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1. RESUMEN

Las inmunoterapias contra el cancer son una estrategia promisoria para combatir este
problema de salud global. Actualmente, una terapia novedosa para el tratamiento de
tumores malignos se basa en anticuerpos monoclonales que bloquean moléculas que
actian como puntos de control (checkpoint) de la respuesta inmune, tales como el
antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y la proteina 1 de muerte celular
programada (PD-1). Una posible innovacién en esta area es la induccion de respuestas
humorales contra CTLA-4 o PD-1 a fin de favorecer la activacion de la respuesta
inmune celular contra las células tumorales. El objetivo de este estudio implico la
expresion transitoria en Nicotiana benthamiana de una proteina quimérica basada en
la subunidad B de la enterotoxina termolabil de Escherichia coli como acarreador y el
dominio extracelular de CTLA-4 (LTB-CTLA4). Se obtuvieron rendimientos de proteina
recombinante de 1.29 ug/g de peso fresco de hojas a los 4 dias post-infiltracion. La
integridad de la proteina quimérica LTB-CTLA4 producida en plantas se confirmé por
Western blot y ELISA. La inmunogenicidad del antigeno expresado en plantas se
evaluoé en ratones BALB/c, generandose evidencia de la induccién de respuestas
humorales contra LTB y CTLA-4. El inmunégeno expresado en plantas LTB-CTLA-4
constituye un candidato promisorio para futuros estudios de proteccién contra cancer

en modelos murinos.

Palabras clave: CTLA-4, LTB, proteina recombinante, vacuna expresada en plantas,

inmunoterapia contra cancer



2. ABSTRACT

Cancer immunotherapy is a promising intervention to fight against this global health
problem. In particular targeting immune checkpoints, such as cytotoxic T-lymphocyte
associated antigen-4 (CTLA-4) and programmed-death protein 1 (PD-1), by specific
monoclonal antibodies is a current treatment for many malignances. A possible
innovation in this field is based on the induction of humoral responses in the host by
suppressing the effects of such immune checkpoints and as consequence favoring the
activation of cellular immunity against the tumor cells. In this study, chimeric protein
comprising the B subunit of Escherichia coli heat-labile enterotoxin as carrier and the
extracellular domain of CTLA-4 (LTB-CTLA4) was produced in Nicotiana benthamiana
by transient expression. The recombinant protein was accumulated up to 1.29 pg/g of
leaves fresh weight on 4 day-post-infiltration. The integrity of the plant-made LTB-
CTLA4 antigen was confirmed by western blot analysis and ELISA. Immunogenicity of
the plant-made LTB-CTLA4 was assessed in BALB/c mice and the results showed that
humoral responses were induced against both the LTB and CTLA-4 moieties. The
plant-made LTB-CTLA4 stands as a promising candidate for the design of advanced

protection studies against cancer in murine models.

Keywords: CTLA-4, LTB, recombinant protein, plant-made vaccine, cancer

immunotherapy
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3. RESUMEN EN EXTENSO

3.1. INTRODUCCION

El cancer, también conocido como neoplasia maligna, es un término utilizado para
nombrar a un grupo de enfermedades caracterizadas por la presencia de células
anormales que se dividen sin control y son capaces de invadir otros tejidos debido a
gue se propagan a través de la sangre y tejidos linfaticos, dando origen a un fenédmeno
de invasidn tisular conocido como metastasis [1]. El cancer presenta las siguientes
caracteristicas: auto-capacidad de crecimiento, insensibilidad a las sefiales
extracelulares de control de crecimiento, evasion apoptoética, potencial replicativo
ilimitado, capacidad angiogénica y capacidad de metastasis. Existen distintas
clasificaciones para el cancer, sin embargo, de acuerdo con el origen celular se ha
generado la siguiente clasificacion: i) carcinoma, que se origina en las células
epiteliales, iniciando en la piel o en tejidos que revisten o cubren 6rganos internos; ii)
sarcoma, que se origina en las células de tipo conectivo como musculo, cartilago,
hueso o tejido adiposo; iii) linfoma, que se origina en el tejido linfatico; iv) leucemia,
que se origina en distintos tipos de células circulantes debido a una alteracion

hematopoyética [2].

Segun lo reportado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a través de la base
de datos de GLOBOCAN en 2020, se estima que la carga mundial de cancer aumento
a 19.2 millones de casos nuevos y 9.96 millones de muertes. El riesgo de desarrollar
algun tipo de cancer antes de los 75 afios es del 22.6% para hombres y 18.6% para
mujeres [3]. En México, el 9% de las defunciones registradas entre enero y agosto del
2020 fueron a causa de tumores malignos, y la distribucion porcentual por sexo indica
gue hay mas fallecimientos en mujeres (51%) que en hombres (49%) por esta causa.
En la poblacién mas joven, menores de 29 afios, la leucemia es la principal causa de

muerte por tumor maligno, mientras que en la poblacién mayor, de 30 a 59 afios, los
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fallecimientos son a causa de tumores de colon, estdmago y pulmon para los hombres,

y en mujeres son los tumores de mama, cuello del Utero y ovario [4].

3.1.1. Bases de lainmunoterapia contra el cancer

Tanto la respuesta inmune humoral como celular proveen de mecanismos efectores
que pueden ejercer efectos anti-tumorales. Uno de los mecanismos mas importantes
consiste en la induccion de respuestas de células natural killer (NK) y células CD8",
los cuales son activados tras la presentacién del antigeno previamente asociado al
complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I), lo que lleva a la induccién
de citotoxicidad y apoptosis [5]. Existen tres etapas distintas que deben alcanzarse, ya
sea espontdneamente o terapéuticamente, para desencadenar una respuesta inmune
antitumoral efectiva. En primera instancia, las células dendriticas (CDs) deben
reconocer a los antigenos asociados a tumores (AATs) de origen enddgeno o bien
aquellos que forman parte de una vacuna. Estos antigenos pueden comprender
proteinas con alteraciones derivadas de mutaciones caracteristicas de distintos tipos
de cancer; o bien aquellas que se expresan preferentemente en las células cancerosas
(por ejemplo, antigenos de cancer de testiculo); o proteinas de diferenciacion
asociadas con el tejido de origen del cancer, contra los cuales no se ha establecido
por completo el mecanismo de tolerancia timica o periférica (por ejemplo, proteinas
asociadas a melanoma). Consecutivamente, cuando las CDs entran en contacto con
el antigeno, reciben una sefial de activacion adecuada (etapa de “maduraciéon”) que
les permite promover la inmunidad a través del procesamiento y presentacién de los
péptidos derivados de antigenos tumorales, y finalmente, dentro de los érganos
linfoides, las CDs asociadas a antigenos tumorales deberan generar respuestas
protectoras de células T. Aunque existen diversas respuestas que pueden ser
inducidas a través de las células T, la expansion de clonas de células T efectoras CD8*
es crucial. Por otro lado, las CDs también desencadenan la induccidén de respuestas
humorales y la activacion de células NK que en conjunto constituyen otro brazo de la
inmunidad antitumoral efectora [6]. Finalmente, las células T especificas deben entrar

en el ambiente tumoral y ejercer sus mecanismos efectores; en este punto, superar los
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mecanismos inmunosupresores de las células malignas representa un reto. Los
tumores pueden (presumiblemente, al sesgar la maduracion de CDs) desencadenar la
respuesta inmune “incorrecta” o permitir la expansion de células T reguladoras (Treg),
lo que suprime la actividad de las células T efectoras [7]. Los tumores pueden regular
negativamente la expresion de antigenos tumorales diana y también producir una
variedad de moléculas de superficie (por ejemplo, PD-L1 o PD-L2) que interactdan con
los receptores de células T activadas (por ejemplo, PD-1), causando anergia en las
células T [8]. La expresion de esos ligandos supresores puede estar asociado con
mutaciones oncogénicas. Ademas, los tumores pueden liberar moléculas
inmunosupresoras, como indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que consume triptofano
y limita la funcion de las células T [9]. La hipoxia también puede conducir a la liberacion
de CCL28, que atrae la inmigracion de células Treg [10]. Finalmente, las células del
estroma tumoral también pueden suprimir la funcién de linfocitos efectores mediante
el bloqueo de la proliferacién y la funcion efectora; también suprimen la adhesion de
las células T al endotelio tumoral. Por tanto, los enfoques terapéuticos deben superar
barreras importantes: 1) los AATs son idénticos o estan estrechamente relacionados a
los antigenos de células sanas, lo que hace dificulta la diferenciacién entre respuestas
terapéuticas patoldgicas o respuestas autoinmunes; 2) la tolerancia central y periférica
conspiran por agotar o inactivar el repertorio de células T; 3) el microambiente tumoral

es intrinsecamente inmunosupresor [6].

Sin embargo, en este escenario el desarrollo de inmunoterapias ha dado lugar a casos
de éxito, tales como la terapia basada en células dendriticas contra el cancer de
prostata metastasico (Provenge) aprobada por la FDA, asi como las terapias basadas
en anticuerpos monoclonales contra el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdéxicos

(CTLA-4) o la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1) [11-13].

3.1.2. CTLA-4 como blanco terapéutico

Un campo de investigacion promisorio es la posibilidad de interferir a nivel celular con

los fendbmenos de evasion inmune del tumor. El enfoque mas exitoso ha sido la
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inhibicion de células inmunosupresoras a través del bloqueo de moléculas reguladoras
negativas, las cuales comprenden una familia de proteinas que contribuyen a la
regulacion de la respuesta mediada por células T. Entre estas moléculas, el antigeno
4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) es la mas estudiada, y las estrategias
terapéuticas dirigidas a su inhibicibn se encuentran en etapas avanzadas de

investigacion clinica [14,15].

Como se menciond anteriormente, la primera sefal de activacion de las células T es
el reconocimiento del antigeno a través del receptor de células T (TCR). Como
segunda sefial, se requiere la participacion de moléculas co-estimuladoras expresadas
en la superficie de las células T (ej. CD28) y de las CPA (ej. B7-1 (CD80), B7-2 (CD86));
el fallo en la recepcién de esta segunda sefial se debe a la tolerancia inmunoldgica.
Las moléculas co-inhibitorias (ej. CTLA-4) previenen la hiper-activaciéon inmune y
evitan el dafio en tejido mediante la limitacion de la actividad de células T. Por tanto,
las moléculas co-inhibitorias son necesarias para controlar el potencial destructivo del
sistema inmune y mantener la homeostasis inmune, es decir, la existencia tanto de
células T efectoras como células T reguladoras, asi como CDs maduras y

tolerogénicas [16].

El receptor CTLA-4, también conocido como CD152, es un miembro de la superfamilia
de inmunoglobulinas (Ig) y es la primera molécula co-inhibitoria identificada. Presenta
una homologia del 30% con CD28 y esta implicada en la regulacion de la activacion
de los linfocitos T. El gen ctla-4 se expresa constitutivamente en los linfocitos T
CD4*CD25" (celulas Treg) debido a que es necesario para la transcripcion del factor
Foxp3, el cual determina el linaje de células Treg. NO oObstante, varios estudios han
demostrado la expresion del gen ctla-4 en otro tipo de células, incluyendo linfocitos B,
monocitos, granulocitos, entre otras; su funcion es desconocida en estas células [13].
CTLA-4 es un regulador negativo clave que se recluta y sobreexpresa en la membrana
plasmatica tras la estimulacion del TCR con el antigeno durante la fase inicial de la
activacion de células T, de tal forma que compite con CD28 por la unién a los miembros

de la familia B7 (CD80/CD86) de moléculas accesorias expresadas en CDs y otras
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CPAs. La union con CD28 promueve la proliferacion de células T al incrementar la
produccion de IL-2 y factores anti-apoptoticos; ademas, reduce el nUmero de uniones
TCR-antigeno para generar una respuesta. En contraste, la union de CTLA-4 bloquea
la respuesta celular mediada por CD28, disminuye la produccion de citocinas
estimulatorias (ej. IL-2), incrementa la produccion de citocina inmunosupresoras (ej.
TGF-B) y arresta el ciclo celular [17]. Por tanto, inhibe eficazmente la activacion y
estimulacién de células T, atenuando la respuesta inmune y restaurando la tolerancia,
tanto a antigenos propios, lo que permite mantener la homeostasis inmune, como

hacia los antigenos asociados a tumores.

Ademas de bloquear la funcién de CD28, CTLA-4 ejerce su funcion co-inhibitoria a
través de la sefializacion de CD80/CD86: por ejemplo, la interaccion entre CTLA-4 y
CD80/CD86 induce el catabolismo de triptéfano por la induccion de la expresion de

indoleamina 2,3-dioxigenasa, que finalmente inhibe las respuestas de células T.

La proteina CTLA-4 contiene un dominio extracelular de 5 unidades, un dominio
transmembrana y una cola citoplasmatica; ademas, presenta distintas isoformas. La
isoforma unida a la membrana actia como un homodimero interconectado por un
enlace disulfuro, mientras que la isoforma soluble actia como un monémero. El
dominio intracelular de la CTLA-4 es similar al de CD28 y tiene actividad catalitica. La
inhibicion de las respuestas de las células T inducida por la CTLA-4 se debe a la
desfosforilizacién de algunas proteinas como la CD3 o la LAT (linker of activated T
cells) [18]. Ademas, presenta dos sitios de N-glicosilacion en Asn78 y Asnlll, sin
embargo, ninguno parece ser importante para la estructura o estabilidad de CTLA-4.
Existe evidencia de que las interacciones extracelulares con CTLA-4 conducen a la
oligomerizacién de CD80, creando asi el potencial de regular las vias de sefalizacion

intracelular [19].

Notablemente, en contraste con los patdgenos, las células tumorales no solo pueden
inducir la sobreexpresion de CTLA-4 en células T, sino que también carecen de
moléculas co-estimuladoras; lo que les permite evadir el sistema inmune y proliferar.

La importancia fundamental de CTLA-4 sobre el control de las células T esta bien
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fundamentada en investigaciones previas que han demostrado que la delecion del gen
CTLA-4 conduce a una hiperactivacion inmune sistémica letal caracterizada por
linfoproliferacion y destruccion de tejido multiorganico [20]. Ademas, se ha sugerido
que la funcién de las Treg también es bloqueada por anticuerpos anti-CTLA-4. Un
abordaje para suprimir la regulacion negativa mediada por CTLA-4 consiste en su
bloqueo mediante anticuerpos monoclonales; lo que conduce a una interaccién viable
entre B7 (B7.1/B7.2) en CPAs y CD28 en células T [6, 21]. Este enfoque esta siendo
explorado a nivel clinico en distintos tipos de cancer, incluyendo cancer de pulmon,

préstata, pancreatico, hepatico y colorrectal [22,23].

3.1.2.1. Evidencia preclinica del bloqueo de CTLA-4 como terapia contra
cancer

El papel fundamental de CTLA-4 como punto de control o “checkpoint” en las
respuestas del sistema inmune adaptativo aunado a la teoria de la vigilancia inmune
del cancer sustenta la hipotesis de que el bloqueo de CTLA-4 puede romper la
tolerancia inmune hacia las células malignas y conduce a la erradicacion o regresion
del tumor. En modelos de ratén se ha demostrado que el desarrollo de anticuerpos
inhibidores especificos de CTLA-4 aumenta la activacion de las células T y su
proliferacion in vivo [24]. También se ha demostrado que los AATs no siempre pueden
provocar una respuesta inmune efectiva a través de las rutas de TCR/MHC vy
CD80/CD86, a menos que la via de CTLA-4 sea blogueada [25, 26].

Los efectos terapéuticos del bloqueo de CTLA-4 se han probado en un rango de
biomodelos de tumores, incluyendo melanoma [27], carcinoma de mama [28] y linfoma
[29]. En modelos animales de cancer de préstata, el tratamiento con anti-CTLA-4 no
solo obtuvo una disminucién del crecimiento tumoral, sino que también se asoci6 con
un importante beneficio en tras la extirpacion quirdrgica del tumor. Sin embargo, el
tratamiento con anticuerpos especificos anti-CTLA-4 resultd mas efectivo en
combinacion con las vacunas contra cancer [30,31]. En este sentido, en un modelo de
raton de cancer de préstata, la incidencia de tumores fue reducida cinco veces

mediante la administracion de un anticuerpo anti-CTLA-4 a un raton previamente
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vacunado. En otro estudio, la inhibicién de CTLA-4 junto con la vacuna de ADN dirigida
a AATs especificos para melanoma aumento sinérgicamente la tasa de erradicacion
del melanoma B16: este régimen de combinacion resulté mas efectivo cuando se
administré por primera vez la vacuna, seguido por el anticuerpo anti-CTLA-4 y luego

por una vacuna de refuerzo [32].

A pesar de los buenos resultados de la terapia, otro hallazgo importante fue que
muchos animales que experimentaban rechazo inmune del cancer también
desarrollaron enfermedades autoinmunes (por ejemplo, despigmentacion progresiva
de la piel en el modelo de melanoma B16), que revela la pérdida de tolerancia a los
tejidos normales [33]. Estas observaciones junto con el fenémeno de linfoproliferacién
observado en ratones con deleciéon de CTLA-4, hacen evidente que se debe de evaluar
de forma detallada la seguridad de las terapias basadas en anticuerpos anti-CTLA-4

en humanos.

3.1.2.2. Evidenciaclinica del uso de anticuerpos monoclonales anti-CLTA-
4

El desarrollo mas importante de inmunoterapia en cancer fue la aprobacién por parte
la FDA de dos anticuerpos monoclonales humanos especificos para CTLA-4,
ipilimumab en 2011 y tremelimumab en 2015, para su uso en pacientes con melanoma
metastasico; ya sea como terapia inicial o después de recaida [34,35]. Después del
bloqueo de CTLA-4 con tremelimumab, se observé infiltracion de linfocitos T CD8* y
disminuyo la expresion de Foxp3 [36]. En cuanto a la eficacia terapéutica, distintos
ensayos clinicos fase I/l usando tremelimumab (solo 0 en combinacion con vacunas)
han demostrado que el anticuerpo puede favorecer la regresién de cancer en mas de
10% de pacientes afectados con melanoma metastasico [37-39]. Actualmente,
tremelimumab se aplica en combinacion con otros farmacos anti-cancer para el
tratamiento de pacientes afectados con melanoma y otros tipos de tumores como
cancer de prostata [40]. Por otro lado, el bloqueo con ipilimumab incrementa la
expansion clonal de CTL especificos para péptidos usados para vacunacion de

pacientes con melanoma [41]. En cuanto a la actividad terapéutica, ipilimumab
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demostro resultados prometedores en etapas tempranas de las evaluaciones clinicas.
En este sentido, en un estudio con 14 pacientes con melanoma avanzado se
administraron multiples dosis intravenosas de ipilimumab en combinacién con
vacunacion subcutdnea con 2 péptidos derivados del AAT gpl100 [42]. El bloqueo de
CTLA-4 indujo regresion del cancer en 3 pacientes. Ipilimumab también se ha
investigado para el tratamiento de otros tumores [43]. Por ejemplo, en un ensayo
aleatorizado de fase Il en pacientes (n = 130) con carcinoma de pulmon avanzado sin
previa quimioterapia, los pacientes se dividieron (proporcion = 1: 1: 1) para recibir
paclitaxel mas carboplatino con placebo (control) o ipilimumab (10 mg / kg) como dos
tratamientos alternativos, ipilimumab simultaneo (ipilimumab + quimioterapia seguido
de placebo o quimioterapia) o ipilimumab en fase (placebo + quimioterapia seguido de
ipilimumab + quimioterapia). El tratamiento de ipilimumab en fase, pero no el
tratamiento de ipilimumab simultaneo increment6 la progresion libre de tumor con
relacion a los controles [44]. En conjunto, los estudios de ipilimumab han demostrado
el beneficio terapéutico del tratamiento y que es bien tolerado en un rango de dosis
con la posibilidad de presentar algunos efectos secundarios, principalmente
relacionados con autoinmunidad. En este sentido, se ha sugerido una correlacion entre
la dosis y la toxicidad y el beneficio clinico. Sin embargo, el nUmero relativamente
pequefio de pacientes ingresados en los estudios impide llegar a conclusiones

definitivas sobre la eficacia, respuesta a la dosis y seguridad.

3.1.2.3. Toxicidad asociada al bloqueo de CTLA-4

Un problema importante en el uso de los anticuerpos dirigidos contra CTLA-4 es la
toxicidad. Como se esperaba de los hallazgos con estudios con animales, el bloqueo
de este punto de control inmune se puede acompafar de efectos secundarios bien
caracterizados conocidos globalmente como “eventos adversos relacionados con el
sistema inmune” (irAEs). Los irAEs incluyen principalmente colitis (con diarrea como
principal sintoma), dermatitis, hepatitis y endocrinopatias (por ejemplo, hipofistis);

uveitis, nefritis y miopatia inflamatoria [45].
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Estas toxicidades tipicas probablemente provienen de la estimulacion inmune
inespecifica después del bloqueo de CTLA-4; en general son leves y autolimitadas, y
se pueden tratar con corticoesteroides sistémicos. En casos raros, pueden presentarse
efectos secundarios graves como colitis hemorragica/perforante o necrdlisis
epidérmica téxica que requieren un estricto control del paciente, hospitalizacion,

interrupcion del bloqueo de CTLA-4 y terapia de apoyo adecuada [45].

En un estudio se analizaron los datos de seguridad del tratamiento administrado a
1498 pacientes con melanoma avanzado, de los cuales 14 completaron las fases 1 a
3 de los ensayos clinicos con ipilimumab; el 64.2% presentaron efectos adversos y
menos del 1% resultaron en muerte. Los irAEs mas comunes fueron erupciones en
piel, hepatitis, colitis, endocriopatias, hipopituitarismo o dafio neurolégico. Otros iIrAEs
observados en 1% de los pacientes fueron uveitis, neumonitis, pancreatitis, nefritis
autoinmune y otros [46]. Los datos de toxicidad revelan también que existe una
asociacion entre el desarrollo de irAEs y regresion tumoral en pacientes con melanoma
en metastasis, asi como un tiempo prolongado de recaida. Ademas, resulté interesante
gue el tratamiento de los efectos adversos autoinmunes con corticosteroides no afecta

la actividad antitumoral [47,48].

3.1.3. Vacunas de ADN contra CTLA-4

El desarrollo de inmunoterapias alternativas que no requieran una dosificacion
constante y que disminuyan los costos asociados al tratamiento con anticuerpos
monoclonales constituye un objetivo relevante. Por tanto, el desarrollo de vacunas
contra CTLA4 se ha explorado por algunos grupos, principalmente bajo el enfoque de
vacunas de ADN. Estas vacunas estan compuestas por plasmidos que portan el gen
codificante del antigeno vacunal y las regiones regulatorias que permiten su expresion.
De esta forma cuando la vacuna es administrada, el antigeno blanco se expresa in
vivo, con la consecuente induccién de respuestas inmunes humorales o celulares [49].
En los ultimos afios, se han logrado avances importantes en el desarrollo de vacunas

de ADN, particularmente para el tratamiento del cancer y de enfermedades infecciosas
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cronicas. Sin embargo, estas vacunas han mostrado en general una inmunogenicidad
modesta en humanos [50]. Por tanto, actualmente se desarrollan alternativas para
aumentar su potencial inmunogénico, lo que incluye la coadministracion con citocinas,
probar distintas vias de inmunizacion, el uso de vehiculos de entrega novedosos, entre

otros.

Bajo el concepto de inducir respuestas inmunes contra un antigeno especifico y a la
vez contra CTLA-4, lo que permitiria una supresién de su papel inhibitorio en la
induccion de respuestas de células T, se han desarrollado vacunas de ADN “duales”
qgue codifican para una proteina de fusion que comprende al antigeno blanco y
secuencias relevantes de CTLA-4. Este enfoque ha demostrado ser promisorio para
mejorar la inmunogenicidad de las vacunas de ADN contra cancer [51-53]. En este
escenario, se ha demostrado que la inmunizacién con plasmidos que expresan
antigenos fusionados a CTLA-4 inducen respuestas especificas, preferentemente
humorales (Th2); aunque la vacunacion con ADN a través de la via intramuscular
generalmente induce respuestas inmunes del tipo Thl. Por lo tanto, la fusion de un
antigeno especifico a CTLA-4 proporciona una modificacion simple pero efectiva de la
vacuna de ADN si se desea una respuesta que presente un balance entre las
respuestas Thl y Th2 [54]. Sin embargo, se han identificado un nimero reducido de
desarrollos de vacunas de ADN contra cancer. Sloots y cols. (2008) demostraron que
la vacunacion con ADN plasmidico portador del dominio extracelular de CTLA-4
fusionado al antigeno HER-2 humano (residuos 1-222) mejora considerablemente la
eliminacion de tumores en ratones BALB/c, previamente expuestos a células de
carcinoma renal (Renca) que expresan HER-2; lo que correlacioné con la induccion de
respuesta humoral y de células T CD8* contra HER-2 [55]. Del mismo modo, una
vacuna de ADN codificante de CTLA-4 fusionado a los 224 residuos correspondientes
al fragmento homoélogo HER-2 Neu de rata retrasd la aparicion espontanea de
carcinomas en ratones BALB/neuT. En otro estudio reportado en 2013, los autores
produjeron una vacuna de ADN que codifica para la secuencia de CTLA-4 humano
fusionada al dominio transmembranal de la fosfatasa alcalina de placenta (PLAP); la
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cual indujo en ratones c57BL/6 una respuesta humoral contra CTLA-4 humana con
reactividad cruzada contra CTLA-4 murina, lo cual se correlacion6 con una inhibicion
del crecimiento de tumores inducidos por células B16F10. Por otro lado, se observo
que el acoplamiento de liposomas con pVAC-1-mCTLA-4 rompié la tolerancia al
autoantigeno en ratones BALB/c y logré la induccion de una respuesta inmune potente
contra CTLA-4 murino, asi como la supresion del crecimiento del carcinoma
subcutaneo de células renales (Renca) [56]. En otro estudio publicado en 2016, los
autores disefiaron una vacuna de ADN basada en una fusién del antigeno prostatico
de células madre (PSCA) y el gen de CTLA-4. Los resultados mostraron en ratones la
induccion de un alto nivel de anticuerpos anti-PSCA y un incremento significativo en la
respuesta de células T CD4* reactivas hacia PSCA. Para evaluar la eficacia anti-
tumoral de esta vacuna, los ratones fueron retados con células tumorales expresando
PSCA. El plasmido codificante de la fusion de PSCA y CTLA-4 generd una inhibicion
mayor del crecimiento tumoral en comparacion con el plasmido que solamente codifica

para el antigeno blanco [57].

Las vacunas de ADN ofrecen numerosas ventajas, tales como su bajo costo, facil
desarrollo y alta estabilidad; sin embargo, es indispensable comprobar plenamente que
la administracion del ADN exdgeno es segura, por ejemplo: a) que no se inserta en el
genoma del hospedero, ya que de lo contrario podria activar oncogenes o inactivar
genes supresores de tumores; b) que no se originan defectos genéticos heredables
por integrarse en células germinales; c) que realmente no desencadenaria la
produccion de anticuerpos anti-ADN responsables de provocar o acelerar el desarrollo

de enfermedades autoinmunes; d) que no se induzca tolerancia inmunologica [58].

3.1.4. Plantas como biofabricas de vacunas

Si bien existe un conjunto de plataformas bien establecidas para la produccién de
vacunas recombinantes, existen algunas limitaciones a superar para su aplicabilidad a

nivel global. Las plataformas convencionales de expresion de proteinas tales como
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bacterias, hongos, células de mamiferos o células de insecto, cominmente involucran
un proceso de produccion complejo en términos del uso de medios de cultivo costosos,
asi como un requerimiento de purificacion rigurosa; ademas, requieren de una gran
inversion en biorreactores y las formulaciones obtenidas requieren cadena de frio
durante su distribucion y ser administradas por personal capacitado. En este sentido,
es crucial el desarrollo de bioprocesos que produzcan biofarmacéuticos o vacunas a
bajo costo y que sean formulaciones faciles y seguras de administrar, especialmente
en paises en desarrollo [59]. El concepto de usar plantas genéticamente modificadas
para la produccion de biofarmacéuticos, principalmente vacunas, ofrece las siguientes
ventajas: i) produccion a bajos costos, ii) facil escalamiento, iii) alta seguridad debido
a que resulta inviable la reproduccion de patégenos humanos en plantas, iv) alta
capacidad biosintética, y v) efectos de bioencapsulacién, que resulta esencial para
asegurar la biodisponibilidad del componente terapéutico mediante una administracion
oral [60]. El uso de plantas como biofabricas constituye un enfoque conveniente para
lograr la produccion de vacunas por las ventajas clave anteriormente descritas. A la
fecha se han desarrollado una amplia gama de tecnologias para expresar eficazmente
antigenos en las células vegetales, entre los que destaca la transformacion transitoria
basada en vectores replicativos, que, después de la purificacion del antigeno, permiten
la formulacion de vacunas parenterales. Sin embargo, el desarrollo de vacunas
supone varios retos, relativos a garantizar la estabilidad y biodisponibilidad de la
vacuna, asi como superar la tolerancia inmunolégica logrando la induccion de una
respuesta inmune efectiva. Un enfoque para abordar este Gltimo aspecto consiste en
el uso de adyuvantes que favorecen la inmunogenicidad del antigeno blanco. En
particular, la enterotoxina termolabil de E. coli (LT) ha sido utilizada como un adyuvante
seguro y efectivo para la induccion de respuestas humorales y celulares. LT esta
integrada por dos subunidades: un dominio catalitico con actividad de ribosil
transferasa A (LTA) de 27 kDa y la subunidad B (LTB) de 11 kDa que se presenta en
forma de un pentamero asociado a la subunidad A para constituir la holotoxina [61].
LT entra a las células eucariotas mediante la interaccion de LTB con los gangliosidos

presentes en la membrana. El uso de LT como adyuvante es limitado debido a la
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toxicidad de la subunidad A, sin embargo, LTB ha sido ampliamente utilizada como
vehiculo que aumenta la inmunogenicidad a nivel de mucosas para antigenos
genéticamente fusionados a ésta [62]. LTB activa selectivamente la diferenciacion de
poblaciones de linfocitos e incrementa la presentacion via MHC-II por parte de las
células dendriticas [63], conduciendo a la induccidn de respuestas tanto de mucosas
como sistémicas; lo que ofrece la posibilidad de lograr efectos terapéuticos en
enfermedades que afectan tejidos distintos a los pertenecientes al tracto
gastrointestinal. Pitcovski y cols. (2006) demostraron que la entrega por via
subcutanea (s.c.) de polipéptidos multiepitépicos, derivados de antigenos asociados a
cancer y fusionados genéticamente a LTB, logro la induccién de respuestas inmunes
humorales en ratones. Determinaron que la produccion de anticuerpos es dependiente
de la union de LTB a las células [61]. En otro estudio realizado por Marcela Diaz y cols.
(2013) se logré demostrar la actividad adyuvante de LTB en un estudio fase 1 con
pacientes que fueron vacunados via intramuscular (i.m.) con V930, una vacuna de
ADN con cantidades iguales de plasmidos expresando el dominio extracelular y
transmembranal del receptor 2 del factor de crecimiento epidermal (HER-2), y con el
plasmido expresando el antigeno carcinoembrionario (CEA) fusionado a LTB. La
vacunacion fue bien tolerada sin observarse el desarrollo de efectos adversos. Los
resultados demostraron un incremento significativo tanto en la inmunidad celular, como
aquella mediada por anticuerpos contra el antigeno bacteriano (LTB) [64]. En otro
estudio reportado Rios-Huerta y cols. (2017) lograron producir en células vegetales la
proteina quimérica LTB-EBOV, que integré LTB como acarreador y dos epitopes de la
proteina GP1 de Zaire ebolavirus. La proteina LTB-EBOV resulté ser inmunogénica en
ratones BALB/c inmunizados por via oral o s.c. Es importante sefialar que se logro la
induccion de respuestas humorales de IgA e IgG en ratones inmunizados por la via
oral [65].

Las vacunas de subunidades se pueden producir mediante métodos de transformacion
estable 0 expresion transitoria. En el sistema de transformacién estable, los genes de

la vacuna se insertan en el genoma de la planta, mientras que en el sistema de
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expresion transitoria los genes son expresados en un corto plazo sin que ocurra la
insercion en el genoma de la planta. La expresion transitoria se puede lograr mediante
infiltracion con Agrobacterium tumefaciens. Esta tecnologia se ha aplicado
principalmente a la produccion de vacunas y anticuerpos que estan cercanos a su
comercializaciéon. La mejor especie para la expresion transitoria es Nicotiana
benthamiana, ya que es susceptible a diversos virus vegetales y a A. tumefaciens y
por tanto es eficientemente sometida a infiltracion sistémica empleando A.tumefaciens
[66].

A la fecha se han propuesto una diversidad de prototipos de vacunas contra cancer
expresadas en plantas e incluso han sido aprobadas para ensayos clinicos. Por
ejemplo, en un ensayo clinico fase 1 para linfoma non-Hodgkin se realizé la expresion
transitoria de idiotipos individualizados (especificos para cada paciente) en N.
benthamiana contra linfoma folicular de células B. Este enfoque permitid una
produccion rapida de anticuerpos de cadena sencilla (scFv) derivados del tumor y la
inmunizacién de cada paciente con antigenos terapéuticos individuales [67]. A pesar
del éxito en la produccién de vacunas contra el cancer en sistemas vegetales, alun
existen retos para establecer los sistemas de plantas como plataformas para la
produccién de vacunas, por ejemplo, un bajo nivel de expresion de la proteina de
interés o la presencia de glicosilaciones especificas de la planta que no son deseadas.
Sin embargo, los avances en la biotecnologia de plantas, glicoingenieria e inmunologia
molecular pueden ser herramientas que conduzcan a la superacion de estos
inconvenientes y establecer a las plantas como una alternativa potencial como

sistemas de produccion de vacunas contra el cancer.

3.2. JUSTIFICACION

Las estrategias inmunoterapéuticas son consideradas un enfoque de frontera para
tratar el cancer. Sin embargo, es necesario expandir la investigacion en este topico en
vista de los altos costos de los tratamientos basados en anticuerpos monoclonales, asi
como la necesidad de incrementar la eficacia de los tratamientos para garantizar el

control de la enfermedad minima residual. La implementacion de una vacuna basada
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en un inmundgeno con la capacidad de inducir respuestas inmunes hacia CTLA-4 es
una propuesta relevante debido a la posible mejora en la eficacia terapéutica de las
inmunoterapias contra el cancer. En el contexto de la produccion de vacunas
recombinantes en hospederos novedosos, la aplicacion de plantas como biofabricas
constituye un enfoque atractivo por las ventajas clave que ofrece en vias de lograr la
produccion de vacunas a bajos costos. Es en este contexto que se propone la
produccion en plantas de una proteina fusion que comprenda a LTB como acarreador
y la secuencia del dominio extracelular de CTLA-4, como un enfoque para el desarrollo
de una nueva estrategia de vacunacion contra el cancer que sea efectiva y de bajo

costo.

3.3. HIPOTESIS

Es posible expresar en plantas el antigeno quimérico basado en el dominio extracelular
de CTLA-4 y un acarreador inmunogénico (la subunidad B de la toxina termolabil de

E. coli), dando lugar a una proteina con actividad inmunogénica en un modelo murino.

3.4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una vacuna candidato contra el cancer, expresada en plantas y dirigida
hacia CTLA-4, asi como evaluar su potencial inmunogénico en un modelo murino bajo

un esquema de inmunizacién parenteral.

3.4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefar la quimera que comprenda LTB y el dominio extracelular CTLA-4 como
antigeno blanco.
e Expresar el antigeno LTB-CTLA4 en N. benthamiana empleando un vector de

expresion geminiviral.
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e Determinar en ratones BALB/c la inmunogenicidad por la via subcutanea del
antigeno LTB-CTLA4 expresado en plantas.

3.5. METODOLOGIA

3.5.1. Disefo de las proteinas quiméricas y construccion del vector de
expresion

Se disefaron tres proteinas quiméricas que incluyeron la secuencia de la proteina
acarreadora LTB y el dominio extracelular de la secuencia humana de CTLA-4
(residues 1-125; GenBank BC074893.2). En el extremo amino terminal se fusionaron
3 distintos péptido sefal que se probaron para determinar cudl de ellos conduce a la
mayor expresion de la proteina fusion: 1) la secuencia de un péptido sefial derivado
de la proteina HA del virus de la influenza A [H1N1], 2) la secuencia de un péptido
sefal de la proteina BIP1 de Chlamydomonas reinhardtti o 3) la secuencia de un
péptido sefial murino lider derivado de la cadena pesada de IgG murina. En el extremo
carboxilo terminal se agreg6 la secuencia SEKDEL y 8xHis para su posterior
purificacion. Los genes se clonaron dentro del vector geminiviral pBYR2e usando las
enzimas de restriccion Xbal y Sacl (Figura 1*). Posteriormente, se transformo E.coli
DH18B mediante choque térmico con el vector resultante pBYR2e-LTB-CTLA4. Las
colonias fueron analizadas por PCR y posteriormente se transformé A. tumefaciens
GV3101 por electroporacion. Las colonias que contenian los genes de interés se
confirmaron mediante PCR.

*VER SECCION: PRODUCTO DE INVESTIGACION

3.5.2. Expresion y purificacion de las proteinas quiméricas
Las colonias positivas de A. tumefaciens GV3101 que contenian el vector de expresion
pBYR2e-LTB-CTLA4 se cultivaron a 28°C en medio LB toda la noche. Las células se

cosecharon y el pellet se resuspendid en buffer de infiltracion ajustando la

concentracion celular a una ODsoo de 0.4 para transformar las plantas. N. benthamiana
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de 6 a 8 semanas de edad fueron agroinfiltradas usando jeringa. Se recolectaron hojas
de las plantas infiltradas de experimento piloto a los 2, 3, 4, 5, y 6 dias post-infiltracién
(dpi) para evaluar los patrones de expresion de las proteinas de interés. Las hojas se
molieron y se prepararon los extractos de proteina total soluble. Para la produccion a
gran escala, las plantas se agroinfiltraron usando una camara de vacio. El tejido fresco
de hojas de plantas transformadas se proceso vy filtré en presencia de buffer 5 para
cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) (Tris-HCI 20 mM, NaCl 50
mM e imidazol 5 mM, pH 7.4). Se recupero el sobrenadante y los restos celulares
invisibles se eliminaron mediante filtracién con jeringa de 0.45 um. El filtrado se cargd
en una columna de afinidad Ni-NTA, se realiz6é un lavado y posteriormente se eluy6 la
proteina con buffer 250 (Tris 20 mM pH 7,4, NaCl 50 mM e imidazol 250 mM). La
proteina eluida se filtré y lavo en varias ocasiones para disminuir la concentracion de
imidazol. Finalmente, la proteina purificada se almacend a -80°C o se liofilizé para su

almacenaje y posterior uso.

3.5.3. Analisis de SDS-PAGE y Western blot

Las muestras se resuspendieron en agua inyectable o en buffer reductor 10x para
realizar el andlisis en condiciones reductoras (Tris HCI 125 mM, SDS al 12%, glicerol
al 10%, B-mercaptoetanol al 22%, azul de bromofenol al 0.001%, pH 6.8). Las
proteinas se separaron usando un gel de acrilamida al 15% y las bandas fueron
visualizadas mediante tincibn con coomassie. Para el andlisis por Western blot, los
geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se bloquearon con leche en polvo
descremada al 5% en PBS y se sondearon con un anticuerpo de conejo contra la
subunidad B de la toxina del colera (anti-CTB) conjugado con HRP de cabra o con un
anticuerpo anti-His de cabra conjugado con HRP. Las bandas se detectaron mediante

camara de deteccion quimioluminiscente.
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3.5.4. ELISA CTLA-4y ELISA-GM1

Se utiliz6 el kit CTLA-4 SimpleStep ELISA humano para detectar el dominio
extracelular de CTLA-4 en el antigeno quimérico elaborado en plantas.
Adicionalmente, se evalud el nivel de expresion de LTB-CTLA4 en el extracto de
proteina total soluble mediante ELISA dependiente de gangliosido GML1 utilizando los
extractos obtenidos como se describié anteriormente, sin incluir B-mercaptoetanol en
el buffer de extraccién. Se recubrieron placas de poliestireno de noventa y seis pozos
durante la noche a 4 ° C con gangliésido GM1 tipo Il (1,5 pg por pocillo) disuelto en
buffer de carbonatos (Na2CO3 15 mM y NaHCO3 35 mM). Después de lavar con PBST,
las placas se bloquearon durante 2 hrs a temperatura ambiente con leche en polvo sin
grasa al 5% disuelta en PBST. Se afiadieron los extractos de proteinas y las placas se
incubaron durante la noche a 4 ° C. Después de la incubacion, se afiadié suero anti-
CT (dilucién 1: 500) como marcaje primario y se realizé una incubacion a 4 ° C durante
la noche. Se aplico anti-lgG de ratdon conjugado a peroxidasa de rabano como
anticuerpo secundario (diluciéon 1: 2000) durante 2 hrs a temperatura ambiente. La
reaccion se desarroll6 mediante la adicion de una solucion de sustrato ABTS [0.6 mM
2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) con H202 1 mM] y, finalmente, se
obtuvieron los valores de densidad 6ptica ODaosnm usando un fotémetro de microplaca
Thermo Scientific Multiskan FC. Adicionalmente, se incluyé una curva estandar
preparada con patrones CTB puros en el ensayo para cuantificar el contenido de

proteina recombinante en hojas de N. benthamiana.

3.5.5. Evaluacion del potencial inmunogénico

Se evalud la inmunogenicidad de la proteina LTB-CTLA4 expresada en plantas en
ratones BALB/c hembra de 10 semanas de edad. Los ratones se mantuvieron en
condiciones estandar con acceso libre a alimentos y agua de acuerdo con los
procedimientos indicados por las Regulaciones Federales para la Experimentacion y
Cuidado de Animales (SAGARPA, NOM-062-Z00-1999, México). El protocolo fue
aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (numero
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CEID/201803).

Los grupos de ratones BALB/c (n = 5) se establecieron aleatoriamente y se sometieron
a un esquema de inmunizacién subcutanea con 3 inmunizaciones en los dias 1, 15y
30 con LTB-CTLA4 expresada en plantas (10 pg) o el péptido CTLA4 (10 pg). Los
antigenos se emulsionaron en un volumen de adyuvante incompleto de Freund (IFA).
Ademas, se incluyd un grupo control que unicamente fue inmunizado con el vehiculo
PBS. Se recuperaron muestras de sangre los dias 0, 14, 29, 45, 115y 130 (TO, T1, T2,
T3, T4 y T5, respectivamente). Para determinar la respuesta de IgG contra LTB o el
péptido CTLA4 se analizaron muestras de suero mediante ELISA. Para este propdésito,
se recubrieron placas de poliestireno de noventa y seis pozos durante la noche a 4 °
C con 1 pg/pozo del péptido sintético CTLA4 (secuencia:
DSQVTEVCAATYMMGNELTFLDD) o 1 pug/pozo de LTB puro. El protocolo incluyd tres
lavados con PBST entre cada paso. Las placas se bloquearon con leche en polvo sin
grasa al 5% durante 2 hrs 25 ° C. Se agregaron diluciones en serie de sueros de
ratones y las placas se incubaron a 4 ° C durante la noche. Posteriormente se agreg6
el anticuerpo secundario (dilucion 1: 2000) y las placas se incubaron durante 2 hrs 25
° C. La deteccion de union a anticuerpos se realiz6 como se describe en el apartado
anterior. Los niveles de anticuerpos se reportan como los valores medios de OD
medidos en un lector de microplacas. Adicionalmente, se hizo un analisis de subclases
de IgG usando anti-IgG1 y anti-lgG2 conjugados a HRP en dilucién 1:2000. Para la
determinacion del titulo de anticuerpos, se analizaron las diluciones en serie y las
diluciones mas altas en las que el valor de OD estaba por encima del registrado para
el grupo PBS + 2 x SD se determiné como el valor del titulo. Los datos generados a
partir de la prueba de inmunogenicidad se analizaron mediante un ANOVA
unidireccional utilizando el software GraphPad Prism 8 (p <0.05).

3.5.6. Citometria de flujo

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) a partir de una
muestra de sangre venosa humana por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque. Se
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evaluo la viabilidad celular mediante la tincion de azul de tripan. Las células se
cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado (10% de suero fetal bovino, 10 nM
glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina 'y 100 U/mL de penicilina) con PHA (10 ug/mL)
durante 48 h a 37°C y 5% CO2. Posteriormente, se recolectaron un total de 5x10°
células por condicion para incubarlas con suero anti-CTLA4 de ratones inmunizados
con LTB-CTLA4 producido en plantas o0 con suero pre-inmunizacion a una dilucién
1:100 por 30 min a 4°C. Al término de la incubacion, las células se lavaron con PBS y
se incubaron con un anticuerpo secundario policlonal producido en cabra anti-IgG de
ratbn marcado con FITC durante 30 min a 4°C y adicionalmente, se tifieron con un
anticuerpo anti-CD3 de humano marcado con PerCP. Se establecieron controles
experimentales realizando una tincién de células con isotipo K IgG2a de ratén o con
un anticuerpo producido en ratéon anti-CTLA4 de humano marcado con APC.
Finalmente, las células se lavaron con PBS y se fijaron con 1% de paraformaldehido
antes de analizarlas en el citbmetro. En todas las condiciones los receptores Fc fueron
bloqueados incubando las células con 10% de suero AB humano por 30 min a 4°C. El
andlisis se realizé en el citbmetro de flujo FACSCanto Il y con el software FACSDiva.
En todas las condiciones, la expresion de CTLA4 fue evaluada en la poblacion de
células CD3 positiva. Fueron analizados hasta 20,000 eventos en la region de células
CDs.

3.6. RESULTADOS

Los genes optimizados in silico con diferentes péptidos sefial se clonaron en un vector
geminiviral y fueron expresados en N. benthamiana. El fenotipo de las hojas infiltradas
con los plasmidos que contienen diferentes secuencias de péptido sefial presentd
pequefias diferencias (Figura 2A*). El resultado de ELISA demostré que el mejor
rendimiento de expresion de LTB-CTLA4 se obtuvo con el casete de expresion que
contenia el péptido sefial de planta, que mostré sefiales de necrosis a 6 dpi. El nivel
de expresion mas alto de LTB-CTLA4 fue de 1,29 ug/g de peso fresco de hojas a 4 dpi

(Figura 2B*). EI LTB-CTLA4 expresando las secuencias de péptido sefial del virus de
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la influenza y C.reinhardtti mostraron sefiales de necrosis a 4 dpi y acumularon menos
proteina LTB-CTLA4 (datos no mostrados). Adicionalmente, la proteina LTB-CTLA4
en los extractos de plantas se detectd mediante andlisis por Western blot usando un
anticuerpo anti-conejo-anti-CTB-HRP de cabra (Figura 2C*). Es importante notar que
el resultado por Western blot presenta una tendencia similar a lo que se obtuvo en el
ELISA en la figura 2B*.

Se realiz0 otro analisis por Western blot utilizando anti-CTB-HRP y anti-His-HRP para
probar la presencia e integridad de la proteina fusién LTB-CTLA4. El marcaje con
ambos anticuerpos reveld la presencia de la proteina (~30 kDa) en muestras de hojas
infiltradas. Las figuras 3A* y 3B* muestran una banda de LTB-CTLA4 entre los 150 y
250 kDa cuando se analizé en condiciones no reductoras, lo que sugiere que LTB-
CTLA4 se ensambla en un pentamero. Ademas, en condiciones reductoras se mostré
que LTB-CTLA4 también puede formar varios oligobmeros. La figura 3C* muestras que
se logro purificar la proteina LTB-CTLA4 a través de cromatografia de afinidad Ni-NTA.
Adicionalmente, se confirmé la oligomerizacion y capacidad de union a GM1 de la

proteina quimérica a través del ensayo ELISA-GM1 (Figura 4*).

Se evalud la inmunogenicidad de la proteina LTB-CTLA4 expresada en plantas en
ratones BALB/c hembra. Los ratones fueron divididos en 3 grupos, a un grupo se le
administro la proteina LTB-CTLA4 expresada en N. benthamiana (10 pg), otro grupo
recibio el péptido sintético CTLA4 (10 ug), y un grupo control al que Unicamente se le
administr6 PBS. Los antigenos fueron administrados con adyuvante incompleto de
Freund y los ratones recibieron 3 dosis via subcutanea en los dias 1, 15 y 30. Se
obtuvieron muestras de sangre a los dias 0, 14, 29, 45, 115y 130 (TO, T1, T2, T3, T4
y T5, respectivamente) para determinar la respuesta de IgG contra LTB o el péptido
CTLA4 en suero mediante ELISA. Los resultados demuestran que se obtuvo un
importante incremento en la respuesta IgG contra el péptido sintético CTLA4 en el
suero de los ratones inmunizados con el antigeno LTB-CTLA4 expresado en planta a
partir del tiempo T3 comparado con los otros grupos. La seroconversion para LTB

ocurrié una semana después de la primera inmunizacion para el grupo inmunizado con
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el antigeno expresado en plantas (Figura 5*). Ademas, se demostré que el titulo de
anticuerpo, determinado como el valor de OD que esta por encima del registrado para
el grupo PBS + 2 x SD, es significativamente mayor para los ratones inmunizados con
LTB-CTLA4 expresado en plantas comparado con el obtenido para el grupo de ratones

gue solo recibieron el péptido sintético CTLA4 (Figura 6A%*).

Finalmente, PBMCs de humano fueron incubadas con suero de ratones inmunizados
con LTB-CTLA4 expresado en plantas para determinar su reactividad frente a CTLA-4
nativa por citometria de flujo. Los resultados demuestran un porcentaje
significativamente mayor de células positivas cuando se empled el suero de ratones
inmunizados con LTB-CTLA4, mientras que los sueros preinmunes condujeron a una

positividad muy baja (Figura 7*).
*VER SECCION: PRODUCTO DE INVESTIGACION

3.7. DISCUSION

Diversas estrategias terapéuticas que se han dirigido a la inhibicion de CTLA-4 se
encuentran en etapas avanzadas de investigacion clinica y algunas de ellas han sido
aprobadas por la FDA, este es el caso del anticuerpo monoclonal Ipilimumab. Sin
embargo, aunque las posibilidades terapéuticas de los anticuerpos monoclonales son
enormes, una limitacion importante son los altos costos y la necesidad de una
dosificacion constante. Ante estas limitaciones el uso de plantas como biofabricas
biofarmacéuticas ofrece entre otras ventajas una produccidn econémica Yy

relativamente rapida.

Bajo este contexto, se decidio combinar el enfoque de inmunidad activa contra
moléculas punto de control con las ventajas de la tecnologia molecular agricola para
establecer un modelo de inmunoterapia basado en un antigeno vegetal, LTB-CTLA4,
gue se expreso transitoriamente en N.benthamiana. Para ello, se utilizo un sistema de
expresion geminiviral y los rendimientos fueron de hasta 0.96 pug de LTB-CTLA4
purificado por gramo de hojas frescas obtenido a los 4-5 dias post-infiltracion. Aunque

este sistema normalmente da como resultado rendimientos en el orden de
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microgramos por gramo de hojas frescas, este es un parametro dependiente del
producto. Los rendimientos observados en el presente estudio son comparables a los
observados para enfoques de transformacion nuclear estable, que estan en el rango

de 20-50 pg de peso seco.

Una ventaja clave del sistema de expresion que se selecciono es la rapida produccion
del antigeno ya que no requiere etapa de seleccion y regeneracion; el tiempo total
invertido para la expresion de la proteina es de 3-4 semanas antes de realizar un
escalamiento. Las diferentes sefiales de necrosis observadas en las hojas de
N.benthamiana infiltradas con las construcciones portadoras de 3 diferentes péptido
sefal se cree que es debido a la expresion masiva y acumulacién temprana de la
proteina recombinante que genera estrés en la planta lo que incrementa la presencia

de especies reactivas de oxigeno causando muerte celular.

Una vez que se determinaron las mejores condiciones de expresion del antigeno LTB-
CTLA4, se generaron grandes lotes de expresion transitoria para proceder con la
purificacion de la proteina en cromatografia por columna Ni-NTA. Los resultados
presentan una proteina contaminante que probablemente corresponde a RuBisCO.
Debido a que LTB-CTLA4 y la enzima RuBisCO tiene un rango de precipitacion
cercano se debe explorar otros enfoques de purificacion para lograr mayor pureza de
LTB-CTLA4.

Se logré establecer el potencial inmunogénico de LTB-CTLA4 de origen vegetal
después de completar el esquema de inmunizacion en ratones BALB/c. La proteina
guimérica es capaz de inducir respuesta humoral con el titulo mas alto de IgG anti-
CTLA4 alas 12 semanas después de la administracién de la dltima dosis. Ademas, se
analizé la relacion de 1gG1/lgG2a y el resultado correlaciona con la tipica respuesta
Th2 favorecida por la presencia de la secuencia acarreadora LTB. A través de ensayo
por citometria de flujo se determind la reactividad significativa del suero de ratones
inmunizados con LTB-CTLA4 frente a PBMC humanas, lo que sugiere que el anti-
CTLA4 en suero de ratones reconoce las moléculas CTLA-4 nativas que se expresan

en la superficie celular.
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En resumen, se produjo con éxito LTB-CTLA4 en plantas y se propuso como vacuna
candidato para terapia contra cancer, la vacuna se produjo con rapidez y su expresion
transitoria en plantas resulta en un enfoque rentable para generar un bioproducto
accesible. Los estudios futuros se centraran en analizar mas a fondo la induccion de
la respuesta inmune, asi como investigar la eficacia de la vacuna para evitar la

progresion del tumor.

3.8. CONCLUSION

Se logr6 producir una proteina quimeérica que comprende la fusion de una secuencia
de la molécula CTLA-4 y una secuencia acarreadora inmunogénica, LTB, a través de
Su expresion transitoria en plantas y resulté en un candidato promisorio de vacuna
contra cancer por su capacidad para inducir respuestas humorales significativas en un

modelo murino.

3.9. PERSPECTIVAS

- Evaluar la inmunoproteccion de la proteina fusion LTB-CTLA4 en un modelo

murino.
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ANEXOS

Articulos en redaccion
- Overview of cancer vaccine development targeting CTLA-4 and PD-1

El articulo de revisién esta enfocado en analizar el panorama de vacunas que se han
desarrollado dirigidas especificamente a los dos blancos terapéuticos con mayor foco

de atencion para el desarrollo de inmunoterapias contra cancer, PD-1y CTLA-4.
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Abstract: Immunotherapies for cancer treatment constitute promising avenues to fight
this global health issue. Algae can be used as both biofactories and delivery vehicles
of vaccines; having low cost, fast growth, enhanced safety, and adjuvant effects as
advantages. In the present study a multiepitope protein, called BCB, was designed as
an attractive approach to develop new cancer immunotherapies. The BCB protein
targets epitopes from the following tumor-associated antigens: human epidermal
growth factor receptor-2 (HERZ2), mucin-like glycoprotein 1 (MUC1), Wilms’ tumor

antigen (WT1), and mammaglobin.

43



Moreover, the BCB protein is based on the B subunit of the heat labile E. coli
enterotoxin as immunogenic carrier to brake tolerance against self-antigens. A
synthetic BCB-coding gene was obtained and expressed in Schizochytrium sp. using
the Algevir system. The BCB protein was successfully expressed in transformed algae
at levels up to 637 pg/g fresh weight, retaining the GM1-binding activity. The algae-
made BCB showed reactivity towards an anti-serum against the tumor cell line 4T1;
evidencing its antigenicity. Moreover, the immunogenicity was evidenced in mice
immunized with BCB, which developed serum IgG antibodies reacting against the 4T1
lysate. This study constitutes the first step in the development of innovative algae-

based vaccines against cancer.

Key words: Algevir; chimeric antigen; tumor-associated antigen.
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