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RESUMEN

De entre las vacunas de acidos nucleicos, las basadas en ARNm autoreplicativos
(replicones) o ARNm convencionales unidos a diferentes nanoparticulas (NPs) como: oro
(Au-NP), nanocapsulas (NCs), acido polilactico (PLA), PLA con corona lipidica (LP-PLA) y
liposomas (LS), estdn siendo muy prometedoras por sus perfiles de seguridad e
inmunogenicidad. El principal éxito de estas vacunas radica en la captacion y
administracion de estos candidatos por parte de las células dendriticas (CDs) que son claves

para la eficacia de la vacuna.

El objetivo de esta tesis consistié en comparar y seleccionar la mejor formulacion de
ARNm a partir del modelo in-vitro de CDs humanas para evaluar la capacidad inmunogénica

de DREP/RREP-gp140 y ARNm Gag/NPs (Au-NP, NCs, PLA, LP-PLA, LS).

Utilizando el modelo in vitro de CD humana, hemos evaluado DNA-RNA launched
alphavirus replicon vectors (DREP/RREP) que codifican para el HIV clade C gpl40 vy
complejos de ARNm-NPs que codifican para el HIV clade B Gag. Mediante citometria de
flujo evaluamos la viabilidad celular (7-AAD y Annexina-V) y los perfiles de maduracion
(CD83+ y HLA-DR) de las CDs de individuos sanos o infectados derivadas de monocitos,
transfectadas por (electroporacién, lipofeccién o pulsado). Por tincién de CFSE medimos la
proliferaciéon de los linfocitos T CD4+ y CD8+ tras 6 dias de cocultivo con células T
autdlogas. Por Luminex realizamos el analisis de 25 citocinas en los sobrenadantes de los
cocultivos. Finalmente, por Elispot evaluamos la induccién de las células T secretoras de

IFN-y frente a Env o Gag.

La evaluacion de la viabilidad celular revelé una alta tasa de supervivencia (>60%) en las
CDsmo. En los perfiles de maduracidn, se observé un aumento de la expresidon de CD83 y
HLA-DR (hasta un 40%) en CDsmo tanto en replicones como con ARNm-NPs. Dentro de esta
subpoblacion madura de CDs, se determind la mayor expresidon de gpl40/Gag tras la
transfeccion de DREPgp140 (10-20%) vy LAH4-L1/ARNmGag/LP-PLA  (15-20%),

respectivamente. Los ensayos de CFSE mostraron, por un lado, que las CDsmo con



RREP/DREPgp140 inducian ligeramente la capacidad proliferativa de los linfocitos T CD8+
(hasta un 10%) y en un 5% en los linfocitos T CD4+, y por otro, que los complejos de ARNm-
NPs no estimulan la proliferacion. Por el contrario, tras el cocultivo con CDsmo por DREP-
gp140 o LAH4-L1/ARNmGag/LP-PLA, aumentaba la secrecién de citocinas proinflamatorias
(IFN-a e IL-6) y Th-1 (IFN-y y MIP-1B). Por ultimo, la adicion de CDsmo con DREPgp140 o
LAH4-L1/ARNmGag/LP-PLA incrementd la formacidon de spots equivalente a las células T
secretoras de IFN-y en los cocultivos tras la estimulacidn overnight con pooles de péptidos

de Env o Gag, respectivamente.

Estos hallazgos sugieren que replicones y ARNm/NPs fueron capaces de activar a las
CDs y de administrar eficazmente gp140 o Gag. De entre ellos, DREPgp140 y LAH4-
L1/ARNmGag/LP-PLA parecen ser los candidatos mdas prometedores para ser utilizados en

un contexto de vacuna preventiva y terapéutica, respectivamente, frente al VIH.



ABSTRACT

Among all nucleic acid vaccines, the ones based on self-amplifying mRNA (replicons)
and conventional mRNA-nanoparticles (NPs) complexes as: gold (Au-NP), nanocapsules
(NCs), polylactid acid (PLA), PLA with lipid crown (LP-PLA) and liposome (LS), have emerged
as very promising alternatives due to their safety and immunogenic profiles. The potential
success of these vaccine candidates depends on the uptake by dendritic cells (DC) as they

play essential roles in the efficacy of vaccine delivery.

The objective of this thesis was to compare and select the best-in class RNA-
coformulation using an in-vitro human dendritic cell (DC) model and to evaluate the
immunogenic capacity of DREP/RREPgp140 or mRNA Gag/NPs (Au-NP, NCs, PLA, LP-PLA,

LS) complexes.

Using an in vitro human DC model, we have tested both a DNA-RNA launched alphavirus
replicon vectors (DREP/RREP) which codify for a trimeric recombinant HIV clade C gp140
and, mRNA/NPs complexes which codify for a HIV clade B Gag. Using flow cytometry, we
evaluated the cell viability (7-AAD and annexin V) and maturation (CD83+ and HLA-DR+)
profiles of the transfected (by electroporation, lipofection or pulsing) immature monocyte-
derived DC (iDC) from healthy or HIV-infected individuals. CD4+ and CD8+ T-cell
proliferation was measured by CFSE staining in 6-days co-cultures with autologous T cells.
Analysis of 25-cytokines on culture supernatants was performed using Luminex assay.
Moreover, induction of IFN-gamma-specific T cells against Env or Gag was evaluated by

Elispot.

Cell viability determinations revealed a good survival rate of the transfected iDCs
(>60%). An increase in CD83 and HLA-DR expression levels was observed with both
replicons and mRNA/NPs (up to 40%). In this matured DC subpopulation, we detected a
higher expression of HIV gp140 after DREP transfection (10-20%) and HIV gag after pulsing
LAH4-L1/Gag/LP-PLA transfection (15-20%). CFSE assays showed that CD8+ T-cells had a
slightly proliferative capacity (up to 10%) than CD4+ T cells (<5%) in response to RREP/DREP



gpl40-transfected DC and do not have a relevant impact to DCs modified (DCsmo) with
MRNA-NPs. By contrast, increased secretion of pro-inflammatory (IFN-alpha and IL-6) and
Th-1 (IFN-gamma and MIP-1beta) cytokines was mainly seen after co-culture with DREP
gp140 or LAH4-L1/Gag mRNA/LP-PLA transfected DC. Lastly, the addition of DREP gp140 or
LAH4-L1/Gag mRNA/LP-PLA-transfected DC on a 6-days autologous co-culture after an
overnight stimulation with Env or Gag peptides pools induced an increase of IFN-gamma-

specific T cells, respectively.

Our findings suggest that these replicons and mRNA/NPs complexes were able to
activate DC and efficiently deliver HIV gp140 or Gag. Moreover, by inducing Env/Gag-
specific immune responses, DREP gp140 or LAH4-L1/Gag mRNA/LP-PLA seems to be a more
promising candidates to be used in the preventive and therapeutic vaccine approaches

against HIV, respectively.
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1. INTRODUCCION

CAPITULO 1. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.1. HISTORIA DE LA INFECCION POR EL VIH

A principios de los afos ochenta el Centro para Control y Prevencion de Enfermedades
en Atlanta, hizo publico un brote de neumonia surgido entre cinco jévenes homosexuales?.
Se trataba de pacientes con recuento de linfocitos T CD4+ bajos, infecciones y sarcoma de
Kaposi?. En los afios sucesivos se diagnosticaron mdas de 450 casos entre homosexuales,
hemofilicos, neonatos por transmisién materno-fetal y drogadictos®*. Esta dolencia se

definié como Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)>.

A mediados de la década de los ochenta, en el Instituto Pasteur se informaba del
aislamiento de un nuevo retrovirus procedente de un paciente con SIDA y se denomind
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (CITV)®. Ademads, se aisld otro retrovirus diferente en pacientes

africanos con SIDA que se denomind VIH de tipo 2 o VIH-278,

A finales de los ochenta, la Food and Drug Administration (FDA) de EE. UU. aprobd la
primera prueba comercial para diagnosticar la infeccion por el VIH-1 y el primer agente
antirretroviral fue la zidovudina®. Actualmente, la combinacidn de 3 farmacos
antirretrovirales es denominada Terapia Antirretroviral de Gran Actividad o TARGA (TARc) y
es la mejor estrategia para el control del VIH. El TARc influye positivamente en la
disminucién de la mortalidad relacionada con el SIDA. Aunque estos avances son muy
ventajosos, el TARc es incapaz de erradicar por completo el virus debido a la formacion de

reservorios del virus, principalmente en células Ty en otros compartimentos®’.

Por otro lado se ha determinado que la fecha del primer antepasado infectado por VIH-
1podria haberse producido durante la década de 1930, a través de infecciones zoonéticas

por el Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV)2.



Este hecho esta probado con el aislado SIVcpz de las subespecies chimpanzee Pan
troglodytes'® para la poblacién VIH-1 de los grupos M, N y O, mientras que los del VIH-2

estan asociados con el SIVsm del sooty mangabeys Cercocebus atys.

Desde que se declararon los primeros casos de VIH hace casi 40 afios, 78 millones de
personas han contraido este virus y 35 millones han muerto por enfermedades
relacionadas con el SIDA. Actualmente, se estima que 37,9 millones de personas viven con
el VIH en todo el mundo. De ellas, el 61% de los infectados tienen acceso a la terapia con
antirretrovirales y aun asi unas 770,000 personas al afio fallecen a causa de enfermedades
relacionadas con el SIDA'. El TARc y los nuevos antirretrovirales han supuesto un cambio
radical en la vida de los enfermos infectados por el VIH-1, convirtiendo esta enfermedad en
crénica y mejorando radicalmente su calidad y esperanza de vida'®. Hoy en dia no hay un
tratamiento que cure la enfermedad, ello afiadido a que supone un elevado coste
econémico, podria provocar que los paises desarrollados carezcan de capacidad para
afrontar este gasto en un futuro préximo. Especialmente ahora dada la alta supervivencia
de los pacientes en TARc, el continuo aumento de nuevos casos anuales y la necesidad del
TARc de por vida'’. Con todo ello conseguir una vacuna eficaz frente al VIH-1 es primordial

para acabar con la epidemia.

1.2. CLASIFICACION DEL VIH

El VIH pertenece al grupo VI de los virus de transcripcidn reversa de la familia
Retroviridae, Orthoretrovirinae subfamily, Lentivirus genus, e incluye a los aislados VIH-1y
VIH-2®8, Aunque ambos virus tienen muchas similitudes, difieren en su capacidad
replicativa, patogenia y dianas de infeccion. El VIH-1 es el mas prevalente ya que esta
presente en todo el mundo mientras que el VIH-2 estd confinado en el oeste de Africa
debido, principalmente, a su baja capacidad de transmisién y a su menor patogenia con

cargas virales bajas durante el curso de la infecciéon®®.



1.3. GENOMA DEL VIH-1

El genoma del VIH-1 estd formado por dos hebras idénticas de ARN de cadena simple
(ssARN) de aproximadamente 9,8 Kb y comprende las secuencias repetidas situadas en los

extremos del genoma (LTR)%.

El genoma viral esta codificado por nueve genes que permiten la integracion del VIH-1
en el genoma del hospedador utilizando la maquinaria celular para generar nuevos virus.
Ademas de tener tres de los principales genes que codifican para proteinas estructurales
(gag, pol y env) comun a todos los retrovirus, el VIH-1 también tiene 6 genes adicionales

Unicos con funcién reguladora (tat y rev) o accesoria (vif, vpr, vpu y nef):

1. gag: Codifica para la poliproteina Gag, la cual es procesada durante la maduracién
para generar las proteinas estructurales pl7 matrix (MA); p24 capside (CA); p7
nucleocapside (NC); p6 y dos péptidos espaciadores, p2 péptido espaciador 1 (SP1)
y pl péptido espaciador 2 (SP2). Esta proteina estd ampliamente utilizada como

antigeno en vacunas terapéuticas frente al VIH-1%1-23,

2. pol: Codifica las enzimas virales transcriptasa reversa, integrasa y proteasa.

3. env: Codifica la glicoproteina gp160, precursor de la gp120 vy la gp41, por la accién
de una proteasa humana, que son embebidas en la envuelta viral y facilitan la
fusion del virus con la célula diana. Dicha glicoproteina se utiliza como inmunégeno

en un contexto de vacunas preventivas freten el VIH-1%24-2,

4. tat y rev: Codifican para las proteinas reguladoras Tat y Rev, que regulan la

expresion génica transcripcional y post-transcripcional del VIH-1.

5. vif, nef, vpr y vpu: Codifican las proteinas reguladoras Vif, Nef, Vpr y Vpu,
respectivamente. Aunque son inicialmente prescindibles para la infeccion, son muy

importantes para que se produzca una infeccién eficiente in vivo (Figura 1).
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Figura 1. Organizacion del genoma del VIH-1. a) Modelo esquematico del genoma completo del VIH-1 de
la cepa de referencia HxB2. Los nombres de las proteinas del VIH y las longitudes de los aminoacidos se
muestran debajo de las regiones de proteinas coloreadas en tres marcos de lectura abiertos (ORF). Las once
proteinas multiméricas de VIH estan subrayadas. En amarillo, en el gen env se muestra la posicidn de escision
de las proteasas humanas. Las regiones terminales (LTR) de 5’ y 3’ también se indican en el genoma completo.

(Figura original de Guangdi Li et al, Microbiology and Molecular Biology Reviews, 2016)%7 .

1.4. MORFOLOGIA DEL VIH-1

Los viriones del VIH-1 son particulas esféricas de 100-150 nm de diametro y contienen
una bicapa lipidica derivada de la membrana de la célula infectada. Dicha bicapa contiene
multiples copias de un complejo de glicoproteinas codificadas en el genoma virico e
insertadas en ella. Ademas, se encuentran proteinas propias de la célula, como son las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), actina y ubiquitina?®. En el
interior de esta bicapa se encuentra una matriz proteica conformada por alrededor de
2000 copias de la proteina matriz p17 (MA). En el interior de la particula virica se encuentra
la nucleocapside compuesta por aproximadamente 2000 copias de la proteina p24 que
confiere la forma icosaédrica al nucleo del virus. En su interior se encuentra la maquinaria
enzimatica relacionado con los primeros pasos de la replicaciéon viral, denominadas
transcriptasa reversa e integrasa y contiene dos copias del ARN gendmico del VIH-1 que

son estabilizadas por 2000 proteinas p7 (Figura 2).
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Figura 2. Estructura del VIH-1. Representacion de las 15 estructuras proteicas del VIH-1 agrupadas segun
sus funciones. Las proteinas monoméricas del VIH-1 se muestran en color rosa y las diferentes subunidades
de proteinas multiméricas se ilustran en diferentes colores (verde, amarillo y rojo). En la parte inferior
derecha, se muestra un modelo esquematico de una particula viral madura. (Figura original de Guangdi Li et

al, Microbiology and Molecular Biology Reviews, 2016)%7 .

1.5. REPLICACION DEL VIRUS DEL VIH

El VIH-1 infecta a las células presentadoras de antigeno (CPAs) tales como macréfagos y
CDs, que a su vez promueven la infeccidn de los linfocitos T CD4+%°, |a principal célula diana
del VIH. La infeccién se inicia cuando la proteina gp120 del virus se une al receptor CD4+
presente en dichas células diana3° (Figura 3). Esta unién induce un cambio conformacional
que promueve que la gp120 interactue con el co-receptor CCR5 y/o CXCR4, receptores de
guimiocinas presentes en estas células. Esta interaccion a su vez conduce a un
reordenamiento de la proteina gp41, que se insertara en la membrana de la célula huésped

e inducira el fendmeno de fusion. Este paso permite que el virus entre en el citoplasma.
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Figura 3: Ciclo de replicacion del virus VIH-1. El ciclo de replicacién se divide en varios pasos que son:
unidén del virus al receptor CD4+ y al co-receptor por la proteina gp120, fusién con la membrana de la célula
huésped, descapsulacién para liberar el genoma viral y las proteinas en el citoplasma, transcripcién inversa
del ARN en ADNCc, formacién del complejo de preintegracion (PIC) y translocacion de este uUltimo al nucleo, la
integracion del ADN viral en el ADN de la célula huésped y su transcripcion en el ARN, la exportacién del ARN
viral al citoplasma y su traduccién en proteinas, la migracion de este ultimo a la superficie de la membrana
celular, el enrepliconblaje, la salida de los nuevos viriones (budding) y su maduraciéon en nuevos virus. Las
familias de los principales medicamentos antirretrovirales se presentan en verde (Figura original de Barré-

Sinoussi et al, Nature Reviews Microbiology, 2013)3%

A continuacioén, tiene lugar la descapsidacién que permite la liberacién del material
genético del virus, permitiendo la transcripcion inversa del ARN viral en ADN proviral
complementario (ADNc). Este ADN sera transportado al nucleo de la célula hospedadora
por el complejo de pre-integracion (PIC) e integrado en el nucleo utilizando la proteina Vpr.
Una vez en el nucleo, el ADNc se integra en el genoma de la célula huésped mediante la
integrasa®®. Este ADN proviral se copiard durante los ciclos de divisién celular y se
amplificara. La transcripcion del ADNc proviral se lleva a cabo por la ARN polimerasa Il en
cooperacidn con tat, que cataliza la iniciacién y el alargamiento de la transcripcion. Las
primeras transcripciones virales codifican las proteinas Nef, Tat y Rev, que se exportan al
citoplasma3®32, Estos ARNs se traducen en el reticulo endoplasmatico utilizando la

magquinaria de traduccién de la propia célula en proteinas estructurales como la gp160



donde se sintetiza y es dirigida a la membrana plasmatica por la maquinaria de secrecién
celular. Durante su transito por el aparato de Golgi, el gp160 se glicosila y se corta para
formar complejos maduros gp41/gp120. Por otra parte, la proteina Gag también se traduce
en el mismo sitio y se dirige a los lipids raft (regiones ricas en lipidos)®3. A continuacion,
estos lipidos forman la envoltura del nuevo virus que juntamente con la accién enzimatica
de la proteasa provoca el reordenamiento del nuevo virion formando el virus maduro. Las
familias de los principales medicamentos antirretrovirales inhiben las distintas fases de la

infeccion del VIH (inhibidores de la entrada/fusion, de la RT, integrasa y proteasa).

1.6. PATOGENICIDAD DEL VIH-1

El virus se transmite a través del contacto sexual, del contacto sanguineo (transfusién o
jeringas contaminadas), o verticalmente, de la madre al nifio durante el embarazo y/o el
parto3°, Sin embargo, la gran mayoria de las transmisiones de virus ocurren por via sexual,
lo que la convierte en una de las principales enfermedades de transmision. El riesgo de
transmisidn estd presente desde las primeras etapas de la infeccidn y persiste a lo largo de
toda la vida, pero puede ser limitado si se controla la carga viral; este tipo de fendmeno es
la base de los tratamientos actuales basados en el uso de terapias antirretrovirales3!. A
nivel clinico, la infeccién por el VIH-1 en ausencia de TARc puede dividirse en tres fases: 1)
la fase de infeccion primaria o aguda, 2) la fase crénica o asintomatica y 3) la fase del SIDA

(Figura 4).
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Figura 4: Evolucion de carga viral, linfocitos T CD4+ y respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T

CD8+ y anticuerpos anti-VIH-1 en la infeccion por el VIH-1. (Figura original de J. Alcami et al, Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica, 2011)34.

1.

La fase de infeccidn primaria (primoinfeccidn) corresponde a las primeras semanas
después de la infeccién. Durante esta fase, el virus entrard en el cuerpo y se
propagard rapidamente a los ganglios linfaticos locales a través del torrente
sanguineo, todos los o6rganos linfoides y en particular al GALT (tejido linfoide
asociado con el tracto digestivo), donde hay CPAs vy linfocitos T CD4+ con co-
receptor CCR5%3°, Dentro de los linfocitos T CD4+, el virus se replicard rdpidamente
induciendo un aumento de la carga viral detectable en sangre, acompafiado de una
fuerte disminucién de la poblacién de linfocitos T CD4+, que son esenciales para el
buen funcionamiento del sistema inmunitario (linfocitos T colaboradores). A raiz de
esto, aparecen sintomas gripales como: dolores de cabeza, fiebre, fatiga o pérdida
de peso. Después de 6 semanas, el sistema inmunolégico producira anticuerpos,
una respuesta de linfocitos T CD8+ que permitird que la carga viral disminuya®, si

bien al mismo tiempo generara un reservorio de células infectadas.

En la fase asintomatica (fase crdnica), el sistema inmunoldgico logra contener la
infeccion manteniendo la carga viral a un nivel estable. Esta fase asintomatica

puede durar un promedio de 10 afios. Durante este periodo, gradualmente



aumenta la viremia y se produce la disminucion de los linfocitos T CD4+. Si no se

trata, esta inmunosupresion progresiva lleva a la ultima fase de la infeccién por VIH.

La fase del SIDA (fase final) se reconoce clinicamente cuando la cantidad de
linfocitos T CD4+* esta por debajo de las 200 células/uL de sangre3®. El sistema
inmunoldgico por tanto se degradara ostensiblemente. Esta fase ird acompafada de
la aparicion de numerosas enfermedades oportunistas como tumores (sarcoma de
Kaposi y leucemias en particular), infecciones bacterianas o virales (tuberculosis,

herpes o infeccidn por citomegalovirus) o infecciones parasitarias y fungicas3®.



CAPITULO 2. NUEVAS APROXIMACIONES TERAPEUTICAS FRENTE A LA INFECCION POR EL

VIH-1

2.1. ESTRATEGIAS DE ERRADICACION DEL VIH-1

La comunidad cientifica esta centrada en el desarrollo de varias estrategias que

permitan controlar la propagacion y transmision del VIH3” o abordar la persistencia del VIH-

138, Estas estrategias se pueden agrupar en:

Microbicidas: geles, cremas o espumas que aplicados por via vaginal o rectal

pueden impedir la transmisién sexual del VIH-1.

Profilaxis preexposicion: estrategia preventiva basada en el tratamiento de
poblaciones de riesgo con antirretrovirales de manera previa al contacto con el VIH-

1.

Trasplantes con células madre CCR5D32/D32: Se han descrito dos casos de
“curacidn total”; el primero fue el “Paciente de Berlin” que, tras someterse a este
tipo de trasplante, permanece con carga viral indetectable en ausencia de TARc*. El
segundo caso es similar al descrito anteriormente, donde las células del donante

pueden ser capaces de lograr la remision del VIH-14.

Vacunas: Existen dos tipos de vacunas para hacer frente al VIH-1: i) vacunas
preventivas, enfocadas a personas no infectadas por el VIH-1, para reducir el riesgo
de contagio a nivel poblacional; ii) vacunas terapéuticas, orientadas a personas ya
infectadas por el VIH-1, para controlar e intentar eliminar el VIH-1 desencadenando

una inmunidad humoral y celular especificas.



2.2. VACUNAS FRENTE AL VIH-1

2.2.1. Vacunas preventivas

El poder disponer de una vacuna preventiva eficaz seria la estrategia mas doptima para
frenar el VIH a través de la disminucidon sostenida del niumero de infecciones*’. En
definitiva, la finalidad de dicha vacuna es conferir proteccion frente a la infeccién por el

VIH-1.

En los primeros estudios sobre vacunas preventivas se desarrollaron mas de 20
proteinas de la envuelta del virus con la esperanza de inducir anticuerpos neutralizantes
contra el VIH*%, Sin embargo, se demostré que este tipo de vacunas generaban
anticuerpos neutralizantes poco efectivos frente al virus, ya que producian anticuerpos
frente a la cepa utilizada en la vacuna*. Ello podria atribuirse a la pérdida de células B
durante la infeccion por el VIH que conduce al desarrollo de anticuerpos neutralizantes

poco efectivos frente al virus*.

Aunque la mayor parte de los esfuerzos realizados con vacunas preventivas frente al
VIH han sido estériles o poco efectivos*®, cabe destacar que el ensayo clinico RV144
realizado en Tailandia, donde se utilizd un poxvirus que expresaba los genes de la gp120 y
gp41l del subtipo E, gag y la proteasa del subtipo B, asi como un refuerzo con gp120
recombinante, mostré un efecto moderado con un 31,2% de eficacia*’*®. Este modelo
demostrd por primera vez que una vacuna preventiva era capaz de prevenir parcialmente
la infeccidn del VIH mediante la induccion de una respuesta celular y humoral mediada con

anticuerpos (Figura 5).
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Figura 5. Cronologia del ensayo clinico RV144. Fuente: http://www.avac.org/.

2.2.2. Vacunas terapéuticas

Las vacunas terapéuticas representan uno de los enfoques mas prometedores para
hacer frente a la infeccién por el VIH*, ya que su objetivo principal es inducir una
respuesta inmunitaria frente antigenos virales del VIH para mantener la replicacion viral a

III

niveles indetectables. Dicha respuesta consiste en imitar una “cura funcional” que se da
espontaneamente en algunos individuos infectados, como son los controladores de élite°.
Esta poblacién VIH+ es capaz de controlar la replicacién del VIH-1 sin necesidad de TARc y

de permanecer durante afios con la viremia controlada®'>2.

Debido a ello, se han desarrollado diversas vacunas terapéuticas con el fin de mejorar
el sistema inmunoldgico de pacientes infectados por VIH. Ejemplo de ello son las vacunas
basadas en ADN que expresan antigenos virales del VIS (virus de la Inmunodeficiencia del
Simio) como gag que contribuyen a la disminuciéon de la viremia en Rhesus macacos>.
También se ha inmunizado con vectores virales como Modified Vaccinia Ankara (MVA) y
adenovirus®*, donde se determind una disminucidon de la carga viral de VIS que se
correlaciond positivamente con un aumento del numero de linfocitos T CD4+
contribuyendo a un control de la replicacién viral. Recientemente, la vacunacién con el
vector ChAdV63-MVA/HIVconsv, generd una respuesta T especifica frente a regiones
conservadas del VIH en pacientes infectados por VIH-1 permitiendo la eliminacion de

células reactivas por el virus y por consiguiente controlar la viremia®>.



2.3. VACUNAS BASADAS EN CDs PARA HACER FRENTE AL VIH-1

Tal como se ha descrito en la bibliografia, las CDs tienen un papel importante tanto en
la inmunidad innata como en la adaptativa con las siguientes propiedades: capacidad de
captar, procesar y presentar antigenos a través de las moléculas del CMH de clase | y I,

induciendo la estimulacién especifica de linfocitos T CD4+ y CD8+,respectivamente®®>’.

Este tipo de estrategia basada en CDs se ha utilizado previamente con éxito en el
tratamiento de otras patologias como el cancer. Pacientes con melanoma severo recibieron
vacunas con CDs pulsadas con p53 y péptidos derivados de la telomerasa que permitié una
disminucion de los linfocitos T reguladores, relacionados con la no progresion de la
enfermedad en un 25% de los pacientes®®. Otro ejemplo lo encontramos en el cédncer de
prostata donde la vacunacion con CDs cargadas con la fosfatasa acida prostatica (PAP)
induce una respuesta inmune especifica frente al antigeno tumoral, mejorando la

supervivencia en pacientes con esta dolencia *°.

Por otra parte, también se han desarrollado inmunoterapias basadas en CDs como
métodos de vacunacion frente al VIH-1 en diversos modelos animales y en humanos. A
modo de ejemplo, la inmunizacion terapéutica en pacientes con VIH-1 con CDs pulsadas
con péptidos de Gag, Pol, Env e influenza A, determind una respuesta especifica frente a
estos péptidos, aumentando la eficacia del tratamiento ¢°. Otro ejemplo lo encontramos en
pacientes con VIH bajo TARc que fueron vacunados con CDs electroporadas con ARN que
codifica antigenos de Gag, Nef, Rev y Vpr, donde se demostré una respuesta especifica

frente a estos antigenos, acompafiada con una disminucion de la carga viral®®.

En todas ellas se han obtenido resultados moderados en relacién con la inhibicién del
VIH-1, siendo uno de los mas prometedores el realizado en nuestro centro donde se
vacunaron pacientes con CDs pulsadas con virus autélogo inactivado por calor. Los datos
revelaron un reduccion transitoria mayor del 90% en la carga viral en un 55% de los

pacientes VIH+ vacunados tras 24 semanas post-vacunacion®2-54,



Este tipo de inmunizacidn con CDs presenta una serie de ventajas: buenos perfiles de
seguridad, induccién de respuestas especificas frente al VIH y en algunos casos control de
la viremia®l. Sin embargo, existen también puntos débiles que son relevantes para mejorar
las vacunas basadas con CDs, y que son: i) la eleccién del inmundgeno; ii) el método de
inactivacion del virus, solo si se utiliza el virus como inmundgeno; iii) el procedimiento y
obtencion de las CD ex-vivo; iv) su estado de maduracién y v) el método de vacunaciéon

(dosis de antigeno, ruta de administracion, frecuencia de las inyecciones, etc.)>’.

Todas estas barreras dificultan el desarrollo de vacunas eficaces frente el VIH-1, unido a
que la diana del virus son las propias células del sistema inmune, todo ello influye en la
pérdida progresiva de linfocitos T CD4+ que dificulta la aparicién de respuestas inmunes
efectivas. Ademas, la alta tasa de mutacidn del propio virus dificulta la selecciéon de
antigenos eficaces. En este sentido, se ha descrito la relacion entre el control virolégico y
las respuestas de linfocitos T CD4+y CD8+ frente al virus del VIH>?5>, Ademds, este tipo de
estrategias pueden ir combinadas con farmacos movilizadores del reservorio, terapia
génica y anticuerpos especificos contra el VIH para poder combatir mas eficazmente los

reservorios virales®®.



CAPITULO 3. LAS CELULAS DENDRITICAS Y SU RELEVANCIA EN EL SISTEMA INMUNE

3.1. INTRODUCCION

La funcién principal del sistema inmune es proteger al organismo de agentes
infecciosos y microorganismos presentes en el ambiente. Un sistema inmune eficaz debe
detectar una gran variedad de patégenos y debe saber distinguir los patégenos de las
células y tejidos del propio organismo. En este contexto, en el sistema inmune cabe

diferenciar: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa®’.

1. El sistema inmune innato es la primera linea de defensa frente a microorganismos,
pues proporciona una respuesta inmediata e inespecifica, al reconocer y responder
a patégenos de forma genérica y sin generar una inmunidad duradera a largo
plazo®. En general, las células que constituyen el sistema innato son: i) células
epiteliales; ii) células dendriticas; iii) monocitos-macréfagos; iv) neutrdfilos; v)
células NK; vi) moléculas del sistema del complemento; vii) citocinas vy viii)

quimiocinas®’.

2. Por otra parte, el sistema inmune adaptativo genera respuestas antigeno-
especificas y de memoria tras el primer contacto con el antigeno. Los principales

actores que forman la respuesta inmune adaptativa son: linfocitos Ty B®’.

Entre la inmunidad innata y la adaptativa existe un nexo de coordinacién que estd
representado por las CPA. Dentro de este grupo se encuentran las CDs, que juegan un
papel crucial por ser las responsables de procesar y presentar antigenos a los linfocitos T
mediante el CMH presente en su superficie®®, con el fin de potenciar la eliminacién de
patégenos y minimizar los dafios tisulares’®. Por otra parte, las CDs también estadn
implicadas en la respuesta humoral mediante presentaciéon de péptidos via clase Il
estimulando a su vez a los linfocitos T CD4+ colaboradores de la respuesta mediada por

linfocitos B’?.



En un contexto de VIH, la respuesta inmunoldgica frente al virus se desarrolla desde un

punto de vista celular y humoral.

1. La respuesta inmune celular empieza cuando la viremia aumenta produciendo
una respuesta de células T restringidas a moléculas HLA | que se dirigen frente a los
epitopos de la proteina Nef y Gag del VIH-172. Este hecho se asocia a una fuerte respuesta
de los linfocitos T CD8+ especificos frente a Gag con la reduccion de la carga viral e incluso
el control de la viremia en algunos pacientes infectados’®. Por lo tanto el estudio de las
respuestas T citotoxicas frente a Gag es importante para su inclusidn en vacunas
terapéuticas’. Sin embargo, las respuestas T citotdxicas dependen de la presencia de las
células T cooperadoras CD4+ que durante las primeras etapas de la infeccion aguda por el
VIH son las primeras en agotarse y por consiguiente la respuesta T citotoxica se ve

afectada’.

2. La respuesta humoral frente al virus la desarrollan las células B en los 8 dias
siguientes a la viremia detectable y se presenta en forma de complejos de virus-anticuerpo.
Esta respuesta es seguida por anticuerpos especificos frente a la gp41, que se desarrollan
después de 12 dias. A partir de dos semanas mds tarde aparecen las respuestas a gp1207°.
A pesar de todo, estos anticuerpos no tiene capacidad de neutralizar el virus, debido a la
naturaleza conformacional de la envuelta del Virus que dificulta el desarrollo de vacunas
frente a Env’’. Por lo tanto una vacuna preventiva eficaz necesita que los anticuerpos

generados neutralicen al mayor nimero posible de virus heterélogos’®.

3.2. LAS CELULAS DENDRITICAS

Las CDs fueron visualizadas por primera vez en la epidermis por Langerhans en 1868,
pero no fue hasta 1973 cuando fueron descritas por Ralph M. Steinman y Zanvil A. Cohn’®.
En 1984 Van Voorhis y col. identificaron a las CDs como Peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs) en humanos®® y se las identificé como células estimuladoras de linfocitos8%82.



El origen de estas CDs se encuentra en su diferenciacién a partir de las células madre
presentes en la médula ésea; a continuacién, llegan a los tejidos periféricos por el sistema
circulatorio, donde residen como células inmaduras hasta que reciben sefales que
estimulan su maduracién y migracion. Las células maduras migran a los nddulos linfaticos

donde activan y polarizan la respuesta de las células T (Figura 6).
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Figura 6: Origen y diferenciacion de las células dendriticas (Figura original de Susana Alvarez-Losada et

al, Programa Iberoaméricano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), 201783).

En condiciones normales, las CDs inmaduras (CDsi) estan especializadas en la captacion
de antigeno por via de endocitosis y macropinocitosis, mientras que las CDs maduras
(CDsm) pierden estas capacidades en favor de una mayor capacidad estimuladora que

inducirdn la activacion de los linfocitos T naive para el desarrollo de células T efectoras 2.

El proceso de maduracion de las CDs esta formado por diferentes estadios y cambios
fisioldgicos. Como se representa en la Figura 7, las CDs captan el antigeno y lo procesan por
via endocitica; en esta via se produce el trafico endosomal, que consiste en la invaginacion

de la membrana que formara una vesicula de diversos tamafios en funcién del antigeno.



Dicha vesicula se fusionara con los endosomas que maduraran hasta convertirse en

endosomas tardios, los cuales finalmente se fusionaran con los lisosomas8>86,

Dentro de estas vesiculas se establece un gradiente de pH que va de menos acido en los
endosomas (pH 6,5 - 6,8) a mas 4acido en los lisosomas (pH 4,5), que con el ambiente acido
y la presencia de numerosas hidrolasas provocan la degradacion de la molécula

internalizada®’.

Paralelamente, durante el proceso de maduracién existe en la superficie de las CDs un
aumento de: moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 (B7), receptores de
maduracion como el CD83, complejos mayores de histocompatibilidad y receptores de

guimiocinas.

Ademas, se han identificado receptores tipo toll-like receptors (TLRs) y lectinas de tipo C
como factores involucrados en la regulacién de la maduracion de las CDs. En contextos de
infeccidn virica e inflamacidn, dichos receptores permiten el reconocimiento de ciertos
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y la activacion de la via NF-kB para
secretar citocinas proinflamatorias como el TNF-a, que actua de forma autocrina o
paracrina®. También se induce a la secrecion de otras citocinas proinflamatorias tales
como IL-1 e IL-6 que participan durante el proceso de maduracién, en colaboracion con

otras sefiales mediadas por los receptores Fc®.

Al madurar, las CDs migraran al linfonodo con la finalidad de presentar antigenos a las
células T 84, Esta accién es promovida por la quimiocinas que se secretan en episodios de

infeccidn viral e inflamacion®.
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Figura 7. Proceso de maduracion de las CDs (Figura original de G. Flérez-Grau et al, Frontiers in

Inmunology, 2018)%4,

3.3. SINAPSIS ENTRE LA CD Y EL LINFOCITO T

Una vez adquirido el fenotipo de maduracidon y migrado a los linfonodos, las CDs
interaccionan con los linfocitos T CD4+ o CD8+ para activarlas. Este contacto se denomina
priming cuando activa células T naive y es especifica de antigeno®®2. Para la correcta

activacion de las células T se necesitan al menos tres serales de activacion:

1. La primera seiial es antigeno especifico y esta involucrada en el reconocimiento por
parte de CMH de clase | o Il, cargado con péptido, en la superficie de las CDs con los

receptores de antigenos de las células T (TCRs).

2. La segunda sefial consiste en la activacion de los linfocitos T. Se trata de la
interaccion entre las moléculas coestimuladoras que expresan las CDs con los
respectivos ligandos que se expresan en las células T. En este caso las moléculas
coestimuladoras, como también las de adhesién (ICAM 1, ICAM 2 y 0OX40-l)
presentes en las CDs, interactian con sus receptores respectivos de células T (CD28,
LFA-1 y OX40). En conjunto, estas dos sefiales son imprescindibles para la activacién
y amplificacion de las respuestas inmunes de los linfocitos T, y contribuyen

significativamente a la diferenciacidn de las células T.



3. Por ultimo, la tercera sefial esta relacionada con el gradiente de citocinas presente
en el medio que puede influir en la regulacién del fenotipo y funcién de las células

T3,

Como se puede apreciar en la Figura 8, el patron de citocinas secretado por las CDs
define la polarizacidn de los linfocitos Th naive hacia: Th1, productores de IFN-y eficaces en
eliminar patégenos intracelulares; Th2, productores de IL-4 eficaces en eliminar patégenos
extracelulares; Th17, productores de IL-17 implicados en respuestas autoinmunes, y células

T reguladoras (Treg) implicadas en procesos inmunosupresores®*>,
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Figura 8. Sefiales activacion y determinacion del tipo de respuesta inmune por células dendriticas

(Figura adaptada de Suhana Ahmad et al, Molecular inmunology, 2017 ).



3.4. SUBPOBLACIONES DE CDs

Las CDs son un grupo de células heterogéneo que se clasifican en funcién de la

localizacion anatdmica, el origen y la funcion.

En sangre periférica, las CDs estan divididas en dos grandes grupos: CDs mieloides, con
elevada capacidad de activar de células T naive®” y CDs plasmacitoides que presentan una
cierta especializaciéon en la respuesta T citotdxica con capacidad antiviral y anti-

cancerigena, mediante la produccién de grandes cantidades de IFNs tipo 1%,

Por otra parte, tenemos las CDs derivadas in-vitro de monocitos con una elevada

capacidad fagocitica®>1% (Figura 9).
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Figura 9. Caracteristicas CDs derivadas de monocitos (Figura adaptada de Andreas Schlitzer et al,

Current Opinion in Immunology, 2014 %).

Esta transformacidn es gracias a la plasticidad que presentan durante su proceso de
diferenciacién y ello es dependiente del estimulo o tejido en que se encuentren
localizados!®'. Por ejemplo, las CDs derivadas in vitro a partir de monocitos pierden sus

funciones efectoras si se retiran o se afiaden citocinas'®? (Figura 10).

De hecho, el primer contacto de una citocina determina su programa de diferenciacion
y perfil de respuesta frente a otras citocinas®®. Concretamente, se usan GM-CSF e IL-4 para
la diferenciacién a CDs'%105 mientras que para macréfagos se diferencian en presencia de
GM-CSF o MCSF%, Ademds, el microambiente celular y la presencia de estimulos externos

ayuda también en la diferenciacién del monocito inducido por citocinas!®%’, Gracias a



esta propiedad se han establecido técnicas de cultivo in vitro que permiten la generacién
de gran cantidad de CDs a partir de monocitos como modelo en diferentes vacunas frente

al VIH-1 basadas en CDsmo con diferentes inmunégenos!08199,
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Figura 10: Diferenciacion in vitro de CDs y macréfagos a partir de monocitos. (Figura original de Susana

Alvarez-Losada et al, Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), 2017 ).

3.5 EL PAPEL DE LAS CELULAS DENDRITICAS EN LA INMUNIDAD INNATA

La respuesta inmunitaria innata es la primera linea de defensa del cuerpo contra un
agente infeccioso. Por este motivo, esta tiene lugar en sitios de entrada de patogenos tales
como: la piel, el tracto respiratorio, las mucosas, los pulmones y el intestino. En dichas
localizaciones estan presentes las CDs que desempeiian un papel clave en el control de la

infeccion y pueden influir en el inicio de la respuesta innata®* .

Las CDs detectan patégenos a través receptores de reconocimiento de patrones (PRR),
gue reconocen PAMPs y sefiales enddgenas asociadas a dano tisular. Estos PRR, que
incluyen receptores de tipo TLR 1-11'1° y una variedad de lectinas tipo-C'!, activan

factores de transcripcion NF-k que estan relacionados en:



1. La activacion celular de las células efectoras de la inmunidad innata como lo son
las células NK. Concretamente, mediante la liberacion de IFN-a las CDs activan las NK,

promoviendo una mayor actividad antiviral y antitumoral!2,

2. La produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias promueven la
dilatacién de los vasos y el reclutamiento de otras células fagociticas como: monocitos,
neutrdéfilos y eosindfilos; como consecuencia, ayudan en la eliminacion del antigeno en el

lugar de la infeccion®.

3. La estimulacidn del proceso de maduraciéon de las CDs promueve la migraciéon
hacia los linfonodos donde entrardn en contacto con los linfocitos T naive iniciando la

inmunidad adaptativa®.

3.6. EL PAPEL DE LAS CELULAS DENDRITICAS EN LA INMUNIDAD ADAPTATIVA

La respuesta inmune adaptativa es la segunda linea defensiva y estd mediada
principalmente por los linfocitos B y linfocitos T. La respuesta se inicia en el linfonodo,
donde las CDs maduras que expresan el complejo CMH/péptido coordinan la activacién de
los linfocitos T CD4+''3 (Figura 11). Durante esta unidn, se genera una gradiente de

citocinas que polarizardn los linfocitos T CD4+ naive en linfocitos T CD4+ TH1 o TH21%4,

1. Los linfocitos T CD4+ Thl producen citocinas como la IL2 asociada con la
activacion de los linfocitos T colaboradores e IFN-y que estimulan los linfocitos T
CD8+ promoviendo la respuesta citotéxica®®. Estas células, tras la unidn con la
CDs mediante el complejo CMH/péptido, secretaran perforinas que inducen la
formacién de poros en la célula diana. Estos poros permiten la entrada de
enzimas proteoliticas secretadas por las propias T CD8+ como la granzima B

promoviendo la apoptosis en células infectadas o dafiadas!?>.



2. Los linfocitos T CD4+ Th2 secretan varias citocinas como IL4, IL5 ,IL6 e IL10 que
inhibe una variedad de citocinas como la IL2 y el IFN-y para prevenir la
sobreestimulacién de los linfocitos T CD4+ Thl y a su vez activan los linfocitos B
induciendo la respuesta humoral®*. En esta interaccién, los linfocitos B se
diferenciaran, por un lado, en células plasmacitoides productoras de
anticuerpos frente al antigeno de interés, y por otro, formaran linfocitos B
memoria que, en caso de que se encuentren con el antigeno una segunda vez,
se diferenciaran mas rdpidamente generando una respuesta mds potente, de

mayor calidad y confiriendo inmunidad a largo plazo'?®.

mRNA vaccine mediated adaptive immune response Cellular Response
mRNA (TAA or TSAs) LNPs

Figura 11. Induccién de la respuesta inmunitaria adaptativa mediante vacunas de ARNm en células

dendriticas. (Figura original de Kowalski, Piotr S et al, Molecular Therapy, 2019).113



CAPITULO 4. NUEVAS FORMULACIONES DE VACUNAS:
VACUNAS DE ACIDOS NUCLEICOS

4.1. DE LAS VACUNAS CONVENCIONALES A LAS VACUNAS DE ACIDOS NUCLEICOS

La vacunacién es una herramienta muy util para hacer frente a las enfermedades
infecciosas y como tal, debe cumplir las siguientes especificaciones: i) ser segura y no
inducir patologias; ii) conferir proteccién a largo plazo; iii) ser practica en términos de

coste, estabilidad y facilidad de administracion y iv) tener efectos secundarios limitados?t®.

Las vacunas convencionales se dividen en 4 grupos: i) heterdlogas y/o atenuadas, ii)

inactivadas, iii) subunidades y iv) proteinas recombinantes.

1. Las vacunas heterdlogas se basan en atenuar patégenos de modo que pierdan su
capacidad de causar enfermedad en un hospedador. Este proceso se consigue
seleccionando cepas que son menos capaces de reproducirse en el hospedador natural. La
ventaja de estas vacunas es que ofrecen una exposicién prolongada a los epitopos de los
patdgenos atenuados, que conlleva un aumento de la inmunogenicidad y produccion de
células de memorial'’. Como desventaja, existe la posibilidad de que los patdgenos
retornen a su forma mas virulenta y no sean aplicables a determinadas personas como:
inmunodeprimidos, personas trasplantadas, etc.!'8. Este tipo de vacunacién es utilizada

para hacer frente a la viruela 1*°, la rabia *?° o el rotavirus 1.

2. Las vacunas inactivadas consisten en la desactivacion del agente patégeno
mediante calor o sustancias quimicas, de tal modo que no sea capaz de multiplicarse en el
hospedador. Este tipo de vacunacion requiere refuerzos repetidos para conservar el estado
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de inmunidad del hospedador Entre las vacunas desactivadas de uso comun

encontramos las vacunas contra la peste o hepatitis A120122,

3. Las vacunas subunitarias estan compuestas por macromoléculas purificadas

especificas que derivan de agentes patdgenos. En general, se utilizan tres formas de estas



vacunas: eotoxinas desactivadas, polisacdridos capsulares y antigenos proteinicos. Como
ventaja, encontramos que la seleccion de antigenos especificos reduce la posibilidad de

reacciones adversas'’. Este tipo de vacunas se usa frente a meningococo y neumococo?°,

4. Las vacunas recombinantes consisten en el uso de microorganismos atenuados
(bacterias o virus) que funcionan como vector multiplicdindose en el hospedador vy
expresando genes de agentes infecciosos; por consiguiente, se imita la infecciéon natural
generando una intensa inmunoreaccion. Este tipo de vacunacion se utiliza frente la

hepatitis B123.

A pesar del éxito de las vacunas tradicionales, existen varias limitaciones para el
desarrollo de vacunas en ciertos patogenos infecciosos, incluidos aquellos que tienen la
capacidad de escapar de las respuestas inmunitarias adaptativas'?*. Adem3s, este tipo de
vacunas se asocian con la induccién de la respuesta humoral que en algunas enfermedades
no es suficiente, ya que seria necesario estimular una respuesta citotoxica que permitiese
la eliminacién de las células infectadas o danadas, como en el caso del VIH o de células
tumorales'?®. Debido a esto, las nuevas estrategias de vacunacién se han centrado en el

uso de los acidos nucleicos para inducir una respuesta citotoxica.

4.2. ADN Y ARNm: BIOMOLECULAS DE ELECCION PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS

Las vacunas de acido nucleico se basan en el uso de ADN o ARNm que permiten la
entrega de secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas antigénicas. Ademas,
permiten la induccién de respuestas inmunitarias humorales y/o adaptativas para hacer
frente a enfermedades que son dificiles de tratar con las vacunas tradicionales'?®. Por lo
tanto, las ventajas que presenta el uso de ADN y ARNm en el desarrollo de vacunas son las

siguientes:

1. La posibilidad de codificar una amplia variedad de antigenos'?’.

2. El propio efecto adyuvante que genera la administracion de ADN o ARN'?’.



3. Imitan la infeccién viral natural, por tanto, una vez administrada la vacuna la
secuencia nucleica serd manejada por la células como si se tratase de una infeccién viral de

origen de ARN o ADN'%’,

A partir de los primeros resultados favorables que demostraron que la inyeccion directa
de ADN plasmidico o ARNm desnudo en el musculo esquelético de ratdén permitia la
expresion de proteinas'?®, las vacunas de acidos nucleicos se han centrado en el uso de

ADN y ARNm.

1. Las vacunas de ADN se basan en el uso de ADN plasmidico que codifica proteinas
antigénicas y que son administradas por varias vias: intramuscular, intradérmica o
subcutdnea. Las células presentes en la zona de administracién, como las CDs, captan el
ADN, lo procesan por la propia maquinaria de la célula huésped para producir ARNm que se
traducird en proteinas antigénicas. Todo ello desencadenard en una reaccién humoral y
otra mediada por células generando en su conjunto respuesta inmunitaria prolongada y
duradera?. Las vacunas de ADN ofrecen una serie de ventajas, como por ejemplo que la
proteina codificada se expresa en el hospedador en su forma natural, sin modificaciones o
desnaturalizacién, de forma que la reaccién inmunitaria se dirige contra el antigeno tal y
como lo expresa el patdgeno!!’. Actualmente, existen numerosos ensayos clinicos de
vacunas de acidos nucleicos contra la gripe, la hepatitis B y en oncologia'3°, asi como en
VIH. Por ejemplo, en pacientes infectados por el VIH-1 inmunizados 4 veces con un ADN
que codifica epitopos conservados del VIH-1 y que estimulan a linfocitos T citotdxicos
revelaron respuestas a uno o mas epitopos codificados por la vacuna, lo cual indica el

“priming” de la células T inducido por los epitopos codificados por esta vacuna de ADN*31,

2. Las vacunas de ARNm se basan en administrar un ARNm que codifica para un
inmunogeno desnudo o vectorizado que ira dirigido a células presentadoras de antigenos
como las CDs. En el citoplasma de estas células, el ARNm se traducira en una proteina
antigénica a través de la maquinaria de traduccion de la célula huésped. Especificamente,
la traduccion se divide en 3 fases: i) Iniciacion (unién al ribosoma y reconocimiento del

coddn de iniciacion AUG), ii) Alargamiento (traduccidn del gen de interés) y iii) Terminacidn



(disociacion de la maquinaria de traduccién). Una vez finalizada la traduccién, la proteina
formada se someterda a modificaciones postraduccionales, dando lugar a proteinas
funcionales!®2. Esta proteina antigénica sera reconocida por el sistema inmunoldgico con el

fin de inducir una respuesta inmunitaria adecuada®®?.

El uso de ARNm con fines vacunales presenta una ventaja frente al ADN, ya que aquél
puede ser traducido a proteina en el citosol; ello hace que disminuya el riesgo de
integracién o mutacidon en el genoma de la célula huésped y, por consiguiente, presenta

mejores perfiles de seguridad®33.

Al igual que en las vacunas de ADN, las basadas en ARN estan siendo utilizadas frente a
infecciones o en cancer'?’ (Tabla 2). Por ejemplo, en el ensayo clinico en humanos de
vacuna profilactica basada en ARNm que codifican la glicoproteina del virus de la rabia, se
demostrd que este tipo de vacunacién era capaz de inducir anticuerpos frente a este virus,
ademas de unos buenos perfiles de seguridad y tolerabilidad®®*. El desarrollo de vacuna
terapéutica frente al VIH-1 realizado en nuestro centro fue evaluado en un modelo in-vitro
de CDs de pacientes infectados por el VIH y en un modelo de ratén el impacto de un ARNm
gue codifica para fragmentos del VIH-1 como Gag, Pol, Vif y Nef junto la accion de ARNm
desnudo con funciones de adyuvante que codifica para CD40L, CD70 y una forma
constitutiva del TLR4. Los resultados sugieren que el ARNm fue captado por las CDs, que
fueron capaces de procesar y expresar dichos antigenos, promoviendo la activacién de los
linfocitos T y producir respuestas inmunes especificas de antigenos de VIH-113°. A
posteriori, en el ensayo clinico en fase | a pacientes infectados con VIH-1 se les administré
3 dosis intranodales de los ARNm descritos anteriormente, cuyos resultados demostraron
gue son seguras, bien toleradas, y se indujeron moderadas respuestas de células T

especificas frente al VIH®3®,



Sponsoring Vaccine type (route of Targets Trial numbers Status

institution administration) (phase)

Argos DC EP with autologousviral ~ HIV-1 s NCT00672191 () = Completed'”

Therapeutics Ag and CD40L mRNAs (i.d.) = NCT01069809 (Il) = Completed; results NA
= NCT02042248 (1) = Completed: results NA

CureVac AG RNActive viral Ag mRNA Rabies virus NCT02241135 (1) Active®®!

(i.m.,i.d.)

Erasmus Medical ~ DC loaded with viral Ag HIV-1 NCT02888756(11) Recruiting

Center mRNA with TriMix (i.nod.)

Fundacié Clinic Viral Ag mRNA with TriMix HIV-1 NCT02413645 (1) Active

per la Recerca (NA)

Biomédica

Massachusetts DC loaded with viral Ag HIV-1 NCT00833781(ll) Completed'™

General Hospital ~ mRNA (i.d.)

McGill University DC EP with autologous viral ~ HIV-1 NCT00381212 (/1)  Completed'®

Health Centre Ag and CD40L mRNAs (i.dl.)

Moderna Nucleoside-modified viral Ag ~ Zika virus NCT03014089 (/1)  Recruiting®

(hespetics AR L) Influenzavirus  NCT03076385()  Ongoing®

Tabla 2. Tabla resumen con los ensayos clinicos de vacunas basadas en ARNm frente a enfermedades

infecciosas (Tabla original de Pardi. N et al, Nature Reviews, 2018) '¥’. La tabla resume los ensayos clinicos

registrados en ClinicalTrials.gov hasta el 5 de mayo de 2017. Ag, antigeno; CD40L, ligando CD40; DC, célula

dendritica; EP, electroporado; i.d., intradérmico; i.m., intramuscular; i.nodal, intranodal; NA, no disponible.

4.3. CLASIFICACION DE LAS VACUNAS BASADAS EN ARNm CONVENCIONALES Y ARNm
AUTOREPLICATIVOS (REPLICONES)

Gracias a los descubrimientos obtenidos en cancer sobre el uso de vacunas basadas en
ARNm?'%, éstas han sido clasificadas en dos subtipos: 1. ARNm convencionales y 2.

replicones.

Ambas son captadas por las células por via endocitosis, por lo que estimulan PRRs como
los TLR3,7 y 8 y receptores citosdlicos; seguidamente, en el citosol tiene lugar la traducion y
el procesamiento de la proteina antigénica que sera presentada en la superficie de la célula
por el complejo CMH!38, Por lo tanto, utilizan la maquinaria de traduccién de la célula
huésped para producir antigenos con el objetivo de potenciar y obtener respuestas

inmunitarias adaptativas especificas'3® (Figura 12).
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Figura 12. Representacion esquematica de ARNm convencional y replicon utilizados en un contexto de
vacunas y su mecanismo de expresion antigénica. (Figura original de Giulietta Maruggi et al, Molecular

Therapy, 2019)%°,

1. Los ARNm convencionales estan formados por 5 regiones importantes: una
secuencia de iniciacion o CAP, una regién UTR en 5', una regién con la secuencia que

codifica el antigeno (ORF, Open Reading Frame), una regiéon UTR en 3'y una cola de poly-A

Como ventajas del uso de ARNm convencionales en vacunas son: i) el tamafio
sensiblemente inferior si lo comparamos con un replicon (2—3 versus 10 kb); ii) la ausencia
de maquinarias de autoreplicacién viral minimiza la posibilidad de interacciones

inmunogénicas indeseables con el huésped, v iii) su facilidad de fabricacién®*!.

A pesar de las ventajas que presenta el uso de ARNm en vacunas, existen limitaciones

relacionadas con la entrega de estos ARNm en el interior de la célula, ya que son



degradados por varios agentes como endonucleasas o proteinas séricas que provocan una

expresion transitoria de las proteinas!#2.

El uso de ARNm convencionales ha demostrado su éxito en vacunas enfocadas a

conferir inmunidad frente al virus de la gripe o Zika en ratones y primates4>144,

2. Los replicones son derivados de un ARN viral, que codifica el antigeno de interés
y proteinas virales no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4)!%0 que le permiten
autoamplificarse generando intermediarios de ARN y copias subgendmicas de ARNm que

codificardn grandes cantidades de antigeno!.

Como ventajas, los replicones tienen la capacidad de producir una gran cantidad de
proteina antigénica y una durabilidad prolongada en la célula huésped'32. En cuanto a las
limitaciones, hay que destacar que su tamafio (11-13kb) es un obstaculo para poder ser

internalizado eficazmentel#>146,

Como recapitulacidn, las vacunas basadas en replicones han demostrado ser mas
efectivas que las convencionales por varias razones: i) incrementan la potencia de las
respuestas inmunitarias; ii) amplian la duracién de la expresion de antigeno; iii) activan la
respuesta innata, y iv) tienen un efecto adyuvante debido a su origen viral. Por ejemplo, la
administracion de un replicén que codifica fragmentos del virus de la gripe es capaz de
potenciar la respuesta T CD8+ y de aumentar la respuesta de las T CD4+ confiriendo

proteccion frente al virus!4.

Sin embargo, existen ciertos obstaculos en el uso de ARNm convencionales vy
replicones. Para superarlos se han planteado métodos de transfeccion mas eficientes en
varios ensayos clinicos contra el melanoma, el mieloma, leucemia y VIH (Tabla 2) como la
electroporacion ex vivo en CDs'*8, Ademads, se han explorado otros métodos de entrega de
ARNm mas eficientes y menos téxicos usando nanotransportadores de base lipidica o

polimeros!4®-1°1,



4.4. BARRERAS EN LA VEHICULIZACION DE ARNm

Para conseguir que el ARNm convencional o replicon pueda ser entregado con éxito en
el interior de la célula diana, es importante superar las barreras fisicas que estan presentes
en la célulat?, como cruzar la bicapa lipidica para poder ser internalizado en el citoplasma
(Figura 13). Como ejemplo de dichos obstaculos de entrega de ARNm a nivel ex vivo e in
vivo podemos senalar: i) la citotoxicidad asociada a la manipulacién y vectores de
entrega>?~1>%; ii) la captacién celular; iii) el escape endosomal; iv) la degradacién del ARNm
provocado por el lisosoma y las nucleasas presentes en el citoplasma®>>*>%; v) la respuesta
inmune mediada a través de los PRRs asociados al sistema inmune innato, como los TLRs,
RIG-1'>; vi) la baja eficiencia de transfeccién; y vii) la produccién de formulaciones con

baja capacidad de entrega 1°%1°9,

Para superar estos impedimentos las vacunas de ARNm deberian cumplir una serie de
requisitos: i) formulacion de complejos de NPs con ARNm estables con el fin de conferir
proteccidn frente a la degradacion, ii) potenciar la eficiencia en la captura, iii) permitir el
escape endosomal y iv) entregar ARNm en el citoplasma de la célula diana®'3. Asi pues,
para optimizar las condiciones de transfeccidén y conseguir un alto rendimiento y una buena
eficiencia, se han desarrollado métodos fisicos como la electroporacion y la transfeccién

mediante microfluidicos®.

A nivel in vivo, la entrega de ARNm en la célula diana necesita atravesar drganos y
tejidos. Estos ultimos presentan unas barreras fisicas muy complejas que hay que tener en
cuenta y que son: i) la rapida degradacion del ARNm debido a las nucleasas presentes en
suero, a nivel del liquido tisular o en mucosa®>®11, ii) las interacciones no especificas con
proteinas o con las células no diana que dan lugar a agregados de gldébulos rojos o por
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proteinas séricasi®, iii) la extravasacion desde los vasos sanguineos hacia los tejidos diana

y iv) la interaccion a nivel hepatico o renal 13,
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Figura 13. Representacion esquematica sobre las barreras extracelulares e intracelulares en la entrega

de ARNm en una célula diana. (Figura original de Piotr S Kowalski et al, Molecular Therapy, 2019)13,

4.5. ESTRATEGIAS PARA OPTIMIZAR LA ENTREGA DE ARNm

En el uso de las vacunas basadas en ARNm, la entrega del ARNm en el interior de las
células diana es un paso critico en la efectividad de la induccion de la respuesta
inmunoldgica deseada'?’. Debido a esto, se ha planteado una mejora en los diferentes

sistemas de entrega de ARNm que se pueden dividir de la siguiente manera (Tabla 3):



1. Entrega de ARNm desnudos: Debido a su naturaleza polianidnica, que contiene
muchas cargas negativas, el ARNm puede ser repulsado por las cargas positivas presentes
en la membrana celular'®. Aun asi, los ARNm desnudos se han utilizado con éxito en
algunas inmunizaciones, como por ejemplo en la induccion de respuestas T en modelo de
raton 1%, Sin embargo, el ARNm desnudo sin la ayuda de métodos fisicos o vectores de
entrega es débilmente captado por las CPAs (1 por cada 10.000 moléculas administradas);
ademas, la vida media de estos ARNm es muy baja (7 horas) debido a su susceptibilidad a

ser degradado por endonucleasas?®®.

2. La electroporacion es un método fisico que consiste en crear poros en la
membrana celular a partir de un campo eléctrico de alta intensidad para permitir que los
acidos nucleicos presentes en las proximidades puedan entrar en la célulal®’. Esta técnica
se usa en experimentos in vitro en ratones y en humanos para transfectar eficazmente el
ARNm y promover respuestas inmunes potentes!®®1® Aun asi, estos métodos presentan

algunas limitaciones asociadas a las barreras fisicas descritas anteriormente.

3. Los vectores de entrega se utilizan para superar los principales obstaculos fisicos
presentes en las células y promueven la entrada de ARNm en el interior de la célula. En

concreto, se estan utilizando diferentes sistemas basados en el uso de:

3.1. Protamina (PROT), una proteina catidénica que confiere proteccién
contra la degradacion de los ARNm'® y estimula los TLRs influyendo en la

proliferacion celulart’! .

3.2. Complejos con péptidos catidnicos que reducen el impacto de la
interaccion entre la nanoparticula y el ARNm permitiendo una mejora en la
expresion del ARNm1’2173, Por ejemplo, se ha descrito que los péptidos catidnicos
anfipdticos RALA y LAH4 condesan el ARNm en los nanocomplejos y son capaces de
alterar las membranas del endosoma, permitiendo asi el escape endosomal y la

liberacién del complejo en el citosol*’4178,



3.3. Agentes comerciales basados en lipidos catidnicos. A raiz de su alta
eficacia para la administracion de ARNm, se han desarrollado agentes
transfectantes para promover la transfeccién in-vitro de ARNm'”’, Ejemplo de ello
es la lipofectamina 2000 (Thermo Fisher) que permite la expresién prolongada de

ARN en el 90% de las células in vitrol78:179,

3.4. Vectores con lipidos (PLAs, LS y LP-PLAs). Estos tipos de vectores
permiten la formacidon espontdnea de complejos entre los ARNm cargados
negativamente, con los lipidos catidnicos a través de interacciones electrostaticas.
Estos complejos han demostrado alta eficacia de transfeccidn como también
induccidn de respuestas citotdxicas en un contexto de vacuna frente al VIH-11%0,
Ademas, este tipo de nanoplataformas lipidicas tienen una buena biocompatibilidad
con el organismo y, de hecho, se han convertido en prometedores nanovectores en

la administracion de ARNm?&1,

Application Efficiency Towicity Other Characteristics

t applicable fo
Microinjection £X Vivo high Loy AT
: large number of cells

1mn vitro

Flectroporation ———— high medinm  not applicable for

P to high in vivo delivery
in vitro -
not applicable for
Squeeze — high medinm PP
— in viw delivery
in vitro can be used in
= medium  combination with
Cationic lipids high
in vivo to low systemic or local
administration
in vitro can be used in
” g medium  combination with
Cationic polymers high
i to bow systemic or local

administration

Tabla 3. Tabla resumen con los diferentes sistemas de entrega de ARNm. (Tabla original de Hong-Xia

Zhang et al, Molecular Therapy, 2019 )&



CAPITULO 5. REPLICONES ARN/DNA DE ALFAVIRUS COMO CANDIDATOS VACUNALES

5.1. EL ORIGEN DE LOS REPLICONES DE ARN/DNA (RREP/DREP)

Los Alfavirus pertenecen a la familia Togaviridae y de su tipologia se han
identificado unos treinta, como el Sindbis (SIN), Semliki Forest (SFV), Chikungunya
(CHIKV) o Encefalitis Equino Venezolano (EEV)'®. De entre ellos, el alfavirus mas
comun para generar replicones de ADN/ARN es el SFV, ya que este ARN viral sirve de

molde para la fabricacién de replicon de ARN (RREP) o ADN (DREP)*84,

La composicion de estos RREP y DREP es similar a la de un replicdn, ya descrito en
el punto 4.3. La Unica diferencia radica en el promotor: RREP tiene un promotor SP6

mientras que DREP presenta uno de CMV (Figura 14)'83,

DREP B> nori | o
RREP B> npi ™
P sps P cmv

Figura 14. Representacion esquematica de la composicion DREP/RREP. (Figura adaptada de
Kenneth Lundstrom, Molecules, 2018)8, SP6, bacteriophage; RNA polymerase; CMV, citomegalovirus;

nsP1-4, proteinas virales no estructurales; pA, cola de poliadenalizacidn.

Cuando RREP y DREP son internalizados, la célula diana los procesa como si se
tratase de una infeccidn natural: asi, en primer lugar, son reconocidos por multiples
TLRs y receptores citosélicos que en su conjunto iniciaran una cascada de transduccion
de sefiales y producird una respuesta potente de IFN de tipo I'8. En funcién de su
composicion, RREP y DREP son procesados por vias diferentes dentro de la célula

(Figura 15).
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1. RREP es internalizado por via endocitica, y una vez entregado en el
citoplasma es detectado por PRRs endosomales como los TLR3, 7, 8 y receptores
citosodlicos como MDAS. A continuacién, las proteinas virales no estructurales (nsP)
conformaran una replicasa que amplificara tanto el replicon de ARN como también el

gen de interés.

2. En el caso de DREP, éste sera detectado por el TLR9 y receptores citosdlicos
de ADN. Acto seguido, serd transportado al interior del nicleo de la célula donde sera
transcrito en un replicon de ARN idéntico a RREP. Este RREP formado en el nucleo de la
célula sera transportado al citoplasma y alli sera detectado y procesado por la célula
como el RREP descrito anteriormente.

DREP
CMYV promoter 2635 promoter
i -

RREP g’SS promoter T gng l

| nsP1-4 Foreign gene|

transfection

transfection

Ee—Fona
1 franscription

:b + sense RNA

infection

nuclear
export

Q,—'.'H + sanse RNA

translation of
alphavirus replicase

Eb + sense RNA

l negative strand synthesis

©
:H— sense RNA DQ Q @G
genome 1 @Q #) o
replication transcription of Q
ﬁ subgenomic RNA Foreign antigen
2 ] + sanse RNA

translation of
subgenomic RNA

+ sense subgenomic RMNA

Figura 15. La Replicacion de RREP y DREP en la célula (Figura original de M.Knudsen, Plos one,
2015)83,
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En el campo de la vacunacion el uso de RREP y DREP conlleva algunas ventajas

como, por ejemplo:

1. Inducen respuestas potentes de IFN de tipo 183,

2. Debido a su tamafio y al tipo de respuestas de IFN de tipo |, inducen a

apoptosis que se asocian a la crosspresentacién de antigenos de clase 1183,

3. La administracion de RREP y DREP no genera una inmunidad frente al vector
y, por lo tanto, la respuesta inmune generada es especifica del inmundgeno de interés

codificado por estos replicones'®3,

En general el uso de RREP y DREP se asocia a un perfil alto de seguridad con un
minimo riesgo de causar enfermedades'®. Por otro lado promueve la induccién de
ambas respuestas, celulares y humorales, convirtiéndoles en candidatos ideales para

su utilizacidn en vacunas!®’.

5.2. EL USO DE LOS REPLICONES DE ALFAVIRUS (RREP Y DREP) EN EL DESARROLLO DE
VACUNAS FRENTE A PATOLOGIAS.

Gracias a las ventajas descritas en el punto anterior, actualmente se estan
desarrollando estudios preclinicos con replicones en dreas como la inmunoterapia en

188 5 en el desarrollo de vacunas frente agentes infecciosos®°.

cancer

En el campo de la vacunacién estos alfavirus han demostrado su éxito, como por
ejemplo en ensayos clinicos en fase | de vacunas frente al CMV, donde la
administracion de estos replicones que codifican fragmentos del virus lograron inducir

la produccién de anticuerpos neutralizantes frente al CMV?&3,

Adicionalmente, RREP se ha utilizado como candidato vacunal en vacunas frente al

virus de la gripe. Tras la inmunizacion de ratones con un RREP que expresaba

61



antigenos de diferentes virus como el influenza, flavovirus y el virus respiratorio
sincitial, se demostré que aumentaron los niveles de 1gG frente a estos virus y, por lo
tanto, que el uso de RREP era capaz de aumentar los niveles de proteccion frente a

estos 3 modelos de virus®°,

Por otra parte, DREP ha sido evaluado como candidato frente a una vacuna contra
el CHIKV. En este caso, la inmunizacidén en un modelo murino con DREP que expresa
CHIKV, generé una respuesta T especifica frente al virus acompafiado de una

produccion de anticuerpos frente al mismo 1.

A raiz de los buenos resultados obtenidos en otros campos, en el contexto del VIH

se han utilizado RREP y DREP como candidatos vacunales (Tabla 4).

Indication Target/Antigen Vector Response
Env SFV VLPs Humoral response
HIV Env SFV RNA Antibody response
Env/Gag/Pol SFVVLPs/RNA Ag-specific immune response
Env/GagPolNef SFV DNA T cell and IgG responses

Tabla 4. Tabla con ensayos de inmunizacién preclinicos con replicones frente al VIH. (Tabla
adaptada de Kenneth Lundstrom et al, Molecules, 2018)'%3. HIV, human immunodeficiency virus; SFV,

Semliki Forest virus; VLPs, virus-like particles.

5.2.1. RREP como candidato vacunal frente al VIH

Como se ha descrito anteriormente, las vacunas basadas en ARN presentan
limitaciones debido a su facilidad para ser degradadas'?’. Sin embargo, RREP parece
ser un candidato bastante resistente a la degradacidn; ello junto a la mejora en los
métodos de administracion como la electroporacion, justifica que su uso se haya
asociado a un incremento de las respuestas inmunitarias'®®. A modo de ejemplo, en
estudios donde se administré intramuscularmente un ARN autoreplicativo que
codificaba para la glicoproteina Env del VIH, se generaron anticuerpos especificos

frente a la envuelta en 4 de los 5 ratones inmunizados. Estos resultados sugieren que
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el uso de estos replicones son un buen método para producir anticuerpos
monoclonales'®?. Otro estudio en ratones inmunizados con replicones de ARN que
codificaban genes del VIH como env/gag/pol, la respuesta T especifica frente a las
proteinas codificadas por estos genes aumentaron significativamente, y ademas se
produjo una produccién superior de anticuerpos frente a la gp120 en la condicion de
inmunizacién con replicén vs la condicidn de inmunizacién con ARN solo®3. Por ultimo,
en la comparacién entre diferentes candidatos vacunales que codifican para la
glicoproteina Env del VIH en Rhesus macacos, se demostré que la vacunaciéon a dosis
bajas con RREP coformulado con una nanoemulsién catidnica, produjo la mayor tasa

de anticuerpos neutralizantes frente a la envuelta del VIH-1%°4,

5.2.2. DREP como candidato vacunal frente al VIH

En general, las vacunas de ADN en humanos requieren altas dosis de
administracién para generar respuestas inmunes potentes'®. Sin embargo, el uso de
DREP en vacunas de ADN ha demostrado que es capaz de incrementar la
inmunogenicidad en ratones en el contexto del VIH'%®. Esto se debe a que este vector,
por sus propias caracteristicas inmunoestimuladoras, sélo requiere dosis bajas de
administracion para producir respuestas celulares especificas de antigeno similares a
las obtenidas con plasmidos de ADN convencionales. A modo de ejemplo, la
inmunizacion de ratones con solo 0.2 pg de DREP que expresa Env y una proteina de
fusién Gag-Pol-Nef, junto a un refuerzo de inmunizaciones con MVA y/o la proteina
gp140 del VIH formulada con un adyuvante, fue capaz de hacer el priming de la
respuesta T e inducir una mayor produccidn de IgG que los demas candidatos

evaluados!®®

. Otro ejemplo similar lo encontramos en la inmunizacidon de ratones y
Rhesus macacos, comparando un DREP y un pldsmido de ADN, donde ambos codifican
regiones conservadas del VIH, y donde se estimula la respuesta T especifica frente al
virus. En concreto, la respuesta generada con 5 ng de DREP fue similar a la producida

con 1 pg del pldasmido convencional*®’.
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CAPITULO 6. LAS NANOPARTICULAS COMO CANDIDATOS VACUNALES

6.1. EL USO DE LA NANOTECNOLOGIA EN LA BIOMEDICINA

La definicidon clasica de nanotecnologia hace referencia a todo tipo de dispositivos
moleculares de tamafio inferior a una micra. Estos dispositivos se denominan
nanoparticulas (NPs), cuyo tamafio oscila entre 5 y 500 nm, y estan compuestas por
dos partes, el nucleo, que es la matriz central y la corona que es la superficie de la NPs.
Durante la ultima década, tanto la nanotecnologia como la nanociencia han permitido
desarrollar varias herramientas y materiales como las nanocdpsulas, nanoparticulas,
nanoporos, las micelas poliméricas, los nanocristales y nanotubos®®®, con propiedades
beneficiosas y con multiples aplicaciones en biomedicina. Actualmente, gracias al uso
de la nanotecnologia se ha podido avanzar en multiples dreas médicas, principalmente
199

porque ofrece ventajas Unicas en comparacion con los tratamientos convencionales

(Tabla 5).

VENTAIJAS DESVENTAJAS

Desarrollo de nuevas terapias

Proteccidn de las moléculas bioactivas
frente a la degradacién enzimatica Una mala formulacién genera un bajo
rendimiento de la molécula bioactiva

Mejorar la eficiencia en el suministro de
moléculas bioactivas

Administracion mas especifica

Nanovectores que pueden contener

ligandos especificos frente a células diana Requieren una tecnologia altamente
sofisticada

Prolongar y mejorar la biodistribucién de
las moléculas bioactivas

Disminuir la toxicidad y mantener los
efectos terapéuticos Las dimensiones pequefias pueden dar

lugar a agregados

Perfiles de seguridad y biocompatiblilidad

Tabla 5. Ventajas y desventajas de las NPs. (Tabla adaptada de S. Moghimi et al, The FASEB Journal,
2005)20°




6.2. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LAS NANOPARTICULAS.

Las NPs, por su entidad sintética, influyen en las respuestas celulares gracias a sus
propiedades fisicoquimicas, tales como: tamafio, morfologia, materiales de las NPs y

revestimiento de sus superficies?®! (Figura 15).

1. El tamaio de la particula estd relacionado con la respuesta toxicoldgica, la
via de endocitosis, el grado de internalizacidn y el destino final intracelular?®2. Estudios
previos han llegado a la conclusion de que las particulas mas pequefias inducen un
mayor grado de muerte celular debido a la generacién de radicales libres, la pérdida de
la integridad mitocondrial y el aumento de Ila secrecion de citocinas

proinflamatorias?®.

2. La morfologia de la NPs afecta en mayor o en menor medida a las células. En
general, las particulas esféricas se internalizan en mejor requiriendo menos energia

que las particulas en forma de estrella2,

3. La carga de la superficie de las NPs juega un papel importante en las
interacciones celulares. Por ejemplo, las NPs con cargas positivas en superficie
(catidnicas), favorecen una internalizacion mas eficiente y aumentan la disrupcion de
la membrana celular, respecto a las particulas con carga negativa o neutra?®>. Ademas,
la composicidn de la corona es la que determinard las interacciones con la membrana

celular, el mecanismo de endocitosis y en definitiva la toxicidad?°®.

4. Segun la composicion de los nanomateriales, las NPs pueden ser mas
biocompatibles (ej. Acido polilactico) o ser mds citotdxicas (ej. Plata). Los estudios
demuestran que el mecanismo de toxicidad depende de la composicidn del nucleo de
la particula; aunque el nucleo no contacte con la superficie de la corona, si que
determina la densidad, la orientacidn y la carga de los ligandos asociados a la corona.

En funcién de esta interaccidn entre nucleo y superficie, algunos materiales generan
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un ratio de iones dafiina para la célula diana induciendo un aumento del estrés

oxidativo y en consecuencia toxicidad?®’.
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Figura 15. Propiedades fisico-quimicas de las NPs (Figura original de Hendrik Heinz, Surface

Science Reports, 2017)2%,

6.3. TIPOS DE NANOPARTICULAS UTILIZADAS EN BIOMEDICINA

Numerosos estudios previos se han centrado en incorporar ARNm en
nanotransportadores biocompatibles. Por lo tanto, dependiendo del drea médica de
que se trate, se han elaborado diferentes tipos de nanotransportadores clasificados en

funcion de su origen: inorganicos, poliméricos y liposomas?® (Figura 16).
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. mRNA Q Protamine \) Polymer _) Polymer in polymer-lipid hybrid NPs

‘_,,. Apatite \[\[-@_ Lipid-PEG @~ Cationic lipids Gold core DNA template

Figura 16. Representacion esquematica de diferentes nanobiomateriales para la administracion
de ARNm (Figura original de M.Islam, Biomaterials Science, 20152%): a) complejo de protamina; b)
nanoparticulas de lipidos; c) nanoparticulas de lipidos con compuestos inorganicos ; d) nanoparticulas
polimérica catidnica; e) nanoparticula hibrida de polimeros y corona de lipidos, incluyendo el ARNm i) en

el interior y ii) en la superficie; y f) nanoparticula de oro?®.

6.3.1. Nanoparticulas inorganicas como las Au-NPs

Las Au-NPs se sintetizan en soluciones coloidales formadas por medios acuosos y
orgénicos que permiten la formacién de clisteres de oro?!°. Entre sus principales
ventajas las Au-NPs, por su naturaleza catidnica, inducen interacciones electrostaticas
con entidades cargadas negativamente tales como: ADN, ARN y proteinas. Esto les
permite incorporar grandes cantidades de estas biomoléculas de manera eficiente?'°,

Sin embargo, presentan limitaciones durante su sintesis, pues las Au-NPs tienden a
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agregarse entre ellas, y ello hace que disminuya su capacidad de poder ser
coformuladas con ARNm. Por lo tanto, precisan de recubrimientos para evitar la

degradacién del ARNm y favorecer su interaccidn con la célula diana?*®.

Las Au-NPs se han utilizado en vacunas frente a multiples patégenos para mejorar
la respuesta inmune. Por ejemplo, en ratones inmunizados con Au-NPs hibridas
recubiertas con el polisacarido de la bacteria S.pneumoniae, se promovié la fagocitosis
frente a este patdégeno junto con una potente induccién de anticuerpos anti-

sacaromices?12,

En un estudio realizado en nuestro centro en el contexto del VIH con el fin de
determinar la capacidad de las CDs para procesar péptidos del VIH-1 vehiculizados en
Au-NP, se observd un aumento de la proliferaciéon de linfocitos T en ambos linajes
CD4+ y CD8+, un aumento de la produccion de citocinas y quimiocinas pro-Th1l junto a
una moderada produccién de citocinas pro-Th2. Por lo tanto, el uso de este tipo de
coformulacién de Au-NP es un sistema 6ptimo de entrega para la induccidn de las
respuestas inmunes frente al VIH, lo cual es importante para futuras vacunas anti-

VIH?13,

6.3.2. Nanoparticulas poliméricas como las NCs,PLA,LP-PLA y LS

6.3.2.1. Nanocdpsulas (NCs) ricas en Arginina

Las NCs son sistemas vesiculares constituidos por un nucleo oleoso y una superficie
polimérica?!4. Su principal funcién es el encapsulamiento de diferentes tipus de

moléculas o farmacos como puede ser el caso del ARN?*>,

Estos nanosistemas ofrecen ventajas en cuanto a sus modificaciones en superficie:
las cargas permiten la unién con el ARN mensajero proporcionando estabilidad al
complejo formado?!®. Por el contrario, su superficie polimérica puede dar lugar a

toxicidad celular debido a su naturaleza sintética?!®.
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Para solventar esto, estas NCs estan recubiertas de poliarginina (PARG), que es un
péptido catiénico que contiene guanidina que le permite atravesar la membrana

celular facilitando la internalizacion de las NCs en el interior de la célula??’.

Gracias a estas propiedades las NCs ricas en arginina han sido utilizadas en
diferentes campos como en el cdncer. Se administrd NCs ricas en arginina conjugadas
con siRNA, y se observd un silenciamiento del factor de crecimiento endotelial
relacionado con la vascularizaciéon de tumores sdlidos. Ello demostré que las NCs
fueron eficientemente internalizadas, y que la entrega de este siRNA fue satisfactorio

para la disminucion de la masa tumoral®'8.

6.3.2.2. Nanoparticulas de dcido polildctico (PLA) coformulados con LAH4 o RALA

Las PLAs son un polimero compuesto por mondémeros de acido lactico. Como
ventajas principales destacan: i) son biocompatibles y biodegradables por hidrdlisis
enzimatica?!®; ii) poca toxicidad asociada que permite una Optima distribucién y
eliminacion®®; iii) baja inmunogenicidad, es decir, son bastante inocuas?3, y iv) han
sido aprobadas por la FDA para su uso en vacunas, lo cual las convierte en un buen

candidato vacunal.?!® Sin embargo, y a pesar de sus ventajas, presentan algunas

limitaciones asociadas al escape endosomal?%°.

Por este motivo, estas PLAs pueden estar coformuladas con LAH4 o RALA, que son
unos péptidos catidnicos que influyen en la presion osmodtica del endosoma
impidiendo la degradacion de biomoléculas sensibles como el ARN y desestabilizando
la membrana del endosoma para que el ARNm pueda ser entregado en el

citoplasma??.

Estas NPs se estan utilizando en vacunas terapéuticas frente al VIH-1. A modo de
ejemplo, en estudios con ratones, las CDs de ratdon una vez pulsadas con PLAs

coformuladas con p24, indujeron repuestas humorales potentes y estimularon la
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proliferacion de linfocitos T?%1. Ademds, en nuestro grupo hemos realizado un ensayo
ex vivo con CDs autdlogas de pacientes infectados por el VIH, que pulsadas con PLAs
cargadas con la proteina del VIH Gag p24 mostraron un incremento de la maduracién

de las CDs, acompafiado de un aumento de la respuesta de linfocitos T CD8+.

Estos datos indican que las PLAs son capaces de entregar la p24 en las CDs y dichas
células son capaces de expresarla, en consecuencia se induce una respuesta T
especifica frente al VIH. Todo ello las convierte en un candidato prometedor a tener en

cuenta en el desarrollo de vacunas terapéuticas frente al VIH?.

6.3.2.3. Lipoparticulas de dcido polildctico (LP-PLA) coformulados con LAH4-L1

Las LP-PLAs estan constituidas por un core de PLA idéntico al descrito
anteriormente, junto a una corona lipidica compuesta por lipidos ionizables, colesterol,

fosfolipidos vy lipidos de polietilenglicol (PEG)*32.

Entre sus principales funciones encontramos que: i) protegen el ARNm, ii) facilitan
la captacion celular, iii) mejoran el escape endosomal y iv) permiten la entrega del
ARNm en el citoplasma®32. Sin embargo, el uso de este tipo de nanovector presenta
algunas limitaciones, como por ejemplo: i) la toxicidad asociada a las formulaciones
lipidicas, ii) la dificultad en penetrar en los 6rganos linfoides secundarios vy iii) la
necesidad de ajustar cada vector de entrega en funcién de la ruta de administracién

empleada??2.

Para superar estos obstaculos se estan mejorando estas LP-PLA con el uso de
diferentes lipidos ionizables con carga neutra que favorecen la induccién de respuestas

celulares y humorales??3,

Por estos motivos, las NPs con corona lipidica son la plataforma mas utilizada en
vacunas dado que presentan los mejores resultados en la entrega de ARNm?3, Un

ejemplo lo encontramos en la vacuna frente al Zika'*?, donde se demostré que con
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sélo una inmunizacion, (a concentraciones bajas de complejos de nanoparticulas
lipidicas coformuladas con un ARN que codificaba para las glicoproteinas de la
envuelta del Zika), se inducia una potente respuesta de anticuerpos neutralizantes
tanto en ratones como en primates no humanos. De hecho, la inmunizacion de ratones
con 30 pg del complejo fue capaz de conferir proteccion durante 5 meses tras la
vacunacion. Estos datos demostraron que el complejo con corona lipidica es capaz de
conferir inmunidad, y ello lo convierte en un nuevo y prometedor candidato vacunal

frente al Zika, suscitando ademas interés para ser utilizado en el campo del VIH#3,

6.3.3 Liposomas (LS) coformulados con LAH4-L1

Los liposomas son nanovesiculas esféricas formadas por bicapas lipidicas con un
core liquido. Esta conformacion permite coformular componentes hidrofdbicos o
hidrofilicos en funcién del liquido interno o de los lipidos que forman la membrana??4.
Estos nanovectores son muy utiles en la entrega de acidos nucleicos porque los
liposomas se fusionan con la membrana de las células diana. Ademds, condensan
espontaneamente el ARNm en la superficie de los liposomas gracias a las interacciones
electrostaticas con los &cidos nucleicos cargados negativamente!'®. Sin embargo,
presentan algunas limitaciones en la entrega de algunos componentes coformulados,

tales como medicamentos??°.

Estos nanosistemas han sido aprobados para su uso médico frente el cancer.
Ejemplo de ello lo encontramos en el ensayo clinico en fase | sobre el uso de complejos
de liposomas que contiene doxorrubicina que confiere mayor actividad antitumoral

respecto al tratamiento convencional??®.

En el campo del VIH la inmunizacidon de ratones con complejos de liposomas
coformulados con ARNm que codificaba para Gag, indujo: respuestas humorales,
secrecion de IFN de tipo | asociado con la migracion de los monocitos a los linfonodos y

respuestas T especificas frente a Gag??’.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las terapias basadas en combinaciones con antirretrovirales han demostrado su
eficacia clinica en la lucha frente a la infeccion por el VIH. Sin embargo, estas
estrategias no son capaces de prevenir o de erradicar el virus en los pacientes

infectados.

Los resultados obtenidos hasta el momento con vacunas basadas en CDs han sido
las mas prometedoras para cumplir dichas expectativas. Concretamente, el uso de
ARNmM en vacunaciones con CDs parece ser muy seguro y prometedor. De hecho, la
captacion del ARN desnudo por parte de las CDs induce la generacién de respuestas

inmunes eficaces.

La estrategia de vacunacion con CDs basadas en ARNm presenta algunas
limitaciones como: i) la necesidad de una produccién individualizada de CDs, ii) la
vectorizacion de los ARNm para permitir su liberacidn y proteccion en el citoplasma de

las CDs vy iii) dificultades inherentes a la via de administracion.

Las vacunas basadas en replicones han demostrado ser mas efectivas que las
convencionales por varias razones: i) incrementan la potencia de las respuestas
inmunitarias, ii) amplian la duracién de la expresion de antigeno, iii) activan la

respuesta innata vy iv) tienen un efecto adyuvante debido a su origen viral.

Asi mismo, los ARNm convencionales coformulados con NPs (de oro, nanocapsulas
ricas en arginina, de acido polilactico o liposomas) han demostrado ser mas efectivos
en la entrega y en el procerepliconiento de estos ARNm en de la CDs con respecto a los
ARNm desnudos. Ejemplo de ello es que pueden vehiculizar ARNm, son internalizadas
eficientemente por las CDs y protegen el ARNm de las ARNasas durante el transporte a

la CDs.
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El motivo de esta tesis es explorar la utilidad de los replicones y los ARNm
convencionales coformulados con nanoparticulas como posibles candidatos vacunales

en un contexto de vacunas frente al VIH.
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3. HIPOTESIS

La hipdtesis de esta tesis consiste en probar nuevas aproximaciones de vacunas en
CDs basadas en: i) replicones o ii) ARNm convencionales, vehiculizados por NPs, frente
al VIH-1 utilizando diferentes inmundgenos que sean capaces de potenciar la respuesta

inmunitaria frente al mismo.

e Comparando y seleccionando las mejores formulaciones de replicones que
codifican gp140 de la envuelta del virus en un contexto vacuna preventiva

frente al VIH-1.

e Evaluando diferentes nanoparticulas coformuladas con ARNm convencional

gue codifica para Gag en un contexto de vacuna terapéutica frente al VIH-1.

Todo ello con el fin de poder obtener una accion mas selectiva sobre las CDs, una
mejor internalizacion del inmundgeno y la potenciacion de la respuesta inmune

especifica que se genere.

Si se demuestra que alguna de las estrategias probadas resultase eficaz en modelos
in vitro, habriamos conseguido un potencial candidato a futura vacuna frente al VIH
con multiples ventajas. Entre ellas destacan: su facil produccion a gran escala, su
estabilidad en condiciones estandar de almacenaje, o la posibilidad de ser

administradas por vias rutinarias en la clinica.
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4. OBJETIVOS

Objetivo principal:

El objetivo general de esta tesis es analizar la internalizacién de los candidatos
vacunales en las CDs, caracterizar su efectividad en la activacion de dichas células y su
capacidad para inducir una respuesta inmunoldgica especifica frente al VIH.

En este contexto, y de acuerdo con la hipdtesis, los objetivos secundarios fueron:

e Objetivo secundario 1: Analizar la captacién, los efectos fenotipicos vy

funcionales de los replicones y de los diferentes nanotransportadores (de oro,
nanocapsulas ricas en arginina, de acido polilactico o liposomas) para preseleccionar

los mejores candidatos en CDs in vitro en muestras de pacientes VIH-1.

e Objetivo secundario 2: Evaluar la efectividad de dichos candidatos

preselecionados de ARNm que codifican para inmundgenos de VIH-1 (gp140/Gag) en

CDs in vitro en muestras de pacientes VIH-1.

e Objetivo secundario 3: Analizar la capacidad de los candidatos seleccionados

para activar las CDs in vitro en muestras de pacientes VIH-1 con el fin de inducir

respuestas inmunitarias especificas frente al VIH-1.
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5. MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos marcados en esta tesis se realizd la siguiente

metodologia (Figura 17):

e Para el Objetivo 1:

5.1. Obtencién de las PBMCs de pacientes infectados con VIH-1.

5.2. Adherencia de PBMCs para obtener los monocitos y derivacién de

los monocitos a células dendriticas inmaduras (CDsi).

5.3. Transfeccidn de las CDsi mediante electroporacion vy lipofeccién de
los ARNm autoreplicativos o pulsado de los complejos de ARNm con

nanoparticulas en que ambos codifican para un trazador (eGFP).

5.4. Evaluacién de la eficiencia de transfeccién mediante fenotipado de
la viabilidad y maduracién de las CDsmo junto con la expresion de eGFP. En
algunos candidatos seleccionados se ha determinado el trafico endosomal. Todos

los fenotipados se han evaluado por citometria de flujo.

5.5. Preparaciones para microscopia de fluorescencia para constatar la

expresion de eGFP.

e Para el Objetivo 2:

Una vez obtenidos los resultados del objetivo 1 se seleccionaran los candidatos
vacunales que mejor se internalizan (via endosomal) y activan a la CDs midiendo los
parametros de viabilidad, maduraciéon y expresiéon de eGFP y que vayan a codificar

para inmunogenos frente al VIH-1 como gp140 o Gag, respectivamente. Se realizan las
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mismas metodologias descritas en el objetivo 1 afadiendo los cocultivos de CDsmo

con linfocitos autélogos obtenidos de pacientes infectados con VIH-1 para evaluar:
5.6. Proliferacion de los linfocitos T mediante tincién de CFSE.
5.7. Medicidn de la secrecidn de citocinas por Luminex.

Una vez obtenidos los resultados se seleccionan los mejores candidatos vacunales
gue induzcan respuestas inmunitarias para evaluar si dicha respuesta es especifica
frente al VIH-1

e Para el Objetivo 3:

Una vez obtenidos los resultados del objetivo 2 se seleccionan los mejores
candidatos vacunales que induzcan respuestas inmunitarias para evaluar si dicha
respuesta es especifica frente al VIH-1.

Para este objetivo se utilizan los candidatos seleccionados en el objetivo 2
siguiendo las metodologias 5.1., 5.2. y 5.3. y afiadiendo cocultivos de CDsmo con

linfocitos autdlogos obtenidos de pacientes infectados con VIH-1 para evaluar:

5.8. La respuesta especifica del inmunégeno mediante la formacién de

spots forming cells por ELISPOT.
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Metodologia comun _ Metodologia objetivo 2 Metodologia objetivo 3

M.1. Obtencién de los ARNm autoreplicativos (replicones) y ARNm convencionales coformulados con nanoparticulas.

M.2. Obtencién de las PBMC en la 1r venopuncién

M.3. Adherencia de las PBMC y generacion de CDsi a partir de monocitos

M.4. Transfeccidn de CDsi: EP/LIPO para ARNm autoreplicativos y pulsado de ARNm coformulados con nanoparticulas

Evaluacién de la eficiencia de la transfeccion Cocultivos de CDsmo con linfocitos autologos obtenidos en la 22 venopuncién
1 1
1 I I 1
M.7. Proliferacion de M.8. Medicion de la M.9. Determinacion de los
linfocitos T mediente secrecion de spots forming cells
tincién de CFSE citocinas por Luminex por ELISPOT.

Evaluacion de la respuesta
inmunolégica especifica de los

_ Seleccion de candidatos para el objetivo 3 candidatos para el objetivo 3

Figura 17. Esquema resumen de la metodologia empleada mostrando la obtencién de las dendriticas inmaduras (CDsi), la modificacidn de las CDs (CDsmo) mediante

transfeccién por electroporacion (EP), lipofeccidon (LIPO) y pulsado junto con los ensayos posteriores de evaluacidn de eficiencia de transfeccién y los cocultivos de CDsmo

con linfocitos autdlogos para determinar la funcionalidad celular.
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5.1. OBTENCION DE LOS REPLICON Y LOS ARNm CONVENCIONALES COFORMULADOS
CON NANOPARTICULAS.

5.1.1. Replicones y plasmidos

5.1.1.1. REPLICONES

Para el Objetivo 1 se han utilizado los siguientes replicones que codifican para un
trazador (eGFP) para determinar la concentracion, la cinética de expresion y el trafico

endosomal de estos candidatos (Figura 18).

RREP-eGFP: Replicdn constituido por: SP6, promotor SP6; nsP, proteinas no
estructurales (replicasa); 26S, promotor subgendmico 26S; (A)n, sefial de

poliadenilacion y el gen eGFP como gen de interés.

DREP-eGFP: Replicdn constituido por: CMV, promotor del citomegalovirus; nsP,
proteinas no estructurales (replicasa); 26S, promotor subgendmico 26S; (A)n, sefial de

poliadenilacion y el gen eGFP como gen de interés.

Para el Objetivo 2 se han seleccionado los siguiente replicones (Figura 18) para
caracterizar los cambios fenotipicos en las CDs y la respuesta inmune suscitada

mediante la proliferacion y el patron de citocinas generado.

RREP-gp140: El mismo replicon descrito anteriormente pero que codifica para la
secuencia de ZM96gp140, Clade C que expresa el trimero de gp140 derivado del virus
VIH-1.

DREP-gp140: El mismo replicén descrito anteriormente pero que codifica para la
secuencia de ZM96gp140, Clade C que expresa el trimero de gp140 derivado del virus
VIH-1.
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Para el Objetivo 3 se evalu6 DREP gpl140 para determinar la induccién de
respuestas inmunitarias especificas frente al VIH

Los replicones RREP y DREP han sido cedidos por el profesor Peter Lijestrom

(Karolinska Institutet, Estocolmo, Suecia) dentro del programa de colaboracion del
proyecto europeo EHVA n2 681032.
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Figura 18. a) llustracion esquematica del cassette de expresion de DREP (arriba) y RREP (abajo). b)

Representacion esquematica del plasmido de ADN E2A que expresa DREP-eGFP (mediante Genome
Compiler).
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5.1.1.2. Plasmido

Para el Objetivo 2 se ha utilizado el siguiente plasmido (ARNm no autoreplicativo)

para ser comparado con los replicones (RREP/DREP gp140).

pETheRNA gp140 (pbDNA-gp140): El plasmido (Figura 19) incluye un promotor T7,

una regién 5’ a 3’ donde se codifica que codifica para la secuencia de ZM96gp140,
Clade C. La produccién de los plasmidos (pDNA) (Figura 19) se ha realizado en la

empresa ETheRNA (Bruselas, BE).

T
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7 3" RNA stabilizing sequence
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BspMI(1053)

amp res S

Figura 19. Representacion esquematica del plasmido (pDNA gp140). (Figura original de Lorna Leal,

AIDS, 20183,

5.1.2. ARNm convencionales

Para el Objetivo 1 se ha utilizado el siguiente ARNmconvencionalque codifica para
el trazador eGFP con el fin de determinar la concentracion y la cinética de expresion de

los ARNm convencionales coformulados con nanoparticulas.
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Stem MACS eGFP_ mRNA (ARNm eGFP): ARNm comercial de Miltenyi Biotec que

codifica para eGFP con modificaciones por la incorporacion del nucledsido de

pseudouridine y 5-Methyl-Cytidine en CAP-1.

Para el Objetivo 2 se han seleccionado los siguientes ARNm convencionales
coformulados con nanoparticulas para caracterizar los cambios fenotipicos en las CDs y
la respuesta inmune suscitada mediante la proliferacion y el patrén de citocinas

generado.

Gag-HxB2: Gag wild-type (wt)-HxB2 amplificado y subclonado en el vector de
pPGEMA4Z/hgag/A64 para que expresase un ARNm que codifica la proteina de HIV-1
Gag-HxB2.

Este ARNm HxB2gag-64A ha sido cedido por el profesor Bernard Verrier (Université
Claude Bernard, Lyon, Francia) dentro del programa de colaboracién del proyecto

europeo HIVERA n2249697.

G: ARNm suministrado por TriLink Technologies, US que codifica para la proteina

de HIV-1 Gag Consensus B.

GM: ARNm suministrado por TriLink Technologies, US que codifica para proteina de
HIV-1 Gag Consensus B con modificaciones por la incorporacién del nucledsido de

pseudouridine y 5-Methyl-Cytidine en CAP-1.

Para el Objetivo 3 se compararon Gag mRNA (G) y Gag mRNA (5MeC, PSU) (GM)

para determinar la induccién de respuestas inmunitarias especificas frente al VIH.
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5.1.3. Complejos de nanoparticulas con ARNm

Para el Objetivo 1 se han utilizado complejos de nanoparticulas coformulas con
ARNm que codifica para eGFP descrito en el punto 5.1.2. para determinar su
internalizacion y la entrega de ARNm en las CDs. Los complejos de nanoparticulas

utilizados son: oro, nanocapsulas, acido polilactico y Liposomas.

5.1.3.1. Complejos de Nanoparticulas de oro (Au-NP) en forma esférica o estrellada con

ARNm eGFP

Compuestas por un core de clisteres de oro, una superficie con ligandos que
confieren cargas positivas a la Au-NPs para permitir la union con el ARNm por
interacciones electrostaticas. Ademas, estan recubiertas de manosas que dotan a las
nanoparticulas con propiedades singulares de biocompatibilidad, solubilidad y evita in-
vivo la adhesion inespecifica de las proteinas del plasma. La generacién de Au NP en
forma esférica o estrellada (Figura 20) se ha realizado por el equipo de la Dra. Isabel
Garcia en el CIC biomaGUNE (Donostia, Espafia) donde han evaluado la preparacion y
caracterizacion de nanoparticulas de oro biocompatibles para estudio en vacunas

implicadas en la infeccion del VIH en el contexto del proyecto FIS P15/00480.
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Figura 20. Imagenes de Au-NP en forma a) esférica y b) estrella caracterizadas por microscopia
electrénica de transmisidon (TEM). c) Representacion de los ligandos de manosa que recubren las Au-
NP. d) Representacion esquematica de la estrategia de vectoritzacion de ARNm en las Au-NPs. e)

Tabla comparativa del tamafio, indice de polidispersién (pdl) y potencial Z de las Au-NPs cofrmuladas

con ARNm eGFP. (Figura adaptada de Anne-Line Coolen, Biomaterials, 2019%%°).
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5.1.3.2. Complejos de nanocdpsulas (NCs) ricas en arginina con ARNm eGFP

Las NCs estan compuestas por: un core de vitamina E (D-a-Tocopherol) que le
confiere propiedades inmunomoduladoras??®; varios surfactantes para evitar la
interaccion del nucleo con los ARNm unidos en la superficie y para dotar de naturaleza
cationica a las NCs Ademas estdn recubiertas en su superficie con poliarginina (PARG) o
protamina (PROT) lo que permite la interaccidén electrostatica con las moléculas de

ARNm.

Estas nanocapsulas con ARNm (Figura 21) han sido generadas en el Centro Singular
de Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades Crénicas (CiMUS) por el
equipo de la Dra. Maria Jose Alonso, donde han valorado la preparacion y
caracterizacion de nanoemulsiones cargadas con ARNm en un contexto de vacuna
terapéutica dentro del programa de colaboracion del proyecto europeo iHIVRNA n@

602570.
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Figura 21. Representacion de las NCs ricas en: a) Poliarginina (PARG) y b) Protamina (PROT). c)
Representacion NCs ricas en: c) Poliarginina (PARG) y d) Protamina (PROT) coformuladas con las

ARNm eGFP. e) Tabla comparativa del tamaiio, indice de polidispersion (pdl) y potencial Z de las NCs

coformuladas. (Figura adaptada de Anne-Line Coolen, Biomaterials, 2019%2%)
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5.1.3.3. Complejos de nanoparticulas de dcido polildctico y liposomas con ARNm

asociados con péptidos cationicos penetrantes (RALA, LAH4 y LAH4-L1)

5.1.3.3.1 Complejos de nanoparticulas de acido polilactico (PLA) con ARNm eGFP

asociados con péptidos catidonicos RALA, LAH4.

Estan compuestas por un polimero de mondmeros de acido lactico que absorben
los poliplexos de ARNm eGFP con cargas negativas con junto a los péptidos catidnicos

(RALA, LAH4), formando nanocomplejos de Péptido/ARNm/PLA.

5.1.3.3.2 Complejos de nanoparticulas de acido polilactico con corona lipidica (LP-PLA)

con ARNm asociados con el péptido catidnico LAH4-L1.

Estan constituidas por un core de PLA idéntico al descrito anteriormente con una
corona lipidica formada por 4 elementos: i) un lipido catidnico que permite el
autoenrepliconblaje entre el ARNm y la nanoparticula, ii) un lipido que aumenta la vida
media de las formulaciones, iii) un colesterol que ayuda a la estabilizacion de la NP y iv)
un fosfolipido que minimiza la interaccion con la bicapa lipidica presente en la célula
diana’®® Igual al anterior, esta LP-PLA absorben los poliplexos de ARNm con cargas
negativas con junto al péptido catidnicos LAH4-L1, formando nanocomplejos de

Péptido/ARNm/PLA.

5.1.3.3.3. Complejos de liposomas (LS) con ARNm asociados con el péptido catidnico

LAHA-L1.

Estructura esférica formada por bicapas de fosfolipidos que permite la interaccion

electrostatica con el poliplexo ARNm descrito en las LP-PLA.

Todas las NPs de PLA, LP-PLA y LS (Figura 22) y los péptidos catidonicos (RALA, LAH4,

LAH4-L1) han sido cedidos por el profesor Bernard Verrier (Université Claude Bernard,
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Lyon, Francia) dentro del programa de colaboracién del proyecto europeo HIV-

NANOVA.

Para el Objetivo 2 se han utilizado complejos de nanoparticulas coformuladas con
diferentes ARNm convencionales que codifican para Gag, segun lodescrito en el punto
5.1.2. para determinar su internalizacién y la entrega de ARNm en las CDs. Los
complejos de nanoparticulas utilizados son: acido polilactico (PLA), acido polilactico
con corona lipidica (LP-PLA) y Liposomas (LS). Sus formulaciones se describen a

continuacion:

e Complejos de PLAs coformulados con ARNm de Gag HxB2.

e Complejos de LP-PLA y LS coformulados con Gag Consensus B (G) y Gag
Consensus B con modificaciones (5MeC, PSU) (GM).

Para el Objetivo 3 se han seleccionado la LP-PLA por su mayor capacidad de

internalizacion y entrega de ARNm en las CDs. Sus formulaciones se describen a

continuacion.

e Elcomplejo de LP-PLA coformulado con Gag Consensus B (G).

e El complejo de LP-PLA coformulado con Gag Consensus B con modificaciones

(5MeC, PSU) (GM).
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Figura 22. Representacion de las nanoparticulas de: a) PLA, b) LS, c) LP-PLA. (Figura adaptada de
Sergio Linares, Trends in molecular medicine,2019'%?). d) Representacién de la estructura helicoidal de
los péptidos catidnicos (RALA, LAH4, LAH4-L1) que forman los poliplexos con el ARNm. e)
Representacion de la esquematica de la estrategia de vectoritzacion de las ARNm en las PLA, LP-PLA,
LS. f) Tabla comparativa del tamafio, indice de polidispersién (pdl) y potencial Z de los nanocomplejos
de Péptido/ARNm/NP. (Figura adaptada de Anne-Line Coolen, Biomaterials, 20192%%). 5MeC, 5-Methyl-
Cytidine y PsU, Pseudouridine.
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5.2 SUJETOS DE ESTUDIO PARA LA OBTENCION DE LAS PBMCs

Para obtener las PBMCs se realizaron extracciones de sangre mediante

venipuncion en los siguientes grupos de individuos:

a) Pacientes cronicos infectados por el VIH-1 con carga viral suprimida:
pacientes clinicamente asintomaticos, con CD4+ superiores a 350/mm3, en
tratamiento con cART desde al menos un afio y con cargas virales indetectables

(< 50 copias/ml).

b) Individuos voluntarios sanos, no infectados por el VIH-1, procedentes de
donantes altruistas del banco de sangre de nuestro hospital o del “Banc de Sang i

Teixits de Barcelona” (BST- BCN).

La muestra bioldgica extraida a cada individuo ha sido sangre venosa (100-200 ml)
para obtener plasma y PBMCs. Se utilizaron en parte el mismo dia y parte de ellas se
criopreservaron en nitrogeno liquido. A la semana, se obtuvo una segunda muestra

venosa de 50 ml del mismo paciente para poder realizar el cocultivo autdlogo.

5.3. ADHERENCIA DE LAS PBMCs Y GENERACION DE CDsi A PARTIR DE MONOCITOS

Las PBMCs aisladas a partir de 90ml de sangre periférica, se obtuvieron a partir de
una centrifugacién estandar por gradiente de densidad (método Ficoll-Hypaque) Las
PBMC fueron recolectadas e inmediatamente utilizadas para la generacién de CDs
derivadas de monocitos como se ha descrité en trabajos previos!®. Las PBMCs fueron
contadas e incubadas en una proporcién de 3-4-10° células/ml (fraccién adherente)
durante 2 horas en incubador a 372C con atmdsfera humidificada con 5% de CO2 en el
aire, en medio-CD, compuesto por medio de cultivo x-VIVO 10 (Gibco BRL Alcobendas,
Espaifa) complementado con 1% de suero autdlogo inactivado por calor a 562C
durante 30min, 50 pg/ml de gentamicina farmacéutica (Braun B. Melsungen,

Alemania), 2,5 ug/ml fungizone (Bristol-Myers Squibb, Munchen, Alemania) vy

90



1umol/ml azidothymidine (Genéricos Espafioles Laboratorios, Las Rozas, Madrid) para
evitar la replicacion enddgena del VIH-1. Después de 2 horas de incubacion, se
confirmé que los monocitos se encontraban en monocapa y se recogio la fraccion no
adherente (PBMC-monocitos), la cual se contd v, si no se utilizaba inmediatamente, se
congelaron las células con suero fetal bovino (FBS, Gibco, Alcobendas, Espafia) mdas un
10% de dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma, Alcobendas, Espafia). Luego, los monocitos
adheridos en el frasco de cultivo fueron cultivados durante 6 dias con medio-CD
complementado en los dias 0, 2 y 5 con IL-4 humana recombinante y factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (1000 I1U/ml,
respectivamente, Prospec, Freiberg, Alemania). Al sexto dia de cultivo, se recogieron
las CDs inmaduras (CDsi) después de disgregacion mecanica con la pipeta y dos lavados

con PBS estéril y frio (Lonza, Basilea, Suiza).

5.4. TRANSFECCION DE CDS

Los diferentes sistemas de entrega de ARNm en las CDs fueron, por una parte, la
electroporacidn y la lipofeccidn para ARNm convencionales y autoreplicativos. Por otra
parte, se utilizd el pulsado para los complejos de ARNm con nanoparticulas. En todos

los casos nos hemos basado en publicaciones anteriores?%13>231:

5.4.1. Electroporacion de CDs

Para la electroporacién (EP), las CDsi se lavaron dos veces con el medio Dulbecos
modificado por Iscove sin suero (IMDM) (Thermo Fisher, Barcelona, Espafia) y se
resuspendieron en medio Ingenio solution (Mirus Madison, USA). Se probaron las
siguientes condiciones: pDNA-gp140 (eTheRNA, Niel, Bélgica), ARNm-eGFP (Miltenyi,
Colonia, Alemania) y RREP-eGFP y RREP-gp140 (proporcionado por el grupo de P.
Liljestrom, Karolinska Institutet, Suecia). Para cada condicion, se mezclé un volumen de
suspension celular de 0.4mL con 4-10° células con 10ug del producto, y se electropord

en una cubeta de 0.4 cm usando un sistema de electroporacidon de Gene Pulser Il
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(Biorad, Hércules, California, EE. UU). Las condiciones de electroporacion de los
replicones fueron: voltaje de 400V, capacitancia de 975uF, resistencia de 800Q
resultando en un tiempo de pulso de 20 ms aproximadamente. Para los ARNm
convencionales y plasmido se probaron las siguientes condiciones de electroporacién:
voltaje de 400V, capacitancia de 150uF, resistencia de 800Q resultando en un tiempo
de pulso de 5 ms aproximadamente. Después de la electroporacion, la suspensién
celular se transfirié rapidamente a un tubo de 15 ml con 10 ml de medio R10 (RPMI
1640 Medium (Gibco BRL Alcobendas, Espaifia) suplementado con un 10% de FBS).
Después de 3 horas de incubacidn, se sustituyo el medio tras lavar las células y se

agregd medio R10 nuevo. Las células se incubaron durante 24 horas antes de su uso.

5.4.2. Lipofeccion de CDs

Para la lipofeccién (LIPO) de CDsi, se resuspendieron 1-10° CDsi en 2ml de Opti-
MEM (Gibco BRL Alcobendas, Espaia) en cada pocillo de una placa de 6 pocillos y se
incubaron durante 24h a 37°C y 5% de CO2 antes de su lipofeccidn. Se evaluaron las
siguientes condiciones: pDNA-gp140 y DREP-eGFP y DREP-gp140 (proporcionado por el
grupo de P. Liljestrom, Karolinska Institutet, Suecia). Para cada condicidn, se
prepararon complejos ADN-lipidos en proporciéon 1:3 el mismo dia de la lipofeccién.
Para ello, 4ug (1ug/ul) de cada condicidon y 12uL de Lipofectamine 2000 Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, California, EE. UU.) se diluyeron en Opti-MEM hasta 250pL.
Después de 5 minutos de incubacién a temperatura ambiente (TA), se agregd ADN
diluido a la preparacion de Lipofectamina diluida. Después de una incubacion de 20-30
minutos en TA, los complejos ADN-lipidos se afiadieron gota a gota a la placa. Tras 3
horas de incubacion a 372C en un 5% de CO2, se retird el medio cuidadosamente y se
agregd el medio R10 fresco para incubar durante 48 horas mas a 372C en un 5% de

CO2, antes de su uso.
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5.4.3. Pulsado de CDs

Para el pulsado de CDsi con nanoparticulas de oro (Au-NP) coformuladas con
ARNm (Tabla 6), se ajustaron las CDsi a 2-10° en 200 uL de Opti-MEM por condicién en
una placa de 96 pocillos. Las formulaciones que se evaluaron fueron: Au-NP en forma
esférica, en forma estrellada y éstas unidas ambas con ARNm. Como control positivo
de pulsado se usé el reactivo de transfeccion Trans IT (Mirus Madison, USA) con ARNm
(Stagment eGFP-mRNA, Miltenyi, Pozuelo de Alarcon, Madrid). Después de 3 horas se
retiraron los sobrenadantes y se agregaron 200 pL de x-VIVO15 para incubar durante

24 horas mas a 372C en un 5% de CO2, antes de su uso.

Para el pulsado de CDsi con nanocdpsulas ricas en arginina (PARG, PROT, ENCP, TB)
coformuladas con ARNm (Tabla 6) se afiadieron a las CDsi a una concentracién de 2-
10° en 200 pL x-VIVO15 por pocillo en una placa de 96 de fondo redondo. Como
control positivo, se electropor6 ARNm (Stagment eGFP-mRNA, Miltenyi, Pozuelo de
Alarcéon, Madrid) siguiendo las especificaciones descritas en el apartado 5.4.1.
Transcurridas 2 horas se retiraron los sobrenadantes y se agregd 200 ulL de x-VIVO15

para incubar durante 24 horas a 372C en un 5% de CO2, antes de su uso.

Para el pulsado de CDsi con nanocomplejos poliméricos (PLA, LP-PLA y LS)
asociados con péptidos catidnicos, se ajusté a la densidad de 1-10° células en 200 uL
de R10 en cada pocillo en una placa de 96 de fondo redondo. Después de 24 horas, se
prepararon las formulaciones de los hanocomplejos que consistié en mezclar volumen
a volumen (V/V) ARNm disuelto en agua libre de RNAsa con péptidos RALA, LAH4-L1 o
LAH4. Estos precomplejos se coformularon V/V a nanotransportadores (PLA, LP-PLA,
LS) (Adjuvatis, Lyon, France) para obtener nanocomplejos de
péptidos/ARNm/nanotransportador (Tabla 6). Se reemplazé el medio de la suspensidn
celular por 200 pL de medio libre de suero (RPMI) para afiadir las formulaciones a las

células.
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Las condiciones evaluadas han sido las siguientes: complejos intermedios de

péptido/ARN, el complejo completo péptidos/ARNm/nanotransportador y como

control positivo el reactivo de transfeccion Trans IT (Mirus, Madison, USA) con ARNm

(Stagment eGFP-mRNA, Miltenyi) utilizando las recomendaciones del fabricante’2.

Después de 2-3 horas de exposicidn, se retiraron los sobrenadantes y se agregaron 200

pL de R10 fresco. Se incubd durante 24 horas a 372C en un 5% de CO2, antes de su uso.

Nanocomplejos

ARNm/Au-NP esfera
ARNm/Au-NP estrella
PARG/ARNmM/NCs
PROT/ARNmM/NCs

RALA/ARNmM/PLA

LAH4/ARNm/PLA

LAH4-L1/ARNmM/LP-PLA

LAH4-L1/ARNmM/LS

ARNmM

eGFP
eGFP
eGFP
eGFP
eGFP
Gag-HxB2
eGFP
Gag-HxB2
eGFP
Gag
Gag mod
eGFP
Gag

Gag mod

Cantidad ARNm

5ng
10ng
10ng

10ng

20ng

20ng

250ng

250ng

Tabla 6. Cantidad de ARNm coformulado en las diferentes NPs utilizadas en esta tesis.

En todos los experimentos de transfeccion siempre se afiadid un control negativo,

que era una cubeta o un pozo con CDsi sin ningun tipo de construccion transfectada.

Ademas, en algunos ensayos de transfeccion después del pulsado se afiadieron

citocinas IL4 y GM-CSF (1000 Ul/ml) (Cellgenix, Freiburg, Germany) y un cdctel de

maduracion (TNFa, IL-1B, IL-6 y prostaglandina E2;Cellgenix, Freiburg, Germany) para

mejorar el proceso de maduracion de las CDsi%®.
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Por dltimo, tras 24 o 48h después de la transfeccidn, las CDsmo fueron recogidas
para evaluar la eficiencia de la transfeccién (Objetivos 1 y 2) mediante los parametros
de viabilidad y maduracion analizados por citometria de flujo. Ademas, la expresidn de
antigeno también se evalud por dicha técnica y fue confirmada mediante microscopia
de fluorescencia (ver secciones 5.5 y 5.6). Por otro lado se utilizaron los cocultivos con
linfocitos T autdlogos (Objetivo 2 y 3) para evaluar su proliferacion y la secrecién de
citocinas por fluorescencia (ver secciones 5.7 y 5.8), asi como la determinacion de los

spots forming cells de IFN-y mediante ELISPOT (ver seccién 5.9).

5.5. CITOMETRIA DE FLUJO

Todos los datos sobre el trafico endosomal y la eficiencia de la transfeccidon
(viabilidad, maduracién de CDs y expresiéon de antigeno) correspondientes a los
Objetivos 1 y 2, junto al ensayo de proliferacion de linfocitos T (Objetivo 2), se
realizaron con el citometro FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) y se
analizaron con el software de analisis FlowJo (Ashland, OR, USA, Becton Dickinson &

Company).

Los diferentes mAbs (BD Biociences, San Jose, CA, USA) se utilizaron en diversos
paneles de 4 colores para el andlisis de: viabilidad de las CDs CD14-APC, Annexin-V-PE,
7-AAD; maduracion de las CDs y expresion de ARNm de eGFP CD14-APC, CD83-PE,
HLA-DR-PerCP y para determinar el linaje de linfocitos T CD4-APC, CD8-PE, CD3-PerCP.

Para el analisis de la expresion de gpl40 o Gag, se realizaron marcajes
intracelularescon el fin de detectar la expresidon de estos antigenos en las CDs. Por un
lado, para determinar la expresion de gpl140 se utilizd el anticuerpo monoclonal
lgGb12 dirigido frente a gp120 (adquirido a Polymun Scientific, Viena, Austria) y como
secundario se empled el anti-human 1gG marcado con PE adquirido en Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc. (Pennsylvania, USA). Por otro lado, se utilizd el

anticuerpo monoclonal KC57 FITC (Beckman Coulter) dirigido frente a gag p24.
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Por ultimo, se empled el anticuerpo monoclonal de conejo EEA1 conjugado con
Alexa Fluor 647 (Abcam) dirigido frente a las vesiculas fosfolipidicas que contienen

fosfatidilinositol 3-fosfato, para determinar el trafico endosomal??®. En la siguiente

tabla (Tabla 7) se presentan todos los anticuerpos utilizados en esta tesis.

Anticuerpo Fluorocromo Tipo Clon Compaiiia
7-AAD PerCPCy5.5 Monoclonal Unknown BD Biosciences
Annexin-V PE Monoclonal Unknown BD Biosciences
CcD3 PerCP Monoclonal SK7 BD Biosciences
CD4 APC Monoclonal RPA-T4 BD Biosciences
CD8 PE Monoclonal RPA-T8 BD Biosciences
CD14 APC Monoclonal MdP9 BD Biosciences
CcD83 PE Monoclonal HB15e BD Biosciences
EEA1 Alexa Fluor 647 Monoclonal EPR4245 Abcam
HLA-DR PerCP Monoclonal L243 BD Biosciences
Human IgGb12 Unconjugated Monoclonal Unknown Polymun
KC57 FITC Monoclonal KC57 Beckman Coulter
Mouse IgG APC Monoclonal X40 BD Biosciences
Mouse IgG FITC Monoclonal X40 BD Biosciences
Mouse IgG PE Monoclonal X40 BD Biosciences
Mouse IgG PerCP Monoclonal X40 BD Biosciences
Goat anti-human IgG PE Polyclonal - Jackson

Immunoresearch

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en el trabajo de tesis.

En todos los experimentos, antes y después del marcaje, las células han sido
lavadas con 2 mL of PBS + BSA + sodium azide (PBS suplementado con 0,5% BSA and
0,01% sodium azide). Sin embargo, en el marcaje con la Annexina V, las células fueron
lavadas con Annexin V binding buffer (diluicion de Hepes 1M en agua destilada con

NaCl and CaCly).

Después del marcaje de superficie se realizdé el marcaje intracelular. En primer
lugar, se fijaron y permeabilizaron las células con (BD Cytofix/Cytoperm™

Fixation/Permeabilization Kit, BD Biociences, San Diego, CA, USA) y se bloquearon con
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PBS estéril frio suplementado con el 10% de suero AB. A partir de este punto se siguid
el protocolo descrito por BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit
protocol. Por ultimo, las células fueron fijadas con 200 pL of 1x PBS + 10%

paraformaldehido.

5.6. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Para constatar la expresion del antigeno obtenida en la citometria en los Objetivo
1 y 2, se realizaron preparaciones en porta para ser evaluadas por microscopia de
fluorescencia de la siguiente manera:Para la preparacion de las muestras, se recogié
una alicuota de 50 pL (1,8x10° cells/mL) de las muestras de citometria de flujo y se
fijaron en SuperFrost Plus™ Adhesion slides (Fisher Scientific, Leicestershire, UK). A
continuacion, los portaobjetos se dejaron secando en aire para deshidratarlos durante
30 minutos. Tras este tiempo, se marcaron y fijaron con 25 pL de DAPI solution
(Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA) y se guardaron en oscuridad a 42C para su
observacion mediante microscopia de fluorescencia invertida ZEISS, con un objetivo de

63Xy analizadas con el software de IMAGE;].

5.7. ENSAYO DE PROLIFERACION.

Para observar el impacto de los ARNm autoreplicativos que codifican para gp140 y
los ARNm convencionales que codifican para Gag coformulados con nanoparticulas en
la activaciéon de los linfocitos T (Objetivo 2), se realizd la tincion de CFSE de los

linfocitos Ty se evaludé mediante citometria de flujo.

Para este ensayo se utilizo la fraccion no adherente (PBMC-monocitos) obtenida en
el 5.2. Esta fraccidn se lavd y se resuspendid con PBS + 1% FBS para obtener 10x10°
células/mL. A continuacion, se marcaron con CFSE siguiendo las instrucciones del
fabricante (CellTrace CFSE cell proliferation kit, Molecular Probes, Paisley, UK) y se

incubd durante 10 minutos a 372C en el bafio termostatico. Después, se anadid 5
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volumenes de PBS frio al 10% FBS y se incubé en hielo durante 5 minutos. Por ultimo,
las células fueron lavadas 3 veces con PBS + 10% FBS y un ultimo lavado con X-VIVO10

al para ajustar las células a 2x10° ceélulas/100pL.

Las CDsmo obtenidas después de las diferentes transfecciones (6x10*
células/pocillo), fueron lavadas tres veces con PBS frio y un ultimo lavado con X-
VIVO10. Se resuspendieron con X-VIVO10 y se pusieron en cocultivo con los linfocitos T
autélogos marcados con CFSE descritos anteriormente (2x10° células/pocillo) en un
volumen final de 200 pL in XVIVO-10, suplementado con 1mM zidovudine para evitar

la replicacion enddgena del VIH-1.

Se evaluaron todas las condiciones con inmunégeno, como controles negativos de
proliferaciéon se utilizaron CDs no modificadas y la fracciéon no adherente (PBMC-
monocitos). Como control positivo se realizé con CDs no modificadas en cocultivo con
linfocitos en presencia de SEA (Staphylococcus aureus enterotoxin A, Sigma—Aldrich,
Steinheim, Germany). En los cocultivos para cada condicién evaluada, se realizaron

triplicados y se incubaron a 372Cy al 5% CO..

Tras 6 dias de cocultivo, la proliferacion de las células T se mesurd por citometria
de flujo mediante el analisis de la dilucidon del CFSE. Los linfocitos T se marcaron por
tincion directa con anticuerpos monoclonales para identificar las subpoblaciones de
linfocitos T CD4+ (CD3* CD4*) y T CD8+ (CD3* CD8*). Como control negativo las células
se tifieron con inmunoglobulina de ratén (IgG) como marcadores inespecificos de
antigeno. Por ultimo, y con el fin de determinar la proliferacion de las células T, se
cuantificd el decrecimiento de la intensidad del CFSE (CFSE°“) como indicador

asociado a la division celular.
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5.8. MEDICION DE LA SECRECION DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Aprovechando el cocultivo entre las CDsmo por los candidatos vacunales junto a
los linfocitos T autélogos de la 5.7, se evalud el patron de secrecion de citocinas

(Objetivo 2) de la siguiente forma:

Se recolectaron sobrenadantes a los 6 dias de los cocultivos de CDs modificadas y
linfocitos T autdlogos descritos en el ensayo de proliferacion y se guardaron a -202C
para ser analizados mediante el ensayo Multiplex Luminex (Human Cytokine Magnetic
25-Plex Panel, Invitrogen, Carlsbad, California, USA), siguiendo el protocolo descrito

por el fabricante.

5.9. ENSAYO DE INMUNOADSORCION VINCULADO A ENZIMAS (ELISPOT) PARA
DETECTAR LAS CELULAS FORMADORAS DE SPOTS (SFC) EQUIVALENTES A LAS
CELULAS SECRETORAS DE IFN-y

Para evaluar si la respuesta especifica contra el VIH-1 esta claramente inducida por
la secuencia incluida en estos candidatos vacunales (Objetivo 3), se realizd el ensayo

de ELISPOT.

En primer lugar, las placas de ELISPOT de 96 pocillos (Multiscreen Millipore,
Bedford, MA) fueron sensibilizadas con 15 pg/ml de anti-IFN-y mAb 1-D1K (Mabtech,
Estocolmo, Suecia) en tampdn carbonato (Na2 CO3 0.1M, pH 9.6) e incubadas
overnight a 49C. A continuacidn, las placas fueron lavadas seis veces con RPMI 1640
libre de suero (Lonza-Biowhitaker, Whaltman, USA) y bloqueadas con RPMI 1640/10%
FBS durante una hora. A continuacion, se descarté el medio R10 y se afiadio las CDsmo
(2x10%) de la M.4 con los candidatos seleccionados en el objetivo 2 y los linfocitos
(8x10%) obtenidos en la segunda venipuncion respectivamente, en presencia de los

diferentes pooles de péptidos solapantes (40-60 aa de longitud), abarcando las
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secuencias enteras de las proteinas Gag y Env del VIH-1 descritas en las Tablas 7y 8 a

una concentracion final de 2 pg/ml.

Para el ELISPOT al dia 1, se utilizé un control negativo de CDs no modificadas con
linfocitos frescos (RPMI/10%FCS), las CDsmo con los candidatos seleccionados en el
objetivo 2 mas los linfocitos en presencia de los pooles de péptidos (ver Tabla 7y 8) y
finalmente controles positivos con CEF (Cytomegalovirus, Epstein Barr virus, Influenza
virus) a 2 ug/mL (Mabtech AB, Nacka Strand, Sweden) y PHA (Fitohemaglutinina) a 4
ug/ml (Sigma, Saint Louis,USA).

Pool # Proteina Numero de Mezcla pools de Numero de
péptidos péptidos (PepMix) péptidos

p1(Gag) Gag 37

p2 (Gag) Gag 21 GAG1 58

p3 (Gag) Gag 31

p4 (Gag) Gag 17 GAG2 65

p5 (Gag) Gag 17

pl (Env) Env 41

p2 (Env) Env 44 ENV1 125

p3 (Env) Env 40

Tabla 7. Pooles de péptidos de Gag y Env correspondientes al clade C del virus VIH-1 que abarcan la
cepa ZM96gp140 codificada por DREP gp140: El grupo de péptidos que abarcan las proteinas de Gagy Env
de la secuencia de ZM96, se agruparon en pooles de Gag y Env, atendiendo al nimero de péptidos por
pool y a la cantidad de DMSO presente en cada pool. Estos pooles fueron proporcionados por el grupo del
Dr. G. Pantaleo del Centre Hépitalier Univeritaire Vaudois (CHUV) (Lausane, Suiza) en el contexto del

proyecto colaborativo EHVA.
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Pool # Proteina Numero de péptidos

Gag-1 Gag 68
Env-1 Env 55

Tabla 8. Pooles de péptidos de Gag y Env correspondientes al clade B del virus VIH-1 que abarcan

la cepa BxB2 codificada por los ARNm convencionales de Gag (G) y (GM) coformulados con LP-PLA: El
grupo de péptidos que abarcan las proteinas de Gag y Env de la secuencia de BXB2, se agruparon en
pooles de Gag y Env, atendiendo al nimero de péptidos por pool y a la cantidad de DMSO presente en

cada pool. Estos pooles fueron obtenidos a través del NIH AIDS reagent program (Maryland, USA).

Por otro lado, se realizé un ELISPOT a dia 6 de la siguiente manera:

e Las CDsmo obtenidas después de las diferentes transfecciones (3x10*
células/pocillo), fueron lavadas tres veces con PBS frio y un ultimo lavado
con X-VIVO10. Se resuspendieron con X-VIVO10 y se pusieron en cocultivo
con los linfocitos T autdlogos descritos anteriormente (2x10°
células/pocillo) en un volumen final de 200 pL in XVIVO-10, suplementado
con 1mM zidovudine para evitar la replicacion enddgena del VIH-1 y se
cocultivaron durante 6 dias en una placa de 96 pocillos de fondo redondo
(Corning, Nueva York, USA’). Al sexto dia, se traspaso el cocultivo a una
placa de ELISPOT vy se siguid la estrategia descrita para el ELISPOT dia 1.
Ademas se afiadié en estos cocultivos CDs frescas (ex-novo) (1x10%)
transfectadas 24/48h antes por los candidatos seleccionados en el objetivo
2, para poder detectar la acumulacion de IFN-y secretado (Figura 23). De
nuevo, la PHA y CEF se incluyeron como controles positivos (PHA 4 pg/ml;

Sigma, y CEF 2 pug/ml; Mabtech).
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Figura 23. Representacion esquematica de los cocultivos de CDs y linfocitos para el ELISPOT dia 6.
Las CDsmo se ponen en cultivo con los linfocitos T autélogos obtenidos en la segunda venipuncion
durante 6 dias. Tras este tiempo, se pasan a una placa de ELISPOT y se reestimulan con CDs frescas
modificadas durante 24h y luego se evalua las células formadoras de spots. (Figura adaptada de Janice

M.Moser, Journal of Immunological Methods, 2010)%%.

En todas las placas, después de 16-18h de incubacidn a 379C, las células se lisaron
mediante seis lavados con PBS/0.05% Tween 20. A posteriori, se agregé 1 ug/ml de
anti-IFN-mAb 7-B6-1 conjugado con biotina (Mabtech) dejandose incubar durante 1h.
Para detectar las células formadoras de spots (SFC) (equivalente a las células
secretoras de IFN-y), se realizaron seis lavados con PBS Tween y se aifadié durante 1
hora estreptavidina-fosfatasa alcalina (Mabtech). Tras esta incubacién se volvieron a
lavar los pocillos y se agregaron 100 pl/pocillo de sustrato cromogénico (BioRad,
Hercules, CA, EUA). Los spots fueron claramente visibles en menos de 30 minutos,

evitando la exposicion directa a la luz.
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Las SFC se contaron con un lector AID ELISPOT (Autoimmun Diagnostika GmbH,
Alemania). Los resultados se consideraron positivos si el nimero de SFC/10® PBMC en
pozos estimulados era el doble que en pozos de control no estimulados vy si habia al

menos 50 SFC/10% PBMC después de la sustraccién de fondo.

5.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de datos y la comparativa de los diferentes parametros, se han
utilizado test paramétricos (ej. T-Student’s) y no paramétricos (ej. Mann-Whitney o
Wilcoxon), segun corresponda. Para la comparativa de mas de dos grupos, se ha
utilizado la prueba de Kruskal-Wallis con verificacién de prueba de Dunn’s para
multiples comparativas. En los ensayos de dosimetrias se ha empleado One-way

ANOVA con verificacion de Bonferroni.

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad Prism Version 6.0.
Para todos los analisis, los datos se representan con su promedio y el error estandar
del promedio (mean with SEM), y se consideraron estadisticamente significativos los

valores de p<0.05 (*), 0.01 (**) y 0.001 (***).
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACION DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS EN LA CELULA DENDRITICA
MODIFICADA (CDmo) CON REPLICONES (RREP/DREP) QUE CODIFICAN PARA GP140 Y
ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE SUSCITADA MEDIANTE PROLIFERACION DE
LINFOCITOS T Y EL PERFIL DE CITOCINAS GENERADO.

Como se ha descrito en estudios previos, el uso de ARNm en vacunaciones basadas
en CDs parecen ser muy seguras y prometedoras®¥198136 De acuerdo con esto, hemos
seleccionado y comparado las mejores formulaciones de ARNm autoreplicativo,
denominados replicones (RREP y DREP), que codifican para gp140. Asi pues, se han
disefiado diferentes experimentos para analizar la internalizacion de estos candidatos
vacunales en las CDs, caracterizar su efectividad en la activacidon de dichas células y
evaluar su capacidad para inducir una respuesta inmunoldgica especifica frente al VIH-

1.

6.1.1. Ensayo de optimizacion de la concentracion de DREP eGFP

En primer lugar nos centramos en determinar las concentraciones dptimas de
transfeccidn, evaluando los siguientes parametros de: viabilidad, maduracion vy

expresion de eGFP dentro de la subpoblacion madura de CDs.

Con el objetivo de profundizar sobre el efecto de los replicones en la toxicidad
celular analizamos la viabilidad de las CDs mediante citometria de flujo. Se realizo
siguiendo el criterio de seleccion de la poblacion viable (regién doble negativa en la
expresion de Annexina-V y 7AAD como marcador de apoptosis y necrosis celular,
respectivamente). Como se puede apreciar en la Figura 24, las CDsmo por DREP a
concentracion de 4pg de ARNm/pocillo no ven afectada su viabilidad, halldndose mas

de un 70% de esta poblacidn de CDsmo doble negativa para 7AAD y Annexina.
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En este contexto, nos propusimos determinar el perfil de maduracién de estas
células una vez modificadas por DREP eGFP. Se evalud la expresién de CD83, marcador
cldsico de maduracion en CDs y HLA-DR, marcador del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il que se encuentra expresado en CPA como las CDs.
Como era de esperar, las CDsmo con DREP eGFP mostraron un marcado aumento de la
expresion de estas moléculas. Cabe destacar que observamos diferencias en la
expresiéon de CD83 y HLA-DR en las concentraciones evaluadas, siendo dptima la

concentracién 4ug de ARNm/pocillo (Figura24b).

Con el propdsito de explorar como influye la concentracion de DREP en la
expresion de eGFP en las CDs, se compararon las dos concentraciones de 4 y 8ug de
DREP eGFP. Sorprendentemente, no observamos diferencias en la expresion de eGFP
en las CDs, entre las dos concentraciones usadas. Especificamente, fue un 12% a4 pgy

un 11% en 8 ug de ARNm/pocillo, respectivamente (Figura 24c).

Los datos recogidos en este ensayo indican que a mayor concentracién de DREP
eGFP en la lipofeccidn, mayor toxicidad celular. Ademas, observamos un incremento
de los marcadores de maduracion, pero sin diferencias destacadas entre las
concentraciones evaluadas y, por consiguiente, no observamos mejoras en los
porcentajes de expresion de eGFP. Sin embargo, si que a concentracion de 4 pg de
DREP detectamos mejores resultados en viabilidad y maduracién, acompanados
ademas por una expresion de eGFP similar a la obtenida en la concentracion alta de

DREP eGFP. A la luz de estos resultados, nos inclinamos por utilizar el DREP eGFP a 4

ug.

Por otra parte, con el replicon RREP no fue necesario estandarizar la cantidad
Optima para electroporar, puesto que el fabricante ya nos recomendod electroporar las

células con 10pug tal y como habia descrito en trabajos previos!68185197
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Figura 24. Graficas de concentracion respuesta para determinar la concentraciéon 6ptima de DREP
eGFP. Los graficos representan los porcentajes de los marcadores de: a) Viabilidad (-7ZAAD-ANNEXINA),
b) Maduracién (CD83+DR+) y c) Expresidon del eGFP en la subpoblacion CD83+DR+. Se lipofectaron CDs
con DREP eGFP durante 3h a diferentes concentraciones de 4 y 8 ug de ADN/pocillo. Como control
negativo (C-) se lipofectaron CDs sin DREP eGFP. Test de Wilcoxon (*p<0.05). Los datos representan la

media y SEM de individuos VIH-1(n=3).
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6.1.2. Cinética de expresion de eGFP en CDsmo RREP/DREP eGFP.

Con el fin de establecer el momento maximo en el que se expresan los replicones
en las CDs, se transfectaron éstas con RREP/DREP eGFP a diferentes tiempos para su
posterior deteccién mediante citometria de flujo. Los datos revelaron que a las 6
primeras horas se observa positividad de eGFP en las CDs, pero no se aprecian
diferencias entre RREP y DREP. A partir de las 24 horas, observamos el pico maximo de
expresion de eGFP en RREP, 28% versus un 12% en DREP. En cambio, a las 48 horas se
detecta una disminucién de la expresién de eGFP en RREP con valores similares a los
obtenidos a las 6 horas (Figura 25) y un ligero aumento en DREP de un 18%
aproximadamente. Una vez demostrada la cinética de expresion de eGFP por
citometria de flujo, se procedio a analizar la expresion de gp140 en RREP y DREP a las

24h y 48h, respectivamente.
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Figura 25. Cinéticas de expresion de DREP/RREP eGFP en CDs. Los simbolos representan el
porcentaje (%) de CDs positivas para eGFP, en azul RREP eGFP a concentracion de 10ug y en naranja
DREP eGFP a 4 pg evaluados a tiempos de 6, 24, 48, y 72h. Two-way ANOVA con verificacion de
Bonferroni (*p<0.05). El porcentaje de CDs positivas para eGFP estan presentados por la media y SEM en

individuos VIH+ (n=3).
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6.1.3. Cinética de expresion de anti early endosome antigen (EEA1) en CDsmo con

DREP eGFP para determinar el trafico endosomal.

Una vez demostrada la expresién de estos candidatos y previo al uso de los
replicones que codifican gp140, decidimos comprobar el trafico intracelular de los

replicones en las CDs.

En el caso del RREP no se procedié a evaluar el trafico endosomal. Como estd
descrito en estudios previos, la electroporacion induce la permeabilidad transitoria y
reversible de la membrana celular permitiendo la entrada de RREP en el citoplasma

donde empieza a replicarse?¢®197.

En este sentido, disefiamos diferentes experimentos para establecer si DREP
lipofectado era procesado por via endocitica. Por este motivo, nos propusimos tefiir las
CDsmo con DREP eGFP con el anticuerpo EEA1. Este marcador reconoce las vesiculas
fosfolipidicas que contienen fosfatidilinositol 3-fosfato relacionadas con los estadios

tempranos del trafico endosomal.

Los resultados de la cinética de expresion de EEA1l revelaron un incremento
marcado en la intensidad de EEA1 en el caso del ARNm eGFP comercial y un ligero
aumento en el caso del DREP eGFP en las CDsmo durante las primeras 24h (Figura 26).
A partir de las 48 horas, se observa un patrén similar, con un incremento destacable y
significativo en la condicion de ARNm eGFP (**p<0.01) respecto al control negativo y
un aumento moderado en DREP eGFP. A las 72 horas, observamos una disminucion de
la expresién de EEAL en la condicion de ARNm. Sin embargo, cabe resaltar que en el

caso del DREP eGFP la expresion de EEA1 siguido aumentado.
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Figura 26. Cinética de la expresion de EEA1 en CDs transfectadas con DREP eGFP. El grafico
muestra los porcentajes de expresion de EEAL en la poblacion de CDs CD83+DR+. Se lipofectaron CDs
con ARNm comercial de eGFP y con DREP eGFP a diferentes tiempos 6, 24, 48, y 72h, a la concentracién
de 4ug de ADN/pocillo. Los porcentajes de CDs positivas para EEAL representan la media y SEM de

individuos VIH+(n=3). Two-way ANOVA con verificacion de Bonferroni (**p<0.01).

Para visualizar como DREP eGFP es procesado por la via endocitica, realizamos
preparaciones para microscopia de fluorescencia con las muestras utilizadas en la
cinética de expresion de EEA-1 (Figura 26). Como se muestra en la Figura 27, la
expresion de eGFP fue localizada en el citoplasma celular. A su vez, observamos la
expresiéon de EEA1l en forma de spots de color turquesa presentes también en el

citoplasma. Estas imagenes sugieren que DREP se internaliza por endocitosis.

El conjunto de estos datos sugiere que la endocitosis esta implicada en el trafico
intracelular de DREP eGFP en las CDs y que, debido al disefio de este replicon, su
trafico intracelular empieza a partir de las 48 horas después de su transfeccidn. Estos
resultados nos muestran la importancia del trafico endosomal para la expresion de

ARNmM en el citosol.
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EEA1AF 647

EEA1AF 647

Figura 27. Internalizacion de DREP eGFP y expresion de EEA1 por parte de las CDs. Imagenes de
microscopia de fluorescencia (63x) de CDsmo con DREP eGFP a las 48 h. Las CDs fueron tefiidas en
superficie con CD83-PE (rojo), con DAPI (azul) y permeabilizadas y marcadas con anticuerpo Alexa Fluor

647-anti-EEA1 (Turquesa).

6.1.4. Efectos de los replicones (RREP y DREP) que codifican para gpl40 en la

viabilidad, maduracion y expresion de gp140 en CDs.

Como hemos mostrado en experimentos anteriores, los replicones son
eficientemente expresados en las CDs. Con el objetivo de estudiarlos en profundidad,
hemos planteado diferentes ensayos para determinar los efectos de los replicones que

codifican gp140 en las CDs mediante citometria de flujo.

Por este motivo, analizamos la viabilidad celular después de su transfeccion. Como
podemos observar en la Figura 28a, la transfeccion con RREP/DREP gp140 no han

mostrado un impacto relevante en la viabilidad de las CDs.

Por otra parte, el perfil de maduracidon mostrd, como era de esperar, un aumento

de los marcadores CD83+DR+ al ser comparados con sus respectivos controles
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negativos (Figura 28b). Especialmente, cuando DREP gp140 estaba presente, se obtuvo
un ligero aumento del porcentaje de CDs maduras en comparacion a RREP gp140 (42%
vs 30%). Ademas, la expresion de gp140 fue detectada en esta subpoblaciéon de CDs
maduras. Concretamente, DREP induce los valores mas altos de expresion gp140 en

comparacion con RREP (12% vs 5%) (Figura 28c).
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Figura 28. Caracterizacion fenotipica de las CDsmo con RREP/DREP gp140. (a-c) Anélisis del perfil
de: a) Viabilidad (-7AAD-ANNEXINA), b) Maduracién (CD83+DR+) y c) Expresién de gpl40 en la
subpoblacién de CDs CD83+DR+ por citometria de flujo. Los datos representan la media y SEM de RREP y
DREP gp140 (n=4 y n=11 de pacientes VIH-1+, respectivamente). Test de Wilcoxon con nivel de

significacion (*p<0.05). EP, electroporacion; LIPO, lipofeccion; pDNA gp140, ARNm desnudo de gp140.

Adicionalmente, para observar qué sucedia con DREP gp140 y su internalizacion en las
CDs, se utilizé el microscopio de fluorescencia. Las imagenes de la Figura 29, muestran
como el replicon se expresa en las CDs y aparentamente se localiza en el citoplasma,
tal y como indica la expresion de gp140 detectada por el canal rojo emitido por el

microscopio de fluorescencia.

Figura 29. Internalizacién y expresion de DREP gp140 en CDs. Imdgenes de microscopia de

fluorescencia (63x) de CDsmo con DREP gp140 a las 24h. Las CDs fueron tefidas en superficie con DAPI

(azul) y permeabilizadas y marcadas con anticuerpo anti-gp120-PE (Rojo).

A la luz de estos resultados, decidimos estudiar el efecto funcional de estas CDsmo

por replicones sobre las células
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6.1.5 Efectos de los replicones (RREP y DREP) que codifican para gpl140 en la

proliferaciéon de linfocitos T.

En esta linea, disefiamos diferentes experimentos para medir la proliferacion de los
linfocitos T mediante tincidn de CFSE y citometria de flujo y la produccién de citocinas
mediante Luminex. Los resultados de citometria de flujo, reflejados en la Figura 30,
mostraron una ligera proliferacién en ambos linajes. En los T CD4+ fue 2% (8% C- vs
10% RREPgp140 y en los T CD8+ un 4% (20% vs 24%) después de la transfeccidon con
RREPgp140 y en menor medida en DREPgp140.Por lo tanto Por tanto no observamos

diferencias significativas entre los replicones.

@ cp3+CD4+CFSEY B cp3+cbDs+CFSE™Y

% proliferacion

Figura 30. Proliferaciéon de células T CD4+ y T CD8+ en cocultivo con CDsmo por RREP/DREP gp140.
Proliferacion de linfocitos T mediante tincién con CFSE. Los datos representan la media y SEM de RREP y
DREP gp140 (n=4 y n=11 de pacientes VIH-1+, respectivamente). Two-way ANOVA con verificacién de

Bonferroni (*p< 0.05). EP: electroporacion; LIPO: lipofeccidn.
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6.1.6. Perfil de secrecidon de citocinas generado por las CDsmo con RREP y DREP

gp140 en cocultivo con linfocitos T.

También en este contexto, evaluamos el efecto de estas CDmo con replicon en

cocultivo con linfocitos T sobre el patréon de citocinas generado al sexto dia de cultivo.

Tal y como se muestra en la Figura 31, la produccion de citocinas se incrementd
después de la estimulacion con CDmo con RREP y DREP gp140. En este sentido, RREP
gp140 influyd en la secrecidn de citocinas proinflamatorias, tales como: IL1-B, TNF-a,
IFN-a e IL6. De forma similar al patron descrito anteriormente, se observé un aumento
de las citocinas y quimiocinas pro-Thl. Ademas, el perfil de Th2 revelé un incremento
de la secrecidn de IL4 e IL10 en presencia de RREP, mientras DREP gp140 no fue tan
influyente como lo observado con RREP. Es destacable el aumento significativo (*p<

0.05) de los niveles secreciéon de IL6 y MIP-1B en presencia de DREP gp140.

Por consiguiente, el conjunto de los datos obtenidos en la evaluacién de los
replicones indica que las CDsmo por RREP y DREP gp140 son viables, son capaces de
madurar y de expresar la proteina gpl40. Ademds, las CDsmo por los replicones

induciendo un mayor perfil pro-Th1.
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Figura 31. Patrén de citocinas secretado en el cocultivo de CDsmo por RREP/DREP gp140 y

linfocitos T autdlogos, y evaluado mediante ensayo de Luminex. Efectos de RREP/DREP gp140 en los

niveles de secrecion de citocinas y quimiocinas. Los resultados estdn clasificados en funcion del tipo de

respuesta: a) proinflamatoria, b) Thl y c) Th2. Los datos representan la media y SEM de RREP y DREP

gpl140 (n=3 y n=6 de pacientes VIH-1+, respectivamente). Test de Wilcoxon (*p< 0.05). EP,

electroporacién; LIPO, lipofeccion; pDNA gp140, ARNm desnudo de gp140.
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6.2. CARACTERIZACION DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS DE CDsmo CON DIFERENTES
NANOPARTICULAS (NPs) COFORMULADOS CON INMUNOGENOS DE DOS CEPAS DE
GAG (HXB2 O CONSENSUS B) Y ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIDA POR LA
PROLIFERACION DE LINFOCITOS T Y EL PERFIL DE CITOCINAS GENERADO.

Como se ha descrito previamente en el apartado de introducciéon, las
nanoparticulas (NPs) son candidatos prometedores en la vectorizacion de ARNm para
permitir su liberacién y proteccién en el citoplasma de las CDs?2173213, Con este
propédsito, hemos evaluado diferentes formulaciones de ARNm con distintos tipos de
NPs (Au NP / NCs / PLA / LP-PLA / LS) para estudiar la captura por parte de las CDs,
caracterizar su eficacia en la activacion de dichas células y su capacidad para inducir

una respuesta inmunoldgica especifica frente al VIH-1.

6.2.1. Nanoparticulas de oro (Au-NP)

Para determinar el efecto de las NPs en las CDs, se han planteado experimentos
como los descritos previamente en el apartado de los replicones. En este caso
concreto, la determinacion de las concentraciones 6ptimas de ARNm sobre Au-NP, se
realizaron en el CIC-Biomagune de San Sebastian y estan descritas en el apartado de
Materiales y Métodos. Por este motivo, nos hemos centrado en evaluar los efectos de

los complejos con Au-NP en nuestro modelo de CDs.

6.2.1.1. Efectos de las Au-NP en forma de esferas o y estrel/as* cargadas con un

ARNmM eGFP en la viabilidad, maduracion y expresion de eGFP en CDs.

Como esta descrito en trabajos previos, el uso de agentes madurativos influye
positivamente en la captacion de las Au-NP y en el posterior procesado de los ARNm
en el citosol de las CDs?%3. Por ello, establecimos diferentes experimentos para analizar
el impacto de estos conjugados en las CDs, tras 24 horas de su pulsado en condiciones

con y sin céctel de maduracion .
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Como se puede observar en la Figura 32a, las Au-NP@ inducen una afectacién
moderada pero significativa de los marcadores de apoptosis y necrosis celular en
ausencia de céctel de maduracién (C- 56+-11% vs [ ) 22+-8%, *p<0,05). Este efecto se
agudiza en presencia de cdctel, siendo aun mayor su diferencia estadistica, (C- 60+-6%
vs @ 27+-9, **p<0,01) (Figura 32a). Sin embargo, las Au-NP * reducen dicho efecto,
sobre todo cuando estan coformuladas con el ARNm mostrando valores superiores al
50% de viabilidad celular, independientemente de la adicion o no de coéctel de

maduracion (Figura 32a).

En términos en maduracién, las Au-NP * promueven el incremento de los
marcadores CD83+ y DR+ en las CDs. Cabe destacar que se alcanzan porcentajes altos
de dichos marcadores de maduracién (25%) en la coformulacion con ARNm eGFP,
siendo significativo (p<0,05) sin la accién de agentes de maduracion anadidos (Figura
32b). En cambio, las Au-NP @ no sélo no influyen en la expresién de estos marcadores,
sino que en presencia de céctel de maduracién inducen una reduccién de los
porcentajes de células CD83+DR+ al ser comparados con su control negativo (Figura

32b).

Finalmente, determinamos la expresion de la proteina eGFP en la subpoblacién de
CDs CD83+DR+ mediante citometria. Observamos una escasa expresion de eGFP en el
caso de Au-NP @ y una expresion débil (5%) aunque significativa (p<0,05) en CDs
pulsadas por Au-NP en ausencia de coctel de maduracion (Figura 32c). En presencia de

coctel la expresion de eGFP fue muy escasa en ambas coformulaciones.

Estos datos sugieren que las Au—NP*en ausencia de coctel de maduracion serian
los mejores candidatos dentro de las formulaciones de Au-NP evaluadas. Una vez
estudiado el impacto de las formulaciones, nos propusimos determinar en qué
momento son capturadas las Au-NP por las CDs. Para ello, medimos el efecto de esta
captura a diferentes tiempos mediante citometria de flujo y microscopia de

fluorescencia.
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Figura 32. Caracterizacion fenotipica de las CDsmo con Au-NP cargadas con ARNm eGFP. Los
graficos estan divididos en dos columnas: (izquierda) sin céctel de maduracion y (derecha) con cdoctel de
maduracion en (n=5 y n=9 individuos VIH+, respectivamente). (a-c) Analisis del perfil de: a) Viabilidad (-
7AAD-ANNEXINA), b) Maduracion (CD83+DR+) y c) Expresion de eGFP en la subpoblacion CD83+DR+ por
citometria de flujo. Los datos representan la media y SEM. Kruskal-Wallis con verificacion de prueba de
Dunn’s, (*p<0,05, ** p<0,01). ., Au-NP en forma de esfera (rojo); *, Au-NP en forma de estrella
(amarillo); . +eGFP, Au-NP en forma de esfera cargado con ARNm de eGFP (lila), *+eGFP, Au-NP en

forma de estrella cargado con ARNm de eGFP (naranja).
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6.2.1.2. Cinética de expresion de eGFP en CDsmo con Au-NP en forma de esferas o y

estrellas * cargadas con ARNm eGFP.

Los datos de la cinética mostraron que las CDsmo por Au-NP *presentan el
mayor porcentaje de eGFP a las 24 horas después de su pulsado, sin la presencia de un
agente externo de maduracién. De hecho, hasta un 4% de las células expresaron eGFP
(Figura 33). Por el contrario, en las CDsmo por Au-NP @ sc determiné una escasa

expresion de eGFP, indicando que esta coformulacidén no fue eficientemente capturada

por las CDs.
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Figura 33. Cinéticas de expresion de ARNm eGFP coformulado en Au-NP en CDs.

Los simbolos representan el porcentaje de CDs positivas para eGFP, tras el pulsado con Au-NP.

(amarillo) y *(naranja) cargadas con ARNm de eGFP, en condiciones de sin o con cdctel de maduracion
a diferentes tiempos: 6, 24, 48, y 72 h. El porcentaje de CDs positivas para eGFP estan presentados con

la media y SEM de individuos VIH-1+(n=3). Two-way ANOVA con verificacién de Bonferroni (*p<0.05).

Igualmente, y para validar que las Au-NP son capturadas por las CDs, utilizamos la
microscopia de fluorescencia para corroborar los resultados obtenidos por citometria

(Figura 33). Como se muestra en las imagenes de la Figura 34, en las CDsmo por Au-NP

*eGFP se aprecia la expresion de eGFP en el citoplasma localizada alrededor de los

nucleos. Sin embargo, en Au-NP @ sc visualiza una pobre expresion de eGFP, una
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muestra mas de la toxicidad ya reportada y confirmacion de una baja transfeccién por

parte de las CDs empleadas.

El conjunto de estos datos indica que las Au-NP @ son tdxicas para las células,
disminuyen los marcadores de maduracion y expresan de manera ineficiente las
proteinas codificantes que contienen (eGFP). Por otra parte, las Au-NP Yk presentan
mejores resultados en los pardmetros de viabilidad y en induccion de maduracién, con
una ligera mejora en la expresion de antigeno respecto a las Au-NP@ .Ademds, la
presencia o no de coctel de maduracién en CDs no tiene un impacto relevante, ni a

nivel celular, ni en la expresion de eGFP.

a) Au—NP* cargadas con ARNm de eGFP

b) Au-NP .cargadas con ARNm de eGFP

Figura 34. Captura y expresion de Au-NP eGFP en CDs. Imagenes de microscopia de fluorescencia
(63x) con la expresidon de eGFP en CDsmo por a) Au-NP . y b) * a las 24h. Las fotos ilustran la

expresién de ARNm de eGFP en el citoplasma por el canal verde y el nucleo de las CDs en azul.
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A raiz de los datos obtenidos, que sugieren una aparente ineficacia de estas NPs
para vehiculizar ARNm, nos propusimos evaluar otros nanocompuestos prometedores.
Tal es el caso de las nanocapsulas (NCs) ricas en polimeros catidnicos, ya empleadas en

la vehiculizacion de ARNm en las CDs178:180,

6.2.2. Nanocapsulas (NCs) ricas en polimeros catidnicos

Con el propédsito de explorar detalladamente las NCs recubiertas de polimeros
cationicos (Poliarginina (PARG), Protamina (PROT), Octarginina (ENCP), Benzethonium
chloride (TB), Benzethonium chloride concentrate (TBC) y Benzethonium chloride light
(TBL)) como nuevas aproximaciones en la entrega de ARNm en CDs, hemos

determinado su efecto a diferentes concentraciones de ARNm de eGFP.

6.2.2.1. Ensayo de optimizacion de concentracion de las NCs eGFP

Siguiendo el planteamiento experimental descrito anteriormente, evaluamos en
primer lugar la viabilidad celular. Los porcentajes de viabilidad obtenidos se ven
afectados severamente a concentraciones superiores a 50ng de ARNm/pocillo, tal y
como se refleja en la Figura 35a. Sin embargo, a concentraciones bajas de
ARNm/pocillo (inferior a 25ng), las NCs de PARG y PROT, presentaron porcentajes de
viabilidad dptimos (60%), incluso superiores al obtenido en el control negativo (50%).
Cabe sefialar que el aumento de la concentracion de ARNm en las distintas NCs influyé

negativamente en la viabilidad de las CDs.

De forma similar, los marcadores de maduracion aumentaron por la presencia de
PARG y PROT. Mas concretamente, al usar concentraciones de 10 y 25 ng de ARNm
respectivamente (Figura 12b). Es destacable que a concentraciones altas de ARNm en
ambas formulaciones y en el resto de NCs (ENCP, TB, TBL y TBC), observamos una

disminucion de estos marcadores de maduracién (Figura 35b).
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En este contexto, la expresién de eGFP dentro de la poblacién madura CD83+DR+,
fue muy escasa en términos generales. Concretamente, sélo observamos un 1% de

expresion de eGFP en las CDsmo por PARG (Figura 35c).
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Figura 35. Graficas de concentracion respuesta para determinar la cantidad 6ptima de NCs eGFP.
Los graficos representan los porcentajes de los marcadores de: a) Viabilidad (-7AAD-ANEXINA), b)
Maduracién (CD83+DR+) y c) Expresion de eGFP en la subpoblacion CD83+DR+. Se pulsaron CDs con
PARG, PROT, n=8 respectivamente, ENCP n=7 y TB, TBL, TBC n=2, durante 3h a diferentes
concentraciones de ARNm (400, 200, 100, 50, 25, 10, y 5 ng /pocillo). Como control negativo (C-) se
pulso de igual modo, pero en ausencia de NCs. Los datos representan la media y SEM de individuos VIH-
1+ (n=8). Como control negativo (C-) se pulsaron de igual modo, pero en ausencia de NCs (negro); PARG,
poliarginina(amarillo); PROT, protamina (verde); ENCP, octarginina (azul); TB, Benzethonium chloride

(rojo); TBC, Benzethonium chloride concentrate (naranja); TBL, Benzethonium chloride light (morado).

A raiz de los resultados obtenidos, seleccionamos las NCs con mejor eficacia para
activar a las CDs. En concreto , decidimos profundizar en las formulaciones de PARG y
PROT a 20ng de ARNm coformulado, respectivamente. Ademas, como se refleja en el
ensayo anterior (Figura 12c), las NCs generaron una escasa expresion de eGFP dentro
de la subpoblacién madura de CDs. Por esta razon, decidimos realizar el pulsado en
presencia y en ausencia de un céctel de maduracion de CDs, con el fin de intentar

mejorar la presentacidn antigénica.

6.2.2.2. Efectos de las NCs de PARG y PROT cargadas con un ARNm eGFP en la

viabilidad, maduracion y expresion de eGFP en CDs.

En este contexto, podemos observar que los porcentajes de viabilidad celular
observados por citometria aumentan moderadamente en las NCs de PARG y PROT en
presencia del coctel, mientras que en ENCP la viabilidad disminuye considerablemente,
incluso en presencia de cdctel de maduracién. Curiosamente, en ausencia de coctel los

porcentajes de viabilidad disminuyen en todos los casos (Figura 36a).

Por su parte, el perfil fenotipico de maduracion en presencia de coctel mostrd un
patrén similar a los obtenidos en la viabilidad. Concretamente, PARG y PROT inducen
la expresion de marcadores de maduracidn por parte de las CDs, alrededor de un 40%,

al ser comparados con el control negativo (Figura 36b). Mientras que, en ausencia de
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cOctel se observd el mismo patrdn, pero con porcentajes sensiblemente inferiores, no

superando el 25% en PARG y PROT.

La expresion de eGFP dentro de la subpoblacién madura mostré una escasa
expresion de eGFP (5%) en las CDs pulsadas por PARG y PROT en presencia de cdctel.
Sin embargo, este resultado es ligeramente superior que en la condicién sin céctel

(Figura 36c).
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Figura 36. Caracterizacion fenotipica de las CDsmo con NCs eGFP. Los graficos estan divididos en
dos columnas: (izquierda) sin cdctel de maduracién y (derecha) con cdctel de maduracion. (a-c) Analisis
del perfil de: a) Viabilidad (-7AAD-ANNEXINA), b) Maduracién (CD83+DR+) y c) Expresién de eGFP en la
subpoblacion CD83+DR+ por citometria de flujo. Los datos representan la media y SEM de individuos

VIH+(n=2). PARG, poliarginina (amarillo); PROT, protamina (verde); ENCP, octarginina (azul).

Una vez demostrada que la mejor condicién para activar a las CDs es en presencia
de coctel de maduracion a 20 ng ARNm en la formulacion, nos centramos en investigar
en qué tiempo tiene lugar la maxima captura de los complejos NCs por parte de las

CDs.

6.2.2.3. Cinética de expresion de eGFP en CDsmo con NCs cargadas con ARNm eGFP.

Los resultados de la cinética revelaron que las CDs pulsadas con NCs, en términos
generales presentaron ratios bajos de expresiéon de proteina en cualquiera de los
tiempos evaluados, con un maximo del 1% de CDs positivas para eGFP en la condicién

de PROT a las 48h (Figura 37).
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Figura 37. Cinéticas de expresion de NCs eGFP en CDs. Los simbolos representan el porcentaje de
CDs positivas para eGFP, en PARG, PROT, a concentracidon de 25ng/pocillo y en ENCP a 10ng/pocillo, a
tiempos de 6, 24, y 48h, en presencia de cdctel de maduracion. Los datos representan la media y SEM de
individuos VIH-1+ (n=3). Two-way ANOVA con verificacién de Bonferroni (*p<0.05). PARG, poliarginina

(amarillo); PROT, protamina (verde); ENCP, octarginina (azul).
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A pesar de los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos profundizar
sobre los efectos de PARG y PROT en las CDs, a partir de las condiciones validadas en
los experimentos anteriores. Concretamente, a concentracion de 20ng en PARG y
PROT, evaluadas 24 horas después de su pulsado y en presencia de céctel de

maduracion.

6.2.2.4. Efectos de las NCs de PARG, PROT, eGFP en la viabilidad, maduracion y

expresion de eGFP en CDs.

Los porcentajes de viabilidad, en presencia de NCs de PARG y PROT, no se vieron
afectados de forma relevante respecto al control (Figura 38a) y se asemejan a los datos

obtenidos en experimentos previos (Figura 35a).

En lo relacionado con los marcadores de maduracién (Figura 38b), los NCs de PARG
y PROT aumentaron dichos marcadores. Incluso en PARG los porcentajes de CD83+DR+
son superiores y significativos (*p<0,05) cuando son comparados con los datos

obtenidos en NCs de TB.

Aunque las NCs de PARG y PROT no alteran la viabilidad e influyen positivamente
en la maduracién de las CDs, los datos de citometria revelan una pobre expresion de
eGFP dentro de la subpoblacién madura de CDs. Los niveles son similares a los
mostrados en la Figura 38c, observandose unos valores inferiores al 5% de positividad

en CDs.
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Figura 38. Resultados con los efectos de las NCs seleccionadas previamente (PARG, PROT, ENCP y
TB) en la viabilidad celular, maduracion de CDs y expresion de eGFP en CDs: Los graficos estan
divididos en 3 columnas: a) porcentaje de viabilidad (7AAD-Anexina), b) Porcentaje de maduracién
(CD83+DR+) y c) porcentaje de expresion de eGFP en las CDs CD83+DR+. Se pulsaron PARG, PROT, ENCP
a las concentraciones descritas en la figura anterior y TB a 200 ng de ARNm/pocillo durante 2h en
presencia de céctel de maduracidon. Como control negativo (C-) se pulsaron de igual modo, pero en
ausencia de NCs. Los datos representan la media y SEM de individuos VIH-1+(n=5). Kruskal-Wallis con
verificacién de prueba de Dunn’s, (*p<0,05). PARG, poliarginina (amarillo); PROT, protamina (verde);

ENCP, octarginina (azul); TB, Benzethonium chloride (rojo).
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Estos datos de citometria se reafirman con los visualizados por la microscopia de
fluorescencia. Especificamente, sdlo se observd una débil expresién de eGFP (verde)
en la condicidon de PARG, mientras que en PROT no hemos detectado expresion de
eGFP en el citoplasma (Figura 39b). Por lo tanto, ello indica que los mensajeros

incluidos en las NCs no han sido procesados convenientemente por las CDs.

a) NCs de poliarginina y eGFP (PARG)

b) NCs de protamina y eGFP (PROT)

Figura 39. Captura y expresion de NCs eGFP en CDs. Imagenes de microscopia de fluorescencia con
la expresion de eGFP en CDsmo por PARG y PROT a concentracién de 10ug a las 24h del pulsado. Las

fotos ilustran la expresion de ARNm de eGFP en el citoplasma por el canal verde y el ndcleo de las CDs

en azul.
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Por consiguiente, los datos recogidos en la evaluacion de las NCs sugieren que los
mejores candidatos para activar a las CDs son PARG y PROT, mas especificamente a
concentracion de 20ng de ARNm en su conjugado. Ademas, los resultados indican que
la presencia de céctel de maduracion, durante el pulsado, influyd positivamente en la
activacién de las CDs y sus porcentajes de viabilidad resultan 6ptimos (60%). Por
contrapartida, es notoria la débil expresion de antigeno obtenida, incluso en presencia

de coctel de maduracion.

A la luz de estos datos, las NCs parecen ser poco eficientes en la captura y el
posterior procesado del ARNm por parte de las CDs. Debido a la aparente ineficacia de
este candidato vacunal, nos inclinamos por estudiar otro tipo de NPs, tales como las
nanoparticulas de acido polilactico (PLA), que estdn descritas en la bibliografia como
nanovectores eficaces en la liberacién de antigeno, que protegen el ARNm de las
nucleasas y tienen excelentes perfiles de toxicidad??!72173, Ademas, hemos utilizado
péptidos cationicos (LAH4 y RALA) con las siguientes propiedades: facilitar la
condensaciéon de ARNm, ventajas para la captacion celular, la superacion de la
membrana celular y actuacion como intermediarios entre el ARNm y la PLAY2175, con
el fin de poder obtener una accibn mas selectiva sobre las CDs, una mejor
internalizacion del inmundgeno y consecuentemente una respuesta inmune especifica

mayor.

6.2.3. Nanoparticulas de acido polilactico (PLA)

Con referencia al punto anterior, diseflamos ensayos con conjugados de
péptido/ARNm/PLA siguiendo el mismo planteamiento experimental descrito en los
apartados anteriores con las otras NPs, a fin de poder establecer la eficiencia de estos
conjugados en las CDs. Por lo tanto, nos focalizamos en la optimizacion de la

concentracion de ARNm en el complejo y la captura de éstos por parte de las CDs.
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6.2.3.1. Ensayo de optimizacion de concentracion de ARNm en el complejo y captura de

PLA en CDs.

En este contexto, como se muestra en la Figura 40, las coformulaciones no tienen
un impacto relevante en la viabilidad celular (Figura 40a). Sin embargo, los datos de
maduracion indican que los complejos de ARNm formados con péptido RALA no
lograron estimular la maduracion de las CDs, mientras que con el péptido LAH4, si que
se observa un ligero aumento de los marcadores CD83+ y DR+. En realidad, en los
complejos de péptido+ARNmM eGFP+PLA (E+P) con 20ng ARNm de eGFP se observaron
valores cercanos al 20% de células CD83+ DR+, similares al control negativo en
presencia de LAH4. En cambio, en RALA se observd una disminucion de los citados

marcadores (Figura 40b).

En consonancia con los datos obtenidos del perfil de maduracion de las CDs, las
PLA’s con RALA no fueron capaces de promover la expresion de eGFP eficientemente
en las CDs. Por otro lado, las formulaciones basadas en LAH4 y concretamente con
20ng de ARNm presente en el complejo, indujeron una expresion eficiente de eGFP
por las CDs. De hecho, en el caso del poliplexos de LAH4/ARNm (E) o nanocomplejos
de LAH4/ARNmM/PLA (E+P), alrededor del 10% de las células expresaron eGFP,
respectivamente, con una eficiencia cercana a la obtenida con el control positivo de
TransIT (10% vs 17%) (Figura 40c). Ademads, la expresién de eGFP fue significativa
(*p<0.05) usando el nanocomplejo LAH4/ARNm/PLA, en comparacidén con el control
negativo (Figura 40c). Estos resultados indican que la expresién de antigeno de estas
NPs es potenciada por la presencia del péptido LAH4 en las formulaciones con PLA a

concentracion de 20ng de ARNm.
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Figura 40. Graficas de concentracion respuesta para determinar la cantidad 6ptima de ARNm a
utilizar en PLA. Los graficos representan los porcentajes de los marcadores de: a) Viabilidad (-7AAD-
ANNEXINA), b) Maduracion (CD83+DR+) y c) Expresidn del eGFP en la subpoblacion CD83+DR+ de CDs
pulsadas durante 3h a concentraciones de 20 y 120 ng de ARN/pocillo. Los datos representan la media y
SEM de individuos VIH-1+(n=9), Test de Wilcoxon (*p<0.05). C-, CDs no pulsadas con PLA; C+, ARNm
eGFP en solucién de Trans IT; PLA, PLA sin coformular; E, poliplexo de ARNm eGFP con péptido de LAH4

o RALA; E+P, complejo del poliplexo anterior formulado con PLA.

En la linea de nuestros experimentos anteriores, para reforzar los datos obtenidos
por citometria y visualizar la captacidon de los nanocomplejos de péptidos/ARNm/PLA
por parte de las CDs se utilizd la microscopia de fluorescencia. Como se muestra en la
ilustracion de la Figura 41, los nanocomplejos de LAH4 fueron eficientemente
capturados por las CDs, tal y como se puede apreciar por el canal verde con la
expresion de eGFP localizada en el citoplasma alrededor de los nucleos (Figura 41a).
Por el contrario, en presencia de RALA se aprecia una expresion débil de eGFP en el

citoplasma (Figura 41b).

a) LAH4 + ARNm de eGFP + PLA
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b) RALA + ARNm de eGFP + PLA

Figura 41. Captura y expresion de nanocomplejos de LAH4 o RALA/ARNm eGFP/PLA en CDs.
Imagenes de microscopia de fluorescencia con la expresion de eGFP en CDsmo por PLA-NP
coformuladas con ARNm de eGFP recubiertas con a) LAH4 y b) RALA a concentracién de 20ng
ARNm/pocillo tras 24h del pulsado. Las fotos ilustran la expresién de ARNm de eGFP en el citoplasma

por el canal verde y el nucleo de las CDs en azul.

En conjunto, estos resultados confirman que estos nanocomplejos de
péptido/ARNm/PLA son capturados por las CDs. Especificamente, a la luz de estos
resultados, el mejor candidato ha resultado ser el complejo de LAH4/ARNm a
20ng/PLA. Por ello, nos centramos en evaluar posteriormente estas formulaciones con

ARNm que codifican para la proteina Gag de la cepa de HxB2 (Gag-HxB2) del VIH-1.

6.2.3.2. Efectos de las PLAs cargadas con Gag de la cepa HxB2 en la viabilidad,

maduracion y expresion de Gag en CDs.

Como se ha demostrado en experimentos anteriores, los complejos con PLA han
sido capturados eficientemente por las CDs. Con el objetivo de realizar una
investigacion mas detallada sobre los nanocomplejos de PLA cargados con ARNm de
Gag, nos centramos en evaluar la toxicidad y la capacidad de activacidn de estos en las

CDs.
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En primer lugar, analizamos la viabilidad de las CDs tras el pulsado a las 24h. Como
puede observarse en la Figura 42a, los complejos de PLA no afectaron a la misma,

mostrando valores de células viables superiores al 60%.

Posteriormente se evaluaron los perfiles de maduracion de CDs (Figura 42b), donde
se observd que las formulaciones de LAH4/Gag-ARNm y LAH4/Gag-ARNm/PLA
incrementaron los marcadores de maduracion de las CDs. De hecho, los datos
observados con ARNm de Gag son sensiblemente superiores a los determinados con
los mismos complejos cargados con ARNm de eGFP (40% vs 20%, respectivamente)

(Figura 40).

En cuanto a la expresién de Gag (Figura 42c), los datos obtenidos dentro de la
subpoblacion madura de CDs mostraron alrededor de un 5% de expresidon de proteina

de Gag en todos los complejos utilizados.
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Figura 42. Caracterizacion fenotipica de las CDsmo con PLAs coformuladas con Gag. (a-c) Analisis
del perfil de: a) Viabilidad (-7AAD-ANNEXINA), b) Maduracién (CD83+DR+) y c) Expresién de Gag en la
subpoblacion CD83+DR+ por citometria de flujo. Los datos representan la media y SEM de individuos
VIH+(n=5). Test de Wilcoxon (*p<0.05). C-, CDs no pulsadas con PLA; C+, ARNm eGFP en solucién de
Trans IT; PLA, PLA sin coformular; G, poliplexo de Gag con péptido de LAH4 o RALA; G+P, complejo del

poliplexo anterior formulado con PLA.
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6.2.3.3. Efecto de las CDsmo con LAH4 o RALA/Gaqg/PLA en la proliferacion de linfocitos

T.

A continuacién, para estudiar la funcionalidad de las CDsmo con LAH4/RALA con
G+P realizamos un experimento para analizar la proliferacion de los linfocitos T
mediante tincion de CFSE como el descrito anteriormente en el apartado de los
replicones (Figura 30). Los resultados determinaron que estos complejos no inducen
proliferaciéon de linfocitos T en ninguno de los linajes celulares T CD4+ y T CD8+ (Figura

43).
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Figura 43. Proliferacion de células T CD4+ y T CD8+ en cocultivo con CDsmo por complejos de PLA
cargados con Gag. Proliferacion de linfocitos T mediante tincion de CFSE. Los datos representan la
media y SEM de individuos VIH+(n=3). Two-way ANOVA con verificacion de Bonferroni (*p< 0.05). C-,
CDs no pulsadas con PLA; PLA, PLA sin coformular; G, poliplexo de Gag con péptido de LAH4 o RALA;

G+P, complejo del poliplexo anterior formulado con PLA.

Como estd descrito en estudios anteriores, dado que la maduracién de las CDs esta
asociada con la secrecidén de citocinas y quimiocinas que inducen y dirigen respuestas

inmunitarias'’#173231 nos decidimos a seguir explorando este fenémeno. Se procedio a

136



caracterizar la secrecién de estos mediadores por parte de las CDs expuestas a estos

complejos cargados con Gag por el ensayo de Luminex después de 6 dias de co-cultivo.

6.2.3.4. Perfil de secrecion de citocinas generado por las CDsmo con LAH4 o

RALA/Gaq/PLA en cocultivo con linfocitos T.

Los datos de la Figura 44 indican que la presencia de ARNm de Gag vehiculizado
con PLA en formulaciones basadas en LAH4, hicieron aumentar la secrecion de
citocinas y quimiocinas pro-Thl, lo que sugiere un impacto directo del ARNm en la
respuesta inflamatoria. Mas precisamente, las formulaciones de LAH4 (G+P) indujeron
la secrecidn de: citocinas y quimiocinas proinflamatorias tales como IL-8 y MCP-1;
citocinas Th1: IFN-y e IL2 (*p<0,05), quimiocinas relacionadas con Th1 (RANTES e IP10)
e influyeron en la secrecion de citocinas de tipo Th2 como la IL-13. Sin embargo, no
hubo un aumento significativo en la cantidad de IL-4 (no se muestra) y sélo hubo una
débil secrecion de IL-5, dos factores bien conocidos de la respuesta de Th2. En
comparacion, los nanocomplejos RALA (G+P) dieron unos resultado similares e incluso
superiores, pero con un perfil asociado a dafio celular con una induccién mas elevada
de la citocina antinflamatoria IL1-RA (**p<0,01) y, ademads, con incrementos

significativos (*p<0,05) en la secrecion de IL-8, MCP-1 y MIP-1 a/B.

En general, las formulaciones basadas en PLA son eficientemente capturadas y
activan a las CDs. Concretamente, los complejos con LAH4 influyen positivamente en la
viabilidad, maduracién y presentacién antigénica. Adicionalmente, los datos
funcionales obtenidos con los complejos con LAH4 sugieren que son activadores
potenciales de respuestas proinflamatorias e inmunolégicas de tipo Thl. Por
contrapartida, los complejos de RALA muestran menor eficacia que la observada con
LAH4. Ademads, su perfil de citocinas esta relacionado con patrones de factores
solubles antinflamatorios, datos que sugieren la ineficacia de este tipo de complejo

para inducir una respuesta Th1 adecuada.

A partir de los resultados obtenidos en el anterior apartado 6.2.3.2. y tras los

estudios previamente publicados, donde se comprueba que las NPs con lipidos ayudan
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a: la estabilizacion de la NPs , aumentar su vida util, evitar la interaccién con las
proteinas séricas y al escape endosomall’?173.232-234. decidimos utilizar PLA’s con
corona lipidica en su formulacién (LP-PLA) y también liposomas (LS). De este modo,
estableceriamos si estos vectores vacunales permitirian que el ARNm se tradujera
eficientemente a proteina antigénica. Ademas, se propuso por parte de nuestros
colaboradores el uso del péptido LAH4-L1 como intermediario entre el ARNm y la LP-

PLA o LS, porque esta descrito que en estas formulaciones mejoran la expresion de

ARNmM 172,173,175,235
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6.2.4. Nanoparticulas de acido polilactico con corona lipidica (LP-PLA)

6.2.4.1. Ensayo de optimizacion de concentracion de ARNm en el complejo de LP-PLA y

LS en CDs.

En este contexto y en la linea del esquema experimental descrito en esta tesis,
hemos analizado el efecto de las diferentes concentraciones de ARNm en las
formulaciones con LP-PLA y LS. Como se puede observar en la Figura 45a, a
concentraciones altas (2500ng) de ARNm se ven afectados severamente los
porcentajes de viabilidad celular en ambas combinaciones de NPs. Sin embargo, a
concentracion de 250ng de ARNm se muestran los porcentajes de viabilidad optimos,

siendo superiores al 50% en ambas combinaciones de NPs (Figura 45a).

De forma similar, los marcadores de maduracién CD83+DR+ se incrementaron con
concentraciones de 250ng en ambos compuestos de NPs. Curiosamente, los complejos
de LP-PLA revelaron porcentajes de células CD83+DR+ superiores al 20% mientras que

las CDsmo con LS no superaron el 12% (Figura 45b).

En este sentido, nuestros resultados relativos a la expresién de eGFP, dentro de
esta subpoblacion madura de CDs, mostraron una expresion destacada y significativa
(*p< 0.05) tanto del poliplexo de LAH4-L1/ARNm (E) como de los complejos de LAH4-
L1/ARNmM/LP (E+LP) a 250ng de ARNm, al ser comparados con su control negativo. Por
el contrario, en las formulaciones con LS se observd una baja expresién de eGFP en el

complejo de LAH4-L1 (E+LS) wusando la misma cantidad de ARNm.
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a) Viabilidad

b) Maduracién

c) Expresion de
eGFP en
CD83+HLADR+

Figura 45. Graficas de concentracion respuesta para determinar la cantidad 6ptima de ARNm en
LP-PLA y LS. Los graficos representan los porcentajes de los marcadores de: a) Viabilidad (-7AAD-
ANNEXINA), b) Maduracion (CD83+DR+) y c) Expresidn del eGFP en la subpoblacion CD83+DR+ de CDs
pulsadas a diferentes concentraciones (250, 400 y 500) ng ARNm/pocillo. Los datos representan la
media y SEM en los complejos de LP y LS (n=11 y n=5 de pacientes VIH+, respectivamente). Kruskal
Wallis (*p<0.05). C-, CDs no pulsadas con PLA; C+, CDs pulsadas con ARNm eGFP en solucion de Trans IT;
LP-PLA, LP-PLA sin coformular; LS, LS sin coformular; E, poliplexo de ARNm eGFP con péptido de LAH4-
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L1; E+LP O E+LS, complejo del poliplexo anterior formulado con LP-PLA o LS, respectivamente.
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Para demostrar que las NPs fueron efectivamente capturadas y validar la expresién
de eGFP en las CDs, utilizamos la microcopia de fluorescencia nuevamente. Como se
ilustra en la Figura 46, la mayor expresion de eGFP se mostrd en la condicidon con
CDsmo por LP-PLA, tal y como se intuia por los resultados obtenidos previamente por

la citometria de flujo (Figura 45c).

a) LAH4-L1 + ARNm de eGFP + LP-PLA

Figura 46. Captura y expresion de LAH4-L1/ARNm eGFP/LP-PLA en CDs. Imagenes de microscopia
de fluorescencia de la expresién de eGFP en CDsmo por LP-PLA coformuladas con ARNm de eGFP
recubiertas con LAH4-L1 a las 24h del pulsado a concentracién de 250ng ARNm eGFP/pocillo. Las fotos

ilustran la expresién de ARNm de eGFP en el citoplasma por el canal verde y el nicleo de las CDs en azul.

En general, estos resultados confirman la eficacia de estos nanocomplejos de
LAH4-L1/ARNmM/LP-PLA o LS para ser capturados por las CDs. Ademas, muestran que la
concentracion de ARNm mas adecuada para las formulaciones de LP-PLA o LS es de

250ng.

A raiz de estos resultados, nos propusimos evaluar estos nanocomplejos cargados
con ARNm de Gag. En concreto, comparando ARNm de Gag wild type (G) versus el

mismo Gag con modificaciones por la incorporacién del nucleésido de pseudouridine y
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5-Methyl-Cytidine en CAP-1, codificando ambos la proteina Gag de la cepa consensus B
del VIH-1, y que estan descritas en la literatura como inmundgenos prometedores en

vacunas basadas en CDs236 .

6.2.4.2. Efectos de las LP-PLA y LS cargadas con Gag (G) o Gag modificado (GM) de la

cepa Consensus B del VIH-1 en la viabilidad, maduracion y expresion de Gag en las CDs.

Como era de esperar respecto a los resultados anteriores, estas NPs cargadas con
ARNm de Gag no tuvieron un efecto negativo en la viabilidad de las CDs (Figura 47a).
De hecho, se aprecian valores incluso superiores a los obtenidos en la condicién de
control negativo. Por este motivo, al demostrar que los conjugados de NPs no son
toxicos para las CDs, nos propusimos analizar el efecto sobre los marcadores de

maduracion con dichos compuestos.

El analisis por citometria mostré que la presencia de inmundgeno en las
formulaciones provoca el aumento de los porcentajes de células maduras CD83+DR+.
Sorprendentemente, la expresion de Gag se incrementé de manera notable en las
formulaciones que contenian Gag modificado (GM), independientemente de las NPs
conjugada (LP o LS). Mas concretamente, en el caso de las formulaciones de GM+LS
fue donde se observaron los porcentajes mas elevados de CD83+DR+ (40%). De hecho,
este valor se parece bastante al obtenido por el control positivo de Trans-IT (42%)

(Figura 47b).

Como hemos demostrado en la Figura 47b los nanocomplejos de Gag maduran las
CDs. Por este motivo, nos preguntamos si esta maduracién estd directamente

relacionada con la expresion de Gag en las CDs.

Los datos de citometria mostraron un incremento moderado de la expresién de
Gag en las CDs cuando han estado pulsadas con LP o LS. Mas concretamente, en

presencia del complejo de LS conjugado con GM, la expresion de Gag fue
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significativamente (*p<0.05) superior en comparacién con el resto de las
formulaciones con LS. Sin embargo, en LP-PLA se obtuvieron resultados comparables,
pero menos llamativos. En este caso concreto, se determind solamente significacidon

estadistica (*p<0.05) en el complejo de G+LP (Figura 47c).
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Figura 47. Caracterizacion fenotipica de las CDsmo con LP-PLA y LS coformuladas con Gag
consensus B modificado (GM) y no modificado (G). (a-c) Analisis del perfil de: a) Viabilidad (-7AAD-
ANNEXINA), b) Maduracion (CD83+DR+) y c) Expresién de Gag en la subpoblacion CD83+DR+ por
citometria de flujo en CDs pulsadas durante 2 horas con 250ng de ARNm/pocillo.Prueba de Wilcoxon
(*p<0.05). Los datos representan la media y SEM de n=3 individuos VIH-1+. C-, CDs no pulsadas con PLA;
C+, CDs pulsadas con ARNm eGFP en solucién de Trans IT; LP-PLA, LP-PLA sin coformular; LS, LS sin
coformular; E, poliplexo de ARNm eGFP con péptido de LAH4-L1; E+LP O E+LS, complejo del poliplexo
anterior formulado con LP-PLA o LS, respectivamente; G, poliplexo de ARNm Gag con LAH4-L1; GM,
poliplexo de ARNm Gag modificado con LAH4-L1; G/GM+LP/LS, complejos del poliplexo anterior
formulado con LP-PLA o LS.

Como ya hemos mostrado las LP-PLA y LS son eficientemente capturadas por las
CDs (Figura 47) y a fin de constatar los datos obtenidos por citometria, hemos utilizado
el microscopio de fluorescencia para evaluar la expresion de Gag modificado, una vez
las CDs han sido pulsadas con estos complejos. Como se puede apreciar en la Figura
48, la expresion de Gag se localiza en el citoplasma en ambos complejos de NPs. En
consecuencia, estas imagenes reafirman los datos obtenidos previamente por
citometria e indican que las NPs han sido eficientemente capturadas por las CDs,

promoviendo la expresion de Gag.

a) LAH4-L1 + ARNm de Gag modificado + LP-PLA
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b) LAH4-L1 + ARNm de Gag modificado + LS

Figura 48. Captura y expresion de LAH4-L1/ARNm Gag modificado (GM) / LP-PLA y LS en CDs.
Imagenes de microscopia de fluorescencia de la expresion de Gag detectada en CDsmo por a) LP-PLA y
b) LS coformuladas con ARNm de Gag modificado recubiertas con LAH4-L1 tras 24h del pulsado. Las CDs
fueron teinidas en superficie con DAPI (azul) y permeabilizadas y marcadas con anticuerpo anti-KC57-

FITC (Verde).

Con el propdsito de seguir explorando cual es el efecto funcional de estas CDsmo
con NPs lipidicas cargadas con dos tipos de ARNm de Gag, diseflamos un experimento
para evaluar la capacidad de estimular la proliferacion de las células T, como el

descrito en la Figura 43.

6.2.4.3. Efecto de las CDsmo con LAH4/G o GM/LP-PLA o LS en la proliferacion de
linfocitos T.

Los datos de proliferacion indican una pobre induccidon de la proliferacion de
células T (Figura 49). Este resultado es similar al mostrado previamente en el ensayo

con PLAs cargadas con ARNm de Gag (Figura 43).
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A continuacidn, se caracterizd el perfil de secrecidn de citocinas y quimiocinas

como se ha descrito en experimentos previos.
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Figura 49. Proliferacion de células T CD4+ y T CD8+ en cocultivo con CDsmo por complejos de LP-
PLA y LS con Gag (G) y Gag modificado (GM). Proliferacidn de linfocitos T mediante tinciéon de CFSE. Los
datos representan la media y SEM de n=2 individuos VIH-1+. C-, CDs no pulsadas con PLA; LP-PLA, LP-
PLA sin coformular; LS, LS sin coformular; G, poliplexo de ARNm Gag consensus con LAH4-L1; GM,
poliplexo de ARNm Gag consensus modificado con LAH4-L1; G/GM+LP/LS, complejos del poliplexo

anterior formulado con LP-PLA o LS.

6.2.4.4. Perfil de secrecidn de citocinas generado por las CDsmo con LAH4/G o GM/LP-

PLA o LS en co-cultivo con linfocitos T autdlogos.

Como se aprecia en la Figura 50, la presencia de ARNm de GM en las formulaciones
basadas en LP-PLA incrementa moderadamente la secrecién de citocinas y
guimiocinas. Mas precirepliconente, las formulaciones de GM+LP indujeron la
secrecion de citocinas (IL-6, IFN-a, TNF-a) y quimiocinas (IL-8 y MCP-1)
proinflamatorias. Tambien citocinas relacionadas con un perfil de tipo Th1 (IFN-y, IL-
12), y quimiocinas (MIP1-a, MIP1-B y MIG). Sin embargo, no hubo un aumento
destacable de factores solubles relacionados con respuesta de tipo Th2. En
comparacion, los nanocomplejos LAH4-L1/ARNm/LS dieron un resultado similar a su

control negativo.
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Figura 50. Produccion de citocinas y
quimiocinas en el cocultivo CDsmo por complejos
de LP-PLA y LS con Gag o Gag modificado y
linfocitos T autélogos mediante ensayo de
Luminex. Efectos de LP-PLA y LS con Gag en los
niveles de secrecidn de citocinas y quimiocinas. Los
resultados estan clasificados en funcién del tipo de
respuesta: a) proinflamatoria y b) Thl. Los datos
representan la media y SEM de n=2 individuos VIH-
1+ respectivamente. C-, CDs no pulsadas con PLA;
LP-PLA, LP-PLA sin coformular; LS, LS sin
coformular; G, poliplexo de ARNm Gag consensus
con LAH4-L1; GM, poliplexo de ARNm Gag
consensus modificado con LAH4-L1; G/GM+LP/LS,
complejos del poliplexo anterior formulado con LP-

PLA o LS.
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En general, estos resultados sugieren que las formulaciones de LP y LS cargadas
con ARNm de Gag o GM promueven la maduracion de las CDs en nuestro modelo
experimental. Ademas, parece que la maduracién de las CDs por parte de estos
conjugados esta asociada a un incremento de la secrecion de citocinas y quimiocinas.
Cabe sefialar que las formulaciones de LP con GM parecen ser activadores de
respuestas proinflamatorias e inmunoldgicas orientadas hacia una respuesta de tipo

Thl.

De todos los datos recogidos en el apartado de resultados de esta tesis y con el
propdsito de cumplir los objetivos establecidos en la misma, se han preseleccionado
los mejores candidatos en funcidén de los siguientes criterios: internalizacion en las
CDs, la activacion de dichas células y su capacidad para inducir respuesta inmunoldgica

especifica frente al VIH-1 (Tabla 9).
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6.3. RESUMEN DE LOS MEJORES CANDIDATOS VACUNALES SELECCIONADOS ENTRE REPLICONES Y NPs EN BASE A LOS PARAMETROS DE
VIABILIDAD, MADURACION, EXPRESION DE INSERTO EN CDS, PROLIFERACION DE LINFOCITOS T Y PRODUCCION DE CITOCINAS.

% Expresion de ARNm en

Candidato Cantidad de %Viabilidad %Maduracion CD83+HLADR+ Proliferacion de Patron de citocinas
ARN/ADN (-7AAD/Anexina) (CD83+HLADR+) (eGFP/gag/gp140) linfocitos T
eGFP Gag gp140 CD4+ CD8+ Pro inf Thl
RREP 10pg 55 35 20 N.A 8 Sl Sl Sl Sl
DREP 4ug 70 40 15 N.A 14 Sl Sl NO Sl
Au-NP (estrella) 5 g 40 30 3 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
PARG 25ng 60 40 4 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
PROT 25ng 70 38 5 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
LAH4/PLA 20ng 60 40 10 5 N.A NO NO Sl Sl
LAH4-L1/LP-PLA 250ng 50 30 15 10 N.A NO Sl Sl Sl
LAH4-L1/LS 250ng 60 40 8 15 N.A NO NO NO Sl

Tabla 9. Tabla descriptiva con los porcentajes de viabilidad, maduracién, expresion de inserto, de proliferacion y patrén de citocinas generados por los candidatos
previamente seleccionados en base a estos parametros. N.A, no analizado; DREP, alphavirus DNA-launched replicon; RREP, Semliki Forest virus replicon RNA ; Au NPs
Nanoparticulas de oro; PARG, Nanocapsulas ricas en polimeros catidnicos de Poliarginina; PROT, Nanocapsulas ricas en polimeros catidnicos de Protamina; LAH4/PLA,
Nanoparticulas de acido polilactico unido a péptido catiénico LAH4; LP-PLA, Nanoparticulas de acido polilactico con corona lipidica unido al péptido catiénico LAH4-L1; LS,

Liposomas unido al péptido catiénico LAH4-L1;
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En este contexto, se han seleccionado dos candidatos representativos para validar
la efectividad de los inmundgenos de ARNm vectorizados en las CDs que estimulen una
respuesta especifica frente al VIH-1. Mds concretamente, a partir de los hallazgos
previamente expuestos nos decidimos a analizar con mdas detalle el replicon DREP
gp140 vy la NP LP-PLA Gag, con el objetivo de probar si la respuesta especifica contra el
VIH-1 estd claramente inducida por la secuencia incluida en estos candidatos
vacunales. Por esta razén, realizamos una prueba de ELISPOT utilizando pooles o
grupos de péptidos solapantes de Gag consensus B, que estan incluidos en la secuencia
codificante del Gag ARNm utilizado en nuestros complejos, y grupos de péptidos

solapantes de Env Clade C del VIH-1 donde se incluye la secuencia del ARNm gp140.

6.3.1. La presencia de los inmunégenos de gp140 vehiculizados por DREP gp140y G y

GM por LP-PLA, son cruciales para incrementar la produccion especifica de IFN-y.

Como se puede observar en la Figura 51, a dia 1 las CDsmo con DREP gp140
influyen en la producciéon de IFN-y tras la estimulacién con los pooles de Env (Figura
51a). Curiosamente a dia 6 del cocultivo y en presencia de los pooles de péptidos de
VIH-1 indicados, no se detectaron células productoras de IFN-y (Figura 51b). Cabe
destacar que con la adicién de CDs transfectadas ex novo con el mismo replicon
codificando para gp140, la produccién de IFN-y se vio incrementada significativamente
(*p<0.05) frente a la restimulacion con los pooles de Env, en comparacion con la

condicién basal (CDs sin modificar) (Figura 51c).
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Figura 51: Produccion IFN-y en células T en cocultivo de CDsmo con DREP gp140. Los graficos estan

divididos en dos columnas: Izquierda: CDs sin transfectar y Derecha: CDsmo con DREP gp140. Cada barra

representa el promedio y el SEM de las respuestas de las células T expresadas por SFC/10® PBMC a

diferentes tiempos: a) Dia 1, b) Dia 6 y c) Dia 6 con CDs pulsadas ex-novo 24h antes, y después de la

estimulacidn overnight con los pooles de péptidos de ENV y GAG (n=4).
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Por otra parte, la Figura 52 muestra la produccién de IFN-y inducida por la

presencia de CDsmo por G+LP. En este caso, se generaron respuestas importantes tras

el estimulo con los pooles de péptidos de Gag en comparacidén con sus respectivas

condiciones basales (CDs sin modificar) (42% vs 30%, p> 0.05)
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Figura 52: Produccion IFN-y en células T en cocultivo de CDsmo con LP-PLA de Gag. Los graficos

estan divididos en dos columnas: lzquierda: CDs sin transfectar y Derecha: CDs transfectadas con LP-PLA

de Gag. Cada barra representa el promedio y el SEM de las respuestas de las células T expresadas por

SFC/10° a diferentes tiempos: a) Dia 1, b) Dia 6 y c) Dia 6 con CDs pulsadas ex-novo, después de la

estimulacidn overnight con los pooles de péptidos de ENV y GAG (n=4).
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Para ampliar aun mas nuestro estudio sobre las respuestas inmunitarias inducidas
por estos candidatos vacunales, nos propusimos evaluar mas detalladamente
mediante ELISPOT, los ARNm de G y GM conjugados con LP-PLA, por sus perfiles

potencialmente inmunogénicos descritos previamente en nuestros resultados.

Como se puede observar en la Figura 53, las CDsmo con complejos de LP-PLA con G
o GM indujeron respuestas moderadas frente a pooles de péptidos de la proteina Gag
del VIH-1. Concretamente, la induccion de la produccion de IFN-y frente a pooles de
Gag se observé a dia 6 en presencia de CDsmo con GM+LP en comparacién con los
otros grupos (basal y G+LP) (Figura 53b). Asimismo, tal y como muestra la Figura 53c,
observamos respuestas mads potentes y significativas (**p< 0.01) frente a los pooles de
Gag a los 6 dias del co-cultivo y en la condicién donde se afiadieron de CDs pulsadas ex

novo con GM+LP.

El conjunto de estos datos demuestran que los candidatos seleccionados
vehiculizan y promueven la presentacidn y expresion, por un lado, de gp140 (DREP) vy,
por otro, de Gag (LP-PLA) en las CDs, hecho que conlleva la induccién de respuestas

inmunitarias especificas frente al VIH-1.
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Figura 53: Ejemplo representativo de células T productoras de IFN-y tras el cocultivo de CDsmo con LP-PLA de Gag (G) o Gag modificado (GM). Los graficos estan
divididos en tres columnas: Izquierda: CDs sin transfectar, Centro: CDs transfectadas con LP-PLA de G y Derecha: CDsmo con LP-PLA de GM; Cada barra representa el valor

de las respuestas de las células T por SFC/10° PBMC a diferentes tiempos: a) Dia 1, b) Dia 6 y c) Dia 6 tras afiadir CDs pulsadas ex-novo, después de la estimulacién overnight

con los pooles de péptidos de ENV y GAG (n=1).
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7. DISCUSION

A lo largo de este trabajo hemos observado como los replicones y los diferentes
ARNm con NPs, son internalizados eficientemente en las CDs y son capaces de

activarlas e inducir una respuesta inmunoldgica especifica frente al VIH.

Los datos referidos a la comparacién y seleccion del mejor candidato de replicon
que codifica para la proteina gp140 de la envuelta del VIH (en un contexto de vacuna
preventiva), han mostrado su capacidad de activacion de las CDs y de mejora de la
respuesta inmune especifica frente al VIH-1. Ello podria deberse, entre otras causas, a
la capacidad autoreplicativa de estos acidos nucleicos que les permite aumentar su
expresion en el tiempo alargando su presencia en el entorno de las CDs'%818> Esto

contribuye a generar una respuesta inmune tanto a nivel humoral como celular®’.

Aunque los replicones de alfavirus tienen un potencial uso en vacunas?3’23°
pueden resultar toxicos para las CDs, lo que puede limitar su uso en dichas células?*°.
Por consiguiente, el uso de replicones menos téxicos como los derivados del Semliki
Forest Virus (SFV), ofrecen la ventaja de incrementar la produccion de antigeno en las
CDs sin destruirlas?*!. Esto se debe a que los replicones derivados del genoma del SFV
no generan inmunidad frente al vector!®3, mostrando asi una ventaja importante como

candidatos en vacunas basadas en ARNm en CDs.

Algunos estudios han demostrado que las vacunas basadas en ARNm son muy
sensibles a la degradacién por endonucleasas y en algunos casos han mostrado sus
limitaciones, sobre todo cuando se administran los acidos nucleicos desnudos!®®. Por
este motivo, se emplearon sistemas como la electroporacién y la lipofeccidn para la
administracion de replicones, y los resultados de éstos se compararon con un pDNA de

referencia para comprobar su eficacia de manera comparativa.

De los resultados obtenidos en esta tesis se puede afirmar que ambas

metodologias de administracion de ARNm son vadlidas para la entrega de estos
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replicones. Las condiciones de electroporacidn empleadas para RREP fueron diferentes
debido a su gran tamafio (10-12kb); es decir, se utilizaron valores altos de capacitancia
para formar poros mds grandes y con un tiempo de exposicion mas largo, lo que
mejord la expresion del antigeno. Por lo tanto, la cantidad de replicdn influye en el
buen funcionamiento de las CDs, ya que los replicones son detectados por multiples
PRRs que inducirdn la secrecién de interferones de tipo |, lo que potencialmente
perjudicaria la traduccién del ARNm, aumentando su degradacién. Todo ello provoca
una sobreactivacidon téxica que puede influir negativamente en los marcadores de

viabilidad y maduracién en las CDs?*2.

Existen pocos estudios sobre el uso de lipidos catidnicos, como la lipofectamina,
para la entrega de replicones. Ello se debe a que la mayoria de los estudios previos se
han centrado en la electroporacidn de estos replicones'®®18> Ademds, la entrega de
ARNm por complejos con lipidos catidnicos, se asocia a la via endocitica y hay que
tener presente que los replicones sélo pueden ser efectivos si son debidamente
entregados en el citosol'®. De aqui que el método de administracion tenga
importancia en el trafico intracelular en las CDs. Este método de lipofeccion potencia
la translacion de este ARNm autoreplicativo y promueve correctamente la respuesta
inmune®®’243_ Los resultados obtenidos en esta tesis han demostrado que DREP
lipofectado es internalizado por via endocitica (Figura 27) y promueve una mayor
eficacia en la transfeccién, facilitando la traduccién del replicén en la CDs in vitro

(Figura 28).

Una vez estandarizados los sistemas de administracién, procedimos a evaluar los
replicones que codifican para gp140 con la finalidad de determinar el efecto que
generan en las CDs y la induccion de la respuesta inmunitaria asociada. El perfil de
maduracion de las CDs aumento después de la administracién de RREP/DREP gp140y,
dentro de la subpoblacién madura de CDs, se observd una mayor expresion de gp140
en DREP que en RREP (Figura 28). La razdn por la que se encontré mayor expresion en
DREP pudo deberse a la propia técnica empleada (la lipofeccion). Este método

permitiria, por un lado, la correcta compactacion de DREP protegiéndolo y
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entregandolo correctamente en las CDs, y por otro, la descompactacién eficaz dentro
de las CDs que facilitaria la traducciéon de DREP gp1402*4. Esto podria conllevar que
probablemente DREP gp140 genere una mayor seiializacién interna que activa mas las
CDs permitiendo que el replicon se pueda amplificar mas y, en consecuencia, genere

mayor cantidad de antigeno que el RREP183:18>,

Una vez observada la eficacia de la transfeccion y la activacién de las CDs por parte
los replicones de gp140, se investigd la capacidad de estas células modificadas por
RREP o DREP gpl140 para inducir respuestas inmunitarias especificas como la
proliferacion de los linfocitos T y la secrecidn de citocinas tras cocultivos con linfocitos

T autdlogos.

De los resultados obtenidos se observé una ligera proliferacion de los linfocitos tras
6 dias de cocultivo con las CDs modificadas con gp140 (Figura 30). Estos datos sugieren
gue la electroporacion y la lipofeccion de RREP y DREPgp140, respectivamente, son
sistemas de administraciéon apropiados para la traduccién del replicén en las CDs,
conduciendo a la expresiéon de gpl40 en su superficie y pudiendo activar la

proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+%%3,

Con referencia a la producciéon de citocinas y quimiocinas en estos cocultivos,
observamos secrecién de ambas por parte de los linfocitos T al ser estimulados con las
CDs modificadas por estos replicones (Figura 31). En nuestro caso, estas CD
modificadas con RREP inducen una gran produccion de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas pro-Thl, junto a un incremento de la secrecién de 1.4 e IL10. Esta
sobreproduccién tendria su explicacién en que la electroporacién, en algunos casos,
puede inducir la permeabilizacidn irreversible de la membrana celular. Esto conduce a
la pérdida de la homeostasis y en su conjunto, conlleva a esta sobreproduccién de
citocinas y quimiocinas inflamatorias?®. Por otra parte, las CDsmo con DREP gp140
generaron una menor produccién de citocinas y quimiocinas al compararlo con RREP.
Aun asi en 12 citocinas se determiné cierta variacion entre las condiciones evaluadas

(DREPgp140 vs control negativo), y se observaron diferencias significativas en la

158



secrecion de la IL6 (relacionada con la maduracién de las CDs?%¢) y la secrecion por
parte de los linfocitos T de la quimiocina Thl MIP1-B, involucrada en la accién
quimioatrayente (reclutando a CDs, monocitos, células NK y neutréfilos?*” ademas de
células T CD4+ y CD8+ memoria activadas en el lugar de la infeccion?*8). En términos
generales, las CDsmo por DREP inducen un perfil de linfocitos Thl en lugar de Th2, ya
gue se detecta la IL6 en los sobrenadantes de DREP, mientras que las citocinas Th2

como la IL4 estan disminuidas en comparacion con el control negativo.

Por ultimo, al evaluar la respuesta celular VIH especifica (Figura 51) inducida por las
CDsmo por DREPgp140, tras el estimulo con péptidos solapantes que cubren la
secuencia que codifica DREP gp140, observamos que en presencia de DREPgp140
aparecen células formadoras de spots equivalentes a las células especificas secretoras
de IFN-y. Por consiguiente estamos en condiciones de afirmar que la respuesta inmune

generada es especifica frente a la envuelta del virus del VIH.

En resumen, estos prometedores resultados sobre la administracion eficiente de
los replicones de gp140, la activacion de las CDs, la proliferacion de linfocitos T, el
patron de citocinas secretado, la determinacidon de células especificas productoras de
IFN-y, junto con el hecho de que los replicones son mas inmunogénicos que el pDNA y

185 sugieren que los replicones

mas resistentes a la degradacién que los ARN desnudos
son buenos candidatos para las terapias basadas en CDs. De entre todos ellos, el vector
DREPgp140 parece ser el candidato mas prometedor por sus buenos perfiles de
viabilidad, maduraciéon y expresién de antigeno en las CDs que, junto a los ensayos
funcionales realizados, indican que son capaces de inducir respuestas inmunoldgicas
especificas frente a Env y, por lo tanto, podria ser un buen candidato para futuras

vacunas ex vivo basadas en CDs en un contexto de vacunacién preventiva contra el

VIH.

Sin embargo, la mayor desventaja de los replicones es la dificultad de
internalizarlos dentro de las células'#?14°, Esta limitacidn se podria solventar mediante

la unidn de estos con nanoparticulas para mejorar la funcionalidad de los ARNm. No
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obstante, el tamafio de los replicones junto con las cargas de las nanoparticulas
pueden obstaculizar su union. Actualmente han aparecido estudios donde la
formulacion de estas moléculas con polimeros lipidicos estdan dando resultados
prometedores?**24°, Estas novedosas formulaciones son capaces de: superar las
barreras anatdmicas de las células dianas, limitar la inmunidad frente a los replicones
y, por consiguiente, mejorar la eficiencia en las transfecciones y en la presentacién de
antigenos!'>24, Todo ello hace que estas formulaciones sean de gran interés para el
uso de replicones como DREPgp140 que, combinados con nanoparticulas, conllevarian
mejoras en su internalizacidn, activacidén de las CDs, aumento de la expresion de gp140

e incremento de la respuesta T especifica frente al VIH.

Los datos sobre la administracién de ARNm que codifica para Gag consensus B de
Gag WT (G) y Gag modificado (GM) en diferentes NPs (Au NPs, NCs, PLA, LP-PLA y LS)
en un contexto de vacuna terapéutica frente al VIH-1 han demostrado su eficacia tanto
en la activacion de las CDs como en la induccién de respuesta inmune especifica frente

al VIH-1.

La razén por la que se ha planteado la utilizacion de estas plataformas de
vectorizacion de ARNm unidos a nanoparticulas, se debe a que en estudios previos se
ha demostrado que los ARNm son muy sensibles a la degradacién por endonucleasas,
sobre todo cuando se administran solos®®. Ademds, la utilizaciéon de NPs presenta las
siguientes ventajas: condensar el ARNm en su superficie, internalizar correctamente el

ARNm en las CDs y proteger el ARNm de las ARNasas durante el transporte a la CDs'*3.

La primera nanoparticula que utilizamos para unir el ARNm fue la nanoparticula de
oro (Au-NP). Esta, por su naturaleza catidnica, induce interacciones electrostaticas con

210 permitiendo

moléculas cargadas negativamente, como: ADN, ARN y proteinas
incorporar grandes cantidades de estas biomoléculas en la superficie de las Au-NP.
Estos complejos de ARNm con Au-NP han demostrado su potencial uso en vacunas
basadas en CDs?°. Sin embargo, tienden a agregarse entre ellos, y ello hace que

disminuya su capacidad de poder ser coformuladas con ARNm?*. Aun asi, el uso de
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este tipo de coformulacién de Au-NP es un sistema adecuado de entrega para la
induccion de respuestas inmune especificas frente al VIH, que es importante para

futuras vacunas anti-VIH213,

De forma similar al analisis con replicones, se ha evaluado la captacién de ARNm
coformulado en las Au-NP en forma de estrella y esféricas, en presencia o no de céctel
de maduracion en las CDs (Figura 32). Los datos obtenidos en los ARNm con Au-NP
sugieren que las de forma de estrella mantienen la viabilidad celular e incrementan la
maduracion en las CDs, aunque muestran una débil expresion de eGFP dentro de las
CDs maduras. Estos resultados sugieren que las NPs no esféricas muestran una mejor

251

adherencia a la membrana de las CDs, y favorecen el proceso de fagocitosis®?, pero su

forma requiere una mayor remodelacién de la actina que genera una internalizacidn

252 o que puede dafiar el ARNm disminuyendo su funcionalidad

mas lenta y dificultosa
en las CDs!?’. Cabe afiadir que el uso de agentes madurativos influye solo ligeramente
en la captacion de las Au-NP y en el posterior procesado de los ARNm en el citosol de

las CDs?213,

De los datos presentados en esta memoria se desprende que el complejo de ARNm
unido a las Au-NPs no ha sido eficaz en la administracién del ARNm y en conseguir la
activacion de las CDs. Por lo tanto, para utilizar esta estrategia seria necesario hacer
ajustes para estabilizar el complejo y protegerlo de agentes extracelulares e
intracelulares que conduzcan al correcto procesamiento del ARNm administrado. Dado
que estos ajustes excederian del objetivo de esta tesis, no se profundizé en ellos. Por
otro lado, para superar las limitaciones antes descritas se podria emplear
recubrimientos catidnicos como la arginina, protamina o péptidos catidnicos
penetrantes que evitan la degradacion del ARNm y favorecen su interaccién con la
célula diana??%%>3, gumentando la expresién de antigeno y mejorando la respuesta T

especifica frente al VIH.

Tras la aparente ineficacia de las Au-NPs para vehiculizar ARNm en nuestro modelo

in vitro, en la siguiente etapa evaluamos nanocapsulas (NCs) poliméricas, cuya cubierta
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esta constituida por poliaminodcido poliarginina o protamina ricas en cargas positivas.
El interés en utilizar estos aminoacidos radica en sus demostradas propiedades como

inductores de la internalizacién celular?3.

Una de las principales ventajas de las NCs son las cargas presentes en su superficie
gue permiten la unidon con el ARNm proporcionando estabilidad al complejo
formado?'®. Aunque este tipo de complejos han sido ya utilizados en la vehiculizacién
de ARNm en las CDs?** y en vacunas?®, dichas particulas pueden generar toxicidad
celular debido a su naturaleza sintética?'®. Para superar este obstaculo, estas NCs se
pueden recubrir con poliarginina (PARG), que consiste en un péptido catidnico
formado por guanidina que le permite atravesar la membrana celular facilitando la

internalizacidon de las NCs en el citosol de la célula??’.

Los datos obtenidos con las NCs ricas en arginina (Figura 35) fueron analogos a los
descritos en los complejos de ARNm unidos a Au-NPs en forma de estrella. Los datos
sugirieron que las NCs recubiertas de PARG y PROT a concentracién de 10ng de ARNm
no generan un efecto negativo en la viabilidad de las CDs y observamos un aumento de
los parametros de maduracion celular junto a una débil expresién de eGFP dentro de la
subpoblacion madura de las CDs. Sin embargo, a concentraciones altas de ARNm en el
complejo, se percibe la disminucién de la viabilidad y maduracién en las CDs. Por otro
lado, las NCs de octarginina (ENCP) y el resto de nanoemulsiones (TB y TBL), también
disminuyeron los parametros de viabilidad y maduracion de las CDs en mayor grado, al
compararlas con los NCs de PARG y PROT, demostrando la ineficacia de estas
plataformas. Estos hallazgos pueden deberse a que las NCs recubiertas de poliarginia 'y
protamina favorecen la internalizacidn gracias a su naturaleza catidnica que les
permite atravesar las membranas celulares, aumentando asi la entrada de

moléculas?®.

En resumen, el complejo de ARNm unido a NCs ricas en arginina han mostrado una
eficacia reducida n la administracion del ARNm y en la activacidon de las CDs. Por lo

tanto, para utilizar este sistema de administracion seria necesario hacer
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modificaciones para estabilizar el complejo?°®, protegerlo de agentes extracelulares e
intracelulares que conduzcan al correcto procerepliconiento del ARNm administrado®3
y utilizar ligandos en su superficie sensibles a alteraciones al pH que les permitiese
escapar del escape endosomal®®’ para entregar el ARNm en las mejores condiciones
posibles en el citosol de las CDs. En todo caso estos ajustes merecerian ser objeto de

un proyecto a parte.

De nuestro trabajo se extrae que NPs de PLAs con ARNm de Gag junto a
intermediarios catidnicos como RALA y LAH4, son candidatos prometedores para
vehiculizar ARNm en las CDs, activandolas e induciendo respuestas inmunes!’>220, Sin
embargo, de entre todos los datos analizados, algunos complejos presentan resultados
negativos, por lo que estandarizar y optimizar la carga de ARNm en las PLAs parece ser
importante para que el ARNm se procese en las CDs con el fin de generar una

respuesta inmune mas adecuadal’3.

De entre las condiciones evaluadas de poliplexos de péptido/ARNm y
nanocomplejos de Péptido/ARNm/PLA (Figura 40), la concentracion de 20ng de ARNm
resulté ser la dptima para ser vectorizada en la superficie de las PLAs con el péptido
LAH4. De hecho esta formulacion mostré no tener un impacto relevante en la
viabilidad celular,incrementé la expresion de los marcadores de maduracion (CD83+ vy
HLA DR+) y, dentro de esta subpoblacién madura, obtuvouna ligera expresion de Gag-
p24 tras la transfeccion de ARNm en las CDs (Figura 42). Estos resultados podrian
deberse a las propiedades catidnicas de LAH4 que ofrece algunas ventajas como:
condensar correctamente el ARNm de Gag en la superficie de la PLA mejorando la
internalizacién, proteger del ARNm frente a la degradacién de agentes externos?>® y
favorecer el escape endosomal que permitiria la correcta traduccion del ARNm en el
citosol de las CDs??°. Sin embargo, la débil expresién de Gag determinada en el
citoplasma de las CDs se deberia a que, tras la captura de estos complejos, los ARNm
son reconocidos por varios PRRs que promueven la activacidon de la via de transduccion
de sefial de IFN de tipo |, lo que podria inhibir la traduccion del ARNm

degradandolo®®®173,
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Una vez verificada la capacidad de estos nanocomplejos para transfectar in vitro las
CDs, se evalud el efecto de los nanocomplejos seleccionados vectorizados con ARNm
de Gag, en la activacion de la respuesta inmune mediante: i) la proliferacion de los
linfocitos T tefiidos con CFSE después de la estimulaciéon con CDs modificadas por estos
complejos vy ii) el patron de citocinas y quimiocinas secretado en los sobrenadantes de

estos cocultivos por Luminex.

En los datos de proliferaciéon (Figura 43) no se observd la estimulacion de los
linfocitos T CD4+ y CD8+ aunque previamente se obtuvieran buenos porcentajes de
maduracion de CDs. La explicaciéon podria ser que pacientes infectados por VIH
generan altos niveles de antigenos de VIH?*° que provocan cambios en la funcionalidad
y en el fenotipo de los linfocitos T CD4+%%°, Todo esto conlleva una alteracién en el
desarrollo de las células T memoria centrales productoras de IL2, que limita la
proliferacion de las CD4+%%1. No obstante en diferentes estudios se ha demostrado que
el uso de CDs pulsadas con ARNm o péptidos de VIH son buenos modelos de
presentacion antigénica para activar ex vivo linfocitos T CD8+ en términos de

proliferacion?®3.

Por su parte los resultados obtenidos de los ensayos de Luminex (Figura 44)
resultaron muy utiles en la evaluacién funcional de las CDsmo con complejos de PLA.
De todas las condiciones evaluadas, la PLA coformulada con LAH4, fue la que mostré
los mejores resultados tras 6 dias de cocultivo, y coincide con que este complejo fue el
mejor en la evaluacién de la eficiencia de la captura. Esta formulacion induce la
secrecion de la citocina proinflamatoria IL6 y disminuye la antinflamatoria IL1RA.
Ademas, las citocinas Thl como IFN-y e IL-2 y las quimiocinas MIP-1a y MIP-1f estan
aumentadas en presencia de esta formulacion, y en menor medida, las citocinas Th2
como IL5 e IL13. Estos resultados sugieren que este tipo de formulacién seria capaz de
polarizar alternativamente la inmunidad adaptativa, ya que se observa una moderada
respuesta Th1 junto a una mas baja respuesta Th2. Esto coincide con el estudio previo
realizado por nuestro colaboradores donde el uso de este tipo de formulaciones pudo

inducir respuestas tanto citotdxicas como humorales?2°.
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En comparacion con el anterior, los resultados del complejo con RALA mostraron:
una secrecidon elevada de citocinas proinflamatorias como (IL-6, IL-8, MCP-1); una
fuerte secrecion en la antinflamatoria IL1IRA; una induccidn reducida de citocinas Th1,
como la secrecion de la IL2r; y una induccion elevada de quimiocinas Thl como
(RANTES, MIP-1a, MIP-1B y MIG) y Th2 (IL5, IL10 y IL13). Ello podria deberse a que
estudios anteriores han descrito que, en los complejos con RALA, la concentracién de
ARNm coformulado puede inducir a agregaciones en las formulaciones que disminuyen
la entrega del ARNm en el citosol alterando su composicion??°. Si este ARNm se ve
alterado, puede estimular inadecuadamente a las CDs, sobreactivandolas generando

una sobreproduccidn de citocinas como las observadas en los complejos con RALA%2,

A modo de sintesis de entre todos los candidatos evaluados, atendiendo a la
activacion de las CDs, la administracion eficiente del inserto de Gag y el patron de
citocinas secretado, los péptidos catidnicos son los que permiten una mejor
internalizacion y una mayor proteccion del ARNm frente a la degradacién por agentes
externos. De entre ellos, el complejo de PLA con 20ng de Gag junto a LAH4 parece ser
el candidato mdas prometedor por sus buenos perfiles de viabilidad, maduracién y
expresion de antigeno; junto a la liberacidn de citocinas de tipo Thl que inducen a la
diferenciacién de las células T CD8+. No hay que olvidar que dicha poblacién resulta
essencial para la eliminacidn de la células infectadas por el VIH?%3. Por lo tanto, podria
ser un buen candidato para futuras vacunas ex vivo basadas en CDs en un contexto de

vacunacion terapéutica frente al VIH.

Sin embargo, estos complejos presentan algunas desventajas como la débil
expresion de Gag detectada en la superficie de las CDs. Para solventar este obstdaculo,
se ha planteado utilizar ARNm con modificaciones en CAP-1 para que interaccionen
correctamente con los PRRs y asi optimizar la produccién de antigeno evitando la
sobreactivacion tdxica de las CDs'*2. Si el uso de ARNm hecho a medida lo combinamos
con nuevos péptidos catidnicos penetrantes como el LAH4-L1, una isoforma del LAH4
que permite mejorar el escape endosomal’?® y lo vectorizamos en nanoparticulas

poliméricas de base lipidica (que estan demostrando resultados prometedores en la
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internalizacién y entrega de ARNm), como las PLAs con corona lipidica y
liposomas?*264, todo ello podria mejorar la transfeccién, la activacion de las CDs,

aumentar de la expresion de Gag y mejorar la respuesta T especifica frente al VIH.

Otra limitacidén radica en la concentracidon de carga de 20ng de ARNm en la PLA.
Esto supone una desventaja para su aplicaciéon in vivo, ya que en estudios previos se ha
determinado que para inyectar 5ug de estos complejos haria falta administrar 250 pl
de agua, glucosa o soluciones isotdnicas que harian diluir la concentracion de ARNm?*72,
Por este motivo, el uso de NPs como las LP-PLA y LS que permiten albergar mayor
cantidad de ARNm sin ser inestables para la célula, permitiria superar la limitacion

descrita anteriormente.

Finalmente en la ultima seccidén las NPs de LS o LP-PLA con ARNm de Gag (G) o
ARNm con modificaciones en CAP-1 (GM), condensado con el péptido catidnico LAH4-
L1, han demostrado ser unas novedosas y prometedoras plataformas de transporte de
ARNm en CDs para optimizar la transferencia del ARNm y el procesamiento de este con

el fin de mejorar la respuesta inmune suscitada.

Las LP-PLA y LS con ARNm de G o GM (Figura 47), indujeron perfiles de viabilidad y
maduracion andlogos a los descritos en las PLAs, siendo mayor el incremento de la
maduracion (CD83+) en el caso de los complejos con ARNm de GM. La molécula CD83
estd considerada como un marcador cldsico de maduracién® y su incremento sugiere
que la transfecidon con LP-PLA o LS/LAH4-L1/ARNm es capaz de inducir la maduracion
de las CDs. Considerando que CD83 es esencial para transmitir sefiales que activen
adecuadamente a la células T?%°, el incremento de CD83 indica que los complejos
descritos anteriormente estimulan las sefiales coestimuladoras de las CDs. De entre las
condiciones evaluadas, los nanocomplejos de LP-PLA o LS/LAH4-L1/ARNm, a
concentracion de 250 ng de ARNm GM es la mejor para ser vectorizada en la superficie
de las LP-PLAs y LS con el péptido LAH4-L1 para la transfeccién de ARNm en las CDs.
Ello seria gracias al uso de péptidos catidnicos, como se ha descrito en la seccién

anterior?®®, El LAH4-L1, isémero del LAH4, contiene residuos de histidina y lisina que
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actuan como donadores y receptores de protones; ademas, la conformacién espacial
de estos residuos confiere mayor capacidad para la disrupcion de la membrana del

endosoma, promoviendo el escape endosomal 175220,

De entre las dos nanoparticulas evaluadas, la LP-PLA es la que mejor resultados ha
dado por su eficacia de transfeccion y los datos en ensayos funcionales en las CDs. Este
dato coincidiria con la literatura vigente donde el uso de la LP-PLA es una de las
plataformas mas comunmente utilizadas y con mejores resultados para la entrega de
ARNmM?13267 E| posible éxito de esta plataforma podria deberse a su composicidn
fisicoquimica que protege el ARNm del reconocimiento de los TLRs presentes en el

endosoma impidiendo asi la sobreactivacion del sistema inmune innato'32.

Ademas, fuimos capaces de detectar antigeno Gag-p24 en un 10% de las células
maduras al utilizar ARNm G, y en alrededor de un 15% de las CDs al utilizar ARNm GM.
Estos resultados sugieren que el uso del disefio de ARNm que codifica para proteina de
HIV-1 Gag Consensus B con modificaciones en CAP-1 de pseudouridine y 5-Methyl-
Cytidine favorece la traducciéon del ARNm asi como la estabilidad en los complejos de
nanoparticulas'3?. Estas modificaciones en un contexto de vacunas basadas en ARNm
son importantes para lograr la maxima eficiencia en la codificacién del gen de interés,
en nuestro caso Gag, porque evitan la sobreactivacion de la inmunidad innata a través
de los PRR%%® como el RIG-I que desencadenan respuestas de IFN tipo | que se unen al

CAP del ARNm dificultando la traduccién del ARNm vy la sintesis de la proteinaZ®.

Andlogo a lo descrito en las PLAs, detallamos la capacidad de dichos complejos a
inducir respuestas especificas frente al VIH. Volvimos a observar la ausencia de
proliferaciéon en los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Figura 49), aunque previamente se
obtuvieran buenos porcentajes de maduracion de CDs y de expresiéon de Gag en la
subpoblacion madura de CDs. Estos hallazgos se asemejan a los descritos en la seccidn

anterior sobre las PLAs.

167



Similar a los datos obtenidos en el ensayo de Luminex con las PLAs (Figura 50), los
complejos de LP-PLA o LS aumentan la secrecidn de citocinas y quimiocinas sobre todo
en presencia de LP-PLA con GM, que parecen ser activadoras de respuesta
proinflamatoria de tipo Thl. En concreto, esta formulacion induce la secrecion de las
citocinas IL-6, IFN-a y TNF-a que promueven la inflamacién y la activacion de las
respuestas innatas y adaptativas, como por ejemplo la generacion de las CD4+ T
memoria?’® y la maduracién de las CDs?’'. Por otro lado, el TNF-a es un
quimioatrayente de neutréfilos que promueve la expresidn de moléculas de adhesion
en las células endoteliales que contribuyen a la extravasacién de los neutrdfilos??.
También observamos un aumento de las quimiocinas proinflamatorias como la IL-8 y
MCP-1. La MCP-1 es una de las principales quimiocinas que regula la migracion e
infiltracion de monocitos/macréfagos necesarias para dar respuesta a la inflamacion
en tejidos?’2. A parte de lo descrito anteriormente, las CDsmo con este complejo no
tienen un efecto relevante en la secrecidon de la ILIRA antinflamatoria agonista de la
IL1 cuya funcién es promover la expansién y diferenciacion clonal?’3. Asimismo, las
CDsmo con LAH4-L1/GM/LP-PLA incrementan las citocinas de tipo Th1l como IFN-y y IL-
12; esta ultima es secretada por CDs estimulando la diferenciacion de los linfocitos
Th1%13, Ademds, se observa un aumento de las quimiocinas MIP1-a, MIP1-B y MIG, que
estan descritas como inductoras de la migracién de CDs, monocitos, NK y linfocitos
TCD4+ y CD8+ hacia tejidos donde tendra lugar el procesamiento de antigenos con el
fin de aumentar la respuesta inmune?*8. Sin embargo, no hubo un aumento destacable
de factores solubles relacionados con respuesta de tipo Th2. Estos resultados son
superiores en cantidad en cuanto a secrecidn de citocinas si los comparamos con los
obtenidos con las PLAs, pero siguen el mismo patron. Todo ello sugiere que: i) las
mejoras en la secuencia del ARNm de Gag favorecen la traducciéon del ARNm en el
citosol®?, ii) el uso del péptido catiénico LAH4-L1 mejora el escape endosomal
respecto a LAH4 vy iii) la cobertura en la superficie de las NPs con lipidos catidnicos
presentes en las LP-PLA o LS optimiza la internalizacidon de dichos compuestos en las
CDs?7427>, Los resultados arriba expuestos sugieren en su conjunto que las CDsmo con
LAH4-L1/GM/LP-PLA serian mas inmunogénicas pudiendo activar tanto la inmunidad

innata como adaptativa favoreciendo asi las respuestas T especificas frente al VIH??.
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En el ensayo de ELISPOT (Figura 52 y 53) para evaluar la induccion de una respuesta
especifica al inserto en CDsmo con LAH4-L1/G o GM /LP-PLA y estimulados con
péptidos de Gag y Env, se observd que, tras el estimulo con péptidos de Gag en
presencia de CDsmo con este complejo, hubo un incremento de spots equivalentes a
las células T especificas productoras de IFN-y en comparacidon con sus respectivas
condiciones basales (CDs sin modificar), sugiriendo este resultado que se asocia una

respuesta antigeno especifica frente a Gag.

A modo de recapitulacion, el complejo de LAH4-L1/GM/LP-PLA parece ser el
candidato mdas prometedor con respecto a los demds complejos evaluados (Au-NP,
NCs, PLA y LS) y seria el candidato mas adecuado por sus notables acciones, en
concreto por: i) la activacion de las CDs, ii) la administraciéon eficiente del ARNm, iii) la
expresion de Gag, iv) el patron de citocinas secretado y v) la determinacién de células
especificas productoras de IFN-y, junto con el hecho de que la composicion del
complejo de Gag con modificaciones en CAP-1 y el péptido cationico LAH4-L1, hacen
que el complejo sea mds inmunogénico e de inducir respuestas inmunolégicas
especificas frente a Gag!3222°, Por lo tanto, podria ser un buen candidato para futuras
vacunas ex-vivo basadas en CDs en un contexto de vacunacién terapéutica frente el

VIH.

Sin embargo, el obstaculo mas importante seria optimizar las condiciones de
internalizacién y administracion de ARNm unido a NPs en las células'’32%°, Para superar
estas barreras, en futuros ensayos se podria homogeneizar la estrategia de
vectorizacion con el fin de optimizar la transferencia de ARNm en las CDs y tener mas
informacién sobre cémo mejorar la accesibilidad de los ARNm para que puedan ser
procesados correctamente en las CDs y poder generar una respuesta inmune
adecuada. Actualmente, han surgido ensayos prometedores con complejos de ARNm
unido con NPs combinados con péptidos catidnicos penetrantes que han mejorado la
captacién, internalizacién y la presentacion antigénical'3?’6, Ello se debe a que la
formulacion de ARNm hechos a medida o con modificaciones estimulan

adecuadamente a la célula®®?; la unién a polimeros lipidicos como micelas o lipoplexos

169



altamente estables favorecen su vehiculizacion?’4277; y los ligandos como los péptidos
catidnicos penetrantes (LAH4-L1) mejoran la eficiencia de la administracién de ARNm y
promueven el escape endosomal. Todo ello hace que estos complejos sean de gran
interés para el uso del disefio de ARNm que codifica la proteina de HIV-1 Gag
Consensus B con modificaciones por la incorporacion del nucledsido de pseudouridine
y 5-Methyl-Cytidine en CAP-1, pues conllevaria a mejoras en su internalizacion,
activacion de las CDs, aumento de la expresidon de Gag e incremento de la respuesta T

especifica frente al VIH.

A lo largo de esta tesis nos hemos encontrado con varias limitaciones, entre ellas
cabe destacar: i) el nimero reducido de pacientes reclutados en algunas secciones de
este trabajo (Unicamente 3 pacientes en la evaluacion de las NPs de LP-PLA y LS). ii)
Ademas, en algunos experimentos no obtuvimos el numero suficiente de CDs para ser
transfectadas en paralelo con todas las condiciones de ARNm autoreplicativos o con
los complejos de ARNm con NPs. En general hay que resenar que las CDs generadas a
partir de PBMCs de pacientes VIH-1 presentan una gran heterogeneidad en la
distribucién y en la cantidad de sus poblaciones celulares (ej. los monocitos base de
esta produccion). En cualquier caso, estudios previos realizados en nuestro centro han
demostrado de manera fehaciente que la generacién de CDs es una buena
herramienta metodoldgica para obtener células inmunes que se encuentran en
porcentajes bajos en sangre!®. iii) Otro obstdculo que se nos ha presentado fue el
limitado stock de ARNm autoreplicativo o de NPs para su evaluacion, dado que su
produccidén se realizaba fuera de nuestro centro y por tanto no controlable su
disponibilidad por nuestra parte. iv) Asimismo, en algunos experimentos de
proliferacion, sobretodo con las NPs, nos encontramos con una escasa activacion de
los linfocitos T por parte de las CDsmo con complejos de PLA, LP-PLA o LS. Para
solventar esto, en futuros experimentos se podria combinar el uso de estos complejos
junto con un refuerzo (in-vitro priminig) para inducir la respuesta T memoria a largo
plazo?3°. Todo ello con el fin de poder determinar si las CDsmo con estos complejos
son capaces de estimular la proliferacion de los linfocitos T de manera manera mas

efectiva. v) Para concluir, el mayor inconveniente en la evaluacion del patron de
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citocinas lo encontramos por haver realizado una Unica recogida de sobrenadante al
sexto dia del cocultivo. Esto nos limitéobtener una vision mas general de la secrecion
de algunas citocinas como pueda ser la IL2. Dicha molécula asociada a la proliferacion
de los linfocitos T, pudo haberse consumido y no ser ya detectable en el momento de
su medicion (esta citocina se secreta en los inicios de la proliferacion)?’®. Para
corregirlo seria conveniente poder recoger sobrenadantes a diferentes tiempos tales
como a0, 2, 4 y 6 dias con el objeto depoder determinar con mayor detalle el patrén

de secrecion de citocinas y quimiocinas.
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8. CONCLUSIONES

v La evaluacién de la eficiencia de transfeccidn en las CDsmo por replicones
(RREP/ DREP gp140) y los diferentes ARNm coformulados con NPs: Au NPs,
NCs, PLA, LP-PLA o LS, revelaron incrementos de los marcadores de

maduracion (CD83 y HLA-DR) y activacién de las CDs.

v La capacidad de las CDsmo con DREPgp140 o LAH4-L1/GM/LP-PLA para
estimular la proliferacion de los linfocitos T con el fin de activar una

respuesta especifica, demostré ser escasa en ambos casos.

v' El analisis de la producciéon de citocinas y quimiocinas mostré que las
CDsmo con DREPgp140 inducen un perfil de linfocitos Thl. En las CDsmo
con LAH4-L1/GM/LP-PLA se incrementaron notablemente los perfiles Thl
en comparacion con los demas complejos de LAH4/G/PLA o LAH4-L1/G/LP-
PLA.

v' En presencia de CDsmo con DREPgp140 y estimulacién con péptidos de Env,
existe un incremento de células T productoras de IFN-y. Esto nos indica que
se estan induciendo respuestas Env-especificas frente al VIH-1 y, por tanto,
DREPgp140 podria ser un buen candidato para futuras vacunas ex-vivo

basadas en CDs en un contexto de vacunacién preventiva contra el VIH.

v’ Igualmente, el ensayo de ELISPOT con CDsmo con LAH4-L1/GM/LP-PLA y
estimulados con péptidos de Gag correspondientes al clade B del virus VIH-
1, mostrd un incremento de células T secretoras de IFN-y. En este caso la
induccion de respuestas especificas frente a Gag sugieren que dicha
coformulacion podria ser un buen candidato para futuras vacunas ex vivo
basadas en CDs en un contexto, en este caso, de vacunacion terapéutica

contra el VIH.
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v’ Estas estrategias de vehiculacion de ARNm del VIH podrian ser de utilidad

en los futuros estudios de desarrollo de vacunas frente al VIH.
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