG-2395.
Overall, the data suggest the existence of immune evasion mechanisms in lung B16F10
tumors and support the effectiveness of lung vaccination against WT1 and CpG in
subcutaneous L5178Y-R tumors, although attention should be paid to the possible
induction of immune tolerance mechanisms.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad proliferativa, de origen multifactorial, caracterizada por
un crecimiento descontrolado de células, cuya incidencia y mortalidad han ido a la alza,
a pesar de los avances en el campo de la medicina y otras areas del conocimiento. La
deteccion temprana de formas localizadas del tumor y su escision quirurgica ha sido
siempre la terapia mas efectiva en cancer; desafortunadamente muchos casos Se
diagnostican en forma tardia y los tratamientos convencionales (en particular la
quimioterapia) han mostrado una efectividad limitada, con elevada toxicidad y sin
beneficios en la supervivencia de los pacientes.

La proteina del tumor de Wilm’s (WT1) es un factor de transcripcidon involucrado en
proliferacion y diferenciacion celular y apoptosis, que modula la expresion de un gran
nimero de genes asociados a estos procesos; se ha demostrado su sobreexpresion en
distintas neoplasias, desde leucemias hasta tumores s6lidos de mama, pulmon, ovario,
utero, tiroides, melanoma etc., donde desempefia un papel oncogénico, por lo que
recientemente WT1 fue reconocido como el antigeno tumoral universal méas importante
(en un listado de 75 antigenos), para el desarrollo de inmunoterapias contra el cancer.
Actualmente existe evidencia clinica de la vacunacion contra WT1 en tumores
hematoldgicos y sélidos, donde se ha demostrado que la vacunacion es efectiva y segura.

Las vacunas en cancer, constituyen una novedosa estrategia inmunoterapéutica y
tienen como objetivo estimular o potenciar en el huésped una respuesta inmunitaria
contra los antigenos del tumor, ademas inducen menos efectos secundarios y tienen el
potencial de evitar metastasis y recurrencia, en comparacion con las terapias estandar.
Los oligodesoxinucledtidos CpG (ODN-CpG) son moléculas sintéticas que contienen
dinucledtidos desoxicitidil-desoxiguanosina no metilados que simulan el ADN
bacteriano, son reconocidos por el receptor tipo Toll 9 (TLR-9) e inducen la produccion
de citocinas, predominantemente Th1, que participan en la maduracion, diferenciacion y
proliferacion de linfocitos B y T, células NK y monocitos/macréfagos. Los ODN-CpG
han mostrado un amplio potencial terapéutico en diversas enfermedades, incluyendo el

cancer, donde se demostrado su seguridad y eficacia como adyuvantes en vacunacion.



Los pulmones son o¢rganos continuamente expuestos a particulas organicas e
inorganicas y numerosos microorganismos presentes en el medio ambiente, lo que
obliga al despliegue de mecanismos inmunoldgicos rapida y eficientemente. La entrega
de agentes terapéuticos directamente al pulmon representa una opcion no invasiva y
sencilla, ideal para aplicaciones repetidas con disminucion de dosis, que garantiza una
buena absorcion y distribucion homogénea en el epitelio pulmonar; ademas, la alta
vascularizacion del pulmoén y su interaccion directa con la circulacion sanguinea,
permiten obtener efectos terapéuticos no solo locales, sino sistémicos. Por todo ello la
administracion pulmonar de vacunas, representa una estrategia recientemente abordada
para la generacion de respuestas inmunes antitumor.

La finalidad de este trabajo es evaluar la eficacia de vacunas de nueva generacion
basadas en WT1 (DNA y péptidos sintéticos) y en combinacién con el adyuvante ODN-
CpG, administradas por aerosol, para el tratamiento de tumores pulmonares y

subcutaneos, derivados de lineas celulares con alta expresion de WT1I.



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer

El término cancer engloba un conjunto de enfermedades de origen multifactorial que
se caracterizan por el crecimiento descontrolado de células anormales y su diseminacion
en el organismo. A nivel molecular, el cancer es resultado del dafio en el material
genético inducido por agentes fisicos, quimicos y/o bioldgicos, falla en los sistemas de
reparacion del ADN, anomalias en genes reguladores del ciclo celular y apoptosis, asi
como un desbalance de genes supresores de tumor y oncogenes (Binelfa y Salinas,
2005).

En la actualidad el céncer es considerado un serio problema de salud publica, cuya
incidencia y mortalidad han ido a la alza. Tan solo en el 2012, se registraron més de 14
millones de casos nuevos de cancer a nivel mundial, con una mortalidad de 8.2 millones
de personas (Ferlay et al., 2015). Para el afio 2030, la Organizacién Mundial de la Salud
estima que habra en el mundo alrededor de 26 millones de nuevos casos y 17 millones
de muertes al afio (Boyle and Levin, 2008).

Recientemente, se ha postulado que las células cancerosas poseen 10 caracteristicas
biologicas comunes, que se conocen como “hallmarks” o sellos distintivos del cancer
(Hanahan y Weinberg, 2000, 2011) e incluyen: a) capacidad de division ilimitada
(inmortalidad), b) auto-suficiencia en sefiales de crecimiento, c¢) insensibilidad a sefiales
anti-crecimiento, d) evasion de la apoptosis, €) angiogénesis sostenida, f) invasion de
tejidos/metastasis, g) metabolismo alterado, h) promocion de la inflamacién, 1)
inestabilidad genética con acumulacion de mutaciones y, j) evasion del sistema inmune

(Figura 1).
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Figura 1. “Hallmarks” o sellos distintivos del cancer. Modificado de Hanahan and Weinberg, 2011.

2.2. Inmunovigilancia tumoral

La importancia del sistema inmunoldgico en la proteccion contra diversos patogenos
como virus, bacterias y parasitos esta bien establecida. En cambio existe controversia
sobre si la prevencion del cancer es o no una funcién primaria inherente al sistema
inmune (Corthay, 2014). Hace mas de 50 afios, Lewis Thomas and Frank
Macfarlane Burnet propusieron la hipotesis de la vigilancia inmunoldgica o
inmunovigilancia, como la capacidad del sistema inmune para identificar y eliminar
células tumorales (Burnet, 1957). No obstante, la hipdtesis de la inmunovigilancia del
cancer fue aceptada hasta 1990, a partir de evidencia experimental obtenida en animales
knock-out, en los que era factible inducir tumores usando agentes quimicos y observar la
aparicion de tumores espontaneos (Dunn et al., 2002). Un enfoque opuesto a la hipdtesis
de la inmunovigilancia, sugiere que las células inmunoldgicas inflamatorias y las
citocinas presentes en los tumores, actian como promotoras del crecimiento tumoral,

mas que suprimirlo (Mantovani et al., 2008). Sin embargo, existe basta evidencia que



indica que una funcion primaria del sistema inmunolédgico es la prevencion del cancer,

lo que se sustenta en 8 observaciones principales (Corthay, 2014):

1) Los pacientes con inmunodeficiencias primarias tienen un mayor riesgo de
cancer

2) Los pacientes receptores de érganos, que reciben tratamiento inmunosupresor,
son mas propensos a desarrollar cancer

3) Los pacientes con VIH tienen un riesgo elevado de cancer

4) La cantidad y calidad del infiltrado de células inmunoldgicas en tumores
humanos primarios, tiene un importante valor prondstico en la sobrevivencia de
los pacientes

5) Las células tumorales presentan mutaciones en genes codificantes de proteinas
que son reconocidas especificamente por el sistema inmune adaptativo

6) Las células tumorales acumulan mutaciones selectivamente, lo que les permite
evadir la destruccion por el sistema inmune

7) Los linfocitos que expresan el receptor NKG2D son capaces de reconocer y
eliminar células estresadas premalignas

8) Un enfoque prometedor actual para tratar el céncer consiste en potenciar la
respuesta inmune natural del paciente, a través del bloqueo de moléculas
inmunoldgicas que regulan negativamente la activacion de linfocitos T, como

CTLA-4, PD-1, 0 PD-L1

2.3. Inmunidad innata contra cancer

Durante la patogénesis del cancer ocurre una interaccion inicial con varios
componentes del sistema inmune innato, que se activan para tratar de minimizar la
inflamacién propiciada por el tumor. Este proceso es crucial para el desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa. Las modificaciones genéticas y epigenéticas en las células
tumorales, se correlacionan con los cambios en la composicion de las proteinas de
superficie, lo que resulta en la expresion de antigenos asociados a tumor (AAT) (Pinho

et al., 2015). Se ha observado la participacion de las proteinas del complemento en el



reconocimiento de TAA, iniciando una reaccion inflamatoria, la opsonizacién y, en
algunos casos, la muerte de la célula blanco. La activacion del complemento ha sido
reportada en fluidos bioldgicos de pacientes con cancer, asi como en tejidos de pacientes
con tumores de pulmén, ovario, neuroblastoma, entre otros (Pio et al., 2014).

Por otro lado, la expresion aberrante o reducida de moléculas del MHC de clase I,
conduce a la activacion de células Natural killer (NK), esto a través de la union del
receptor NKG2D con glicoproteinas de superficie de la familia MICA/B, presentes en
tumores (Waldhauer and Steinle, 2008). Los mecanismos de muerte de células tumorales
por parte de células NK incluyen: a) liberacion de granulos citoplasmaticos (perforina y
granzimas) que forman poros en la membrana celular, b) citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (CCDA), que requiere la expresion de CD16 (receptor Fc) en
la superficie de células NK vy, c) liberacion de citocinas como el IFN-y, que median la
activacion y presentacion de células presentadoras de antigeno (CPA), como las células
dendriticas (DCs) (Waldhauer and Steinle, 2008).

Otro mecanismo antitumoral de la inmunidad innata involucra neutrdfilos, que
poseen fagolisosomas equipados con enzimas del sistema NADPH oxidasa, que
propician la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando citotoxicidad
en células tumorales, a través de la disrupcion de la membrana celular (Gregory and
Houghton, 2011).

Diversos tipos celulares, incluyendo células dendriticas, células T y8, macrofagos y
células NKT sirven como enlaces entre la inmunidad innata y la adaptativa. De hecho las
células dendriticas y macréfagos, que funcionan como fagocitos en la inmunidad innata,
también funcionan como CPA en la inmunidad adaptativa (Palucka and Banchereau,
2012). Un mecanismo comun por el cual las células NKT contribuyen a la respuesta
inmune antitumoral, ocurre a través de la secrecion de IFN-y, que activa las funciones
efectoras de células NK y linfocitos T CD8+ , que median la lisis tumoral via granzimas
y perforinas. Ademas la interaccion de células NKT con células dendriticas via CD40L y
CDA40, respectivamente, conduce a la activacion y secrecion de 1L-12, que puede activar
células NK o linfocitos T CD8+ para la lisis y supresion de la progresion del cancer
(Terabe and Berzofsky, 2008). CD40 se expresa en varios tipos de CPA y actlia como

una sefial coestimulatoria cuando se une a CD40L en células NK, mastocitos,



macrofagos, células B, células epiteliales, células endoteliales y células T activadas
(Sharpe, 2009).

Por otra parte, de forma similar a células NK y linfocitos CD8+, las células T yo
expresan el receptor NKG2D, que interactian con MICA/B en células tumorales,
promoviendo su lisis. Otros mecanismos usados por las células T yd para controlar la
progresion del cancer involucran: la secrecion de IFN-y, que puede activar NK y células
T CD8+ y provocar lisis tumoral; el reconocimiento de TAA por el receptor CD16, que
media la CCDA; y la unién de receptores de células T yd a auto-antigenos, como son
proteinas de choque térmico (HSPs), que se encuentran sobreexpresadas en el

microambiente tumoral (Gogoi and Chiplunkar, 2013).

2.4. Inmunidad adaptativa contra cancer

Al igual que en la inmunidad innata, el sistema inmune adaptativo estd equipado con
diversos componentes, incluyendo células T, B y CPA, que le brindan la capacidad de
montar una repuesta antitumoral antigeno-especifica. El dogma central detrds de la
inmunidad contra el cancer involucra la formacion de neoantigenos durante el proceso
de tumorigénesis, éstos antigenos son captados por fagocitosis por CPA o pinocitosis por
DCs, para su procesamiento y presentacion a través de moléculas del MHC de clase 1 y
Il (Chen and Mellman, 2013). Las moléculas de MHC clase I se encargan de la
presentacion de péptidos endogenos cortos (8-10 aa) derivados de antigenos tumorales,
mientras las de clase Il presentan péptidos exdgenos mas largos (15-24 aa) (Chen and
Mellman, 2013). Esto lleva a la activacion de células T con la expresion de moléculas
co-estimuladoras y la secrecion de quimiocinas y citocinas. El efecto conduce a la
expansion clonal de las células T y al reclutamiento de otras células efectoras del
sistema inmune, incluyendo componentes del sistema inmune innato. Las células T
CD4+, conocidas como cooperadoras (Th), secretan citocinas y quimiocinas que regulan
diferentes aspectos de la repuesta inmune. Las células T CD4+ Thl propician la
activacion de linfocitos T CD8+, favoreciendo la inmunidad celular contra el tumor. Las
células T CD4+ Th2 actan sobre células B, lo que favorece la inmunidad humoral. Las

células T CD8+, que son citotdxicas, son activadas por la presentacion directa del



antigeno (via MHC de clase I), o por células T CD4+. Finalmente, las células tumorales
son destruidas por citotoxicidad celular o indirectamente a través de mecanismos de

citotdxicos dependientes de anticuerpos (Spurrell and Lockley, 2014).

2.5. Inmunoedicion tumoral

La demostracion de que los tumores pueden desarrollarse aun cuando el sistema
inmune es funcional, dio origen al concepto de inmunoedicion tumoral, el cual consta de
3 fases fundamentales: eliminacion, equilibrio y escape (Dunn et al., 2004). En la fase de
eliminacion, el sistema inmune detecta y elimina células tumorales que se han
desarrollado a partir de fallas intrinsecas en los mecanismos supresores de tumor, la
eliminacion puede ser total o parcial, en el ultimo caso se pasa a la fase de equilibrio.
Durante este periodo, las células tumorales permanecen en latencia o bien continian
acumulando alteraciones genéticas, incluyendo mutaciones en el DNA o cambios en la
expresion génica, que pueden modular antigenos tumorales especificos y antigenos
inducidos por estrés en las células. Mientras este proceso continda, el sistema inmune
ejerce una presion selectiva, eliminando clonas de células tumorales susceptibles, esto
suele ser suficiente para controlar la progresion tumoral, pero si esto no ocurre, el
proceso resulta en la seleccion de variantes de células capaces de resistir, evitar o
suprimir la respuesta inmune antitumoral, conduciendo a la fase de escape. Durante esta
fase el sistema inmune es incapaz de frenar el crecimiento del tumor, que eventualmente

progresa (Dunn et al., 2004) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de inmunoedicion tumoral. (Tomado de:

http://science.sciencemag.org/content/331/6024/1565/F3)

2.6. Mecanismos tumorales de evasion del sistema inmune

Los tumores no crecen de manera aislada, sino que coexisten dentro de una red
compleja de estructuras, células y sefales quimicas provenientes de células epiteliales,
estroma, sangre y vasculatura linfatica, células inmunoldgicas, citocinas y quimiocinas.
La inestabilidad genética inherente a las células tumorales, genera la formacion de TAA,
lo que posibilita al sistema inmune a discernir entre una célula tumoral y una normal, sin
embargo las células tumorales han desarrollado un conjunto de mecanismos para evadir

el ataque y destruccion por parte del sistema inmune (Spurrell and Lockley, 2014).



Los principales mecanismos de evasion del sistema inmune en el microambiente
tumoral, incluyen (Panda et al., 2015) (Figura 3):
1. Baja expresion o inmunogenicidad de los TAA
Induccioén de tolerancia, anergia y/o apoptosis de células T
Induccion de células T reguladoras
Generacion de iDCs y pDCs no funcionales
Generacion de células supresoras derivadas mieloides (MDSCs)
Deplecion de células NK y NKT
Induccion de FASL y TRAIL

® NS D

Secrecion de factores inmunosupresivos, como TGF-B, IL-10, PGE-2, IDO,
ganglidsidos y galectinas

9. Promocion del fenotipo M2 en macréfagos

10. Induccidn de sefiales co-estimuladoras negativas, como CTLA-4 y PD-1

11. Anormalidades en la presentacion antigénica
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Figura 3. Mecanismos tumorales de evasion del sistema inmune. Tomado de: Panda et. al,, 2015.
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2.7. Inmunoterapia en cancer

La caracterizacion de multiples mecanismos de resistencia de los tumores al sistema
inmunoldgico, ha conducido en las Ultimas dos décadas al desarrollo de estrategias para
superar esos mecanismos, lo que ha llevado a un crecimiento acelerado de la
investigacion en torno a la inmunoterapia en cancer. Aunque actualmente el nimero de
tratamientos aprobados para su uso en humanos, basados en este régimen es limitado, se
espera que en los proximos afios sea parte del abanico de opciones de tratamiento,
pudiendo usarse como monoterapia o en combinacion con otros agentes de
quimioterapia, radioterapia e incluso de inmunoterapia (Sathyanarayanan and Neelapu,
2015).

Actualmente hay dos amplias categorias para el desarrollo de inmunoterapias en
cancer (Sathyanarayanan and Neelapu, 2015) (Figura 4):

a) Agentes dirigidos directamente contra las células tumorales

b) Agentes que activan las células del sistema inmune, que son las encargadas de

mediar la destruccion tumoral
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Figura 4. Categorias de inmunoterapia en cancer. Tomado de: Sathyanarayanan and Neelapu, 2015.
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2.8. Vacunas terapéuticas en cancer

Las vacunas terapéuticas representan una opcion viable en la inmunoterapia del
cancer. El propdsito de las vacunas es inducir respuestas antitumorales mediadas por
células T, a través de la inmunizacidn contra antigenos asociados o especificos de tumor.
Los resultados prometedores obtenidos en ensayos clinicos, llevaron en 2010 a la
aprobacion por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos, de la
primera vacuna terapéutica en cancer, denominada Sipuleucel-T (Provenge), usada con
éxito en cancer de prostata (Kantoff et al., 2010).

Ademas de Sipuleucel-T, otras vacunas han demostrado beneficios terapéuticos en
ensayos clinicos de fase III, incluyendo una vacuna con el péptido gp100 en melanoma
(Schwartzentruber et. al, 2011) y otra con una proteina idiotipo en linfoma (Schuster et.
al, 2011). Sin embargo el beneficio obtenido ha sido modesto en ambos casos. Algunos
autores sugieren que esto podria deberse a que el material antigénico de estas vacunas se
dirige contra antigenos asociados a tumor, lo que parece inducir células T de baja o
moderada afinidad, debido en parte a mecanismos de auto-tolerancia (Sathyanarayanan
and Neelapu, 2015).

Una clasificacion general de las vacunas en desarrollo o investigacion clinica para el
tratamiento del cancer (Guo et al., 2013), incluye las siguientes categorias:

a) Vacunas basadas en células tumorales o inmunoldgicas

b) Vacunas de proteinas/péptidos

¢) Vacunas genéticas (de DNA, RNA o virales)

2.8.1. Vacunas basadas en células tumorales

Las vacunas tumorales pueden ser autélogas o alogénicas. Las primeras se preparan
a partir de célula tumorales derivadas del paciente y representan uno de los primeros
tipos de vacunas en ser probadas. En éste tipo de vacunas, generalmente las células
tumorales son irradiadas, combinadas con un adyuvante y luego administradas al
paciente (Berger et al., 2007). Una de las ventajas principales de las vacunas de células

tumorales completas es el potencial de presentar un amplio espectro de antigenos
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asociados a tumor al sistema inmune, pero tienen la limitante de requerir una suficiente
cantidad de tumor para su preparacion, lo que limita su aplicacion a ciertos tipos de
cancer, en estadios particulares (Guo et al., 2013).

Por otro lado, las vacunas tumorales alogénicas contienen 2 o mas lineas celulares
tumorales humanas establecidas, lo que permite superar muchas de las limitaciones de
las vacunas autologas, incluyendo la fuente de antigenos tumorales, la estandarizacion
de protocolos de produccion a gran escala, costos, etc. Un ejemplo es la vacuna
Canvaxin, que consiste en 3 lineas celulares de melanoma mas el adyuvante BCG. En un
ensayo clinico fase 2, la sobrevivencia de los pacientes a 5 afios, mostré6 una mejoria
notable en pacientes con melanoma estadio III, que recibieron como terapia Canvaxin,

en comparacion al grupo control (Morton et al.,2002).

2.8.2. Vacunas basadas en células dendriticas

Inaba et al. cultivaron células dendriticas murinas ex vivo, a partir de precursores de
médula osea, proveyendo las bases el desarrollo de vacunas basadas en DCs, hace casi
25 aios (Inaba et al., 1992). De forma similar, se han generado DCs humanas a partir del
cultivo de progenitores hematopoyéticos CD34+ o a partir de monocitos derivados de
sangre periférica (Banchereau and Palucka, 2005).. La preparacion de vacunas de DCs
se realiza cargando TAA en las DCs autdlogas, que son tratadas simultaneamente con
adyuvantes. Las células cargadas con el antigeno, maduradas ex vivo, son luego
administradas en los pacientes para proveer inmunidad antitumoral (Guo et al., 2013).

La tnica vacuna anti-cancer, aprobada por la FDA, se basa en este tipo de estrategia.
El Sipuleucel-T (Provenge) fue aprobado en el afio 2010 para el tratamiento de cancer de
prostata inoperable metastasico asintoméatico. Esta vacuna autdloga consiste basicamente
en DCs derivadas de PBMC, que han sido incubadas con PA2024, el cual contiene el
antigeno fosfatasa acida prostatica (PAP), fusionada a GM-CSF. Aunque no se
observaron diferencias en el tiempo de progresion, si hubo un beneficio significativo de
4.1 meses en la sobrevivencia de los pacientes que recibieron Sipuleucel-T, en

comparacion al grupo placebo (25.8 vs. 21.7 meses) (Longo, 2010).
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También se ha trabajado con vacunas basadas en DCs desde otro enfoque, el cual
tiene como principio que la activacion de células T es finamente controlada por
moléculas co-estimuladoras expresadas en DCs, por lo que se han realizado
modificaciones genéticas a las DCs para modular los niveles de expresion de estas

moléculas e incrementar la potencia de este tipo de terapias (Tcherepanova et al., 2008).

2.8.3. Vacunas de proteinas/péptidos

Las vacunas recombinantes se basan en el uso de péptidos derivados de TAAs
particulares y suelen administrarse con un adyuvante (Guo et al., 2013). El primer gen
que fue reportado por codificar un antigeno tumoral reconocido por células T, fue
MAGE-1 (van der Bruggen et al., 1991). Desde entonces, la identificaciéon de TAAs ha
brindado mayores oportunidades para el disefio de vacunas terapéuticas.

Las vacunas contra cancer basadas en proteinas/péptidos tienen ventajas de costo-
beneficio sobre las vacunas autologas de células tumorales completas o vacunas
individualizadas, pero tienen la limitante del reducido nimero de epitopes de TAA
contra los cuales se dirige la respuesta inmune antitumoral. Para superar esto, se han
utilizado vacunas de péptidos que combinan varios epitopes, lo que ha permitido el
despliegue de respuestas especificas tanto para epitopes CD8+ de LTC, como para
linfocitos T CD4+; otra estrategia para potenciar la efectividad de este tipo de vacunas,
consiste en alterar la secuencia original, por epitopes agonistas que permitan incrementar
la afinidad del péptido a moléculas del MHC o al TCR, dando como resultado respuestas
de células T robustas (Guo et al., 2013).

La efectividad de las vacunas de proteinas/péptidos sintéticos en cancer ha sido
demostrada en diversos estudios clinicos, en los que se ha observado su capacidad para
inducir respuestas citotoxicas T CD8+ contra diversos antigenos, los resultados clinicos
no han sido siempre satisfactorios (Buonaguro et al.,2011). Sin embargo el caso positivo
del Sipuleucel-T, ha motivado una mayor investigacion, conduciendo a resultados
alentadores, en algunos casos. Por ejemplo, en un estudio reciente la vacunacion contra
el antigeno tumoral WT1 mostrd eficacia en pacientes con cancer de pulmon, pancreas,

ovario, sarcoma y cancer papilar (Ohno et al., 2012).
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2.8.4. Vacunas genéticas

Otra estrategia de vacunacion, con la que se busca el despliegue de respuestas
inmunes eficaces en cancer, consiste en la utilizacion de virus, vectores de DNA o
RNAm que codifiquen antigenos tumorales. Una vez administradas, transfectan células
somaticas (miocitos, queratinocitos) o DCs que infiltran los tejidos, como parte de la
respuesta inflamatoria a la vacunacion, lo que resulta en una presentacion de antigenos
de forma cruzada o directamente. La principal ventaja de las vacunas basadas en genes
es la facil entrega de multiples antigenos en una sola inmunizacion, asi como la
capacidad de activar la inmunidad celular y humoral (Aurisicchio and Ciliberto, 2012;

Kutzler and Weiner, 2008).

2.8.5. Vacunas de DNA

Consisten en plasmidos que codifican para el antigeno tumoral completo o péptidos
cortos inmunodominantes, al actuar como vectores endogenos, proporcionan inmunidad
celular y humoral (Liu, 2011) (Figura 5). Desde hace tiempo se han utilizado estrategias
para incrementar la expresion del antigeno tumoral, a través de la optimizacion del uso
de codones, con sustitucion de codones raros por codones mas frecuentes (Stratford et
al.,2000). Un aspecto importante es que el esqueleto del plasmido actia como PAMP, lo
que estimula a las células del sistema inmune a través de los TLR u otras moléculas de

reconocimiento de patrdn, de la inmunidad innata (Barber, 2011).
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Figura 5. Mecanismo de accion de las vacunas de DNA. Tomado de: Kutzler and Weiner, 2008.
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Aunque las vacunas de DNA han mostrado resultados alentadores en modelos
preclinicos (Xiang et al., 2008), la efectividad antitumoral observada en ratones y ratas
no se ve reflejada en primates y humanos (Liu and Ulmer, 2005). Sin embargo se han
estudiado nuevos métodos y formas de administracion para incrementar su eficacia.
Ademas de la inyeccion subcutanea e intradérmica, en ensayos clinicos en melanoma,
las vacunas de DNA han sido inyectadas directamente en los ganglios linfaticos, con ello
se incrementa la captacion del plasmido por CPA y se promueven sefiales inflamatorias
localizadas (Ribas et al., 2011). Otros métodos de administracion usados en vacunacion
con ADN, con el propdsito de potenciar la expresion del antigeno y por ende la eficacia
de la vacuna incluyen: pistola de genes, electroporacion, ultrasonido, laser, liposomas,

microparticulas y nanoparticulas (Guo et al., 2013).

2.9. Administracion pulmonar de vacunas contra cancer

Los pulmones estan continuamente expuestos a particulas organicas e inorganicas y
numerosos microorganismos presentes en el medio ambiente, el mantenimiento de la
homeostasis depende en primera instancia de interacciones complejas entre los
componentes efectores del sistema inmune innato (Martin and Frevert, 2005). Para
responder con rapidez a la entrada de virus o bacterias, las células epiteliales y células
del sistema inmune que residen en el pulmdén poseen PRR, que se encargan de sensar
diversos PAMP o DAMP e iniciar una repuesta inmune protectora (Mogensen, 2009).
Los PRR mas estudiados son los TLR, los cuales se ha demostrado juegan un papel
importante en la activacion del sistema inmune para la eliminacion de patogenos de las
vias aéreas (Duggan et al., 2011).

La entrega de agentes terapéuticos directamente al pulmon representa una opcion no
invasiva y sencilla, ideal para aplicaciones repetidas con disminucion de dosis, que
garantiza una buena absorcion y distribucion homogénea en el epitelio pulmonar;
ademas, la alta vascularizacion del pulmoén y su interaccion directa con la circulacion
sanguinea, permiten obtener efectos terapéuticos no solo locales, sino sistémicos (Patton

and Byron, 2007).
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Recientemente se ha utilizado esta via, para la administracion de vacunas (Nicola et
al., 2015), anticuerpos monoclonales (Hill et al., 2006), quimioterapéuticos (Koshkina

and Kleinerman, 2005) y elementos antisentido (Zamora et al., 2009).

2.10. Uso de adyuvantes en vacunacion anti-cancer

Dado que los AAT son por lo general débilmente inmunogénicos, el empleo de
adyuvantes en la vacunacién en cancer, resulta esencial para la generacion de una
respuesta inmune eficaz. El término adyuvante deriva del latin “adjuvare”, que significa
ayuda. En efecto los adyuvantes mejoran la respuesta inmune antigeno-especifica
sirviendo como, o induciendo DAMP y/o PAMP, que activan varios PRR del sistema
inmune innato, incluyendo TLR, NLR, ALR, RLR o CLR, para el despliegue de una
potente respuesta inmune innata y adaptativa contra las células tumorales. Ademas, los
adyuvantes pueden funcionar como sistemas de entrega eficiente de los antigenos a CPA
(Temizoz et al., 2016). Una clasificacion general de adyuvantes, en base a su mecanismo

de accion sobre el sistema inmune, se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de adyuvantes por modo de accion. Tomado de: Temizoz et al., 2016.

Class Adjuvant Immune response
Delivery systemns  Liposomes, wirosomes B, Tpl, T, CTL
Emulsions: MF 59, WMontanide B, Tpl, T, CTL
Saponin based: [3COMs, 03-21 B, Tyl, CTL
Ilineral salts: ahum, A=04 B, Tpl, Tr2
Immunostimualants  TLE ligands: Poly LC, WPL, GLA, imiquimod, CpG ODN B, Tyl, Ty, NE, CTL
Saponin based: [3COMs, 03-21 B, Tyl, CTL
Polysaccharides: chitin, chitosan (163, p-glucan B, Tyl, Tp2, ME, CTL
Cornbhinations TLES + 3TIMNG ligands: K3 CpG + cGANE B, Tyl, MK, CTL
Adiuvant Systems: AS02, AZ04, ASLS B, Tyl, Ty2
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2.10.1. Oligodesoxinucledtidos CpG (ODN-CpG)

Los ODN-CpG con patrones de secuencia no metilados que simulan el DNA
bacteriano, activan células NK para secretar IFN-y y de esta manera participan en la
generacion de una respuesta inmune mediada por células, que es la mas importante en la
respuesta inmune en contra de tumores. Los motivos de secuencia especificos presentes
en el DNA bacteriano son los responsables de activar esas respuestas inmunes en el
dinucledtido CpG flanqueado por dos purinas 5’ y dos pirimidinas 5° (Vollmer et al.,
2004).

A la fecha se han descrito cinco clases de ODN-CpG, las tres clases principales
(clase A, B y C) varian en la longitud, secuencia, base, enlace quimico y formacion de
estructuras secundarias y terciarias, lo que resulta en diferentes propiedades
inmunoestimulatorias (Vollmer et al., 2004). Los ODN-CpG clase A inducen una fuerte
produccién de interferones tipo I (IFN-I) por células DCs y la activacion de células NK,
los ODN-CpG clase B estimulan fuertemente la diferenciacion de células B en células
plasmaticas productoras de anticuerpos, con activacion moderada de NK, mientras los
ODN-CpG clase C combinan las propiedades de las clases A y B (Hartmann et al.,
2003).

Los ODN-CpG son tomados por las células via endocitosis adbsortiva y se unen al
TLR-9 presente en células B y pDCs. Dicha union activa las vias TLR-9/MyD88/NF-kB
o AP-1 y TLR-9/MyD88/IRF-7, que inducen la expresion génica y la secrecion de
citocinas. Los ODN-CpG activan una cascada inmunoestimulatoria induciendo la
maduracion, diferenciacion y proliferacion de multiples células del sistema
inmunoldgico, incluyendo linfocitos B 'y T, macréfagos, células NK vy
monocitos/macrofagos que producen IL-1, 6, 12 y 18, IFN-y, y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Krieg, 2006). La co-administracion de ODN-CpG con el
antigeno, activa una cascada inmunoldgica que resulta en respuestas inmunoldgicas

antigeno-especificas de larga duracion (Figura 6).
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Figura 6. Cascada inmunoestimulatoria activada por la administracion de antigeno y ODN-CpG.

Uno de los aspectos mas cruciales en el disefio de vacunas basadas en péptidos
sintéticos o en ADN, ademas de la eleccion del adyuvante a emplear, es la eleccion de

los antigenos apropiados, que proporcionen una respuesta antitumoral apropiada.

2.11. Proteina del Tumor de Wilm’s (WT1)

La proteina WTI es un factor de transcripcion involucrado en proliferacion,
diferenciacion celular y apoptosis. Un largo listado de genes son blanco de
activacion/represion transcripcional por parte de WT1, destacando varios importantes en
crecimiento y metabolismo celular, como son componentes de matriz extracelular
(CME), factores de crecimiento y factores de transcripcion (incluido el mismo WT1)
(Yang et al., 2007).

El gen de WT1 esta conformado por cerca de 50 kb, contiene 10 exones y produce un
RNAm de 3.5 kb, el cual puede sufrir dos “splicing’ alternativos durante su maduracion
en los exones 5y 9. En el primero se insertan o no 17 aa 'y en el segundo se incorporan o

eliminan los aa lisina, treonina y serina (KTS), dando como resultado cuatro isoformas
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designadas como (-,-), (+,-), (-,+) y (+,%), representando la presencia o ausencia de los
insertos 17aa y KTS, respectivamente (Haber et al., 1991). El RNAm tiene tres sitios de
inicio de la traduccidn, lo que resulta en tres isoformas con distinto peso molecular: 36-
38, 52-54 y 62-64 kDa (Scharnhorst et al. 1999). La isoforma mediana representa la
forma tipica de WT1 y posee un extremo carboxilo terminal con cuatro dedos de zinc
tipo Kriipel (codificados en los exones 7-10), que son los sitios de union a secuencias de
DNA ricas en G-C y algunas proteinas, asi como un extremo amino terminal que
presenta un sitio de transactivacion rico en prolina y glutamina, un dominio de
dimerizacion y otro de represion (Lee and Heaver, 2001). Motivos adicionales en la
proteina  WT1 son esenciales para auto-asociacion, localizacion nuclear y
reconocimiento de RNA (Scholz and Kirschner, 2005). La combinacién de ‘splicing’
alternativos, edicion de RNA vy sitios de inicio de traduccidn, conducen a la existencia de
al menos 24 diferentes variantes de WT1 en mamiferos (Wagner et al., 2003). La

estructura del gen, RNAm y la proteina de WT1, se muestran en la Figura 7.

N-terminus C-terminus

(-219) (+1) (+378) (AWTI)
CTG ATG ATG ATG

DNA \L

(+842)

RNA editing
(+748) - (+798) (+1222) - (+1230)
Exon 5 (KTS)
mRNA [ ] N
 I— u
BASPI Par-4, p73
hUCE9 Par-4 p53, CBP (408-410)
—Hip0 £, #KTS
protein amino acid no. (1) (250-266) (323) (449)
[ exon 5 | D l
zinc fingers

Figura 7. Estructura de WT1. Tomado de: Yang et al., 2007.
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2.11.1. WT1 como antigeno tumoral

WT1 ampliamente aceptado como supresor de tumor en aproximadamente 15% de
los tumores de Wilm’s. No obstante en los ultimos afios se han reportado datos de la
expresion de WT1 wild-type en tumores adultos de diferente origen, por lo que se ha
propuesto su rol como oncogén en esas neoplasias. La sobreexpresion de WT1 ha sido
descrita desde hace mas de dos décadas en malignancias hematoldgicas, incluyendo
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda y cronica, asi como en sindromes
mielodisplasicos, asociandose a un pobre pronoéstico (Rosenfeld et al., 2003). Mas
recientemente, Nakatsuka et al. examinaron 494 biopsias de tumores humanos por IHQ
y hallaron positividad a WT1 en tumores de estomago, prostata, cérvix, endometrio,
ovario, cerebro, es6fago, pancreas, prostata, mama, rifion, pulmon, piel, entre otros
(Nakatsuka et al., 2006).

En el 2009, el Instituto Nacional del Céncer en los Estados Unidos, propuso un
proyecto piloto de priorizacidon de antigenos tumorales, con base de criterios objetivos
predefinidos y preponderados (Cheever et al., 2009). El proyecto selecciond 75
antigenos representativos para su comparacion y puntaje. Los criterios ponderados, en
orden descendiente, fueron: (a) funcién terapéutica, (b) inumogenicidad, (c)
oncogenicidad (d) especificidad, (e) nivel de expresion y porcentaje de células positivas
al antigeno, (f) expresion en células estaminales, (g) nimero de pacientes con tumores
positivos al antigeno (h) nimero de epitopes antigénicos y (i) localizacion celular del
antigeno (Cheever et al., 2009). Los resultados del proyecto ubicaron a WT1 en el
primer lugar del listado, lo que lo propone como el antigeno tumoral mas importante

para el desarrollo de inmunoterapias en cancer (Figura 8).
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Figura 8. Priorizacion de antigenos tumorales. Proyecto del Instituto Nacional del Cancer (EU), con
base de criterios objetivos predefinidos y preponderados. Se muestran los diez primeros antigenos del
listado reportado, al final de la barra se presenta el puntaje relativo para cada antigeno.

Modificado de: Cheever et al., 2009.

2.11.2. Inmunoterapias en cancer basadas en WT1

Desde hace casi dos décadas, se demostro que WTI1 es un blanco inmunogénico,
que exhibe una alta antigenicidad de células T (Ohminami et al., 2000; Oka et al., 2000).
Ademas de la céluas T especificas de WT1, también ha sido reportada la produccién
natural de anticuerpos IgG anti-WT1, en pacientes con cancer (Nicoli et al., 2008; Wu et
al., 2005). A pesar de la expresion de WT1 en tejidos normales, no hay reportes en la
literatura que indiquen una reaccion autoinmune en ratones o en humanos, luego de
recibir inmunoterapia especifica. Asimismo se ha observado que la disminucion o
pérdida de la expresion de WTI1 conduce al cese de la proliferaciéon o a la muerte de
células tumorales, lo que sugiere que la disminucion de la expresion de WT1 como un
mecanismo de evasion del sistema inmune es poco probable (Zapata et al., 2002;
Yamagami et al., 1996).

En las ultimas décadas, se han realizado decenas de ensayos clinicos que han
mostrado beneficios inmunoldgicos y clinicos, en pacientes que recibieron
inmunoterapia basada en WT1 (Van Driessche et al., 2012), lo que avala la continuidad
en la investigacion de nuevos protocolos de vacunacién que involucren a WT1 (Tabla

2).
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3. JUSTIFICACION

El cancer engloba un conjunto de enfermedades proliferativas con potencial
mestastdsico, se considera que existen mas de 200 tipos de cancer, pudiendo afectar
cualquier parte del cuerpo. Aunado a los avances en los métodos de diagnostico, pero
sobretodo al envejecimiento de la poblacion, entre otros factores intrinsecos y
extrinsecos, la OMS estima que para el afio 2030, habra en el mundo alrededor de 26
millones de nuevos casos y 17 millones de muertes al afio. Tan solo en México, el
cancer es la tercera causa de muerte y cada afio se suman mas de 128 mil casos nuevos,
de los cuales el 60% se diagnostican tardiamente.

Ademas de la remocion quirurgica, las opciones terapéuticas convencionales
incluyen radioterapia y quimioterapia, las cuales se caracterizan por su baja selectividad
de células tumorales, por lo que son muy toxicas. En los ultimos afios los esfuerzos se
han enfocado en el desarrollo de terapias mas especificas e inocuas, incluyendo
estrategias de terapia génica e inmunoterapia.

A partir del concepto de vigilancia inmunolégica y las multiples evidencias que
ubican a la destruccion tumoral como una funcién primaria del sistema inmune, se
plantea la posibilidad de potenciar la respuesta inmunitaria del organismo, para la
erradicacion de tumores establecidos; las vacunas sintéticas y de DNA representan una
opcion prometedora para el despliegue de mecanismos inmunologicos en contra de
tumores y diferencia de la radio o la quimioterapia, la vacunacion contra antigenos
tumorales especificos tendria menos efectos secundarios, con la posibilidad de generar
memoria inmunolodgica y asi evitar la metastasis y recurrencia del cancer.

La proteina del tumor de Wilm’s (WT1) se ha sido reconocido recientemente como
un antigeno tumoral universal que se sobreexpresa en tumores hematoldgicos y solidos;
su eficiencia como blanco de inmunoterapia ha sido comprobada tanto en tumores
hematoldgicos como sdélidos, por lo que el uso y evaluacion de estrategias que
involucren la vacunacion contra WT1, se considera de alta relevancia en investigacion.

El empleo de adyuvantes en vacunacidén contintia siendo de especial interés para
potenciar la inmunidad general del organismo. Los oligonucledtidos CpG (ODN-CpG)

representan moléculas adyuvantes de nueva generacion, que activan mecanismos de

28



inmunidad innata y conducen a respuestas inmunitarias de tipo Thl, y se ha demostrado
su eficacia y seguridad en diversos modelos animales y en ensayos clinicos.

Por ultimo, la exploracion de nuevas y mas eficientes formas de entrega de vacunas,
representa un area de investigacion extensa, en ese sentido, la administracion pulmonar
constituye una via no invasiva, con una extensa area de superficie y propiedades
inmunoldgicas privilegiadas, adicionalmente que ha demostrado la funcionalidad de esta
via de administracion, en el tratamiento de patologias tanto pulmonares como sistémicas,

lo que le convierte en una forma muy atractiva para la entrega de vacunas anti-cancer.
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4. HIPOTESIS

La vacunacion contra WT1 por via aerosol es efectiva contra tumores pulmonares y
subcutaneos, siendo la respuesta antitumoral mas potente al utilizar ODN-CpG como

adyuvantes
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad de la vacunacion con DNA o péptidos sintéticos de WT1 mas

ODN-CpG administrados via aerosol, contra tumores pulmonares y subcutaneos

5.2. Objetivos particulares

1. Analizar la infiltracion de células del sistema inmune en el tejido pulmonar de

ratones nebulizados con ODN-CpG

2. Evaluar el perfil de citocinas Thl, Th2 y Thl7, en sueros de ratones nebulizados

con ODN-CpG

3. Evaluar la seguridad de la administracion via aerosol de ODN-CpG, mediante el

analisis histologico de los pulmones

4. Analizar la expresion de la proteina de WT1 en las lineas celulares BI6F10 y
L5178Y-R

5. Evaluar la especificidad y funcionalidad del plasmido WT1 (H+/-) y los péptidos

sintéticos de WT1, para su empleo como vacunas

6. Evaluar el efecto de las vacunas de DNA/péptidos de WT1 y ODN-CpG, sobre

tumores B16F 10 implantados pulmonarmente

7. Evaluar el efecto de las vacunas de DNA/péptidos de WT1 y ODN-CpG, sobre

tumores L5178Y-R implantados subcutaneamente

8. Evaluar la capacidad profilactica de la vacuna de DNA contra WT1 y ODN-CpG,

en tumores subcutaneos L5178Y-R
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares murinas B16F10 (melanoma) y L5178Y-R (linfoma),
las cuales fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
Virginia, USA). Respectivamente, las células fueron cultivadas y mantenidas en medio
DMEM-F12 o RPMI (Invitrogen, Life Technologies, Burlington, Ontario, Canadd),
suplementados con 10% de SFB (Gibco, Grand Island, NY, USA), 100 U/ml de
penicilina, y 100 png/ml de estreptomicina (ambas de Invitrogen, Life Technologies). Las

células fueron incubadas a 37 °C en una atmdsfera a 95% de O, y 5% de CO..

6.2. Animales

Se emplearon ratones hembra de las cepas C57BL/6 y BALB/c, de 7 a 8 semanas de
edad (Harlan México, S.A. de C.V.). Los animales fueron mantenidos en el bioterio
institucional con agua y alimento ad [libitum, bajo condiciones libres de patdgenos.
Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo protocolos estandarizados, tomando en
cuenta las recomendaciones de la guia internacional ARRIVE (Kilkenny et. al, 2010),
con la aprobacion previa del Comité de Etica Animal de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la UANL.

6.3. Oligodesoxinucledtidos CpG (ODN-CpG)

Para este trabajo fueron utilizados los ODN-CpG 1826 (5’-tccatgacgttcctgacgtt-3°) y
2395 (5’-tegtegttttcggege:gegeeg-3’) 'y como control la secuencia 2395-C (5°-
tgetgettttggggggccecce-3’) (Alpha DNA, Montreal, Quebec, Canada). Todos los oligos
fueron sintetizados en forma fosforotioato, como un liofilizado purificado mediante
HPLC libre de endotoxinas. Posteriormente los ODN-CpG y el control fueron
resuspendidos en agua miliQ estéril a una concentracion de 100 uM, alicuotados y

almacenados a -80°C.
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6.4. Plasmido y péptidos sintéticos de WT1

El plasmido codificante para la isoforma grande (H+/-) de WT1 utilizado como vacuna
fue proporcionado por la Dra. Ana Maria Tari. Los péptidos inmunodominantes de WT1
fueron sintetizados como un liofilizado libre de endotoxinas con una pureza >98%
(Biopeptek, Malvern, PA, USA). El péptido 9 mer -restringido a MHC I- posee la
secuencia de aminoacidos 126-134 (RMFPNAPYL) y el péptido 16 mer -restringido a
MHC 1I- la secuencia aminoacidica 332-345 (KRYFKLSHLQMHSRKH). Para la
reconstitucion de los péptidos se afiadieron 5 pul de DMSO y 95 ul de agua miliQ estéril
por cada mg del liofilizado, posteriormente se hicieron alicuotas de ambos péptidos y se

almacenaron a -20°C.

6.5. Transformacion y produccion del plasmido WT1 H+/-

Se utilizaron bacterias calcio competentes Escherichia coli de la cepa DH5-a para su
transformacion con el plasmido WT1 H+/-. Primeramente se activaron las cepas de E.
coli DH5-a, sembrando 50 pl de la cepa en 5 ml de caldo Luria durante 4 h a 37°C. Se
centrifugaron10 min a 5000 rpm en una centrifuga “Spectrafuge” dentro de un tubo
Eppendorf de 1.5 ml. Se decant6 el sobrenadante, se resuspendio en 400 pl de CaCl, 0.1
M en frio y se incubd 20 min en hielo. Luego se centrifugd a 5000 rpm, decantando el
sobrenadante y se afiadio 1ul del plasmido afiadiendo 20uL. de CaCl, 0.1 M; se incubo
en hielo por 1 h 40 min. Después se realizé un shock térmico a 40°C por un minuto e
inmediatamente se incubd en hielo por 2 min. Se agregé 200 pl de caldo Luria,
incubando 1 h en el shaker a 200 rpm y 37 °C. Se tomaron 50 pl del cultivo y se
incubaron en 5 ml de caldo Luria por 24 h a 37°C con 50 ng/ ml de ampicilina.

Después el crecimiento se pasé a otro matraz con 500 ml de caldo Luria, afiadiendo 50
pg/ ml de ampicilina y se incubd por 24 h a 37°C. Posteriormente, se obtuvieron los
paquetes celulares centrifugando a 3,000 rpm por 10 min en tubos de 50 ml y
concentrando los 500 ml.

Para la extraccion y purificacion del plasmido se uso6 un kit de purificacion a gran escala

(Pure Link Hi Pure Plasmid Midi Prep Kit, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Finalmente se cuantificd la concentracién del plasmido en un nanodrop 2000

(ThermoScientific) y se almaceno a -20°C.

6.6. Administracion pulmonar de oligonucleétidos CpG 1826, 2395 y 2395-C en
ratones C57BL/6

Se utilizé un sistema de aerosol para la liberacion controlada de los tratamientos, con
exposicion a nariz, acoplado a un compresor comercial Pulmo-Aide modelo 5650D, el
cual incluye un nebulizador Micro-Mist Nebulizer (DeVilbiss Health Care Corp.,
Somerset, PA) (Figura 9). Se formaron grupos de 3 ratones hembra C57BL/6 y se
nebulizaron por cada ratén 30 pg de los CpG 1826, 2395 y el control 2395-C, que fueron
diluidos en un volumen final de 1.5 ml de solucion salina estéril. La nebulizacion de los

tratamientos llevo alrededor de 10 min.

Figura 9. Sistema empleado para la liberacion controlada de los tratamientos por aerosol. El
dispositivo permite la exposicion directa de la nariz de los animales, con la solucion nebulizada por un

aparato compresor comercial.
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6.7. Obtencion de suero y tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826,
2395y 2395-C

A las 16 h post-nebulizacién de los CpG 1826, 2395 y el control 2395-C, los ratones
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) i.p.,
luego se realizo el sangrado del plexo retro-orbital de los ratones con el uso de capilares
estériles, la sangre obtenida fue de inmediato transferida a tubos eppendorf de 0.6 ml, se
dejé coagular durante 20-30 min a 25°C y se centrifugd durante 20 min a 300 x g a 4°C.
Los sueros se recuperaron en tubos previamente etiquetados y se almacenaron a -20°C.
Finalmente los ratones fueron eutanasiados y disectados para obtener los pulmones, que
fueron transferidos a tubos con formalina tamponada neutra al 10% p/v, embebidos en
parafina y se realizaron cortes de 4 pum de espesor en un microtomo, del pulmén

completo (corte transversal) y de las regiones craneal, media y caudal.

6.8. Analisis de infiltracion de poblaciones celulares CD3+, CD19+, CD20+, CD80+
y CD69+ en tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826, 2395 y 2395-C

La infiltracion de células del sistema inmune en tejido pulmonar se realizd mediante
analisis de inmunofluorescencia, para ello se desparafinaron los cortes de pulmén
completo por 18 h a 60°C en una incubadora (Lab-Line Instruments, Inc.), luego se
sumergieron en xileno por 10 min., se rehidrataron en una serie de alcoholes en el
siguiente orden: alcohol absoluto, 96%, 70% y 50%, después se lavaron en agua
destilada y se calentaron por 1 min en microondas con buffer citrato (1.05 g de acido
citrico monohidratado en 500 ml de agua destilada) para la recuperacion antigénica;
posteriormente los cortes se enfriaron con agua destilada, seguido de dos lavados con
PBS 1X, se incubo a 4 °C por 8 min con Triton X-100 (Triton al 0.1% con citrato de
sodio al 0.1% en PBS 1X) para permeabilizar el tejido, luego de los lavados los cortes se
sumergieron por 30 min en (Tris-HCI 0.1M pH 7.5 BSA 3% y 20% de suero fetal
bovino) para bloquear sitios inespecificos, seguido de los lavados se incubd por 4 h a
temperatura ambiente y en camara humeda con los anticuerpos monoclonales anti-CD3-

Isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD19-PE (Sigma Immuno Chemicals F-
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6902), anti-CD20 (2Q1271) (sc-70579, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-CD80 (N-
20) (sc-1634, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y anti-CD69 (No. 310901 BioLegend),
diluidos respectivamente a 1:20 y 1:50 en diluyente de anticuerpo (No. 00-3118
ZYMED), después de los lavados se incubd por 2 h el anti-CD20 con el anticuerpos
anti-IgM de raton-FITC (sc-358950, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), el CD80 con el
anti-IgG de cabra-FITC (sc-2024, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), y el CD69 con el
anti-IgG de ratén-FITC (No. 62-6611, ZYMED), diluido 1:100 en diluyente de
anticuerpo, luego de los lavados se incubd por 30 min con DAPI (4°,6-Diamidine-
2'phenylindole dihidrochloride, Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN,
USA), posterior al lavado con metanol y metanol-PBS se montaron en PBS/Glicerol
(3/7) para ser fotografiadas a 20 y 40X con una camara DP-71 en un microscopio
(Olympus B-Max-40) y analizadas en el programa Image-Pro Plus Versiéon 7.0. Los
marcadores CD3, CD20, CD80 y CD69 se identificaron por la emision de fluorescencia
en color verde y el CDI19 en rojo La tinciéon con DAPI se utiliz6 como contraste, para

corroborar que la marca fluorescente observada correspondia a células nucleadas.

6.9. Analisis histologico del tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826,

2395y 2395-C

Los cortes de tejido pulmonar de 4 pum de espesor correspondientes a las regiones
craneal, media y caudal se extendieron y adhirieron a portaobjetos y se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E). Las laminillas fueron analizadas bajo el microscopio
compuesto por el M.C. Armando Trejo Chavez, patdlogo veterinario de la Facultad de
Medicina, Veterinaria y Zootecnia de la UANL y por el Dr. José Isaias Badillo Almaraz,
especialista en neumologia adscrito a la Universidad Auténoma de Zacatecas. Todas las
observaciones fueron incluidas, con énfasis en los signos de dafio agudo o alteraciones
estructurales en los pulmones. Para el andlisis de los datos, a cada caracteristica
histopatoldgica le fue asignado un valor en escala del 0 al 3, dependiendo de la

intensidad del dafio observado: ausencia (0), leve (1), moderado (2) y severo (3).
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6.10. Analisis de citocinas Th1/Th2/Th17 en suero de ratones nebulizados con CpG
1826, 2395 y 2395-C

La medicion de citocinas se realizo por citometria de flujo usando el kit comercial BD
Cytometric bead array (CBA) mouse Th1/Th2/Th17 kit (catadlogo no. 560485, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
adquisicion de las muestras se realizd6 en un citometro de flujo Accuri C6 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) y el analisis de datos se hizo en el programa CFlow
plus, proporcionado por la misma compafiia. La concentracion individual de cada
citocina se estimo a partir de la intensidad media de fluorescencia para cada muestra. El
valor obtenido corresponde al promedio de tres experimentos independientes + la

desviacion estandar.

6.11. Transfeccion de células B16F10 con el plasmido de WT1 (H+/-)

En una placa de 6 pozos, fueron sembradas 200, 000 células BI6F10 en un volumen de
2 ml de medio de cultivo por pozo. La placa fue incubada en condiciones estandar hasta
que el crecimiento celular alcanzé una confluencia del 70-80%. En ese momento se
inicid el protocolo de transfeccion, utilizando el polimero policationico Polietilenimina
(PEI) (ramificado, peso molecular= 25 kDa) como agente acarreador. Para ello se
preparé una solucion madre de PEI a una concentracion final de 4.3 mg/ml en H,O
miliQ estéril. La relacion de grupos amino de la PEI/ fosfatos del DNA plasmidico
(radio N/P) calculada fue de 5.

En tubos eppendorf individuales, por cada pozo a transfectar se diluyeron 4 pg del
plasmido de WT1 (H+,-) y 0.4 ul de PEI, cada uno en 100 pl de NaCl 150 mM. Se dio
vortex y spin a cada tubo. Posteriormente se adiciono la dilucién de la PEI a la dilucién
del plasmido, nuevamente se dio vortex/spin. La mezcla se incubd por 30 min. a
temperatura ambiente, se colocaron 200 pl de los complejos por pozo y se incubd la

placa por 48 h.
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6.12. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Con ayuda de un gendarme, se desprendieron y colectaron células B16F10 y L5178Y-R,
para el posterior western blot y analisis de expresion basal de la proteina de WT1, de
igual manera fueron colectadas las células BI6F10 transfectadas con el plasmido de
WTI1 (H+,-), esto ultimo para evaluar la funcionalidad del plasmido, es decir la
capacidad de expresar la proteina de WTI, para su posterior uso como vacuna. Las
suspensiones celulares fueron colocadas en tubos eppendorf y lavadas con PBS 1X.
Posteriormente los paquetes celulares fueron resuspendidos en buffer de lisis (Triton
1%, NaCl 150 mM, Tris 25 mM pH 7.6) e incubados en hielo por 30 min. Transcurrido
ese tiempo se centrifugaron los tubos por 5 min. a 10,000 rpm y los sobrenadantes
conteniendo las proteinas fueron transferidos a tubos nuevos y almacenados a -70 °C.

La cuantificacion de las proteinas se realizo con el kit colorimétrico comercial Bio-Rad
DC Protein Assay, usando estandares de albimina bovina a concentraciones de 0.125,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/ml, que sirvieron para realizar la curva de calibracion.
Para cada muestra de proteinas se prepararon diluciones 1:5, utilizando como diluyente
buffer de lisis; después se prepard un mix 1:20 con los reactivos S y A; posteriormente
se agregaron 175ul de reactivo B y se incubd por 10 min a temperatura ambiente en la
oscuridad, tiempo en el cual se desarrollé un cromégeno azul, directamente proporcional
a la concentracion de proteinas. Finalmente se ley6 la densidad dptica de los estandares
y muestras de proteinas en un lector de placas de ELISA, a una longitud de onda de 595

nm y se calculd la concentracion de proteinas para cada muestra.

6.13. Western blot

6.13.1. Preparacion de proteinas

Cincuenta microgramos de proteinas totales fueron desnaturalizados en buffer de carga

6X (B-mercaptoetanol, SDS, Glicerol, Azul de bromofenol), para lo cual fueron hervidas

durante 5 min.
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6.13.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se prepar6 un gel de poliacrilamida al 12%, se coloco en la camara de electroforesis con
buffer de corrida (Tris Base 25 mM, Glicina 250 mM pH 8.3, SDS 1%) y se cargaron las
muestras en los carriles, incluido el marcador de peso molecular. Inicialmente el
corrimiento electroforético se realizo a 46 V por 20min y posteriormente se aumentd a

100 V, por alrededor de 1 h 40 min.

6.13.3. Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Para este paso, fue preparado el mismo dia el buffer de transferencia (100 ml solucién
stock Tris Base + Glicina, 200 ml de metanol y 700 ml de H,O). Una vez concluida la
electroforesis, se saco el gel con mucho cuidado y se formé un “sandwich”, para lo cual
se colocaron de catodo a anodo: esponjas, papel filtro, gel de poliacrilamida, membrana
de nitrocelulosa, papel filtro y esponjas. Se corrié en la cdmara himeda con buffer de

transferencia por2ha26 V.

6.13.4. Inmunodeteccion

Previamente fue preparada una solucion stock de TBS 10X, pH 7.6 (Para un litro: 31.5
g Tris-HCI + 80 g NaCl y ajustar al pH indicado). Terminada la transferencia se colocé
cuidadosamente la membrana en una solucion de bloqueo (TBS-tween 1% + 5% leche)
por 1 h. Luego se incubo por 2 h la membrana con el anticuerpo primario de WT1
monoclonal diluido 1:200 en TBS-tween + leche 2.5%. Enseguida se lavo la membrana
con TBS-Tween 1% por 10 min en 3 ocasiones y después se realizé la incubacion de la
membrana con el anticuerpo secundario (conjugado) anti-raton diluido a 1:5000,
también en TBS-tween + leche al 2.5%., por 2 h. Se retir6 el anticuerpo secundario y de
nuevo se hicieron tres lavados a la membrana. Posteriormenre se agrego6 a la membrana
el sustrato de quimioluminiscencia Lumi-Light plus (Roche Diagnostics Corporation,

Indianapolis, IN, USA) en partes iguales por 5 min, se elimin6 el exceso de reactivo y se
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fij6 la membrana en un cassette para ser expuesto a un film y revelado en el cuarto
oscuro.

Para la normalizacion de las muestras se empled un anticuerpo monoclonal para [3-actina
(diluido 1:500 en TBS-tween + leche 2.5%) y se incubo por 2.5 h; el anticuerpo
secundario fue anti-raton diluido a 1:5000 en TBS-Tween + leche al 2.5% y se incub6
por 2 h. La inmunodeteccion para [-actina se realizd de igual manera con
quimioluminiscencia, como se describi6 en el parrafo anterior.

El analisis de densitometria de las bandas se realizé en el programa Image Studio Lite,

version 5.2 (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA).

6.14. Analisis de la especificidad de los péptidos 9 mer y 16 mer

Se nebulizaron dos grupos de 3 ratones C57BL/6 con 50 pg y 100 pg de los péptidos 9
mer y 16 mer, respectivamente, que fueron sacrificaron seis dias después para extraer
los bazos y obtener las células mononucleares, empleando lymphoprep (Gibco, Grand
Island, NY, USA. Para ello se realizé la perfusion de los bazos hasta obtener toda la
pulpa, enseguida se depositd la suspension celular cuidadosamente sobre un volumen de
lymphoprep, seguido de una centrifugacion a 400g por 30 min. Las células de la
interfase opaca (células mononucleares) fueron transferidas a un tubo de 15 ml, lavadas
con PBS 1X y centrifugadas a 250 g por 10 min. Luego se desechd el sobrenadante, el
paquete celular fue resuspendido en 5 ml de PBS 1X y centrifugado a 250 g por 10 min.,
seguido de otro lavado. Posteriormente la suspension celular fue colocada en una placa
para separar los linfocitos (células no adherentes), que fueron co-cultivados con células
B16F10 durante 4 h. Finalmente se tomaron los sobrenadantes, se realizd otra
centrifugacion para separar el remanente de linfocitos y se analizd la concentracion de

IFN-y, empleando un kit comercial de ELISA.

6.15. Medicion de anticuerpos especificos para WT1 en suero

Para determinar la produccion de anticuerpos especificos contra WT1 (IgG), se

nebulizaron 3 ratones BALB/c con una dosis unica de 10 pg de plasmido WT1 (H+/-)
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acomplejado con PEI. Veintiun dias después se obtuvieron los sueros de los animales y
se analizaron por dot blot. De un extracto proteico de células B16F10 se tomaron 50pug
y se llevaron a un volumen de 2001 en buffer TBS 1X, por muestra. Posteriormente con
ayuda de una bomba de vacio se cargaron en el aparato de dot blot. Luego se afiadieron
200 pl de solucion de bloqueo (TBS 1X, 2% BSA y H,0,) y se incubo 1 h. Enseguida se
hicieron dos lavados con buffer TBS-tween al 0.05% y en uno de los pozos se agregaron
100ul de anticuerpo primario anti WT1 monoclonal 1:500 (Sigma Aldrich), dejando
incubar por 45 min (control positivo). Se diluyeron 10 pl de cada suero en 500 pl de
TBS 1X y se afiadieron 200 ul a los otros pozos. Posteriormente se realizaron tres
lavados con buffer TBS-tween al 0.05%. Después se afiadié el anticuerpo secundario
anti ratén 1:5000 (Sigma Aldrich) y se incub6 la membrana por 45 min. Finalmente se
realizaron tres lavados con buffer TBS-tween al 0.05% y se afiadieron diaminobencidina

y H,O, para observar la reaccion.

6.16. Modelo de tumor pulmonar y esquema de tratamientos

Para inducir un modelo de metéstasis a pulmén, se inocularon 5x10° células B16F10
diluidas en 150 pl de medio DMEM/F12 sin suero, en la vena caudal de ratones
C57BL/6. Al tercer dia post-inoculacion de las células se formaron aleatoriamente
grupos de 5 ratones c/u, que recibieron los siguientes tratamientos en aerosol: a) PBS
(control), b) CpG-2395, c¢) Péptido 9 mer, d) Péptido 16 mer, e) Péptido 9 mer + CpG-
2395, f) Péptido 9 mer + 16 mer, g) Péptido 9 mer + péptido 16 mer + CpG-2395 y, h)
plasmido WT1 (H+/-). Los tratamientos fueron diluidos en PBS 1X a razéon de 500 pl
por raton. Las dosis empleadas para los tratamientos fueron: CpG-2395 (25ug), péptido
9 mer= 50 pg, péptido 16 mer= 100 pg y plasmido= 40 pg. La nebulizacion de cada
grupo tomo alrededor de 10 min. Los ratones tratados con los péptidos de WT1 y CpG
recibieron 3 inmunizaciones en total, con espacio de 5 dias entre cada tratamiento, el
grupo del pldsmido recibié un solo tratamiento. Desde el inicio del experimento los
ratones fueron pesados cada tercer dia y se monitore6 diariamente la supervivencia de
los animales, una vez que iniciaron los decesos los ratones fueron diseccionados, se

extrajeron y lavaron los pulmones en solucion salina estéril, posteriormente fueron
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analizados en un microscopio estereoscopico para registrar el nimero y tamarfio de focos
tumorales, por Ultimo se pesaron los pulmones. El conjunto de datos fue analizado para

determinar las diferencias entre los grupos tratados, con respecto al grupo control.

6.17. Modelo de linfoma subcutineo y esquema de tratamientos

Para inducir un modelo de linfoma implantado subcutaneamente, fueron inoculadas
2x10° células L5178Y-R en el flanco posterior derecho de ratones BALB/c. Al tercer dia
post-inoculacion de las células se formaron aleatoriamente grupos de 5 ratones c/u, que
recibieron los siguientes tratamientos en aerosol: a) PBS (control), b) CpG-2395,
¢) Péptido 9 mer, d) Péptido 16 mer, e) Péptido 9 mer + CpG-2395, f) Péptido 9 mer +
16 mer y, g) Péptido 9 mer + péptido 16 mer + CpG-2395. Las dosis individuales de los
tratamientos, asi como la forma de entrega en aerosol, fueron iguales que en el modelo
de tumor pulmonar descrito previamente. Los ratones recibieron 3 inmunizaciones en
total, con espacio de 3 dias entre cada una. El peso de los ratones fue registrado cada
tercer dia desde el inicio del experimento. Asimismo, con ayuda de un vernier digital se
midio el tamafio de los tumores, el volumen tumoral fue calculado con la formula 17/6 x

largo x ancho”. La sobrevivencia de los animales fue monitoreada diariamente.

6.18. Modelo profilactico de linfoma subcutaneo

Para evaluar la capacidad de la vacunacion contra WT1, para prevenir la formacion del
linfoma, se formaron grupos de 5 ratones c/u, los cuales recibieron una Unica
nebulizacion con: a) PBS (control), b) Plasmido WT1 (H+/-) (10 pg+ PEI), ¢) CpG-2395
(25 pg), d) plasmido WT1 + CpG (co-administrados) y e) plasmido WT1 + CpG (CpG
48 h después del plasmido). Siete dias después, fueron inoculadas 4x10° células
L5178Y-R en el flanco posterior derecho de ratones BALB/c. El peso de los ratones y el
tamario de los tumores desde su aparicion fueron registrados diariamente. Para el célculo
del volumen tumoral se utilizé la formula descrita anteriormente. Se llevd un registro

detallado de la sobrevivencia de los ratones de todos los grupos.
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6.19. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el programa SPSS Statistics, version 20
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Para analizar las diferencias histologicas inducidas por
cada ODN-CpG, en comparacion al control se us6 la prueba U de Mann-Whitney. Las
diferencias en poblaciones del sistema inmune infilitradas en tejido pulmonar,
concentracion de citocinas, peso de ratones, peso de pulmones y volumen tumoral, se
analizaron mediante ANOVA; en los casos en los que se hallaron diferencias, se
procedio a realizar la prueba de Tukey. Finalmente el analisis de sobrevivencia se
realizd mediante el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier. Los valores p menores a
0.05 fueron considerados como indicativos de una diferencia estadisticamente

significativa.
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7. RESULTADOS

7.1. Infiltracion de células del sistema inmune en tejido pulmonar de ratones

nebulizados con ODN-CpG

La capacidad de los ODN-CpG para inducir la infiltracion de células de la inmunidad
innata y adaptativa en el tejido pulmonar fue determinada por inmunofluorescencia,
mediante el conteo de células positivas para los marcadores celulares analizados.

Para el marcador CD3, presente en células T, se identificaron 3 células positivas por
campo, en pulmones de ratones del grupo PBS (control), mientras que en el resto de los
tratamientos no se encontraron células que expresaran dicho marcador (p<0.01).
Respecto a los marcadores de células B, CD19 y CD20, en el caso de CD19 fueron
detectadas 26 células positivas por campo, en pulmones de ratones tratados con PBS,
observandose una disminucion en el nimero de células en los tratamientos con CpG-
1826, CpG-2395 y 2395-C, donde fueron contadas 17, 9 y 14 células, respectivamente
(Figura 10); solo en el tratamiento con el CpG-2395 la diferencia observada para el
marcador CD19 fue estadisticamente significativa, en comparacion con el grupo PBS
(p<0.05). Para el marcador CD20, se observaron un promedio de 7 y 6 células CD20+
por campo en pulmones de ratones nebulizados con PBS y 2395-C, respectivamente, con

ausencia de células marcadas en pulmones tratados con ambos ODN-CpG.
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Figura 10. Inmunofluorescencia de células CD19+ en tejido pulmonar a las 16 h post-nebulizacion

de los grupos PBS, CpG-1826, CpG-2395 y 2395-C (40x). La positividad del marcador CD19 se

observa en color rojo (ficoeritrina). Las laminillas fueron contrastadas con la tincion DAPI (azul).

Para los marcadores de inmunidad innata CD69 y CD80, considerados indicadores de la
activacion de células NK y macréfagos/células dendriticas, respectivamente, se observo
una ausencia de células CD69+ infiltradas en pulmones de ratones tratados con PBS y
CpG-1826, mientras que en los tratamientos con CpG-2395 y 2395-C se contaron un
promedio de 4 y 7 células positivas por campo, respectivamente (Figura 11), lo que
representa, en ambos casos, una diferencia significativa con respecto a los grupos PBS y
CpG-1826 (p<0.01). Finalmente, el marcador CD80 fue negativo en pulmones de los
grupos tratados con PBS, CpG-1826 y CpG-2395; interesantemente, solo para el
tratamiento con 2395-C se hallaron células CD80+, en un promedio de 5 células

marcadas por campo.
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Figura 11. Inmunofluorescencia de células CD69+ en tejido pulmonar a las 16 h post-nebulizacion
de los grupos PBS, CpG-2395 y 2395-C (40x). La positividad del marcador CD69 se observa en color

verde (FITC). Las laminillas fueron contrastadas con la tincion DAPI (azul).

En conjunto, los resultados demuestran la capacidad del CpG-1826, CpG-2395 y 2395-
C, para modular la infiltracion y, en ciertos casos, la activacion de poblaciones celulares

inmunoldgicas en el tejido pulmonar (Figura 12).

46



A)

35 -
ECD19 ®mCD20 mCD6
30 4 = CD2D CD3
25 -
20 -

Promedio de celulasicampo

15 -
10 -
: ,
0 -

CpG-1826  CpG-2395  GpC-2395

Tratamiento

B) 35
g_ 30 mPES
£ mCpG-1826
u -
@ 25 B CpG-2395
% 20 - = 2385-C
[+
< 15 - *
% -
@ 1'} T
E 5 % #
£ %
[]. A
ch3 cD19 CD20 CD69 cDao

Marcador celular

Figura 12. Poblaciones de células del sistema inmune infiltradas en pulmones de ratones a las 16 h
post-nebulizacion con ODN-CpG y controles. El valor promedio de células contabilizadas en un total de
10 campos (+ desviacion estandar) durante el analisis de inmunofluorescencia: A) Por tratamiento y B)

Por marcador celular. *p<0.05; **p<0.01, en comparacion con el grupo PBS.
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7.2. Perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 en suero de ratones nebulizados con ODN-
CpG y controles

Para determinar la capacidad de los ODN-CpG administrados en aerosol, para modular
la respuesta inmune no solo a nivel pulmonar sino sistémico, se cuantificaron los niveles
de citocinas Th1/Th2/Th17 en el suero de los ratones. Los resultados obtenidos, con
respecto al grupo PBS, muestran que el CpG-1826 indujo un incremento significativo en
los niveles de IL-4 e IL-10 (p<0.01), e IFN-y (p<0.05). El CpG-2395 caus6 una
disminucion en los niveles de IL-6 e IL-10. Mientras que el tratamiento con 2395-C

provocd una reduccion en la concentracion de IL-6 e IL-17 (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de citocinas en suero de ratones tratados con ODN-CpG y controles. Los
sueros para la cuantificacion de los niveles de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y fueron
colectados a las 16 h post-nebulizacidn de los tratamientos y analizados por citometria de flujo. Los datos
corresponden al valor promedio + la desviacidn estandar de tres experimentos independientes. * p<0.05

versus grupo control, ** p<0.01 versus grupo control, N.D.= No detectable.

Tratamiento Concentracion de citocina (pg/ml)
IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17 TNF-o  IFN-7
PBS 110¢014 715¢155 1005¢1150  2055:572 18254808 1055:305 447:005
CpG-1826 1574011 22.72%0.81" 2455:176 119.22£15.23" 1382:724 2637:065 8.3540.98
CpG-2395 125¢014 BOT:074  442£102 7.07+1.02 N.D. ND.  45:013
2395-C 1324020 07:070  B817£1.00 N.D. 0.55:0.07 94+233 405:024

7.3. Analisis histologico de pulmones tras la administracion en aerosol de ODN-
CpG

El analisis histologico del efecto del CpG-1826, CpG-2395 y 2395-C, nebulizados en los
pulmones 16 h después del tratamiento de los ratones, evidencié la presencia de diversas
alteraciones estructurales agudas en el tejido pulmonar, incluyendo signos de: a)
congestion, b) edema, c) enfisema, d) hiperplasia epitelial y submucosa, e) presencia de
infiltrado inflamatorio, y f) engrosamiento de sacos alveolares. Esas caracteristicas

fueron consideradas para determinar las diferencias entre los tratamientos, con respecto
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al grupo control. Los hallazgos histolédgicos mas importantes se describen a
continuacion.

Los pulmones de los ratones tratados con PBS, mostraron alteraciones histologicas
minimas, incluyendo un engrosamiento leve de sacos alveolares (Figura 13-a y b) y
estructura epitelial conservada (Figura 13-c). El tratamiento con el CpG-1826 indujo un
engrosamiento severo de sacos alveolares (p=0.022) (Figura 13-d y -e), con congestion
severa (Figura 13-e) (p=0.029), hiperplasia bronquial y submucosa severas (p=0.042)
(Figura 13-f), y signos de enfisema (p=0.029).

El CpG-2395 produjo alteraciones histoldgicas mas evidentes, indicadas por una
congestion leve (Figural3-g), infiltrado inflamatorio peribronquiolar severo (p=0.004),
con pérdida del epitelio cilindrico ciliado (Figura 13-h), edema (p=0.014), hiperplasia
epitelial (p=0.001) y engrosamiento moderado de sacos alveolares (Figura 13-i).

La nebulizacion de los ratones con la secuencia 2395-C, también provocod cambios
agudos en el tejido pulmonar. Incluyendo congestion y engrosamiento de sacos
alveolares leves (Figura 13-j), una severa hiperplasia epitelial y submucosa (p=0.000)
acompaiiada de pérdida del epitelio cilindrico ciliado (Figura 13-k) y edema perivascular

moderado (p=0.018) (Figura 13-I)
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Figura 13. Analisis histolégico de los pulmones de ratones nebulizados con ODN-CpG y controles.
Las imagenes son representativas de cortes de pulmon colectados 16 h después de la administracion de los
tratamientos, tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E). Grupos: a-c (PBS), d-f (CpG-1826), g-i (CpG-
2395), y j-1 (2395-C). Las flechas indican los hallazgos histoldgicos observados, descritos a detalle en el

texto.

Las alteraciones histologicas fueron observadas en todos los segmentos analizados
(craneal, medial y caudal), indicando una distribucion pulmonar homogénea de los
tratamientos aerosolizados. Por esa razon, los datos del score se realizaron considerando
pulmones completos, en lugar de segmentos. Los resultados del analisis estadistico se

resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Alteraciones histologicas en pulmones de ratones nebulizados con ODN-CpG y 2395-C. Los
valores mostrados representan la comparacion de cada tratamiento versus el grupo control (PBS),

obtenidos con la prueba estadistica U de Mann-Whitney. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0005

Grupo de tratamiento Prueba U Mann-Whitnney (valor U, valor p)  n=9

Infilirado  Engrosamiento de

Congestion  Edema  Enfisema  Hiperplasia inflamatorio  sacos alveolares
CpG-1826 18.5(0.0297  205(0.243) 21.0(0028) 18.0(0042)  28.5(0.185) 16.5(0.0227
CpG-2395 22.5(0.082) 15000014y 37.0(0.693) 60000017 95(0.004F 24.0(0.113)
2395.C 28.5(0.241) 165000187  245(0.052)  0.000.0007  37.5(0.772) 22.5{0.069]

7.4. Expresion de la proteina de WT1 en las lineas celulares B16F10 y L5178Y-R

Para poder implementar modelos experimentales que permitieran evaluar la efectividad
de la vacunacién contra WTI, se determind la factibilidad del empleo de las células
B16F10 y L5178Y-R, para ello se analiz6 la expresion de la proteina de WT1 por un
ensayo de Western blot. Los resultados obtenidos mostraron una alta expresion de WT1
en ambas lineas celulares, al comparar con el nivel de expresion de la linea celular
leucémica humana K562, ampliamente utilizada como referencia de la expresion de

WT1 (Figura 14).

K562 Bi6F10  L5178Y-R

lll"'hil'Tl - -
(52 kDa) -

o -
(42 kDa)

Figura 14. Expresion basal de la proteina WT1 en las lineas celulares B16F10 y L5178Y-R. La

deteccion fue realizada por Western blot, usando un anticuerpo anti-WT1 monoclonal. La linea celular de
leucemia humana K562 fue usada como control positivo de la expresion de WT1. Como control endégeno

fue detectada la proteina B—actina.
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7.5. Funcionalidad del plasmido WT1 (H+/-) y especificidad de los péptidos

sintéticos de 9 mer y 16 mer derivados de WT1

Para evaluar la funcionalidad del plasmido WTI1 (H+/-), es decir la capacidad de
expresar la proteina de WT1, para su posterior uso como vacuna, se analizdo mediante
Western blot la expresion exogena de WTI, en células BI6F10 transfectadas con el
plasmido. Se observo una expresion 7 veces mayor nivel de la proteina WTI, en
comparacion con células control sin transfectar (Figura 15). Lo anterior confirma la
factibilidad del uso del plasmido como vacuna de DNA, al codificar correctamente para

el antigeno tumoral.

A) B)

Ctrl Transf.

WT1
s2k00) D .
[-actina
(42 kDa) - -

Expresionnormalizada de WT1

o = N W & v O N @

Ctrl  Transf.

Figura 15. Western blot para WT1. A) Expresién de WT1 en células B16F10 sin transfectar (control) y
transfectadas con 4 pg del plasmido WT1 (H+/-). Como control de carga se utilizé la proteina f—actina;

B) Analisis densitométrico de la expresion de WT1 en células control y transfectadas, normalizada en

relacion a la B—actina.

Para determinar la especificidad de los péptidos sintéticos de WTI1, primeramente se
inmunizaron ratones C57BL/6 con los péptidos 9 mer y 16 mer, posteriormente se
extrajo el bazo de los animales y se separaron los linfocitos, que fueron luego co-
cultivados con células B16F10 y finalmente se cuantificé el nivel de IFN-y secretado por

los linfocitos en el medio de cultivo. La concentracion de IFN-y en el sobrenadante
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control fue de 53.9+18.2 pg/ml, mostrando un incremento a 101.5+ 17.0 pg/ml para el
péptido 9 mer y una disminucion a 4.3£1.1 pg/ml para el péptido 16 mer (Figura 16). La
diferencia en la produccion de IFN-y fue estadisticamente significativa entre los péptidos

(p<0.05).

120 4

100 +

IFN-y¥ (pg/ml)

0 -

Control 8-mer 16-mer

Figura 16. Cuantificacion de los niveles de IFN-y en sobrenadantes. Se co-cultivaron células B16F10
con linfocitos provenientes del bazo de ratones inmunizados 6 dias antes con los péptidos sintéticos de

WT1: 9 mery 16 mer. La determinacion fue realizada mediante un kit de ELISA comercial. * p<0.05.

7.6. Deteccion de anticuerpos contra WT1 en suero de ratones inmunizados con el

plasmido WT1 (H+/-)

Para evaluar in vivo la capacidad del plasmido WT1 (H+/-) para funcionar como vacuna
de DNA e inducir una respuesta inmune, se analizd la presencia de anticuerpos
especificos contra WT1 mediante un dot blot. Para ello fueron inmunizados por via
aerosol 3 ratones con una dosis unica de 10 pg de plasmido y los sueros fueron
colectados a los 21 dias post-nebulizacion. Los resultados mostraron que en el suero de
ratones tratados el plasmido hubo una produccion de anticuerpos anti-WT1 (Figura 17).
Con ello se confirmd la factibilidad del uso del plasmido como vacuna de ADN en los

ensayos de modelos tumorales posteriores.
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Figura 17. Ensayo de dot blot para la deteccién de anticuerpos anti-WT1. C-: Control de la técnica
sin anticuerpo primario; C+: Control positivo con anticuerpo primario monoclonal de raton contra WTI,

1:500; +: Suero de raton inmunizado con 10 pg de plasmido en aerosol.

7.7. Efecto de la vacunacion con DNA/péptidos de WT1 y CpG-2395, sobre tumores

B16F10 implantados pulmonarmente

El modelo de cancer pulmonar fue establecido satisfactoriamente, los focos tumorales
fueron visibles durante el analisis de los pulmones al octavo dia de la inoculacién de las

células B16F10, el nimero de focos tumorales aument6 para el dia 13 (Figura 18).

Figura 18. Metastasis pulmonares en ratones C57BL/6. A) La imagen es representativa de los focos
tumorales observables bajo el estereoscopio, a los 13 dias posteriores a la inoculacién de las células

B16F10. B) Control, pulmdn de ratén no inoculado con las células tumorales
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A continuacion se llevéd a cabo la induccion de tumores pulmonares y al tercer dia de
formaron aleatoriamente grupos de 5 ratones y se iniciaron las nebulizaciones, hasta
completar los tratamientos programados. A partir del dia 20 del experimento, iniciaron
los decesos de los ratones, que fueron diseccionados para obtener los pulmones. Al
finalizar el ensayo, el analisis nimero y tamafio de focos tumorales no mostro
diferencias entre los diferentes grupos, con respecto al grupo control (Figura 19).
Tampoco se observaron diferencias en el peso de los pulmones ni en la sobrevivencia de

los ratones.

9 mer
+CpG

9 mer
+16 mer

+CpG

WT1
(H+/-)

Figura 19. Fotografias representativas de los pulmones de los grupos de ratones aerosolizados con
los diferentes tratamientos versus el grupo control. Al registrarse el deceso de los animales, se realizd
la diseccion y obtencion de los pulmones para determinar diversos parametros y evaluar la eficacia de los

tratamientos.

7.8. Efecto de la vacunacion con péptidos de WT1 y CpG-2395, sobre tumores

L5178Y-R implantados subcutineamente

El monitoreo del peso de los ratones, a partir del tercer dia de la inoculacidon subcutanea
de 2x10° células L5178Y-R, mostrd para todos los grupos un incremento del peso a
partir del sexto dia, cuando los tumores fueron evidentes en los ratones. El dia 24 se

alcanzo el peso maximo para la mayoria de los grupos experimentales, con excepcion
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del grupos CpG-2395 (dia 15) y los grupos PBS y 9 mer+16 mer+CpG, en los que los
ratones siguieron aumentando de peso, en una clara correlacion con el incremento de la
masa tumoral, hasta el deceso de los animales.

Para el dia 24, en todos los grupos hubo un incremento del peso de los ratones, con
respecto al peso inicial: PBS (18.7%), grupo CpG-2395 (1.3%), 9 mer (11.8%), 16 mer
(7.7%), 9 mer+CpG (14.3%), 9 mer+16mer (11%), 9 mer+16 mer+CpG (31%) (Figura
20).
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Figura 20. Cinética de peso corporal de ratones BALB/c con tumores L5178Y-R subcutineos. Se
inocularon 2x10° células en el flanco posterior derecho de los animales. Al tercer dia se formaron
aleatoriamente grupos de 5 ratones y fueron pesados cada tercer dia. Se incluye la desviacion estandar

para cada medicion.

El anélisis del crecimiento tumoral mostré un aumento gradual del volumen de los
tumores del grupo PBS, que para el dia 18 tuvieron un volumen promedio de 1778 mm?,
alcanzando un volumen méximo de 6745 mm? el dia 27; lo mismo ocurrid con los

tumores del grupo 9 mer+16 mer+CpG, sin embargo en este ultimo el crecimiento
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tumoral fue mayor, con un volumen promedio de 3976 y 8076 mm®, para los dias 18 y
27, respectivamente. En el resto de los tratamientos se observd una tendencia similar,
con un aumento de la masa tumoral y una regresion posterior. El volumen tumoral
maéximo se registré el dia 9 para el grupo 9 mer (307.5 mm®); y el dia 12 para los grupos
CpG-2395 (463 mm’), 9 mer+CpG (772mm’), 16 mer (281 mm®) y 9 mer+16 mer (436
mm3) (Figura 21).
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Figura 21. Cinética de volumen tumoral de ratones BALB/c con tumores L5178Y-R subcutineos. Se
inocularon 2x10° células en el flanco posterior derecho de los animales (dia 0). Al tercer dia se formaron
aleatoriamente grupos de 5 ratones. Los tumores fueron medidos cada tercer dia, desde su aparicion el dia
6. El volumen tumoral fue calculado con la formula m*largo*ancho”. Se incluye la desviacion estandar

para cada medicion.

En todos los grupos en los que se observo regresion tumoral, para el dia 24 era evidente
una avanzada reabsorcion de los tumores (Figura 22), los valores promedio del volumen
tumoral fueron los siguientes: CpG-2395 (110 mm?), 9 mer (76 mm®), 16 mer (68 mm?),

9 mer+CpG (269 mm®) y 9 mer+16 mer (280 mm”).
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Figura 22. Fotografias de ratones con linfoma subcutineo tratados con los péptidos 9 mer, 16 mer y
CpG-2395. Las fotografias representativas de los grupos experimentales fueron tomadas a los 24 dias del

inicio del experimento.

También se analiz6 el impacto de los tratamientos en la sobrevivencia de los animales,
se encontr6 que los grupos PBS y 9 mer+16 mer+CpG tuvieron la menor sobrevivencia,
lo que estuvo estrechamente ligado al volumen tumoral observado. En el grupo PBS,
ocurrieron decesos los dias 21, 24 y 27; en el grupo 9 mer+16 mer+CpG los dias 18 (2
ratones), 29, y 40; en el resto de los grupos, todos los ratones sobrevivieron hasta el dia

43, cuando se decidi6 finalizar el experimento.
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7.9. Efecto de la vacunacion con WT1 (H+/-) y CpG-2395, en la prevencion del

desarrollo de tumores L5178Y-R subcutaneos

Para el modelo profilactico de linfoma, se realiz6 una sola inmunizacién en aerosol y
posteriormente la inoculacion de 4x10° células L5178Y-R. Luego de 7 dias, los tumores
se hicieron evidentes en los grupos nebulizados con PBS y CpG-2395; para el dia 21, los
tumores alcanzaron un tamafio promedio de 7720 y 3142 mm®, respectivamente. En los
grupos que recibieron el plasmido WT1 H (+/-) solo o en combinacion con el CpG-2395,
la aparicion del tumor se retrasd hasta el dia 14 y para el dia 21 el volumen tumoral
promedio fue el siguiente: WT1 (H+/-)= 456 mm>, WT1+CpG (103 mm®) y WT1+CpG
(48h)= 386 mm’ (Figura 23).

—4—PBS
8000 | —W-CpG23%
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sopp | I WIHCPG (48n)

Volumen tumoral (mm 3)

Tiem po {dias)

Figura 23. Cinética de crecimiento tumoral en ratones tratados con WT1 (H+/-) y CpG-2395. Grupos
de 5 ratones fueron nebulizados por tnica ocasion con los diferentes tratamientos. Siete dias después se
inocularon 4x10° células L5178Y-R en el flanco posterior derecho de los animales y se monitoreé el
tamarfio de los tumores, desde que fueron visibles. El volumen tumoral fue calculado con la formula

n*largo*ancho”. Se incluye la desviacion estandar para cada medicion.
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El analisis de supervivencia para este experimento mostréd que la menor sobrevivencia
ocurrio en el grupo PBS, en el que todos los ratones murieron, en los dias 21, 24 (dos
decesos), 25 y 30. En el grupo tratado Gnicamente con el CpG-2395 se registraron 4
decesos, en los dias 22, 25, 26 y 30. En los grupos restantes que recibieron el plasmido,
la sobrevivencia de los animales fue alta, mostrando correlacion con el bajo desarrollo
tumoral observado. El grupo nebulizado con el plasmido y el CpG-2395 a las 48 h tuvo

una sobrevivencia del 100% a los 45 dias, cuando finalizo el experimento (Figura 24).
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Figura 24. Grifico de supervivencia de ratones tratados con WT1 (H+/-) y CpG-2395. El analisis de
los datos se realizd mediante el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier, en el programa SPSS

Statistics version 20.
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8. DISCUSION

El cancer representa un serio problema de salud publica, la Organizaciéon Mundial de
la Salud estima que para el afio 2030, habra en el mundo 26 millones de nuevos casos y
17 millones de muertes por afio (Boyle and Levin, 2008). Las modalidades actuales de
tratamiento, incluyendo la radio y la quimioterapia, aunque en algunos casos muestran
efectividad en la clinica, no tienen un impacto significativo en la sobrevivencia y debido
a su inespecificidad, resultan muy toxicas para los pacientes. Aunado a ello, muchos
tumores poseen una resistencia intrinseca a estas terapias convencionales. Es por ello
que los nuevos enfoques terapéuticos, incluyendo a la vacunacion contra antigenos
tumorales, representan una opcion prometedora para el tratamiento del cancer. Ademas
de ser una terapia mas especifica y menos toxica, que ha demostrado su efectividad en
diversos modelos preclinicos y en estudios clinicos, la vacunacion en cancer presenta la
ventaja de inducir memoria inmunoldgica, lo que puede evitar la recurrencia de la
enfermedad (Magee et al., 2013). Para el disefio de protocolos de vacunacion exitosos,
se requiere la eleccion de los mejores antigenos y adyuvantes, con especial atencion en
la dosis y el numero de inmunizaciones, asi como la via de administracion a utilizar
(Guo et al., 2013).

El proposito de este trabajo fue evaluar la efectividad de la vacunacion contra WT1
mas ODN-CpG administrados por aerosol, sobre el crecimiento de tumores pulmonares
y subcutaneos. La proteina WT1 es un factor de transcripcion tipo dedos de zinc, que ha
sido blanco de una extensa investigacion en cancer, donde se ha observado que tiene un
importante rol oncogénico. Ademas se ha demostrado la presencia de anticuerpos
especificos para WT1 en pacientes con cancer, lo que demuestra su inmunogenicidad
(Nicoli et al., 2008; Wu et al., 2005). En el 2009, el Instituto Nacional del Cancer en los
Estados Unidos, propuso un proyecto piloto de priorizacion de antigenos tumorales, con
base de criterios objetivos predefinidos y preponderados; los resultados del proyecto
colocaron a WTI en el primer lugar del listado, convirtiéndolo en el antigeno tumoral
mas importante para el desarrollo de inmunoterapias en cancer (Cheever et al., 2009). La
efectividad de la vacunacion contra WT1 ha sido comprobada en varias decenas de

ensayos clinicos, mediante la administracion de péptidos sintéticos cortos, que
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corresponden a epitopes inmunogénicos de WT1, los resultados obtenidos han permitido
determinar la seguridad y tolerabilidad de la terapia, con respuestas clinicas e
inmunoldgicas significativas (Stasi et al., 2015; Kawakami et al., 2007). Un hecho
relevante es que pesar de la expresion de WTT1 en tejidos normales, no hay reportes que
indiquen la presencia de reacciones autoinmunes en ratones o en humanos, luego de
recibir inmunoterapia especifica (Van Driessche et al., 2012).

Los ODN-CpG fueron seleccionados como adyuvantes en este trabajo, debido a que
han sido evaluados en diversas enfermedades inmunoldgicas e infecciosas, asi como en
cancer, donde se ha demostrado su eficacia en combinacién con quimioterapia
(Manegold et. al, 2008) y otras terapias incluyendo anticuerpos, agentes
antiangiogénicos, radioterapia y crioterapia (Vollmer et. al, 2009). Ademas, un estudio
clinico reciente mostr6 la efectividad y seguridad de ODN-CpG como adyuvantes en la
vacunacion contra WT1 en pacientes con cancer de pulmon, pancreas, ovario, sarcoma y
papilar (Ohno et. al, 2012). En modelos preclinicos, se ha demostrado la eficacia
antitumoral de ODN-CpG usados como monoterapia (Yao et al., 2009).

La via de administracion de las vacunas representa un aspecto critico para la
induccion de una buena respuesta inmune. En este trabajo se propuso la administracion
pulmonar, la cual ha sido poco explorada para la entrega de vacunas en cancer, sin
embargo su eficacia es fuertemente respaldada por estudios clinicos previos, donde se ha
demostrado que la administracion pulmonar de antigenos inmunogénicos, propicia el
desarrollo de una respuesta inmune celular especifica (Tavel, J. et al., 2007), ademas se
ha observado que la inmunidad provista no solo es loco-regional, sino sistémica (Bivas-
Benita et al., 2010).

La primera parte de este trabajo se centrd en la evaluacion de la capacidad adyuvante
de los ODN-CpG. El analisis de las poblaciones de células inmunoldgicas infiltradas en
los pulmones en respuesta a la nebulizacién con ambos ODN-CpG, en comparacion con
el control, mostraron una disminucién en el nimero de linfocitos B (CD19+ o CD20+) y
T (CD3+) infiltrados en el tejido pulmonar, ademas una falta de activacion de
macrofagos o células dendriticas, indicado por la ausencia del marcador CD80+. Norton
et. al evaluaron la capacidad inmunomoduladora de los ODN-CpG via intranasal, y en

24h observaron un aumento en el nimero de linfocitos, neutrofilos y macréfagos en
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fluido BAL (Norton et al., 2010), esto podria explicar la disminucién en el numero de
linfocitos B y T en el tejido pulmonar observada en nuestros resultados, mientras que la
maduracion de CPA podria requerir de la administracion repetida de ODN-CpG
(Sfondrini et al., 2013). Sin embargo el mecanismo por el cual los ODN-CpG conducen
a la activacion de macrofagos alveolares y DCs en el pulmdn no esta claro, desde que se
ha reportado la baja o nula expresion de TLR9 en esas poblaciones celulares en murinos
(Suzuki et al., 2005; Chen et al., 2006). Interesantemente el CpG-2395 indujo el
reclutamiento de células NK activadas (CD69+), esto en concordancia con Pesce et al.,
quienes reportaron que los ODN-CpG promueven el reclutamiento selectivo de pDCs en
tejido pulmonar y de DCs convencionales y NK en tejido pulmonar como en el espacio
bronquioalveolar y ademas inducen la activacion de células NK, DCs y células T en el
tejido pulmonar (Pesce et al., 2010). La capacidad del CpG-2395 para inducir la
activacion significativa de células NK, podria ser de especial interés en la terapia del
cancer pulmonar, donde la eliminacion de células en las fases iniciales depende en gran
medida de los mecanismos de la inmunidad innata.

Los resultados de la concentracion de citocinas en suero, en comparacion al control,
mostraron que el CpG-1826 indujo un aumento significativo en 1L-4, IL-10 e IFN-y,
mientras el CpG-2395 disminuy6 los niveles de IL-6 e IL-10. Estos resultados son
dificiles de extrapolar a otros estudios, dado que el andlisis de las citocinas por la
administracion pulmonar de ODN-CpG es realizado en fluido BAL mas que en plasma o
suero. No obstante, los resultados obtenidos con el ampliamente usado CpG-1826, son
similares a lo reportado por Norton et al. en fluido BAL, con un incremento en la
concentracion de IL-4, IL-10 e INF-y, sin cambios en los niveles de IL-17, ademas
observaron un aumento en los niveles de IL-6, IL-1a, KC, MCP-1 y RANTES (Norton
et al., 2010). En plasma de ratones, se ha reportado un aumento significativo en la
concentracion de IL-1p, IL-6 e IL-12p40 y otras citocinas, a las 24h de la administracién
intratraqueal de ODN-CpG (clase B) (Tasaka et al., 2009). En general, nuestros
resultados sugieren un patron diferencial de modulacion de citocinas para los CpG-1826
y el CpG-2395, lo cual sugiere que la eleccion del ODN-CpG para su administracion
pulmonar, debera depender del contexto de su aplicacidon. Por ejemplo, la modulacion

diferencial de IL-10 podria plantear un escenario, en el cual la generacion de células T
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reguladoras podria ser inducida por el CpG-1826, con el efecto opuesto del CpG-2395,
lo que tendria un gran impacto en las terapias anti-cancer. Se requieren estudios
adicionales para elucidar si las citocinas presentes en muestras de suero o plasma son un
reflejo de la produccion de citocinas en el pulmoén o si en cambio los ODN-CpG son
capaces de alcanzar la circulacion, como ha sido demostrado para multiples drogas y
moléculas (Patton and Byron, 2007), afectando diferencialmente la produccion de
citocinas. En todo caso, la mayor comprension del efecto de la administracion pulmonar
de dosis seguras de ODN-CpG, en el patron y nivel de citocinas producidas local y
sistémicamente, permitird una mejor eleccion de la terapia, en patologias loco-regionales
y sistémicas.

Posteriormente se evalu6 la toxicidad de los ODN-CpG administrados a nivel
pulmonar, mediante el analisis histologico de los pulmones de ratones nebulizados con
una dosis terapéutica de 30 pug de los ODN-CpG (Cerkovnik et al., 2013). Los resultados
mostraron diversas alteraciones en el tejido pulmonar, incluyendo hiperplasia epitelial y
submucosa, engrosamiento se sacos alveolares, e infiltrado inflamatorio. Este resultado
concuerda parcialmente con el estudio de Tasaka et. al, quienes observaron que los
ODN-CpG administrados intratraquealmente inducen dafio en los pulmones, con
engrosamiento de sacos alveolares, ademas de areas de hemorragia e incremento en la
permeabilidad pulmonar (Tasaka et al., 2009). En contraparte, otros estudios reportan
cambios histologicos minimos en el tejido pulmonar tras 24h de la administracion
intranasal de ODN-CpG (Norton et al., 2010) y ausencia de cambios en la estructura
pulmonar, luego de la administracion repetida de ODN-CpG (Sfondrini et al., 2013). A
pesar de que el tratamiento con ODN-CpG provocé alteraciones histoldgicas en los
pulmones, los animales mostraron una apariencia saludable hasta el momento del
sacrificio, en contraste con otros, donde se ha reportado una répida aparicion de
sintomas asociados a sepsis, incluyendo erizamiento de pelo, exudado ocular y letargia
(Knuefermann et al., 2007). Los cambios histopatologicos observados en este trabajo
podrian estar relacionados con la dosis de ODN-CpG y con la eficiencia del sistema de
administracién utilizado. Es necesario realizar estudios de dosis-respuesta para evaluar
la dosis minima inmunomodulatoria de los ODN-CpG y la posibilidad de minimizar las

alteraciones en el tejido pulmonar.
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Con los datos de la infiltracion de células del sistema inmune en tejido pulmonar, la
modulacion de citocinas en suero y el analisis histologico de los pulmones de ratones
nebulizados, los resultados sugieren que los ODN-CpG tienen la capacidad de modular
la respuesta inmune local y sist¢émicamente. Esto brinda un mayor panorama para el
entendimiento del potencial inmunomodulador de los CpG-ODN administrados por via
pulmonar, asi como los posibles riesgos asociados a su uso terapéutico.

En otros experimentos, se analizd la expresion de WTlen células B16F10 vy
L5178Y-R. Se encontr6 una alta expresion de WT1 en ambas lineas celulares, tomando
como referencia a la linea leucémica humana K562. La expresion de WT1 en células de
melanoma B16F10 fue reportada previamente en nuestro laboratorio, demostrando que
la expresion de WT1 es esencial para la viabilidad de esta linea celular (Zamora et al.,
2007). Aunque la expresion de WTI1 en células L5178Y-R no ha sido reportada
previamente en la literatura, creemos que su expresion podria ser esencial para la
viabilidad, al igual que ha sido demostrado para otras lineas celulares tumorales de
origen hematopoyético (Glienke et al., 2007). Con los resultados indicando una alta
expresion de WT1 en células BI6F10 y L5178Y-R, y los antecedentes del rol esencial
que tiene en muchas lineas celulares, se asumid que la disminucion de WT1 como un
mecanismo de evasion del sistema inmune es poco probable y por lo tanto ambas lineas
celulares fueron usadas para establecer los modelos tumorales y probar la efectividad de
la vacunacién contra WT1 in vivo.

También se evalud la funcionalidad y especificidad del pldsmido codificante de WT1
y los péptidos sintéticos de 9 mer y 16 mer, para validar su uso como vacunas en este
trabajo. Se observo una expresion exogena de WT1 7 veces mayor en células B16F10
transfectadas con el plasmido, con respecto a células sin transfectar; ademas se detectd
la presencia de anticuerpos anti-WT1 en suero ratones BALB/c inmunizados con el
plasmido. En trabajos previos, se ha demostrado la capacidad del plasmido para producir
la proteina antigénica, como un paso obligatorio para su administracidn como vacuna de
DNA (Ren et al., 2004), también se ha demostrado que una sola inmunizacién con
plasmido puede inducir la produccidon de anticuerpos especificos en ratones (Kasinrerk
et al., 2002). Por otro lado, la especificidad de los péptidos fue demostrada a través de la

produccién de IFN-y en co-cultivos de linfocitos de bazo (de ratones previamente
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inmunizados) y células B16F10. En un estudios previo, usando el péptido 9 mer en
combinacion con IL-2, IL-15, IL-21, e IL-15/21, se generaron linfocitos T CD8+
especificos para WT1, con efecto citotdxico contra la linea MCF-7 (Olguin, 2012). En
conjunto, nuestros resultados que demuestran la capacidad del plasmido para expresar
altos niveles de WT1 y su capacidad inmunogénica in vivo, asi como con las evidencias
sobre la inmunogenicidad y especificidad de los péptidos derivados de WTI, validan su
usoO como vacunas en esta investigacion.

Una vez que se confirmé la capacidad inmunomoduladora de los ODN-CpG y la
factibilidad del empleo del plasmido y los péptidos sintéticos como vacunas de WTI, se
inicid con los modelos de vacunacidn in vivo. Primeramente se trabajé con el modelo de
cancer pulmonar en ratones C57BL/6 (Zamora-Avila et al., 2009), para ello se realizé la
inoculacion de las células B16F10 y al tercer dia se inici6 con el esquema de
inmunizaciones, hasta completar 3 tratamientos con espacio de 5 dias; el analisis nimero
y tamafio de focos tumorales no mostré diferencias entre los grupos nebulizados con
DNA o péptidos de WT1, ODN-CpG o su combinacion, con respecto al grupo control, y
tampoco se observaron diferencias en el peso de los pulmones ni en la sobrevivencia de
los ratones. Nuestros resultados concuerdan con las observaciones de Sfondrini et al.,
quienes usaron el mismo modelo de cancer pulmonar para probar la efectividad
antitumoral del CpG-1826, administrado como monoterapia en aerosol. El CpG tuvo la
capacidad de activar una respuesta inmune local, indicada por la produccion de IL-
12p40, IFN-y e IL-1PB y el reclutamiento y maduracion de células dendriticas en lavado
BAL (Sfondrini et al, 2013). Sin embargo no hubo una reduccion en el numero de
metastasis pulmonares, lo cual fue atribuido a la presencia de macréfagos M2
inmunosupresores en los tumores B16F10 implantados en el pulmon. Interesantemente,
la administracion intraperitoneal del CpG si tuvo efecto sobre las metastasis pulmonares,
lo que mostrd correlacion con la expansion de células NK, no observado con la
nebulizacion (Sfondrini et al, 2013). Adicionalmente ha sido observada una disminucién
en la expresion de las proteinas transportadoras asociados al procesamiento de antigeno
TAP1 y TAP2 en células B16F10, lo que se ha asociado a una ausencia de
procesamiento de antigenos asociados a tumor, baja expresion de moléculas de MHC

clase I en la superficie celular y por ende una baja inmunogenicidad (Zhang et al., 2007).
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En conclusion, la ausencia de un efecto antitumoral por la vacunacion, el adyuvante o la
combinacion en el modelo pulmonar observado en nuestro trabajo, podria deberse a la
baja inmunogenicidad de la linea celular B16F10, en conjunto con el ambiente
inmunosupresivo inducido por el tumor. Por esa razén, se decidié no continuar con el
modelo de tumor B16F10 subcutaneo.

Para cumplir con el siguiente objetivo del proyecto, se implement6é el modelo de
linfoma subcutaneo, con células L5178Y-R. Al igual que en el modelo de tumor
pulmonar, el esquema de inmunizaciones inicié tres dias después de la inoculacion de
las células, en total se realizaron 3 nebulizaciones de los péptidos 9 mer/16 mer, ODN-
CpG y la combinacion, con espacio de 3 dias. A partir del dia 6 post-inoculacion de las
células, los tumores fueron evidentes en la mayoria de los grupos. En todos los grupos
inmunizados con los péptidos y/o ODN-CpG, se observd un incremento minimo del
volumen tumoral y una regresion tumoral posterior, mientras que en el grupo control
(PBS) el crecimiento tumoral fue paulatino, hasta alcanzar el méximo alrededor del dia
27. Paraddjicamente el grupo que recibid la combinacion de los dos péptidos mas el
ODN-CpG tuvo un comportamiento similar al grupo control, con un volumen tumoral
significativamente mayor al resto de los grupos. Los datos del volumen tumoral tuvieron
correlacion con la sobrevivencia, al registrarse decesos de animales Uinicamente en el
grupo control y en el que recibid la combinacion de los péptidos mas el ODN-CpG, a
partir del dia 18, mientras que en el resto de los grupos los ratones sobrevivieron hasta el
dia 43, cuando se decidi6 concluir el experimento. El efecto antitumoral observado en la
mayoria de los grupos, se respalda con el é€xito obtenido con el tratamiento unico con
ODN-CpG en modelos preclinicos (Yao et al., 2009), asi como en estudios clinicos con
vacunas basadas en péptidos sintéticos de WT1 (Stasi et al., 2015; Kawakami et al.,
2007) , y mas aun con los resultados que confirman la efectividad de la combinacion de
péptidos de WT1 y ODN-CpG, en pacientes con cancer de pulmon, pancreas, ovario,
sarcoma y papilar (Ohno et. al, 2012). Por otra parte, se ha observado un escape
inmunoldgico en algunos pacientes con leucemia mieloide aguda tratados con vacunas
de péptidos de WT1, ni de la disminucion en la expresion de moléculas del MHC de
clase I se ha demostrado que este resultado no depende de mutaciones especificas o

pérdida de expresion de WT1 (Busse et al., 2011). Para explicar esto, se han propuesto
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varias hipotesis, incluyendo la inducciéon de tolerancia de células T provocada por la
inmunizacién con péptidos cortos (Toes et al., 1996). Mas recientemente se ha
demostrado que ciertas combinaciones y dosis de adyuvantes podrian tener efectos
detrimentales en la activacion de células T especificas, al grado de inducir eventos de
delecion o anergia (Kuball et al., 2011). Una manera sencilla y eficaz de demostrar la
induccion de una respuesta inmune celular especifica de antigeno se basa en la
realizacion de pruebas de hipersensibilidad retardada, en ensayos clinicos de remisiones
tumorales por vacunacién contra WT1, en muchos casos se han observado reacciones
positivas en la piel, asociadas a la activacion del sistema inmune post-vacunacion (Van
Tendeloo et al., 2010; Maslak et al., 2010). En nuestro trabajo, realizamos pruebas de
hipersensibilidad en dos ratones del grupo que recibio la combinacién de los péptidos
mas el ODN-CpG y que sobrevivieron casi al final del experimento, en ambos casos se
obtuvo una reactividad negativa, lo que sugiere la posible induccién de mecanismos de
delecion, anergia o tolerancia inmunologica en ese grupo.

Finalmente y tomando en consideracion la efectividad antitumoral observada en el
modelo terapéutico de linfoma subcutaneo, asi como el efecto inesperado de la
vacunacion con los péptidos, se optd por evaluar si la vacunacion con DNA contra WT1
era capaz de evitar la implantacion de células L5178Y-R, para ello se formaron varios
grupos que recibieron por unica ocasion el plasmido, el ODN-CpG y la combinacion.
Siete dias después se inocularon 4x10° células (el doble que en el modelo terapéutico).
Luego de 7 dias post-inoculacion de las células, los tumores fueron evidentes en los
grupos nebulizados con PBS (control) y ODN-CpG, mientras que en los grupos que
recibieron el plasmido solo o en combinacion con ODN-CpG, la aparicion del tumor se
retrasd hasta el dia 14. Al dia 21, el volumen tumoral de los grupos inmunizados fue
significativamente menor, en comparacion al grupo control. En el grupo ODN-CpG el
volumen tumoral fue 60% menor, mientras que en los grupos que recibieron el plasmido
solo 0 en combinacion con el ODN-CpG, el volumen tumoral fue menor al control, en
maés de un 90%. Los resultados mostraron correlacion con la sobrevivencia de los
animales, excepto para el grupo tratado con el ODN-CpG, en el cual no hubo un impacto
en este indicador. Los datos obtenidos en este trabajo coinciden con los obtenidos por

Ren et al., quienes reportaron un efecto antitumoral en un modelo murino, a través de la
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administracion intramuscular de 50 pg de una vacuna de DNA vy el posterior reto con
células que expresaban un antigeno especifico de cancer de prostata (Ren et al., 2004).
Destaca que la dosis empleada en este trabajo fue 5 veces menor, con una efectividad
antitumoral superior a la observada en ese estudio, lo que podria explicarse en parte por
el uso del polimero policationico PEI, como acarreador del plasmido. Estudios previos
han demostrado que la PEI, que protege al DNA de la degradacion durante la
inmunizacion, proporciona mejores tasas de transfeccion (Densmore, 2000), lo que le
confiere un efecto potenciador del efecto antitumoral de las vacunas de DNA en cancer
(Coll et al., 1999).

En su conjunto, los resultados de la vacunacion contra WT1 usando ODN-CpG
como adyuvantes, sugieren diferencias en la inmunogenicidad de los tumores B16F10 y
L5178Y-R, y refuerzan las evidencias sobre la existencia de mecanismos de

inmunosupresion inducidos por las células BI6F10 en pulmoén.
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9. CONCLUSIONES

. Los CpG 1826 y 2395 mostraron una disminucion en el nimero de linfocitos B
(CD19+ o CD20+) y T (CD3+) infiltrados en el tejido pulmonar, ademas una
falta de activacion de macrofagos o células dendriticas, indicado por la ausencia

del marcador CD80+ (versus el grupo control).

. El CpG-2395 indujo el reclutamiento de células NK activadas (CD69+) en tejido

pulmonar, con respecto al grupo control.

. El CpG-1826 indujo un aumento significativo en IL-4, IL-10 e IFN-y, mientras el
CpG-2395 disminuyo6 los niveles de IL-6 e IL-10 (en comparacion al grupo

control).

. El analisis histologico de los pulmones evidencié alteraciones agudas
significativas, con respecto al grupo control: para el CpG-1826 engrosamiento de
sacos alveolares, congestion, enfisema e hiperplasia; para el CpG-2395

hiperplasia marcada, infiltrado inflamatorio y edema.

. Se detecté una alta expresion de la proteina de WTI en células B16F10 y

L5178Y-R, con respecto a la linea celular leucémica humana K562.

. Se observo una expresion exogena de WT1 siete veces mayor en células BI6F10
transfectadas con el plasmido, con respecto a células sin transfectar; ademas se
detecto la presencia de anticuerpos anti-WT1 en suero ratones BALB/c

inmunizados con el plasmido.

. Se demostro la especificidad de los péptidos 9 mer y 16 mer, a través de la

produccién de IFN-y.

. En el modelo de tumor pulmonar con células B16F10: no hubo diferencias en el
nimero y tamafio de focos tumorales, en el peso de los pulmones ni en la
sobrevivencia de los ratones, entre los grupos control y nebulizados con DNA o

péptidos de WT1, ODN-CpG o su combinacidn.
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9. En el modelo de linfoma subcutaneo:

e en los grupos CpG-2395, 9 mer, 16 mer, 9 mer+CpG y 9 mer+16 mer, se
observé un incremento minimo del volumen tumoral y una regresion tumoral
posterior

e en los grupos control y 9 mer+16 mer+CpG el crecimiento tumoral fue
significativamente mayor y tuvo correlacion con la baja sobrevivencia

observada.

10. En el modelo profilactico de linfoma subcutaneo:

e en los grupos control y CpG-2395 la aparicion del tumor ocurrié al dia 7 y se
retrasd hasta el dia 14 para los grupos que recibieron el plasmido solo y en
combinacion con el CpG

e ¢l volumen tumoral de los grupos inmunizados fue significativamente menor,
en comparacion al grupo control: CpG (60%), plasmido+CpG (> 90%)

e hubo una correlacion entre el volumen tumoral y sobrevivencia de los

animales, excepto para el grupo tratado con el CpG
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