Universidad de la Habana
Facultad de Biologia

Proteoliposomas de muy pequena talla:
un nuevo adyuvante disenado para la
inmunoterapia del cancer.

Tesis presentada en opcién al grado cientifico
de Doctor en Ciencias Biologicas

Autor: MCs. Circe Mesa Pardillo
DrCs. Luis E. Fernandez Molina

Tutor:

N,
Centro de Inmunologia Molecular

Ciudad de la Habana,
2005







Z

A vl maamad. ...







ABREVIATURAS

por orden alfabético:

AcM
Ag
APC
APC;
ARNasa
bmDC
BCG
BSA
CFSE
CIM
CpG
CPM
CTL
D.E
DC
EJIVR
FACS
FCS
FITC
FSC-H
B-Gal
GM-CSF

HSP
IAH
LPS
M-CSF

MHC

NK
OVA
PAMP

PBMC
PBS
PE
PIC

anticuerpo monoclonal

antigeno

células presentadoras de antigenos (del inglés “Antigen presenting cells”)
aloficocianina (del inglés “allophycocyanin’)

ribonucleasas

c¢lulas dendriticas derivadas de médula dsea (del inglés “bone marrow dendritic cells™)
Bacillus Calmette-Guerin

Albumina de suero bovino (del inglés “bovine serum albumin”)
carboxi-fluorescein diacetato succinimidil éster

Centro de Inmunologia Molecular

ADN bacteriano no metilado con secuencias CpG

conteos por minuto

linfocitos T citotoxicos (del inglés “citotoxic T lymphocytes™)
desviacion estandar

células dendriticas (del inglés “dendritic cells™)

Edward Jenner Institute for Vaccine Research

citometria de flujo (del inglés “fluorescence activated cell sorter”)
suero fetal bovino (del inglés “fetal calf serum™)

isotiocianato de fluoresceina (del inglés “fluorescein iso-thiocyanate™)
dispersion del laser hacia adelante (del inglés “forward scatter”)
enzima [3 galactosidasa

factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (del inglés “granulocyte
macrophage colony stimulating factor”)

proteinas de estrés celular (del inglés “heat shock proteins™)

“Institute for Animal Health”

lipopolisacarido

factor estimulador de colonia de macrofagos (del inglés “macrophage colony stimulating
factor”)

moléculas del sistema principal de histocompatibilidad (del inglés “major histocompatibility
complex”)

asesinas naturales (del inglés “natural killer)
albumina de huevo de pollo (del inglés “ovoalbumin™)

patrones moleculares asociados a patéogenos (del inglés “pathogen associated molecular
patterns”)

células mononucleares perféricas (del inglés “peripheral blood mononuclear cells”)
solucion tamponada con Fosfato (del inglés “phosfate buffer solution”)

ficoeritrina (del inglés “Phycoerythrin™)

acido polyinosinoico-polycitidilico




PRR
SDS
SNK
SSC-H
TAA
TAP

TCR
Th
TLR
Treg
VEGF
VME
VSSP
X-Gal

receptores de reconocimiento de patrones (del inglés “pattern recognition receptors”)
dodecil sulfato de sodio (del inglés “sodium dodecylsulfate’)

prueba estadistica de Student-Newman-Keuls

dispersion del laser hacia los lados (del inglés “side scatter”)

antigenos asociados a tumores (del inglés “tumor associated antigens”)

trasportador asociado con la presentacion de antigenos (del inglés “transporter associated with
antigen presentation”)

receptor de células T (del inglés “T cell receptor”)

células T cooperadoras (del inglés “T helper”)

receptores tipo Toll (del inglés “Toll like receptors™)

células T reguladoras

factor de crecimiento del endotelio vascular (del inglés “vascular endothelial growth factor”™)
vesiculas de membrana externa

proteoliposomas de muy pequeiia talla (del inglés “very small size proteoliposomes™)

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido




SINTESIS

En el Centro de Inmunologia Molecular se disefi¢ y describio un nuevo adyuvante dirigido al uso en
vacunas para tratamientos de pacientes inmunocomprometidos. Estos proteoliposomas de muy
pequetio tamafio, llamados VSSP, combinan en su estructura el gangliosido GM3, para el que se han
descrito propiedades inmunosupresoras del sistema inmune, y vesiculas de membrana externa de
Neisseria meningitidis con demostradas caracteristicas inmunoestimuladoras.

En este trabajo se demuestra que los VSSP, independientemente del predominio del gangliésido en
su estructura, proveen al sistema inmune de las sefiales de “peligro” necesarias para la activacion de
las células dendriticas, tanto humanas como murinas. Ademas, se evalia como los VSSP en su
interaccion con estas células induce la secrecion de citocinas inflamatorias, como la IL-12, que a su
vez provocan la polarizacion hacia Thl de las células T cooperadoras. Este estudio demuestra asi
mismo que los VSSP estimulan la actividad funcional de las células T citotdxicas especificas,
fendomeno que es facilitado por la presentacion cruzada de antigenos exdgenos y por la
independencia de la cooperacion de las células T cooperadoras para la expansion primaria de las
células T citotoxicas. Estas propiedades fueron, ademas, avaladas por experimentos que demuestran

la actividad antitumoral de dos vacunas celulares adyuvadas con los VSSP.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

Desde hace dos décadas se ha notado un creciente interés en la aplicacion de la inmunoterapia activa
especifica como una alternativa a la radioterapia y la quimioterapia para el tratamiento de los
tumores malignos [1, 2]. Este interés ha sido motivado por un cumulo de factores, entre los que se
pueden mencionar el renacer de la teoria de la inmunovigilancia tumoral [3, 4] y la disponibilidad de
antigenos (Ag) asociados a tumores (TAA- del inglés “tumour associated antigens”) bien definidos y
caracterizados [5]. Durante estos afios, las investigaciones cientificas en el campo de la
inmunoterapia activa del céncer se concentraron fundamentalmente en revertir la baja
inmunogenicidad de los TAA y en la comprension de los mecanismos requeridos para la induccion y
el mantenimiento de las respuestas inmunes. Numerosas estrategias se han evaluado y utilizado con
el objetivo de incrementar la inmunogenicidad de los TAA y lograr una respuesta inmune especifica
y robusta [5, 6]. La mayoria de ellas se concentraron en la generacion de linfocitos T citotdxicos
(CTL- del inglés “cytotoxic T lymphocytes™) especificos por los péptidos derivados de los TAA y
presentados en las moléculas de MHC 1. Esto se debe fundamentalmente a que existe el consenso de
que este tipo de respuesta desempefia un papel primordial en el control del crecimiento tumoral [7].
Uno de los enfoques encaminados a la generacion de CTL consiste en aumentar la presentacion de
los TAA por las células dendriticas (DC- del inglés “dendritic cells”). Esto se ha logrado de dos
formas fundamentalmente, la primera consiste en la vacunacion con DC forzadas, a través de la
pulsacion o transfeccion exvivo, a presentar los TAA [8-10]. Esta estrategia ha mostrado resultados
alentadores en términos de induccidn de respuestas citotoxicas especificas por los TAA [11, 12]. La
segunda forma consiste en el aumento de la presentacion de TAA por las DC in vivo mediante la
utilizacion de adyuvantes. Los adyuvantes son productos que incrementan o modulan la respuesta

inmune especifica por un Ag, y por tanto son imprescindibles en las formulaciones de la mayoria de
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las vacunas. Recientemente ha surgido un conjunto de teorias y conocimientos alrededor de la
regulacion del sistema inmune, los cuales han tenido una gran influencia en el desarrollo de los
adyuvantes. Tal es el caso de las teorias de P. Matzinger y C. Janeway que plantean que el sistema
inmune discrimina entre lo peligroso y lo inocuo a través de receptores no clonales que reconocen
patrones moleculares asociados a estas sefiales “peligrosas™ [13, 14]. Tomando como base estas
teorias, se han descrito nuevas formulaciones de vacunas terapéuticas que utilizan adyuvantes
derivados de patogenos con la capacidad peculiar de desencadenar la respuesta inmune a través de la
activacion de las DC, la polarizacion a Thl de la respuesta de células T cooperadoras, la induccion
de la presentacion cruzada de los Ag y la subsecuente generacion de CTL tumor especificos [15]. A
pesar de estos progresos y en contraste con a los resultados obtenidos en los modelos animales, los
avances clinicos de la inmunoterapia activa de las enfermedades malignas han sido, hasta el
momento, discretos. En particular, la ausencia de correlacion entre la respuesta inmune y la clinica
en los pacientes tratados con vacunas de cancer [16] ha provocado el analisis de las causas de este
fendémeno.

Entre las multiples causas que han emergido como puntos criticos de estudio, se encuentran los
mecanismos de escape que utilizan las células tumorales para evadir al sistema inmune del
hospedero. Estos van desde el concepto clasico de la presion inmunoselectiva que conduce al
surgimiento de variantes tumorales resistentes, hasta el concepto recientemente comprendido de que
los tumores inducen alteraciones supresoras del sistema inmune de los pacientes [17].

El efecto de los tumores sobre el sistema inmune se pone de manifiesto tanto en la fase de
acondicionamiento como en la efectora. Un ejemplo clave lo constituye la inducciéon de la
disfuncién de las DC mediante el bloqueo de su diferenciacion completa y la afectacion de su
maduracion y motilidad [18-20]. Ademads, se promueve la acumulacion de las células mieloides

supresoras [21-23], lo que conduce a una marcada disminucién en el nimero y las funciones de las
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células mas efectivas en la generacion de la respuesta. En el compartimiento de las células T existen
evidencias de que los tumores refuerzan los mecanismos de tolerancia induciendo anergia, delecion
clonal [24, 25] y posiblemente también expandiendo o generando células T reguladoras [26, 27].
Para ejercer su efecto inmunosupresor los tumores utilizan, fundamentalmente, la secrecion de
sustancias solubles que actuian como mediadores moleculares [17]. Entre ellos se encuentran algunas
citocinas, formas solubles de moléculas de adhesion, factores de crecimiento y moléculas que, como
los gangliosidos, se sobreexpresan en los tumores [28-30]. Se han obtenido evidencias de que los
gangliosidos son potentes estimuladores del crecimiento tumoral in vivo [31], y se ha demostrado su
capacidad inhibitoria sobre multiples eventos de la respuesta inmune celular [32]. Todos estos
elementos sustentan la hipdtesis de que los ganglidsidos constituyen uno de los factores solubles
mas importantes en la inmunosupresion provocada por los tumores. Estos mecanismos de
inmunosupresion son multiples y no estdn completamente dilucidados. No obstante, esta claro que
tanto las DC como los linfocitos B y T son afectados de manera considerable por los gangliosidos
derivados de tumores [32].

La comprension de los mecanismos de evasion de los tumores y particularmente de su efecto sobre
el sistema inmune del hospedero ha traido como resultado que el foco de atencion actual de la
inmunoterapia del cancer se centre en el estudio de nuevas estrategias para inducir respuestas tumor
especificas mas robustas, asi como contrarrestar los mecanismos de escape de los tumores. En este
sentido la concepcion de los adyuvantes para productos vacunales destinados a tratamientos en
escenarios de inmunocompromiso tiene que cambiar. En un futuro cercano el tratamiento del cancer
con vacunas terapéuticas se apoyard no solo en adyuvantes disefiados para proveer al sistema
inmune de las sefales necesarias para su correcta activacion, sino también para intervenir en su

recuperacion de la inmunosupresion inducida por los tumores [33].
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En el Centro de Inmunologia Molecular (CIM), como resultado del esfuerzo por encontrar nuevos
tratamientos efectivos para la terapia del cancer, se ha disefiado un adyuvante con el objetivo no sélo
de potenciar la respuesta Ag especifica, sino también de interferir en la inmunosupresion inducida
por los tumores. Para ello se combiné el ganglidsido de mayor potencial supresor, el GM3, con un
sistema bacteriano poseedor de propiedades inmunoestimuladoras documentadas, en este caso las
vesiculas de membrana externa (VME) de Neisseria meningitidis. Esta combinacion dio lugar a
proteoliposomas de muy pequeiia talla (VSSP- del inglés “Very Small Size Proteoliposomes”) en los
que la proporcion molecular estimada ganglidsido:proteina resultdé ser 37:1 [34]. La inclusién del
gangliésido se hizo, inicialmente, con el objetivo de generar una respuesta inmune especifica que
interfiriera con las propiedades inmunosupresoras de éste. Sin embargo, en este disefio existia el
riesgo de que predominaran las propiedades inmunosupresoras del gangliésido GM3 y que el
preparado, lejos de estimular la respuesta inmune contra los tumores, reforzara la inmunosupresion
inducida por este. Sobre la base de los antecedentes descritos anteriormente y ante la necesidad de
investigar las propiedades adyuvante de este preparado se formul6 la siguiente hipétesis:
Al combinarse el gangliésido GM3 con las VME de N. meningitidis en los VSSP predominaran, al
interactuar con el sistema inmune, las propiedades inmunestimuladoras inherentes al sistema
bacteriano, manifestandose la activacion de las DC, su condicionamiento para la polarizaciéon hacia
Th1 de las células T cooperadoras y la activacion de la rama efectora citotdxica del sistema inmune
adaptativo.
A partir de esta hipdtesis de trabajo se trazaron los siguientes objetivos:

1. Evaluar el efecto de los VSSP sobre la maduracion de las DC

2. Determinar el efecto sobre la activacion de linfocitos T CD4 " de DC tratadas con los VSSP

3. Determinar el efecto de los VSSP sobre la activacion de los CTL

4. Evaluar la capacidad adyuvante de los VSSP en modelos tumorales in vivo
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Para el cumplimiento de estos objetivos se acometieron las siguientes tareas experimentales:
Objetivo 1:
* Comparacion del efecto de los VSSP y de una sefial de activacion potente como el
lipopolisacarido (LPS) sobre la maduracion de las DC.
* Comparacion del efecto de los VSSP y del LPS sobre la induccidon de citocinas y factores
quimiotacticos proinflamatorios por las DC.
* Evaluacion del efecto de los VSSP sobre la maduracién e induccién de la produccion de
citocinas y factores quimiotécticos proinflamatorios en las DC derivadas del raton C3H/Hel,
hiporrespondedor al LPS.
Objetivo 2:
* Determinacion de la capacidad de los VSSP de inducir la produccion de IL-12 en DC.
» Determinacion de la secrecion de IL-4 e IFNy por las células T CD4" virgenes provenientes del
raton transgénico DO11.10 y estimuladas con DC tratadas con los VSSP.
Objetivo 3:
* Determinacion de la capacidad de los VSSP de inducir la presentacion cruzada de la proteina
albumina de huevo de pollo (OVA) utilizando el hibridoma T CD8 especifico B3Z.
* Evaluacion de la capacidad de la mezcla de un péptido de ocho aminoacidos con los VSSP de
activar linfocitos T citotoxicos e inducir la secrecion de IFNy en el modelo de la OVA.
* Evaluacion de la capacidad de la mezcla de una proteina soluble con los VSSP de aumentar la
frecuencia de los CTL especificos, inducir la secrecion de IFNy por los mismos y activar su
actividad litica en el modelo de la OVA.
* Evaluacion de la capacidad de la mezcla de una proteina soluble con los VSSP de activar la
respuesta primaria de los CTL en ausencia de la cooperacion de las células T CD4" en el modelo

de la OVA.
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Objetivo 4:

* Evaluacion de la actividad antitumoral inducida por vacunas celulares adyuvadas en los VSSP.
De estos estudios surgen dos aportes al conocimiento. En primer lugar, en este trabajo se
demuestra que la inhibicioén de la activacion de las DC y las células T producida por el ganglidsido
GM3, no se ponen de manifiesto cuando este es insertado en VME de N. meningitidis, 1o cual
contribuye a la inmunologia de los gangliosidos y sus propiedades inmunosupresoras. Del mismo
modo incrementa el conocimiento existente sobre las propiedades inmunoestimuladoras de las VME
de N. meningitidis. En segundo lugar, y también relacionado con las propiedades
inmunoestimuladoras de las VME de N. meningitidis, se aportan datos sobre el papel del LPS en
estas propiedades. Hasta el momento de la realizacion de este trabajo los reportes sobre el efecto del
LPS, presente en diferentes variantes de VME de N. meningitidis, sobre la maduracion de las DC
son contradictorios aunque indican que el LPS es practicamente el unico responsable de la
activacion de estas células [35-40]. Ademas, estos sugieren que el resto de los componentes, incluso
aquellos para los que se han demostrado propiedades activadoras cuando se utilizan de forma aislada
[41, 42], no intervienen cuando se encuentran formando parte de las vesiculas. En este trabajo se
muestra a los VSSP como la primera variante de VME de N. meningitidis que activa a las DC
derivadas de una cepa de ratén hiporrespondedor al LPS, permitiendo que las propiedades
activadoras de otros componentes de la vesicula, distintos del LPS, se pongan de manifiesto.
Uno de los bloques mas relevantes y novedosos de este trabajo esta formado por los resultados que
demuestran, por primera vez, que preparados derivados de VME de N. meningitidis pueden activar
la rama efectora citotoxica especifica por los Ag acompafantes en una formulacion vacunal. Este
hallazgo constituye la novedad cientifica de esta tesis.
El conjunto de resultados compilados en este documento ha contribuido a sustentar el posible uso en

la practica médica de este adyuvante en dos vacunas de ganglidsidos actualmente en ensayos
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clinicos de fases I y II en cancer de mama y melanoma en Cuba, Espafia y Argentina. Ademas, se
ensaya como adyuvante en una vacuna de HPV (céncer de cerviz), en una anti-angiogénica y en otra
de GnRH (céancer de prostata) desarrolladas por los CIGB de La Habana y de Camagiiey. Es el
adyuvante seleccionado para la vacuna del receptor del factor de crecimiento epidérmico,
actualmente en ensayos pre-clinicos en el CIM. Los VSSP estan siendo evaluados como
inmunorrestauradores en un ensayo clinico fase I en pacientes de SIDA en el instituto “Pedro Kouri”
de Medicina Tropical.

Los resultados presentados en este trabajo han sido discutidos en nueve eventos internacionales y
forman parte de seis publicaciones cientificas, dos de ellas en la revista “Vaccine” (una aparecida y
otra enviada) y otro articulo de revision en la revista “Immunology and Cell Biology”. Ademas, hay
tres reportes cortos, dos en la revista “Biotecnologia Aplicada”, y un tercero también en “Vaccine”.
Estos resultados forman parte de una patente solicitada en Cuba y en PCT. Por ultimo, con los
resultados de esta tesis se obtuvo el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba

correspondiente al afio 2004.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Regulacion de la respuesta del sistema inmune: papel instructivo del
sistema inmune innato sobre el adaptativo

Una inmunidad protectiva es el resultado de la interrelacion de dos sistemas cardinales: la
inmunidad innata no Ag especifica y la inmunidad adquirida Ag especifica [43]. El sistema
innato incluye varios componentes inmunorreguladores como el sistema del complemento, las
células asesinas naturales (NK- del inglés “natural killer”), células fagociticas, entre otros, que
reconocen patdgenos y/o dafio en los tejidos del microambiente y sefiales de “peligro” [13, 43,
44]. Las células del sistema innato reconocen a los Ag no procesados a través de los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR-del inglés “pattern recognition receptors”). Entre estos
tenemos la molécula CD14, el receptor de manosa, las moléculas de la familia del Toll, entre
otros [14, 43, 45]. En contraste con las vias de reconocimiento no clonales, los linfocitos B y
T, que forman parte del sistema inmune adaptativo, son capaces de crear por rearreglo de sus
genes de inmunoglobulinas y receptores de células T, respectivamente, gran cantidad de
clones que expresan diferentes receptores que reconocen Ag o péptidos con altisima
especificidad. Sin embargo, estas células Ag especificas no pueden distinguir las estructuras
que requieren respuesta inmune de aquellas que no, por lo que necesitan ser instruidas por las
células del sistema inmune innato [46]. Un vinculo esencial entre la inmunidad innata y la
adaptativa es proveido por las células presentadoras de Ag (APC- del inglés ‘“‘antigen
presenting cells”), entre las cuales las DC son las mas eficientes inductoras de las respuestas
inmunes tanto primarias como secundarias [43, 46].

En el proceso de intercomunicacion entre ambos sistemas, no basta solamente con activar el
sistema inmune innato, sino que es necesario que este active las células de la inmunidad

adaptativa involucradas en la respuesta protectiva. Los CTL son los responsables de efectuar
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las respuestas citotoxicas o de lisis celular; pero necesitan ser correctamente activados por las
APC. En la mayoria de las células, los péptidos presentados en las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC-del inglés “major histocompatibility complex’) de
clase I, que son las reconocidas por las células T CDS’, se derivan de proteinas sintetizadas
endogenamente. Los Ag capturados del microambiente por las APC, generalmente son
presentados en las moléculas de MHC 1II [47]. Por lo tanto, la generacion de CTL contra
tumores o células infectadas por virus o bacterias intracelulares, requiere de la presentacion de
Ag exodgenos por las MHC 1. Este proceso, llamado presentacion cruzada de Ag, sdlo ocurre

en un subtipo particular de DC, las DC CD8" [47, 48].

2.1.1 Activacion de la inmunidad innata a través de los receptores de reconocimiento
de patrones

La deteccion y la defensa ante las infecciones es una tarea esencial para las especies
metazoicas. La deteccion confiable de los patdégenos es una tarea muy dificil de acometer
debido a su amplia heterogeneidad molecular y a su rdpida evolucion. La estrategia de
reconocimiento de patrones se basa en la detecciéon de un conjunto limitado de patrones
moleculares que son unicos en el mundo microbiano, y que estdn conservados en clases
enteras de patogenos [49]. Los blancos de estos receptores, mas conocidos como patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMP- del inglés “pathogen associated molecular
patterns”) se detectan por los PRR, los cuales dan la sefal de la presencia de infeccion al
hospedero [14].

Los receptores tipo Toll (TLR- del inglés “Toll like receptors”) constituye la familia de PRR
mejor caracterizada en los mamiferos. Aunque el nimero exacto de genes que codifican para
los diferentes TLR puede variar entre las especies, de forma general se plantea que la mayoria

de los mamiferos deben presentar entre 10 y 15 TLR. Estructuralmente, los TLR descritos

10



Revision Bibliogrdfica

hasta el momento son proteinas de membrana que la atraviesan solo una vez, y sus dominios
extracelulares son grandes e incluyen entre 18 y 31 leucinas repetidas, que se supone
participan en el reconocimiento de los ligandos. Los dominios intracelulares, de
aproximadamente 200 aminoacidos, son similares entre si y también al dominio citoplasmatico
del receptor de la IL-1 [50, 51].

Los TLR detectan multiples PAMP, entre los que se incluyen el LPS (detectado generalmente
por el TLR4) [52], lipoproteinas bacterianas y el acido lipoteico (detectados por el TLR2)
[53], la flagelina (detectada por el TLRS) [54], ADN bacteriano no metilado con secuencias
CpG (CpG) (detectados por el TLR9) [55], ARN de doble cadena (detectado por el TLR3)
[56] y ARN viral de simple cadena (detectado por el TLR7) [57-59]. Los TLR 1,2,4,5y 6
parecen estar especializados en el reconocimiento de compuestos que son unicos de bacterias
y que nunca son producidos por el hospedero. Por tanto, su deteccion estd encaminada
directamente a discriminar entre lo propio y lo extrano. Por otra parte, los TLR 3, 7, 8 y 9
estan especializados en la deteccion viral y reconocen acidos nucleicos no privativos del
mundo microbiano [51]. En este caso, la discriminacion entre lo propio y lo no propio no esta
mediada fundamentalmente por la naturaleza molecular del ligando, sino por su accesibilidad
a los TLR correspondientes. Estos TLR estan localizados en los compartimientos
intracelulares y detectan los acidos nucleicos virales en los endosomas tardios [60]. Debido a
que los dacidos nucleicos del hospedero no estan normalmente accesibles en estos
compartimientos, no pueden provocar la activacion de los TLR. Adicionalmente a Ia
especificidad del ligando, los TLR de forma individual difieren en sus patrones de expresion y
en las cascadas de sefializacion intracelular que activan [45, 50, 58]. Estudios realizados sobre
la distribucion de estos receptores en las células del organismo, mostraron que el TLRI es

ubicuo, ya que se expresa tanto en los monocitos y polimorfonucleares como en las células T,

11



Revision Bibliografica

B y NK. Las proteinas TLR2, 4 y 5 estan restringidas a células mielo-monociticas, y la
molécula TLR3 es especifica de las DC [61]. La expresion tisular de estos receptores también
difiere. Por ejemplo, el TLR7 se expresa fundamentalmente en el pulmon, la placenta y el
bazo, y el TLR8 es mas abundante en el pulmon y en los leucocitos de sangre periférica. Por
otra parte, el TLR9 se expresa preferencialmente en los tejidos ricos en cé€lulas inmunes como

el bazo, los nodos linfaticos, la médula ésea y en los leucocitos de sangre periférica [62].

2.1.2 Maduracion de las células dendriticas: proceso crucial para el inicio de la
inmunidad

Las DC son células especializadas en procesar Ag y presentarlos como péptidos insertados en
los surcos de las moléculas de MHC, y asi iniciar la respuesta inmune. Sin embargo, la captura
de Ag y la iniciacion de la respuesta inmune son funciones diferentes, llevadas a cabo por las
DC en etapas diferentes de su desarrollo, normalmente conocidas como estados inmaduro y
maduro. Estos dos términos atn tienen algunas imprecisiones, ya que intentan agrupar células
encontradas en diferentes 6rganos o en condiciones patologicas, asi como diferentes subtipos
de DC o éstas generadas in vitro por diferentes métodos. No obstante, se puede generalizar
definiendo a las DC inmaduras como aquellas con alta capacidad de capturar Ag, y con
numerosos receptores y compartimientos celulares especializados en esta tarea [63]. Entre los
mecanismos de captura de Ag de las DC inmaduras, estd el de fagocitosis de
microorganismos, particulas grandes completas [64] e incluso cuerpos apoptoticos [65].
También pueden formar grandes vesiculas pinociticas en las cuales se incorporan fluido
extracelular y solutos, proceso conocido como macropinocitosis [66]. Ademas, expresan
moléculas que median la endocitosis, incluyendo el receptor de fracciones constantes de
inmunoglobulinas [67] y receptores de lectinas como el receptor de manosa [68], y DEC-205

[69]. La incorporacion de Ag mediante macropinocitosis o endocitosis mediada por
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receptores, facilita la presentacion a niveles tales que picomoles o nanomoles de Ag son
suficientes, contrastando con los niveles micromolares que necesitan otras APC [70].

En contraste, durante el proceso de maduracién se desarrollan numerosas funciones
adicionales que aumentan la capacidad de las DC de activar la respuesta inmune. Algunos de
estos cambios que ocurren con la maduracion incluyen: (i) aumento de la formacion de
complejos estables de MHC-péptidos [71-73]; (ii) aumento de la expresion superficial de
moléculas coestimuladoras tales como CD80, CD86 y CD40 [74, 75]; (iii) sintesis de citocinas
que influyen en la proliferacion y diferenciacion de las células T [76, 77]; y (iv) cambios en la
produccion de factores quimiotacticos y sus receptores que intensifican el trafico de las DC en
los vasos y organos linfaticos [78-80].

La sefalizacion a través de los PRR por los PAMP constituye el elemento fundamental que
induce la maduracion de las DC. Estos receptores inducen la expresion de las funciones
coestimuladoras que se requieren para el inicio de la respuesta inmune. Los cambios que se
asocian con el reconocimiento de patdégenos, se engloban en los eventos que ocurren durante
la maduracion de las DC [81, 82]. El proceso de maduracion de las DC también puede ocurrir
en ausencia de infeccion, durante procesos violentos de activacion de células T como las
respuestas a alotransplantes [83], contactos alérgicos [84] o autoinmunidad [85]. Los
receptores involucrados en la maduracion de las DC en estas respuestas tan intensas mediadas
por células T, no se han identificado. Se propone que los TLRs son activados por ligandos
endogenos, como por ejemplo los sulfatos de heparina y acidos hialurénicos. Ademas, los
miembros de la familia del TNF, el ligando de CD40 (CD40-L) en los mastocitos y plaquetas
y miembros de familias hematopoyéticas, como el factor estimulador de colonias de

granulocitos y macrofagos (GM-CSF- del inglés “granulocyte macrophage colony stimulating
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factor”), la IL-4 y la IL-13, influyen adicionalmente en el desarrollo y maduracion de las DC

(86, 87].

2.1.3 Activacion de los linfocitos T CD4": polarizacion Thi-Th2

Todos los linfocitos T CD4" o cooperadores (Th- del inglés “T helper”) al culminar su
ontogenia se clasifican en un estado virgen ThO, y al ser activados por una DC se polarizan y
diferencian a células T efectoras de tipo Thl 6 Th2 [88, 89]. Las células Thl maduras secretan
principalmente 1L-2, IFNy y LTa, mientras que las células Th2 secretan fundamentalemente
IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Aunque actualmente no existe un consenso en la comunidad
cientifica internacional, durante varios afios se incluyeron la IL-6 y la IL-10 entre las citocinas
que caracterizaban la respuesta Th2 [90-93]. Ademas, en humanos, no ha sido posible
establecer esta division tan estricta como en los ratones [92, 94]. Por estas razones, la
definicion convencional de las células Thl y Th2 depende estrictamente de la secrecion de
IFNy e IL-4. Las células Thl secretan IFNy pero no IL-4, mientras que las Th2 secretan 1L-4
pero no IFNy.

Las células Thl son las reguladoras principales de la inmunidad de tipo 1. La citocina
principal responsable de sus efectos proinflamatorios es el IFNy. El IFNy estimula la
fagocitosis [95], el estallido de las reacciones oxidativas [96, 97], y la destruccion intracelular
de los microbios [98, 99]. El IFNy también induce la sobreexpresion de la molécula de MHC 1
[100] y MHC 1II [95] en gran variedad de células, estimulando de esa forma la presentacion de
Ag a las células T CD8". Esta citocina, conjuntamente con LTa, induce en otras estirpes
celulares, como queratinocitos y fibroblastos [101], la secrecion de citocinas proinflamatorias

como el TNFa [102].
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Las cé¢lulas Th2, por el contrario, estimulan la secrecion de anticuerpos. En particular las
citocinas IL-4 e IL-13 activan la proliferacion de los linfocitos B, la produccion de anticuerpos
y el cambio de clases [103, 104]. De hecho, el cambio de clases de IgG a IgE no ocurre en
ausencia de IL-4 e IL-13 [105, 106]. A diferencia de la inflamacion estimulada por las
citocinas de tipo 1, las inflamaciones provocadas por las citocinas de tipo 2 se caracterizan por
la infiltracion en los tejidos de eosindfilos y basofilos, asi como por una desgranulacion de los
mastocitos, proceso que es dependiente del entrecruzamiento en la superficie de las
inmunoglobulinas de tipo IgE [107-109].

La polarizacion de ThO a Thl 6 Th2 depende fundamentalmente del entorno de citocinas. Las
respuestas adaptativas Th1 son condicionadas por las citocinas 1L-12, IL-23 e IL-27 [110]. Por
el contrario, la polarizacion a Th2 estd dirigida por la secrecion de IL-4 [111, 112]. Estas
citocinas son secretadas por las células del sistema inmune innato y estan condicionadas por el
conjunto de PRR que sean activados. En este sentido, se ha demostrado que las sefializaciones
a través de los TLR generalmente inducen la secrecion de IL-12 por las DC, lo cual se
considera el mecanismo principal por el cual se favorecen las respuestas de tipo Thl [113].
Esta teoria se apoya en los experimentos realizados en ratones deficientes de la proteina
MyD8S, los cuales mostran total incapacidad de generar respuestas Thl especificas por Ag
inyectados en adyuvante completo de Freund (cuyos componentes activan los TLR2 y TLR4).
Por el contrario, en estos ratones, se preservo la respuesta Th2 generada inyectando el Ag en
alimina, adyuvante que induce predominantemente una respuesta Th2 [113, 114]. Otros
experimentos realizados con el raton deficiente de MyD88 demostraron la polarizacion a Th2
por defecto de las sefiales polarizadoras a Thl. Esto sugiere que la sefializacion a través de
MyD88 esta involucrada en las etapas iniciales de diferenciacion a Th1 6 Th2 [115]. Por tanto,

la interaccion de los agentes infecciosos con los TLR constituye un evento temprano y critico

15



Revision Bibliografica

en el proceso de diferenciacion, y apunta hacia su importancia en la determinacion cualitativa

de la respuesta inmune adaptativa.

2.1.4 Presentacion cruzada de antigenos: via de presentacion de antigenos exogenos
a las células T citotoxicas

Las células T CD8" citotoxicas, las cuales reconocen Ag presentados por las moléculas MHC
I, son importantes para la inmunidad contra virus, bacterias intracelulares y tumores. De forma
general, es necesario que las proteinas se expresen dentro del citoplasma para que tengan
acceso a la via de presentacion restringida a clase I [116]. Esta via se conoce como la via
endogena de procesamiento y presentacion, y se contrapone con la via restringida a clase II, la
cual generalmente presenta Ag exdgenos [47].

A pesar de la aparente divergencia entre estas dos vias, hace alrededor de 20 afios se demostrd
que bajo determinadas condiciones los Ag exdgenos tenian acceso a la via enddgena de
procesamiento y presentacion [117]. Esta “presentacion cruzada” de Ag se ha observado ya en
muchas respuestas, tanto tolerogénicas como inmunogénicas [118, 119].

Los mecanismos moleculares de la presentacion cruzada de Ag han comenzado a esclarecerse
hace s6lo uno o dos afios. Recientemente, se describid la existencia de un proceso donde los
fagosomas se funden con vesiculas derivadas de las membranas del reticulo endoplasmico
(RE) [120-122]. Los compartimientos hibridos (fagosoma-RE) resultantes contienen
moléculas MHC 1 recién sintetizadas, conjuntamente con los componentes de la maquinaria
que se utiliza para el procesamiento y presentacion de los péptidos en este tipo de moléculas,
por ejemplo el transportador asociado con la presentacion de Ag (TAP-del inglés “transporter
associated with antigen presentation’), las moléculas tapasina, calreticulina y Erp57 [123]. El
proceso comienza cuando los Ag son fagocitados y transportados hacia el citosol adyacente al

fagosoma por un mecanismo en el que parece estar involucrado el complejo Sec 61 (un canal
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multimolecular que es usado normalmente para transportar proteinas secretadas o de
membrana del RE al citosol) [124-126]. Los Ag exdgenos son entonces degradados por
proteasomas asociados al fagosoma y los péptidos resultantes son transportados nuevamente al
interior del fagosoma a través de TAP para ser ensamblados con las moléculas MHC 1. Por
ultimo, estos complejos viajan a la superficie celular, pero directamente desde los fagosomas,
sin pasar por el Golgi, a diferencia de la ruta clasica de presentacion endégena [121].
Numerosos tipos de Ag pueden ser presentados de forma cruzada. Entre ellos se incluyen las
proteinas solubles [127, 128], complejos inmunes [129, 130], bacterias intracelulares [131],
parasitos [132] y Ag celulares [133-137]. Sobre estos tltimos, se ha demostrado que varios
tipos de células pueden ser presentados de forma cruzada, entre las que se incluyen células
infectadas por virus [133, 134], tumores transfectados [138, 139], células de tejidos normales
[135-137], etc. Los Ag celulares fueron los primeros para los que se describié el fenémeno de
presentacion cruzada. En esos estudios pioneros se inmunizaron ratones con células alogénicas
y se evaluo la induccion de respuesta CTL restringida a las moléculas de MHC I [140]. Esas
inmunizaciones generaron CTL especificos por los Ag menores de histocompatibilidad tanto
del donante como, sorprendentemente, del hospedero.

Sobre la regulacién a nivel celular y molecular del proceso de presentacion cruzada, el
conocimiento es aun muy limitado. Algunos tipos de células, entre los que se encuentra la
subpoblacion de DC CD8" [48, 127, 141, 142] y células endoteliales, presentan Ag de forma
cruzada constitutivamente. Otros tipos de DC requieren, para realizar este proceso, de
activacion por otros estimulos como los inmunocomplejos [129], cooperacion de las células T
CD4" [143], ligandos de los TLRs [144] u otras sefiales aun sin identificar [145]. Esta 4rea de
estudio estd emergiendo y sugiere que la capacidad de las DC de presentar Ag de forma

cruzada debe ser regulada para que ocurra solo bajo circunstancias especificas.
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2.1.5 Activacion de células T citotoxicas: dependencia de la cooperacion de las
células T CD4"

El control de la infecciones por virus y la erradicacion de tumores usualmente involucra la
actividad litica de los CTL. Su induccion de forma efectiva depende de varios factores, uno de
los cuales y quizas el mas importante es la cooperacion de las células T CD4". Durante los
muchos afios de investigacion en este campo se han propuesto tres modelos de activacion
fundamentales. El modelo de “las tres células” propone que la ayuda o cooperacion es soélo
proveida por las células T CD4" que reconocen al Ag en la misma APC que el CTL. El
modelo secuencial de “las dos células” propone que las células T CD4" interactian
primeramente con la APC, la cual entonces es capaz de activar los CTL virgenes. Por ultimo,
el tercer modelo, el de “la DC condicionada”, es una variante del segundo y plantea que la DC
puede ser condicionada para activar los CTL, en ausencia del primer encuentro con las células
T CD4", por determinados estimulos como son la interaccion CD40-CD40-L (que es
equivalente a la interaccion con la célula T CD4") o determinados estimulos virales y
bacterianos [146]. Basados en estos modelos, fundamentalmente el segundo y el tercero, y en
sus evidencias experimentales, se puede decir que existen respuestas CTL dependientes [147-
152] e independientes [153-156] de la cooperacion de las células T CD4". En la mayoria de
los casos las respuestas a patogenos son independientes de cooperacidon, salvo algunas
excepciones descritas en la literatura [150, 152], mientras que las respuestas a Ag celulares
como los Ag menores de histocompatibilidad, son dependientes de las células T CD4" [147-
149, 152].

Por estas razones, durante muchos afios, la comunidad cientifica internacional ha aceptado las
variaciones en los requerimientos de la ayuda de las células Th por los CTL en dependencia

del tipo de inmundgeno utilizado. La logica fundamental de razonamiento para la existencia de
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estas diferencias parece estar relacionada con la naturaleza inflamatoria del inmundgeno,
aunque también pueden influir la frecuencia de los precursores [157, 158] y la avidez del
receptor de la célula T (TCR- del inglés “T cell receptor”) [159]. Sin embargo, con el
advenimiento de nuevas tecnologias como los tetrameros, el marcaje intracelular de IFNy y la
medicién de la activacion de los CTL in vivo, que permiten la medicion precisa de la
frecuencia de células T especificas por un Ag, han surgido explicaciones alternativas a este
fenémeno de la cooperacion de las células T CD4". En numerosos experimentos recientes se
ha demostrado que la expansion secundaria de las células T CD8’ de memoria esta
sensiblemente dafiada si estuvo ausente la cooperacion de las células T CD4" durante la fase
de activacion primaria [160-165]. Ademads, esta capacidad proliferativa secundaria de los
CTLs resultdo ser dependiente de cooperacion incluso en aquellos escenarios previamente
clasificados como independientes. Por el contrario, al examinarse detenidamente la expansion
de los CTLs y las funciones efectoras en las respuestas primarias se pudo concluir que incluso
para aquellas clasificadas como dependientes de cooperacion, la expansion de los efectores
primarios no se afectaba en ausencia de cooperacion. A la luz de estos resultados, se revisaron
varias de las observaciones anteriores y se evidencid que las respuestas dependientes de
cooperacion se habian medido después de una estimulacion secundaria in vitro, mientras que
las independientes de cooperacion habian sido evaluadas en la fase de expansion primaria.

Aunque este conjunto de experimentos y resultados crearon un modelo unificador, varias
excepciones de la regla condujeron al cuestionamiento, una vez mas, de estas teorias [146].
Por ejemplo, la infeccion con el virus del herpes simple tipo 1 indujeron una expansion
primaria eficiente de los CTLs especificos en ratones normales, pero absolutamente nula en

ratones deficientes de la molécula MHC II [146]. Estos experimentos apuntan hacia la
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posibilidad de que definitivamente la cooperacion de los linfocitos T CD4" tenga un papel
preponderante en determinadas respuestas primarias de CTL. Posiblemente, la naturaleza del
estimulo y no el método de deteccion esté relacionado con la necesidad de la cooperacion de
las células T CD4". Una vez mas, con estos ultimos resultados, se han vuelto a definir
estimulos para CTL dependientes e independientes de cooperacion, pero solo para las
respuestas de activacion primaria [146]. No han sido descritas incongruencias con la
definicion de que las respuestas secundarias de los CTL de memoria dependen de la

.7 r + (4 3 .
cooperacion de las células T CD4" durante la expansion primaria.

2.2 Nueva generacion de adyuvantes: su impacto en la inmunoterapia del
cancer

En la busqueda de vacunas efectivas, no s6lo contra patdgenos sino también contra virus y
tumores, se exploran diversas estrategias para lograr una inmunidad protectiva. Los
adyuvantes son un componente importante en las formulaciones vacunales. Sin embargo,
muchos de ellos tienen efectos colaterales adversos, por lo que no son aceptados en la
vacunacion de humanos. Las nuevas teorias y conocimientos sobre la regulacion del sistema
inmune han abierto nuevos campos de experimentacion en el disefio de vacunas vy,
particularmente, en la bisqueda de nuevos adyuvantes. Recientemente, se han identificado
moléculas relacionadas con la inmunidad innata que podrian considerarse como una nueva
generacion de adyuvantes, ya que tienen la capacidad de madurar las DC, mediar la
presentacion cruzada de Ag acoplados a ellos y activar los CTL.

Entre las “sefales de peligro” exdgenas que han demostrado una excelente capacidad
adyuvante se encuentran el Bacillus Calmette-Guerin (BCG) y el CpG. El BCG ha sido
utilizado con cierto éxito como un agente antitumoral en el tratamiento del cancer superficial

de vejiga y melanoma [166, 167], y el CpG ha mostrado la capacidad de estimular potentes
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respuestas especificas contra varios tipos de tumores en ensayos preclinicos [168]. Estas
investigaciones preclinicas condujeron a numerosos ensayos clinicos que se encuentran en
curso utilizando las secuencias CpG o al BCG como adyuvantes de vacunas terapéuticas para
el cancer. Otro derivado bacteriano para el cual se han descrito propiedades
inmunopotenciadoras importantes y efecto antitumoral en ensayos preclinicos, es la proteina
OmpA de la membrana externa de la bacteria Gram-negativa, Klebsiella pneumoniae [169].
La capacidad de todos estos derivados de activar las DC se ha demostrado en diversos
escenarios. Por ejemplo, tanto el BCG como el CpG activan a las DC humanas y murinas,
promoviendo el aumento en la expresion de las moléculas de MHC I, MHC 1II, CD80 y CD86
y la secrecion de IL-12 [170-173]. También experimentos realizados con la proteina OmpA
expresada de forma recombinante, mostraron que induce la maduraciéon completa de las DC a
través de la molécula TLR2 [169].

También se ha descrito que las células necréticas, pero no las apoptoticas, liberan las llamadas
proteinas de estrés celular (HSP-del inglés “heat shock proteins’) [174]. Numerosos grupos
han demostrado que diferentes HSP pueden activar a las DC y los macréfagos calificando asi a
las HSP como la primera gran familia de sefiales de peligro endégenas [175]. Los complejos
HSP-péptidos derivados de tumores se han administrado como vacunas de cancer
personalizadas, y su accion ha sido evaluada en multiples indicaciones, entre las que se
incluyen el carcinoma renal, el melanoma metastasico, el cancer gastrico y algunos tipos de
leucemias [176].

Los estudios dedicados a investigar los mecanismos efectores efectivos contra el cancer
indican que los TAA son reconocidos por los CTL. Esto sugiere que la actividad de estos
linfocitos es un mecanismo efector contra las células tumorales. Ademas, se considera el Ginico

fenomeno capaz de tener algin efecto sobre los tumores sélidos [177]. En el disefio de nuevos
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adyuvantes para vacunas contra el cancer, la capacidad de activar los mecanismos efectores
citotoxicos constituye uno de los requisitos esenciales. Ademas, el reconocimiento de que
determinadas sefiales pueden forzar determinadas vias de procesamiento y presentacion de Ag,
particularmente el fendmeno de presentacion cruzada, ha conducido a que esta sea otra de las
caracteristicas deseadas en los adyuvantes para las vacunas de cancer [178-180]. Entre los
adyuvantes para los que se ha demostrado que facilitan estos procesos se encuentran también
las secuencias de CpG, las HSP y la OmpA.

Las proteinas de estrés de las familias HSP-70 y HSP-90 facilitan la presentacion cruzada de
Ag. Los Ag peptidicos “chaperoneados” por las HSP purificadas cuando son inyectados en
ratones activan respuestas CTL [181, 182]. Ademas, los Ag unidos a HSP son procesados
intracelularmente de forma TAP-independiente y son eficientemente reconocidos por los CTL
[183].

Existe el concepto de que el mecanismo de presentacion cruzada por las DC es més eficiente
cuando la captura de los Ag es mediada por un receptor, proceso que también puede ser
manipulado por un adyuvante (por ejemplo las HSP) [184]. También se ha demostrado que el
CpG conjugado a proteinas solubles media la presentacion cruzada de la proteina, mediante el
cambio de la pinocitocis como mecanismo de captura de la proteina sola por el mediado por

un receptor del conjugado [17].

2.2.1 Neisseria meningitidis y sus componentes. capacidad adyuvante

La bacteria N. meningitidis es una de las dos especies patogenas del género Neisseria. El
meningococo, como comunmente se le conoce, es un diplococo Gram-negativo que presenta
dos membranas celulares separadas por una lamina de peptidoglicano. El 50 % del exterior de

la membrana externa lo constituyen moléculas anfifilicas de LPS, endotoxina principal de esta
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bacteria. Otros componentes importantes de la membrana externa son las proteinas
transmembranosas. Entre ellas se encuentran las porinas de clase 1 y clase 2 ¢ 3, las proteinas
unidoras de transferrina (TBP), la Opa, la Opc, entre otras. Ademas, los meningococos
virulentos expresan unas proyecciones filamentosas llamadas pili [185].

Los componentes aislados de la membrana externa de N. meningitidis se han estudiado como
Ag en el diseno de vacunas contra la meningitis, debido a su alta inmunogenicidad. Sin
embargo, hasta el momento, las unicas vacunas que han mostrado cierta efectividad consisten
en preparados mas complejos [186, 187]. No obstante, estos componentes se han utilizado
como moléculas transportadoras o adyuvantes. Por ejemplo, se ha demostrado que las porinas
estimulan la respuesta inmune a sustancias poco inmunogénicas como polisacaridos, péptidos
y glicolipidos. Esta propiedad podria estar asociada a que las porinas aumentan la expresion de
la molécula coestimuladora CD86 en las células B, aunque no afectan la expresion de CD80
[42]. Este efecto de las porinas sobre las células B es dependiente de las moléculas MyD88 y
TLR2 [41]. A pesar de este estudio preliminar realizado con las porinas, de forma general las
propiedades inmunoestimuladoras de las proteinas de la membrana externa de N. meningitidis
han sido poco estudiadas.

Se han demostrado propiedades inmunoestimuladoras también de los pili. Sin embargo, quizas
la mas importante es su capacidad de unirse a las células del sistema inmune. Por ejemplo, los
monocitos humanos son capaces de discriminar entre los cocos pilados y los no pilados, ya
que tienen la capacidad de unirse solamente a las bacterias piladas [188].

Las VME derivadas de los meningococos se han utilizado tanto como adyuvantes o
transportadores de Ag, como en la generacion de vacunas antimeningocdccicas. Las vacunas

antimeningocdccicas en uso consisten, precisamente, en VME a las que se les elimind parte
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del LPS [186, 187]. Al evaluar estas preparaciones en humanos, se demostrd su
inmunogenicidad y su capacidad de generar titulos de anticuerpos bactericidas.

Las VME han mostrado gran capacidad adyuvante al ser conjugadas a Ag importantes para
otras enfermedades. Por ejemplo, al conjugar el polisacarido tipo B de Haemophilus
influenzae a las VME se indujeron anticuerpos protectores en ratones jovenes. En ese estudio
se demostr6 que tanto el tamafio del bazo como el numero de esplenocitos en ¢l fue mayor en
los ratones inmunizados. Ademas, los analisis inmunohistoquimicos demostraron que este
incremento en la talla del bazo se debia a un aumento en el nimero de macrofagos en él, lo
cual podria ser la explicacion de la capacidad adyuvante de las VME en esa preparacion [189].
Nuevas tecnologias se desarrollaron también para utilizar las VME como transportadoras y
adyuvantes. Por ejemplo, se ha demostrado que estructuras supramoleculares de caracteristicas
similares a los cocleatos derivadas de VME de N. meningitidis serogrupo B, tienen una potente
actividad adyuvante, de proteinas y ADN plasmidico, tanto a nivel sistémico como mucosal
[38]. También se ha descrito la tecnologia del proteosoma, en la cual las proteinas de
membrana forman unas estructuras multimoleculares que consisten en vesiculas membranosas
de 60-100 nm de diametro [190]. La conjugacion hidrofébica de péptidos poco inmunogénicos
a los proteosomas indujo altos titulos de IgG en ratones sin el uso de adyuvantes adicionales
[190]. Estos proteosomas también se utilizaron como transportadores y adyuvantes para
inducir respuesta especifica a ganglidosidos como el GM2 y el GD3. Con el gangliosido GD3
incorporado a los proteosomas se generaron anticuerpos de tipo IgM capaces de inducir
citotoxicidad mediada por complemento, pero no se detectaron anticuerpos de tipo IgG [191].
De forma general, las propiedades adyuvantes de estas vesiculas y sus variantes parecen estar
asociadas a la presencia del LPS. Por ejemplo, estudios de la capacidad de activar a las DC de

las vesiculas derivadas de bacterias salvajes y mutantes que no expresan el LPS, demostraron
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que estas ultimas eran muy poco efectivas [192]. Ademads, s6lo las bacterias salvajes
estimulaban la secrecion de IL-12, IL-6 y TNFa [37, 40]. En esta linea, también hay varios
reportes, pero con derivados vesiculares de estas bacterias y en ratones deficientes de la
sefializacion a través de la molécula TLR4, que indican que en ausencia del estimulo del LPS
la activacion de las DC es marginal. Los autores de estos estudios, reclaman que los
componentes distintos al LPS tienen alguna contribucion a este fendmeno. Sin embargo, los
datos mostrados no son convincentes. Ademads, en ambos casos se reafirma un papel
protagonico e indispensable del LPS para la polarizacion hacia Thl de las células Th [35, 39].
Otro adyuvante derivado de las VME lo constituyen los VSSP. Estos proteoliposomas de muy
pequena talla son obtenidos a partir de la combinacion de las VME de N. meningitidis
serogrupo B y el gangliosido GM3. La composicion molecular de los VSSP ha sido poco
caracterizada. Sin embargo, se ha determinado que por cada molécula de proteina en el
preparado, hay 37 moléculas del gangliosido GM3, aproximadamente [193]. Ademads, la
relacion masica del LPS respecto al total de proteinas es del 10 %.

Los VSSP se han evaluado como adyuvantes promotores de la respuesta de anticuerpos
especificos por el propio GM3. Estos estudios demostraron que con la inmunizacién de
ratones, monos y humanos con este preparado se inducen anticuerpos de tipo IgM e IgG
especificos tanto por el gangliésido como por las proteinas de N. meningitidis. En el caso
particular de la produccion de IgG anti-GM3, este constituyd el primer reporte de induccion de
anticuerpos de este subtipo contra este gangliosido [34, 194]. Por otra parte, la inmunizacion
de ratones C57BL/6 con los VSSP como monoterapia, indujo la proteccion de estos animales

ante el reto con la linea tumoral de melanoma B16 [195].
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2.3 Retos que enfrentan los adyuvantes para la inmunoterapia activa del
cancer

Los requisitos de un adyuvante para el desarrollo de vacunas terapéuticas para el tratamiento
de pacientes de cancer, difieren de los requisitos de los adyuvantes convencionales. En primer
lugar, los pacientes que recibiran la inmunoterapia son pacientes inmunocomprometidos, ya
que por ejemplo tienen danados los mecanismos de procesamiento y presentacion de Ag, y la
inhibicién de la reactividad a Ag propios controlada por las células T reguladoras esta
reforzada [196]. En segundo lugar, los Ag tumorales son generalmente propios y por tanto
poco inmunogénicos. Por ultimo, los tumores desarrollan mecanismos para evadir al sistema
inmune, como por ejemplo, los mecanismos de edicion tumoral, baja o ausencia de expresion
de las moléculas de MHC I o la secrecion de citocinas o moléculas supresoras [5]. Por tanto,
los adyuvantes de las vacunas para el tratamiento del céncer deben no so6lo estimular
respuestas a Ag poco inmunogénicos, sino también intervenir en la inmunosupresion inducida
por los tumores. Estos adyuvantes tienen que enfrentar diferentes retos en las diferentes etapas

de la generacion de inmunidad antitumoral durante la vacunacion.

2.3.1 Captura de antigenos y fase de condicionamiento de las células dendriticas

La primera fase de la vacunacion ocurre en el sitio de inyeccion e incluye no solo la entrega
del Ag a las DC, sino también su activacion. Sin embargo, una de las caracteristicas mas
significativas en los pacientes de cancer es que tienen dafiadas las funciones de las DC [197].
Existen cada vez mas evidencias de que la progresion del crecimiento tumoral en pacientes de
cancer, estd asociado con la acumulacién de células mieloides inmaduras, monocitos y
macrofagos, aparejada con una marcada disminucion en el niimero y las funciones de las DC

[21-23]. Adicionalmente, las DC aisladas de pacientes con leucemia mieloide crénica

26



Revision Bibliogrdfica

mostraron alteraciones en la organizacion de la actina y dafios en su capacidad de migracion,
lo cual evidentemente influye en los mecanismos de captura de Ag [198].

Uno de los pioneros en estos estudios, el Dr. David Carbone, ha mostrado que las DC de
pacientes de cancer disminuyen la expresion de las moléculas coestimuladoras CD86, CD40 y
MHC-II, resultando en un fenotipo que es consistente con un estado inmaduro y no activado
de la DC [18]. De igual forma, se ha encontrado que las DC aisladas de sangre periférica de
pacientes con cancer de mama o tumores de cabeza y cuello, tienen reducida la capacidad de
estimular la respuesta inmune alogénica y de células T Ag especificas [19, 20].

Los defectos en el funcionamiento de las DC en pacientes de cancer son sistémicos mas que
locales [199]. En un estudio de 18 pacientes con cancer de cabeza y cuello, la funcion de las
DC de sangre periférica y de nddulos linfaticos estuvo igualmente afectada. Esto sugiere que
factores solubles pudieran ser los responsables de inducir estos cambios en las DC. También
se han demostrado afectaciones en los mecanismos de diferenciacion de los monocitos a DC,
con la consecuente maduracién temprana y disfuncional [200]. Muchos factores han estado
implicados en la diferenciacion deficiente de las DC. Utilizando anticuerpos neutralizantes se
ha demostrado el papel preponderante del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-
del inglés “vascular endothelial growth factor”) y posiblemente del factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF-del inglés “macrophage colony stimulating factor”) en la
diferenciacion de las DC [201]. En particular, los estudios in vitro muestran que el VEGF
inhibe la diferenciacion y la maduracion de las DC a través de la supresion del factor de
transcripcion NF-kB en las células madres hematopoyéticas. Estudios inmunohistoquimicos
también han mostrado una correlacion inversa entre la densidad de DC y la expresion del

VEGF. Estos hallazgos estdn asociados con un mal prondstico en pacientes con tumores
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malignos [202]. Se ha informado que la IL-6 est4 involucrada en una diferenciacion deficiente
de las DC [203]. Anticuerpos neutralizantes anti-IL-6 y anti-M-CSF abrogan el efecto
negativo de sobrenadantes de carcinomas de células renales en la diferenciacion de DC.
Ademas, la incubacion de células progenitoras CD34" con IL-6 y M-CSF modula la
diferenciacién celular de los monocitos a DC [204]. Finalmente, la IL-10, una citocina
asociada a fenomenos supresores de la respuesta inmune, ha mostrado su influencia en el
reclutamiento y funcion de las DC en sistemas tumorales y no tumorales [205, 206]. Se ha
encontrado que la exposicion in vitro a la IL-10 inhibe la generacion de las DC y su

maduracién y previene la polarizacion de la respuesta de células Th hacia Th1 [207].

2.3.2 Fase de activacion de los linfocitos T

Las DC activadas de forma apropiada proveen, en los organos linfoides, las dos senales
fundamentales para la activacion de los linfocitos T: la presentacion del Ag o senal 1 y las
sefiales coestimuladoras o sefial 2. Sin embargo, en algunas situaciones la presentaciéon o
coestimulacion insuficientes conducen a una también insuficiente respuesta de las células T e
incluso a la anergia de las mismas. El proceso de activacion eficiente de las células T puede
ser modulado por adyuvantes.

En ocasiones, la entrega apropiada de las dos sefiales a los linfocitos T no es suficiente para
estimular la respuesta inmune. En las vacunas terapéuticas para el tratamiento del cancer,
ocurre este fenomeno con mucha frecuencia. En general, las metastasis tumorales alcanzan los
organos linfoides y secretan numerosos factores solubles como el TGF-§, la IL-10 o la
prostaglandina E,, que afectan directamente las funciones de los linfocitos T activados [208].
Por ejemplo, la IL-10 es la principal causante de la induccion de anergia, y niveles altos de

esta citocina se han detectado en pacientes con tumores solidos, asi como en tumores malignos
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hematopoyéticos [24, 25]. El TGF-B inhibe la proliferacion de las células T y su
diferenciacion a CTL y células Th [209].

Las DC que migran desde la periferia pueden ser procesadas por las DC residentes en los
organos linfoides, y los Ag presentados de forma cruzada a los linfocitos T [210, 211]. Sin
embargo, las DC residentes también son susceptibles a la inmunosupresion inducida por los
tumores en los 6rganos linfoides. Numerosas citocinas producidas por los tumores, como por
ejemplo el GM-CSF, el M-CSF, la IL-6 y la IL-10, estdn implicadas en la deficiente
maduracion de estas DC. Por ejemplo, el GM-CSF es el responsable de la mielopoyesis en
individuos portadores de tumores [212, 213]. Més recientemente, se ha demostrado que la
administracion cronica de GM-CSF en ratones conduce a la generacion de las llamadas células
mieloides supresoras [23]. Estas células son las responsables de la pérdida de la respuesta de
CTL ante una reestimulacién con un Ag. Ademads, también se ha demostrado que estas células
inhiben la produccion de IFNy por las células T CD8" en respuesta a un péptido especifico en
el contexto de MHC I [214].

El VEGF estimula la proliferacion de las células endoteliales y su produccion estd
estrechamente asociada con un mal prondstico para el paciente de cancer [215]. El efecto del
VEGF no solo estd relacionado con la formacion de la neovasculatura tumoral, sino que
también es utilizado por los tumores para danar a las DC. Ha sido demostrado que el VEGF
inhibe la activacion de maltiples linajes de células hemotopoyéticas, lo cual provoca el

aumento del nimero de células B inmaduras y de las células supresoras mieloides [216].

2.3.3 Fase efectora

Los linfocitos activados migran a los tejidos tumorales para llevar a cabo sus funciones

efectoras. En un inicio el tumor crece sin causar destruccion del tejido normal que lo rodea, y
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por tanto no es detectado por el sistema inmune, ni siquiera en el caso en que la vacunacion
haya sido efectiva. Cuando el tumor crece causa la destruccion del tejido que le rodea, y crea
el ambiente necesario para alertar y atraer a las células del sistema inmune, las cuales se
enfrentan entonces, a los mecanismos de defensa del tumor [217].

La destruccion del tumor es la tarea mas dificil de una vacuna de cancer. Muchas vacunas de
cancer han logrado inducir la activacion especifica de células T CD4" y CDS8". Sin embargo,
esto no ha sido suficiente para producir la regresion del tumor [218].

Un linfocito T CDS8" apropiadamente activado tiene que enfrentarse a varios de los
mecanismos que utilizan los tumores para escapar. Tal es el caso de la disminuciéon en la
expresion de MHC I en las células tumorales. Este fenomeno previene el reconocimiento de
los tumores y por tanto la lisis por parte de los CTL. Existen muchos datos que apoyan que la
disminucién de la expresion de los alelos HLA-A y HLA-B es algo comin e importante
clinicamente, ya que correlaciona negativamente con el pronostico de sobrevida [219, 220].
También se ha demostrado que para algunos tumores la presencia de IFNy incrementa de
forma significativa la densidad de MHC I en las membranas [221]. Otro mecanismo mediante
el cual el IFNy tiene actividad antitumoral es a través de la inhibicion de la angiogénesis [222].
La induccién de células T no respondedoras, sin que ello implique su eliminacion, contribuye
en buena medida al escape de los tumores. Como se describié anteriormente, las DC pueden
ser afectadas por productos derivados de los tumores como la IL-10, e inducir la anergia, en
lugar de la activacion, en las células T especificas por los tumores [223, 224]. Por otra parte,
quizas el ejemplo mas directo de induccion de un estado de no respuesta en las células T
involucra el mecanismo de Fas/FasL. Después de la activacion, las células T expresan la

molécula Fas (CD95) y se hacen susceptibles a la muerte celular mediada por este mecanismo.
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Sin embargo, contraria a la vision clasica de que las células tumorales causan la muerte de los
linfocitos T porque expresan FasL, la realidad es que las células T en el microambiente
tumoral son inducidas a expresar también el FasL, conduciendo a la induccion de la muerte de
unas por las otras, a través de los mecanismos clasicos basados en la activacion de las caspasas
[225].

Recientemente ha habido un renacer en el interés por las células Treg CD4/CD25", las cuales
tienen un papel fundamental en muchos aspectos de la tolerancia inmunolégica. Como la
inmunidad contra los tumores es, en parte, un proceso autoinmune, se ha postulado que las
Treg pueden también inhibir la generacion de respuesta contra los tumores [226]. En
numerosos modelos tumorales, la inyeccion de un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-CD25,
elimina las células CD4"/CD25" y previene la progresion tumoral [227]. La activacion de las
Treg no se circunscribe solamente a la especificidad por Ag tumorales, sino por cualquier Ag
del entorno tumoral que sea presentado al sistema inmune [228]. El ambiente inmunosupresor
alrededor de los tumores puede conducir, por si mismo a la activacion de Treg, quizas
previniendo la activacion de las DC y por tanto desfavoreciendo la activacion de las células T
efectoras convencionales. De hecho, los resultados de varios experimentos in vitro indican que
las DC estimuladas en condiciones particulares y no completamente maduras promueven la

activacion de células Treg [26, 27].

2.4 Los gangliésidos como inmunosupresores

Los gangliésidos son glicoesfingolipidos, que estdn sobreexpresados en la membrana de las
células tumorales y son liberados por estas en cantidades considerables en forma de
monomeros, micelas y vesiculas de membrana [28-30]. De hecho, la concentracion de estos

lipidos en el microambiente tumoral es muy alta, y sus niveles en el suero y el fluido ascitico
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de animales y humanos portadores de tumores son mayores que en los individuos normales
[229]. Por otra parte, como los gangliosidos liberados por los tumores pueden incorporarse a la
membrana de las células del hospedero [230], es posible que estas moléculas modulen la
interaccion del tumor con el sistema inmune. Se han obtenido evidencias de que los
ganglidsidos son potentes estimuladores del crecimiento tumoral in vivo [31], y se ha
demostrado su capacidad inhibitoria sobre multiples eventos de la respuesta inmune celular
[32]. Todos estos elementos sustentan la hipdtesis de que los gangliésidos son uno de los
factores solubles mas importantes en la inmunosupresion provocada por los tumores.

La actividad inmunosupresora de los gangliésidos depende de su estructura molecular, tanto
de las caracteristicas de la porcion ceramida como de la localizacion y numero de las
moléculas de acido sialico. Por ejemplo, comparando una serie de ganglidsidos purificados de
cerebro humano normal, aquellos con un acido sidlico terminal enlazado a un oligosacarido
compacto neutro poseen la mayor actividad inmunosupresora [231]. Por otra parte, los
gangliosidos con cadenas mas cortas de acido graso en la estructura de la ceramida son mas
potentes inhibiendo la proliferacion in vitro de los linfocitos humanos, en respuesta a un Ag
soluble, que aquellos con cadenas mas largas de acido graso. Precisamente las especies de
gangliosidos que tienen cadenas cortas de acido graso (y por tanto mayores propiedades
inmunosupresoras), son liberadas preferentemente por las células tumorales en su
microambiente, lo cual contribuye a evadir su eliminacién por el sistema inmune [28].

Los mecanismos de inmunosupresion inducida por los gangliésidos son multiples y no estan
completamente dilucidados. No obstante, esta claro que tanto las APC como los linfocitos B y
T son afectados de manera considerable por los ganglioésidos derivados de tumores [32]. Por
ejemplo, hay resultados sobre el efecto inmunosupresor de los ganglidsidos in vivo donde se

demuestra que el GM3 afecta la capacidad del sistema inmune de rechazar alotransplantes de
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corazdn o pulmones [232]. Ademas, se ha demostrado que gangliosidos purificados de cerebro
bovino suprimen la severidad clinica de la encefalitis alérgica experimental inducida en
ratones diabéticos no-obesos por la administracion de un péptido de la glicoproteina de
mielina de oligodendrocitos [233]. Por otra parte, los ganglidsidos tumorales afectan la
respuesta inmune especifica por tumores. MacKallip y colaboradores probaron que
gangliosidos purificados de células tumorales FBL-3 (eritroleucemia) inhiben in vitro la
respuesta linfoproliferativa secundaria especifica a este tumor, asi como la generacion de CTL
especificos por el tumor. Por otra parte, estos esfingolipidos producen in vivo una inhibicion
de la respuesta inmune antitumoral, tanto primaria como secundaria. Los estudios anteriores
aportan evidencias de que el metabolismo de los gangliésidos es un factor activo en el proceso
de formacién del tumor [32].

Se ha demostrado también que la exposicion de esplenocitos de raton a algunos ganglidsidos,
conduce a una reduccion de la transcripcion de los genes que codifican para las citocinas
asociadas a las células Thl: IL-2 e IFN-y. Este efecto se debe posiblemente al bloqueo por los
gangliosidos de la localizacion nuclear de la proteina NF-kB activada, la cual es un factor de
transcripcion involucrado en la expresion de varios genes que codifican para citocinas. Sin
embargo, la transcripcion de los genes que codifican para las citocinas asociadas a las células
Th2, como la IL-4, asi como para la citocina inmunosupresora IL-10, no se afecta por el
tratamiento de los esplenocitos con los ganglidsidos [234]. Por otra parte, Kanda describio que
los gangliésidos GDla y GM3 inducen un incremento de la produccion de IL-10 por las
células T humanas [235]. Estos resultados sugieren que los gangliosidos liberados por los
tumores modifican el balance de la respuesta inmune antitumoral de un patréon Thl a un patron
Th2, lo que provoca una reduccion en la respuesta inmune celular que puede resultar critica

para la eliminacion del tumor [236].
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Las DC también son afectadas por los gangliosidos. Por ejemplo, las DC humanas incubadas
con el ganglidosido GD1a, muestran una reduccion en la expresion de CD40 y de CD80 pero
no de CD86, asi como una marcada inhibicién de la secrecion de las citocinas IL-6, IL-12 y
TNF-a. Incluso, cuando estas DC son pulsadas con toxoide tetanico, la expresion de moléculas
coestimuladoras y la secreciéon de citocinas inflamatorias permanecen inalteradas, y no
inducen la proliferacion normal de las células T en respuesta al Ag [237-240].

Ademas, los gangliésidos derivados de neuroblastomas, tanto humanos como murinos, inhiben
la generacion de DC funcionalmente activas a partir de precursores CD34" humanos y de
precursores hematopoyéticos murinos, lo cual se evidencia por la baja expresion de las
moléculas CD80, CD83 y CD86, asi como por la afectacion de la funcion aloestimuladora de
estas APC [241]. También se ha informado que los gangliésidos GM3 y GD3 purificados de
melanoma humano inhiben la diferenciacion fenotipica y funcional de las DC derivadas de
monocitos, e inducen su apoptosis [242]. Los gangliésidos también bloquean la produccion de
TNFa [243], de IL-1 [244] y la presentacion antigénica [245] por los monocitos humanos, asi

como la produccion de 6xido nitrico por los macréfagos murinos [246].
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Reactivos, lineas celulares y animales de experimentacion
3.1.1 Ratones

Parte de los ratones C57BL/6 y BALB/c utilizados en la experimentacion se obtuvieron del Centro
Nacional para la Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba) y durante la
experimentacion se mantuvieron en el bioterio del CIM (Cuba). Los ratones transgénicos DO11.10 y
parte de los ratones C57BL/6 y BALB/c se criaron y mantuvieron en la unidad libre de patégenos
especificos del “Institute for Animal Health” (IAH, Reino Unido) y los C3H/HeJ se obtuvieron de
Harlan UK (Reino Unido). Los ratones utilizados en la experimentacion tenian entre 6 y 12 semanas
de edad al inicio de los experimentos. Todas las manipulaciones y experimentos se realizaron de
acuerdo con las directrices establecidas por el CIM (Cuba) y el IAH (Reino Unido) para el manejo

de los animales de laboratorio.

3.1.2 Medios de cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Reino Unido) con glutamina [ y 25 mM
HEPES (Gibco, Reino Unido) y D’'MEM con glutamina [ y 25 mM HEPES (Life Technologies Ltd.,
Reino Unido). Ambos medios se suplementaron con suero fetal bovino (FCS- del inglés “fetal calf

serum”) al 10 % (Gibco, Reino Unido), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y 2-

mercaptoetanol 50 puM.

3.1.3 Lineas celulares

La linea de fibroblasto murino MC57G, el adenocarcinoma de colon CT26 [247] y los hibridomas
productores de inmunoglobulinas de rata especificos a moléculas murinas YTS, RIL172, J1J.10,
GK1.5, RAGB2 y TIB120 se obtuvieron de la “American Type Culture Collection” (ATCC, EEUU)

y se cultivaron en D'MEM. La linea celular de carcinoma mamario F3II fue donada por el Dr. D.
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Alonso de la Universidad de Quilmes (Argentina), y también se cultivo en D’"MEM [248]. La linea
celular B3Z fue donada por el Dr. N. Shastri de la Universidad de California (EEUU) y se cultivo en

RPMI [249].

3.1.4 Estimulos y péptidos

El LPS purificado a partir de la cepa 44/76 de N. meningitidis serogrupo B fue gentilmente proveido
por el Dr. Svein Andersen, del Edward Jenner Institute for Vaccine Research (EJIVR, Reino Unido).
La OVA grado VI y el 4cido polinosinoico-policitidilico (PIC) se obtuvieron de Sigma Chemical
(Reino Unido). Se utilizaron los péptidos sintéticos OVAjzs7aea (SIINFEKL), OVAjz23339
(ISQAVHAAHAEINEAGR) y E749.57 (RAHYNIVTH), perteneciente este tltimo a la proteina E7

del virus de papiloma humano tipo 16.

3.1.5 Preparacion de los VSSP
Los VSSP se produjeron en el CIM (Cuba) [34]. Para ello se parti6 de VME de N. meningitidis

serogrupo B cepa 385 purificadas en el Instituto Finlay (Cuba) [250]. Para la obtencion de los
VSSP, las VME se disolvieron a una concentracion final de 1 mg/mL en la solucion tampon Tris-Cl
0,01 M, pH 8,5, con desoxicolato de sodio 12 mM y dodecil sulfato de sodio (SDS- del inglés
“sodium dodecylsulfate”) ImM. A esta suspension se le afiadié igual masa de NAcGM3 extraido de
eritrocitos de perros mediante el método de Folch modificado [251]. La mezcla se mantuvo en
agitacion a 4°C y a las 18 horas se sometid a un proceso de didlisis por 14 dias, en la solucion
tampon Tris-Cl1 0,01 M pH 8,5, utilizando una membrana Spectra/Por de limite de poro de 3,5 KDa
(Spectrum Medical Industries, Texas). La preparaciéon dializada resultante se centrifugd a 10° x G
durante una hora, el precipitado se descart6 y al sobrenadante se le determinaron las concentraciones

de proteinas y gangliosidos por los métodos de Lowry [252] y de resorcinol [253], respectivamente.

36



Materiales y Métodos

Finalmente la solucidon obtenida conteniendo los VSSP se esterilizd por filtracion a través de una

membrana de acetato de celulosa (0,2 um) (Sartorius, Germany) y se almacen6 a 4°C hasta su uso.

3.1.6 Anticuerpos monoclonales

Los siguientes AcM con sus respectivos controles de isotipo se obtuvieron de BD Pharmingen
(Reino Unido) y se utilizaron para Citometria de Flujo (FACS- del inglés “fluorescence activated
cell sorter™):

AcM de raton especificos para las moléculas humanas CD83 (HIT3a), CD86 (IT2.2) y HLA-DR
(G46-6), todos conjugados a ficoeritrina (PE- del inglés “phycoeythrin’);

AcM de hamster especificos para las moléculas murinas CD11lc (HL3) y CD40 (HM40-3),
conjugados a PE e isotiocianato de fluoresceina (FITC- del inglés “fluorescein iso-thiocyanate™),
respectivamente;

AcM de rata especificos para las moléculas murinas MHC 1/I-E¢ (2G9), CD86/B7.2 (GL1), CD4
(RM4-4), todos conjugados a FITC;

AcM de rata especifico para la molécula murina CD8 (YTS.169) conjugado a CyS5- ficoeritrina
(Cy5PE);

AcM de rata especificos para las moléculas murinas 1L-12p40/70 (C15.6), TNFa (MP6-XT22) y
CD4 (RMA-5), conjugados a aloficocianina (APC¢ del inglés “allophycocyanin”).

También se utilizaron sobrenadantes de cultivo de los hibridomas productores de AcM (ATCC,
EEUU) YTS, RIL172, J1J.10, GK1.5, RAGB2 y TIB120. Estos hibridomas producen AcM

especificos para las moléculas CD8, CD4, Thyl.2, CD4, B220 o MHC II, respectivamente.

3.1.7 Tetrameros

Para el anélisis de la frecuencia de las células T CD8" especificas para el péptido SIINFEKL, se

utiliz6 el tetramero H-2K-SIINFEKL conjugado a PE (Prolmmune, Reino Unido).
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3.2 Ensayos
3.2.1 Ensayos de citometria de flujo

La expresion de las moléculas de superficie evaluadas en los diferentes ensayos se determind por
FACS como se describe a continuacion. Para minimizar las uniones inespecificas, las células se
incubaron previamente durante 15 min en solucidn tamponada con fosfato (PBS- del inglés
“phosphate buffered solution”) con azida sodica (0,09 %) y suero normal de raton al 2 %. Después,
5 x 10° células por muestra se incubaron a 4°C con los respectivos AcM conjugados a los
fluoroforos durante otros 15 min.

La deteccion intracelular de TNFo e IL-12p40/p70 se realiz6 con los juegos de reactivos BD
Cytofix/Citoperm™ Plus y BD GolgiPlug™ (BD Pharmingen, Reino Unido), segiin el siguiente
protocolo recomendado por el fabricante. Las células en cultivo con los respectivos estimulos se
incubaron las wltimas ocho horas con brefeldina A (GolgiPlug™) a una concentracion final de 10
pg/mL. Seguidamente las células se colectaron, se lavaron y se marcaron las moléculas de superficie
como se describe en el parrafo anterior. Posteriormente, el proceso de fijacion y permeabilizacion se
realizd con el reactivo Cytofix/Citoperm™™ manteniendo las células en agitacion constante durante
10 min a 4°C y en la oscuridad. Finalmente, las células se incubaron con los AcM especificos para
TNFa e IL-12p40/p70 durante 15 min a 4°C.

En ambos métodos, una vez marcadas las células se lavaron extensivamente y 10* células como
maximo se adquirieron empleando un citometro de flujo FACScan. Solo en el caso de la
determinacion de fluorescencia emitida por APCy se utilizé un citometro de flujo FACScalibur.
Ambos citometros se obtuvieron de Becton Dickinson (EEUU). Todas las muestras se caracterizaron
en cuanto a la intensidad de fluorescencia emitida por los fluordsforos con los que se marcaron y en
cuanto a la granulocidad y al tamafio de las células. Estos dos ltimos parametros estan dados por la

dispersion del laser hacia los lados (SSC-H- del inglés “side scatter”) y hacia delante (FSC-H- del
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inglés “forward scatter”), respectivamente. Todos estos datos obtenidos, se analizaron usando el

programa WinMDI version 2.8.

3.2.2 Preparacion de las células dendriticas humanas a partir de monocitos

Las DC humanas se diferenciaron in vitro a partir del cultivo de monocitos humanos en presencia
del GM-CSF e IL-4 [254]. Para ello las células mononucleares periféricas (PBMC- del inglés
“peripheral blood mononuclear cells”) se aislaron a partir de sangre heparinizada de donantes sanos
utilizando el método clésico de la centrifugacion en un gradiente de densidad Histopaque (p=1,077)
(Sigma, Reino Unido). Las PBMC se colectaron de la interfase y se lavaron tres veces con PBS
suplementada con EDTA 2 mM, albumina de suero bovina (BSA- del inglés “bovin serum
albumin”) 0,5 % y un 10 % de suero autdlogo inactivado a 56°C durante 30 min. A partir de las
PBMCs, se obtuvieron las células CD14" o monocitos, por seleccion negativa tras una separacion en
gradiente magnético utilizando el juego de reactivos comerciales para el aislamiento de los
monocitos MidiMACS (Miltenyi Biotech GmBH, Alemania). Para la purificacion se incubaron las
PBMCs con un coctel de AcMs haptenizados especificos por las moléculas humanas CD3, CD7,
CD19, CD45RA, CD56 6 IgE, durante cinco min, a 6°C. Seguidamente, las células se lavaron con la
soluciéon de PBS suplementado descrita anteriormente y se incubaron con AcM anti-haptenos
conjugados a microperlas durante 15 min, a 6°C. Las células marcadas se aplicaron a columnas LS"
(Miltenyi Biotech GmBH, Alemania) sometidas a un campo magnético. De esta forma, la fraccion
celular compuesta por las células CD3", CD7", CD19", CD45RA", CD56" e IgE" quedé retenida en
la columna, mientras que la fraccion eluyente estaba formada en mas del 90 % por las células
CD14".

La fraccion celular enriquecida en monocitos, obtenida por purificacion con perlas magnéticas, se

cultivd a una densidad de 5 x 10° células/mL en RPMI suplementado con GM-CSF humano
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recombinante a 50 ng/mL e IL4 a 10> U/mL (R&D Systems, Reino Unido). El medio de cultivo se
sustituy6 por medio fresco cada tres dias. Al séptimo dia las DC obtenidas se colectaron, se lavaron
y se cultivaron a una concentraciéon de 10° células/mL en RPMI solo o en presencia del LPS (0,1
pg/mL) o los VSSP (1 pug/mL). Al cabo de 18 horas, las células se colectaron y su fenotipo y
marcadores de activacion se analizaron por FACS. La concentracion del LPS utilizada garantiza la
maduracion de las DC humanas obtenidas de monocitos [254] y la concentracion de los VSSP se

calcul6 a partir del contenido del LPS en estas particulas, estimado en alrededor del 10 %.

3.2.3 Preparacion de las células dendriticas murinas a partir de la médula osea

Las DC murinas utilizadas se obtuvieron a partir de precursores aislados de la médula 6sea (bmDC-
del inglés “bone marrow DC”) [255]. Con este objetivo se extrajeron, en condiciones estériles, los
huesos fémur y tibia de los ratones recién sacrificados por dislocacion cervical. Los extremos de los
huesos se cortaron y la médula se aislo mediante el paso de un flujo de medio de cultivo por el
interior del hueso con una aguja 23Gx1”. Las células extraidas se sembraron en placas de seis pozos
(TPP, Switzerland), a una densidad de 6 x 10> células/mL en 3 mL de medio D"MEM suplementado
con 20 ng/mL de GM-CSF (R&D Systems, Reino Unido). Entre las 72 y 90 horas de cultivo, se
afadieron otros 3 mL de medio de cultivo suplementado con GM-CSF. A los siete dias de cultivo
las células se colectaron y se sometieron a un proceso de purificacion de las bmDC por seleccion
positiva mediante perlas magnéticas, utilizando el juego de reactivos comerciales para el aislamiento
de las DC murinas CD11¢/MACS (Miltenyi Biotech GmBH, Alemania). Para la purificacion, las
células se incubaron con una solucién de AcM anti-CD11c conjugado a microperlas durante 15 min,
a 6°C. Las células marcadas se aplicaron a columnas LS™ (Miltenyi Biotech GmBH, Alemania)
sometidas a un campo magnético. De esta forma, la fraccién celular compuesta por las células

CDI11c" quedé retenida en la columna, mientras que la fracciéon eluyente, con las posibles células
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contaminantes, se descartd. Finalmente, se eluyeron las DC al desacoplar las columnas del campo
magnético. La fraccion resultante, con mas del 96 % de pureza, se cultivd a una densidad de 10°
célulass/mL en D'MEM solo o en presencia del LPS (1 ug/mL) o los VSSP (10 pg/mL). La
concentracion del LPS utilizada garantiza la maduracion de las bmDC [255] y la concentracion de
los VSSP se calculdo a partir del contenido del LPS en estas particulas. En los ensayos de
determinacion de maduracién o secrecion de las citocinas intracelulares por FACS, las células se
colectaron a las 18 de cultivo. En el caso del andlisis de la expresion de las citocinas y los factores
quimiotacticos proinflamatorios a nivel de ARNm, las células se colectaron a las ocho horas de

cultivo.

3.2.4 Ensayo de proteccion de ribonucleasas para la determinacion de citocinas y factores
quimiotdcticos proinflamatorios transcritos en las células dendriticas

Para la determinacion a nivel de ARNm de citocinas y factores quimiotacticos proinflamatorios, las
bmDC derivadas de los ratones C57BL/6 o C3H/Hel se cultivaron en medio solo o en presencia del
LPS (1 pg/mL) o los VSSP (10 ng/mL). A las ocho horas de cultivo las células se lavaron y su ARN
total se aislo utilizando el juego de reactivos comerciales RNeasy Midi (Qiagen Ltd, Reino Unido).
Para ello las células colectadas se lisaron utilizando una solucion tampdn que contiene isotiocianato
de guanidinio suministrada en el juego de reactivos, y se afiade etanol al 70 % para crear las
condiciones que promueven la unidon selectiva del ARN a las membranas de silica-gel de las
columnas RNeasy. El ARN total se uni6 a las membranas y los contaminantes se descartaron
eficientemente por lavados sucesivos. EI ARN retenido en las columnas se eluy6 con agua libre de
ribonucleasas (ARNasas), y se cuantificd determinando la absorbancia de las muestras a las
longitudes de onda de 260 y 280 nm en un espectrofotometro DU-600 (Beckman, Reino Unido)

Una vez aislados y cuantificados los ARN, se llevo a cabo el ensayo de proteccion de ARNasa

utilizando el sistema de reactivos RiboQuant™ (BD Pharmingen, Reino Unido). Los juegos de
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moldes mCK-5, para la determinacion de ARNm correspondiente a las proteinas Ltn, RANTES,
Eotaxin, MIP-1B, MIP-1a, MIP-2, IP-10, MCP-1, TCA-3, L32 y GAPDH; y mCK-2b que contiene
moldes de ADN para determinar 1L-12p35, IL-12p40, IL-10, IL-1a, IL-1pB, IL-1Ra, IL-18, IL-6,
IFNy, MIF, L32 y GAPDH, se adquirieron también de Pharmingen. El ensayo se llevd a cabo
utilizando los moldes de ADN para sintetizar las sondas marcadas con [ *P]JUTP (37MBq) (ICN,
Reino Unido) usando la ARN polimerasa T7. Seguidamente, cada uno de los ARNs blanco aislados
de las DC se hibridaron con las sondas marcadas durante toda la noche y luego se digirieron con
ARNasa A y T1 de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. Las muestras se trataron con
proteinasa K y luego el ARN se extrajo con cloroformo y se precipitdé en presencia de acetato de
amonio. Las muestras y los moldes marcados se aplicaron en un gel de acrilamida al 5 % bajo un
campo eléctrico de 50 W de potencia. El gel se adsorbié sobre un papel de filtro, se seco al vacio y
luego se expuso, durante 18 horas, a una pantalla de almacenamiento de fosfoimagenes. Las
pantallas, una vez expuestas, se analizaron por densitometria en un ‘Storm 860 Phosphoimager’ con
el programa Scanner Control 4.1 a una resolucion de 50 um y se visualizaron usando el programa
ImageQuant NT 4.2a. Todo el equipamiento y programas para el tratamiento de imagenes se
adquirié en Molecular Dynamics (Reino Unido) La intensidad de cada banda se corrigid con su
valor de fondo y las diferencias entre cada muestra se normalizaron usando el valor correspondiente

al del gen de mantenimiento celular GAPDH.

3.2.5 Ensayos de medicion de activacion de las células T CD4" aisladas del raton
transgénico DO11.10

Para este ensayo se aislaron las células Th virgenes del raton transgénico DO11.10. En este raton, de
fondo genético BALB/c, todas las células T CD4" presentan el receptor (TCR-del inglés “T cell
receptor”) especifico para el péptido de la OVA inmunodominante para la molécula de MHC II/I-

AY 323-ISQAVHAAHAEINEAGR-339 [256]. Para la purificacion de las células se extrajeron los
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bazos de los ratones transgénicos y se hizo una suspension celular en medio RPMI. Los esplenocitos
se preincubaron en PBS y BSA al 0,5 %. Una vez bloqueadas las uniones inespecificas, se hizo un
primer paso de purificacion de las células virgenes por seleccion positiva mediante perlas
magnéticas, utilizando el juego comercial de reactivos CD62-L/MACS (Miltenyi Biotech GmBH,
Alemania). Para esta primera seleccion los esplenocitos se incubaron, durante 15 min a 6°C, con una
soluciéon de AcM anti-CD62-L conjugado a microperlas. Las células marcadas se aplicaron a
columnas LS" (Miltenyi Biotech GmBH, Alemania) sometidas a un campo magnético. De esta
forma, la fraccion celular compuesta por las células CD62-L" quedd retenida en la columna,
mientras que la fraccion eluyente, con las posibles células contaminantes, se descart6. Finalmente,
se eluyeron las células virgenes al desacoplar las columnas del campo magnético. La fraccion
resultante, con mas del 90 % de pureza, se marcod con un AcM especifico para la molécula CD4
conjugado a APCy, segun el protocolo descrito para los ensayos de citometria de flujo. Finalmente,
las células positivas para el fluoroforo APCt se seleccionaron y colectaron con mas de un 99 % de
pureza en un Citometro de Flujo Separador de Células (MoFlo FACS sorter, Cytomation, Reino
Unido).

Las células T CD4" virgenes se incubaron, por triplicado, con bmDC de ratones BALB/c pre-

tratadas con medio de cultivo solo o con el LPS (1 pg/mL) o los VSSP (10 pg/mL). En detalles, 10°
bmDC inactivadas por una dosis de radiacion y de 2,5 Gy, se cocultivaron, en placas de 96 pozos
(NUNC™. Canadé), con 5 x 10* células T purificadas, en presencia del péptido OVA 323-
ISQAVHAAHAEINEAGR-339 a las concentraciones de 0, 30, 90 y 150 nM.

Los niveles de proliferacion de las células T CD4" se determinaron midiendo la incorporacion de
[*H]-TdR (1 nCi/pozo) (Amersham, Reino Unido) en el cuarto dia del cultivo. La radiactividad se

determind en un contador de centelleo para microplacas Topcount (Wallac, Finlandia).
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En paralelo, el mismo experimento se escald a placas de 24 pozos (NUNC™, Canada), y al tercer
dia se le afiadieron al cultivo el ionoforo de calcio ionomicina a 500 ng/mL (Sigma, EEUU) y forbol
12-miristato-13-acetato (PMA- del inglés “phorbol 12-myristate 13-acetate) a 50 ng/mL (Sigma,
EEUU), para amplificar la secrecion total de proteinas por las células. Al cabo de 18 horas de
incubacion, los sobrenadantes de cultivo se colectaron para los ensayos de determinacion de las
citocinas IL-2, IL-4 ¢ IFNy usando los respectivos juegos de reactivos comerciales de ELISA para
raton Quantikine™ (R&D Systems Ltd, Reino Unido). Este ensayo consiste en un ELISA
cuantitativo tipo “sandwich”, donde los patrones de las citocinas y las muestras se afiaden a placas
pre-recubiertas con AcMs especificos para las citocinas en evaluacion. Luego de la incubacion y
lavados extensivos, las sustancias no unidas a la placa son descartadas y se afnade un AcM especifico
para la citocina, conjugado a la enzima peroxidasa. Por ultimo, se afiade la soluciéon del sustrato,
también suministrada en el juego de reactivos, y se lee la densidad 6ptica a 405 nm en un lector de

ELISA (Organon Teknika, Austria).

3.2.6 Ensayos de estimulacion del hibridoma B3Z para la evaluacion de la presentacion
cruzada de antigenos

Para la evaluacion in vitro de la presentacion del péptido inmunodominante OVA 257-SIINFEKL-
264 en la molécula MHC I/H2-Kb, se incubaron las bmDC obtenidas de ratones C57BL/6 con la
OVA (10 pg/mL) sola o mezclada con el LPS (0,1 pg/mL) o con los VSSP (100 pg/mL). Después
de ocho horas de incubacion se cultivaron cantidades graduales de DC con 5 x 10* células de la linea
B3Z en placas de 96 pozos (NUNC™ Canad4). Esta linea celular es un hibridoma T CD8"
especifico por el complejo péptido-MHC I: SIINFEKL-H2-K®, y porta el gen de la enzima p-
galactosidasa (B-Gal) bajo el control del promotor de la IL-2 [249]. Al cabo de 16 horas de
incubacion se descartaron los sobrenadantes y a las células remanentes se les afiadio el sustrato de la

enzima [-Gal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopiranosido (X-Gal) (1,5 mg/mL de X-Gal en
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PBS-Nonidet-P40 0,25 %) (Sigma—Aldrich, Reino Unido). Las células se incubaron con el sustrato a
una temperatura de 37°C hasta el desarrollo del color azul en el control positivo del experimento,
que consistid en las células B3Z activadas con las DC pulsadas con el péptido SIINFEKL. La
activacion del hibridoma B3Z se determin6 por la absorbancia a 405 nm medida en un lector de
ELISA (Organon Teknika, Austria). Los datos se obtienen después de restar el valor correspondiente
a la activacion del B3Z con las DC no estimuladas.

Para la evaluacion in vivo de la presentacion del péptido SIINFEKL en la molécula de MHC 1, se
aislaron los esplenocitos totales de los ratones C57BL/6 inmunizados por via subcutanea, 24 horas
antes, con 50 pug de la OVA en PBS o mezclada con 200 pg de los VSSP. Seguidamente, 5 x 10°
células se incubaron toda la noche con 10° células B3Z en placas de 24 pozos. Para la deteccion de
B-Gal, las células se colectaron, se fijaron en PBS-0,5 % glutaraldehido (Sigma-Aldrich, Reino
Unido) y se incubaron con la solucion de X-Gal descrita en el ensayo in vitro. Finalmente, las
células azules de cada muestra se contaron en una camara de Neubauer bajo un microscopio optico.
En este caso se utilizaron los mismos controles positivos y negativos descritos para el ensayo in

vitro.

3.2.7 Ensayo de tetrameros para la determinacion de la frecuencia de las células T CD8"
especificas.

Para evaluar la frecuencia de clones T CD8" especificos para un Ag producto de la inmunizacion,
grupos de tres ratones C57BL/6 se inyectaron por via subcutanea los dias 0, 1 y 8 con 1 mg de la
OVA en PBS o mezclados con 200 pg de los VSSP. En este ensayo se utilizd6 como adyuvante de
referencia el PIC, el cual se administrd, en dosis de 100 pg cada vez, el dia cero mezclado con la
OVA y solo los dias 1 y 2. La seleccion de la dosis de la OVA y los esquemas de inmunizacién se
basaron en la experiencia previa con sistemas de adyuvacion similares del EJIVR (Reino Unido)

[257]. Todos los ratones se sacrificaron el dia 10 y los esplenocitos totales se aislaron y se incubaron
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con el tetramero H2-K°-SIINFEKL conjugado a PE (Prolmmune, Reino Unido) durante 40 min, a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Seguidamente, las células se incubaron con un AcM
especifico para la molécula murina CD8 conjugado a CyS5PE (BD PharMingen, Reino Unido)
durante cinco min en las mismas condiciones ambientales. Por wltimo, se adquirieron 10* eventos en
la ventana correspondiente a las células CD8" en un FACScan (Becton Dickinson, EEUU) y la
frecuencia de las células H2-K°-SIINFEKL/CD8" se determiné utilizando el programa WinMDI

version 2.8.

3.2.8 Ensayo de ELISPOT para la determinacion de las células T CD8" secretoras de IFNy

Con el objetivo de evaluar la secrecion de IFNy por las células T CD8" activadas por la
inmunizacion con diferentes Ags se utilizé un ensayo de ELISPOT. Primeramente se inyectaron por
via subcutanea, grupos de tres ratones C57BL/6, los dias 0, 1 y 8 con 1 mg de la OVA o los dias 0 y
14 con 50 pg de los péptidos SIINFEKL o RAHYNIVTH. Ambos sistemas antigénicos se
administraron en PBS o mezclados con 200 pg de los VSSP. Los ratones se sacrificaron los dias 10
6 21 para las proteinas y los péptidos, respectivamente. Los esplenocitos de los ratones, después de
lisados los eritrocitos con una soluciéon de NH4Cl (0,83 %), se sometieron a un proceso de
enriquecimiento en las células T CD8". Para ello las células de cada raton se incubaron durante 15
min a 4°C con los sobrenadantes de cultivo de las lineas celulares TIB120, GK1.5 y RAGB?2, todas
productoras de AcMs de rata de isotipo IgG especificos para las moléculas de raton MHC 11, CD4 y
B220, respectivamente. Seguidamente, las células se trataron durante 40 min a 4°C y en agitacion
constante, con un AcM anti-IgG de rata acoplado a perlas magnéticas DynaBeads (Dynal, Reino
Unido). Por ultimo, para eliminar las células reconocidas por los AcM de los sobrenadantes

utilizados: APCs, T CD4", y B, respectivamente, las muestras individuales se sometieron a un

46



Materiales y Métodos

campo magnético y se colectaron las células no unidas, obteniéndose poblaciones enriquecidas en
las células T CDS".

Estas células (10°/pozo) se cocultivaron, durante 36 horas, en microplacas con membranas de éster-
celulosa Multi-Screen HA (Millipore, Reino Unido), previamente recubiertas con el AcM de captura
anti-IFNy (R4-6A2) (BD Pharmingen, Reino Unido), con las células estimuladoras singénicas
irradiadas (30 Gy) (5 x 10°/pozo), en presencia o ausencia de péptido (1 puM). Estas células
estimuladoras consistieron en una fraccidon enriquecida en APCs por eliminacion de las células T.
Para ello, esplenocitos de ratones C57BL/6 virgenes se trataron in vitro con una mezcla de
sobrenadantes de las lineas YTS, RIL172, JIJ.10 y complemento de conejo (V H Bio Ltd, Reino
Unido) durante 30 min a 37°C. Estas lineas celulares producen AcM, de rata de isotipo IgM
especificos para las moléculas murinas CD8, CD4 y Thyl.2, respectivamente, con los que se
eliminaron las células T CD8", T CD4" y T totales. Al cabo de las 36 horas de incubacion de las
células efectoras, estimuladoras y el péptido, las placas se lavaron y los puntos equivalentes a las
células T CD8" productoras de IFNy se marcaron con un AcM anti- IFNy conjugado a biotina
(XMG1.2) (BD Pharmingen, Reino Unido) y luego con un AcM anti-biotina conjugado a fosfatasa
alcalina (Vector Laboratories, Reino Unido). Finalmente el revelado colorimétrico se hizo con el
juego de reactivos comerciales AP-Substrate (Bio-Rad Laboratories, Reino Unido). Los puntos se
contaron bajo un estereoscopio y los datos se obtienen una vez restados los valores correspondientes
a los pozos a los que no se afnadi6 péptido. Se consideraron positivas aquellas muestras en las que el
numero de puntos en los pozos con péptido era mas del doble mas 10 puntos con relacién al pozo sin
péptido correspondiente. Por tultimo, los valores obtenidos se normalizaron con respecto al
porcentaje de células T CD8" totales afiadidas en los pozos, el cual se determino, en todos los casos,

por FACS.
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3.2.9 Ensayo de citotoxicidad por liberacion de 'cromo para la determinacion de la
actividad funcional de las células T CD8"

Grupos de tres ratones C57BL/6 se inyectaron por via subcutanea los dias 0, 1 y 8 con 1 mg de la
OVA en PBS o mezclada con 200 pug de los VSSP. Los ratones se sacrificaron el dia 10 y los
esplenocitos totales se aislaron y se incubaron, en presencia del péptido SIINFEKL (1 uM), con
igual nlimero de células estimuladoras aisladas por el procedimiento descrito anteriormente para los
experimentos de ELISPOT. A los cinco dias de incubacion se contaron los blastos por exclusion con
el colorante tripan azul, los cuales se utilizaron como células efectoras del experimento de
citotoxicidad. Las células blanco utilizadas consistieron en la linea de fibroblasto murino MC57G, la
cual se radio-marcé por incubacion con una sal de >leromo (100 uCi) (Amersham, Reino Unido)
durante una hora. Para el ensayo se mezclaron en placas de 96 pozos diferentes relaciones de células
efectoras y blanco con o sin el péptido SIINFEKL durante seis horas. Al finalizar la incubacion, se
colectaron los sobrenadantes y se midio la radiacion gamma en término de conteos por minuto
(CPM) en un contador TopCount (Wallac, Finlandia). Como controles de liberaciéon maxima y
espontanea se emplearon los sobrenadantes de cultivo de células MC57G tratadas con SDS 10 % y
sin tratar, respectivamente. El porcentaje de lisis se calculé mediante la férmula:

CPM (muestra) — CPM (espontanea)
CPM (maxima) — CPM (espontdnea)

-100. Los datos se muestran corregidos por el valor de lisis

obtenida con las células MC57G no pulsadas con el péptido SIINFEKL.

3.2.10 Ensayo de citotoxicidad in vivo para la determinacion de la dependencia de la
cooperacion de las células T CD4" en la activacion primaria de las células T CD8"
especificas

Grupos de tres ratones C57BL/6 se inyectaron por via subcutdnea con una dosis de 1 mg de la OVA
en PBS o mezclada con 200 pg de los VSSP. En paralelo, a otros dos grupos de ratones igualmente

tratados, se les administr6d cada tres dias comenzando el dia anterior a la dosis de Ag, 1 mg de un
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AcM anti-CD4 semipurificado por precipitacion con NH4SOy4 a partir del sobrenadante de cultivo
del hibridoma GK1.5. Con este tratamiento se garantizé que los niveles de las células T CD4" en el
raton estuvieran por debajo del 1 % durante toda la experimentacion, lo cual se confrmoé por FACS.
Al décimo dia después de la dosis de la OVA, a los ratones se les inocularon, por la vena de la cola,
las células blanco susceptibles a la lisis por las células T CD8" especificas para la OVA generadas
por la inmunizacion. Estas células blanco se generaron a partir de esplenocitos totales de ratones
singénicos marcados con el fluoréforo carboxi-fluorescein diacetato succinimidil éster (CFSE)
(Molecular Probes, Reino Unido). Para ello, se incubaron 10’ células/mL en PBS durante 10 min
con CFSE 1 uM para obtener las células marcadas con una mayor intensidad de fluorescencia
(CFSE™), y con CFSE 100 nM para obtener las células marcadas con una menor intensidad
(CFSE"). Seguidamente, las células CFSE™" se incubaron con el péptido SIINFEKL 1 pM durante
90 min a 37°C y 5 % CO,, mientras que las CFSE" se dejaron sin pulsar como control negativo
interno. Después de lavadas, las células CFSE"™" se mezclaron en una relacién 1:1 con las CFSE", y
60 x 10° de esta mezcla de células blanco se inyectaron a cada raton. Al cabo de 16 horas, los
ratones se sacrificaron y el ganglio inguinal mas cercano al sitio de inmunizacion se extrajo. Las
células del ganglio se aislaron y se determing, por FACS, el nimero de las células CFSE’ y CFSE ™,

fijando la adquisicion de 5 x 10’ eventos en la ventana correspondiente a las células CFSE". El

CFSE 100

porcentaje de lisis especifica se determiné por la formula: 100 —
CFSE”

3.2.11 Ensayo de reto tumoral para la evaluacion del efecto del tratamiento con vacunas de
células irradiadas

En los dos modelos tumorales evaluados: CT26 y F3II, se inmunizaron ratones BALB/c en el flanco
izquierdo del lomo por via subcutanea con PBS o con 10° células tumorales irradiadas (75 Gy) solas

o adyuvadas con 200 pg de los VSSP. A los 10 dias de la vacunacion, 5 x10* 6 10° células viables
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de CT26 y F3II, respectivamente, se inocularon en el flanco derecho del lomo, también por via
subcutanea. Los animales se monitorearon durante los 60 dias siguientes y los diametros
perpendiculares de los tumores F3II y CT26 se midieron semanalmente o cada tres dias,

respectivamente, con un pie de rey. Los volumenes tumorales se calcularon mediante la formula:

Por razones éticas, los animales se sacrificaron cuando los

mayor menor *

T ., ., 2
g - Diametro - Diametro

, 3 ..
tumores excedian un volumen de 10 mm” o cuando las condiciones generales de salud estaban

afectadas.

3.2.12 Analisis estadisticos

Para todos los analisis estadisticos realizados, se utilizaron los programas TonyStat [258] y el editor
de graficos GraphPad Prism version 4.00. En todas las muestras se comprobd la normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de
Bartlett.

Para evaluar la significacion estadistica de las diferencias entre los grupos de datos obtenidos en los
experimentos de activacion de las células T CD4" derivadas de la cepa de ratén transgénico
DO11.10 y a los volumenes tumorales determinados en los experimentos antitumorales con el
carcinoma mamario F3II, se utiliz6 un andlisis de varianza de clasificacion simple y la prueba de
Tukey para las comparaciones pareadas. En el resto de los ensayos, los datos no mostraron
homogeneidad de varianza y/o una distribucién normal aun después de las transformaciones de los
datos. En estos casos, se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis y las comparaciones
multiples se realizaron por la prueba de comparacion de rangos no paramétrica Student-Newman-
Keuls (SNK). Solo en el experimento de activacion in vitro del hibridoma B3Z se realizo la prueba

de la U de Mann-Whitney. Para el analisis de las diferencias en el tiempo a la progresion de los
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tumores de los grupos retados con el carcinoma de colon CT26, se utilizé la prueba de Kaplan-
Meier, y para las comparaciones entre los grupos la prueba de Log-Rank.

Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05.

51






Resultados

4 RESULTADOS
4.1 Activacion de las células dendriticas
4.1.1 Los VSSP inducen la maduracion de las células dendriticas humanas

Los VSSP contienen en su estructura componentes para los cuales se han descrito propiedades
estimuladoras de la maduracion de las DC, como el LPS [259] y las porinas P1 y P3 de M.
meningitidis [35, 42]. Sin embargo, el gangliésido GM3, el cual es un componente muy
representado en los VSSP (37 moléculas de gangliosido por cada molécula de proteina), inhibe este
fenomeno [242]. La capacidad de los VSSP de activar o inhibir el proceso de maduracion se evaluo
en DC humanas derivadas de monocitos. El cultivo de estas células con 1 pg/mL de los VSSP
provocd la induccion de la molécula CD83 y de la molécula coestimuladora CD86 en mas del 70 y
90 % de las mismas, respectivamente. Ademads, se observd un aumento en los niveles de expresion
de la molécula MHC II. El fenotipo de las DC maduras generadas por los VSSP resulté similar al
inducido por el LPS a 0,1 pg/mL, el cual se utiliz6 como control positivo de induccion de

maduracion de las DC humanas (Figura 1).
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Figura 1. Induccion de la maduracion de
las DC por los VSSP. DC humanas
derivadas de monocitos se cultivaron
durante 24 horas en presencia de los VSSP,
del LPS o medio de cultivo y se determind
mediante citometria de flujo la expresion
superficial de las moléculas MHC II, CD83
y CD86. En la figura se presentan los
graficos de puntos de tamafio (FSC-H) vs
intensidad de fluorescencia
597 correspondientes a cada muestra, y se
indica ademas, el porcentaje de las células
positivas para cada molécula evaluada.
S Todos los graficos en su conjunto son
i representativos de un experimento repetido
cuatro veces.

Tt T
FLZ:H

FLIH
(Lo T LT IR I T
WP ant 107 10

CD83 —
FLZ.H

1

o
1o
L

WwoAr @
FLZ-H

FL2.H
2
Lo BT BT R T

17 10f 0?4

Ccb86 —
FLZ.H

107

Dk
o

ig

et ‘l':l" 19?

¥
S ,-.-i._

FL2H

FLZH
W 1 AP

FL
i I LT R T

MHC Il —*
|

FSC-H >

53



Resultados

4.1.2 Los VSSP inducen la maduracion de las células dendriticas murinas

Con el objetivo de evaluar el efecto de los VSSP sobre las DC de origen murino, se utilizaron bmDC

derivadas de las cepas de raton C57BL/6 6 BALB/c que se cultivaron durante 24 horas en presencia

de los VSSP, del LPS o de medio de cultivo sélo, estos ultimos como control positivo y negativo,

respectivamente. El tratamiento de las bmDC con los VSSP a 10 pg/mL provocéd que se duplicaran

los porcentajes de células positivas para las moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86. En el

caso de la molécula de MHC II, los VSSP indujeron un aumento en la intensidad media de

fluorescencia de 60,3 unidades, correspondientes a las DC no tratadas, a 119,6, sin embargo, no tuvo

un impacto considerable en el porcentaje de células positivas.

En este sistema de DC murinas, tampoco se encontraron diferencias entre la activacion inducida por

los VSSPy el LPS a 1 pg/mL (Figura 2).
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Figura 2. Induccion de la maduracion
de las DC por los VSSP. Las bmDC se
cultivaron durante 24 horas en
presencia de los VSSP, del LPS o
medio de cultivo, y se determind
mediante citometria de flujo la
expresion superficial de las moléculas
MHC II, CD80, CD86 y CD40. En la
figura se presentan los graficos de
puntos de tamafo (FSC-H) s
intensidad de fluorescencia
correspondientes a cada muestra, y se
indica ademas el porcentaje de células
positivas para cada molécula evaluada.
Todos los graficos en su conjunto
pertenecen a un experimento realizado
con las bmDC derivadas del raton
C57BL/6  representativo de  tres
repeticiones realizadas con las bmDC
obtenidas de ratones de las cepas
C57BL/6 y BALB/c.
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4.1.3 Los VSSP inducen citocinas y factores quimiotdcticos proinflamatorios en las células
dendriticas murinas

El condicionamiento de la respuesta inmune adaptativa estd dado por la llamada tercera sefial,
también aportada por la DC. Estas sefiales consisten fundamentalmente en el conjunto de citocinas y
factores quimiotacticos secretados por las DC durante y después del proceso de maduracion [115].
La secrecion de TNF-a, una de las citocinas que con mds frecuencia se asocia a respuestas
proinflamatorias mediadas por el LPS [260], se determind por marcaje intracelular en las bmDC
tratadas con los VSSP o el LPS. Como se muestra en la figura 3, los VSSP indujeron la secrecion de

TNF-a en el 44 % de las DC, mientras que el LPS lo hizo en el 78 %.
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Figura 3. Produccion de TNF-a por las
TERT DC estimuladas con los VSSP. Las DC

00% derivadas de médula Osea se estimularon
con medio de cultivo (A), el LPS (1

21 6% ToA%  55% 441%
. 2 ug/mL) (B) o los VSSP (10 ug/.my) ©).
i B i Seguidamente se determino la
m Iyl ., .
o] o produccién intracelular de TNF-a. Los
50 T it datos se presentan en graficos de
R R distribucion de densidad de intensidad de
T - - . .
4 o] =3 fluorescencia vs granulocidad (SSC-H)
7 o 8 correspondientes a cada muestra, y se
T SR E AT R T AT TR TS B M ¥ indica ademas el porcentaje de células en
00% FL4-H 0% 00% FL4-H 0.0% cada cuadrante. Los graficos son
TNF-a. > representativos de tres repeticiones.

Ademés del TNF-a, se evaluaron otras citocinas y factores quimiotacticos proinflamatorios
mediante la técnica de proteccion de ARNasa. La expresion de estas proteinas se determiné a nivel
de ARNm en las bmDC, después de ocho horas de cultivo en presencia de los VSSP (10 pg/mL), el
LPS (1 pg/mL) o medio solamente. Los VSSP indujeron, en las bmDC derivadas de ratones de la

cepa C57BL/6, la sintesis de los ARNm para las proteinas de las familias MIP e IL-1, y las citocinas

55



Resultados

IL-12p40, IL-18 e IL-6 (Figura 4). La relacion entre la intensidad de las bandas correspondientes a
los genes transcriptos en las bmDC tratadas con los VSSP y las tratadas con el LPS fue

aproximadamente igual a uno, indicando que ambos estimulos produjeron senales muy similares en

las bmDC.
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Figura 4. Citocinas y factores quimiotacticos inflamatorios inducidos por los VSSP en las bmDC derivadas
de ratones C57BL/6. Las bmDC se cultivaron en presencia de los VSSP (DCY*%%), el LPS (DC"™®) 0 medio de
cultivo s6lo (DC’), y ocho horas después se extrajo el ARN. Seguidamente, se determiné la transcripcion de
algunas citocinas y factores quimiotacticos inflamatorios mediante un ensayo de proteccion de ARNasa. Los
nombres en negritas corresponden a las proteinas en las que la transcripcion del gen fue inducida por los
VSSP (DCV**/DC? > 2 después de la normalizacion respecto a la intensidad de las bandas correspondientes
al gen de mantenimiento celular GAPDH), y los nimeros entre paréntesis indican la relacion entre
DCY**/DC™. Las fotografias de los geles mostradas en la figura son representativos de dos experimentos
realizados de forma independiente.

4.1.4 EL LPS no es el unico componente de los VSSP responsable de la activacion de las
células dendriticas

Las senales activadoras de los VSSP mostradas anteriormente fueron indistinguibles de las

inducidas por el LPS solo. Para determinar si al eliminar la influencia estimuladora del LPS en los
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VSSP se manifestaba la actividad inhibidora del GM3, se emplearon DC derivadas de la cepa de
raton C3H/Hel. Estos ratones tienen una mutacion sin sentido en el dominio intracelular del receptor
TLR4, responsable de los mecanismos de sefializacion en respuesta al LPS de N. meningitidis [52].
En estas bmDC se estudio la expresion superficial de los marcadores de maduracion después de 24
horas en cultivo con el LPS (1 pg/mL), los VSSP (10 pug/mL) o medio de cultivo solamente. Como
se esperaba, el efecto del LPS disminuyd considerablemente, tal como indica la baja expresion de
las moléculas MHC II, CD40, CD80 y CD86 en las células tratadas con el mismo. Sin embargo, las
DC tratadas con los VSSP mostraron un fenotipo maduro, caracterizado por un aumento en la

expresion de las moléculas presentadoras y coestimuladoras (Figura 5).
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Un ensayo de proteccion de ARNasa, similar al que se utiliz6 para estudiar las citocinas y factores
quimiotacticos proinflamatorios inducidos por los VSSP en las bmDC obtenidas de ratones
CS57BL/6, también se empled para evaluar la contribucion del LPS a las propiedades activadoras de
los VSSP. En esta ocasion, se utilizO ARN aislado de las bmDC derivadas de ratones C3H/Hel

tratadas con los VSSP (10 pg/mL), el LPS (1 pg/mL) o medio de cultivo. Los resultados se
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muestran en la figura 6. En estos experimentos se pudo corroborar que la cascada de sefializacion
activada por el LPS y que culmina con la transcripcion de los genes para las citocinas y factores
quimiotacticos MIP-1a, MIP-2, IL-12p40, IL-1B, IL-18 e IL-6, ocurre a través del TLR4.
Notablemente, los VSSP activaron casi todos los genes que también fueron transcriptos en las
bmDC derivadas del raton C57BL/6. Solo los genes de la IL-1a y la IL-1RA no se activaron en las
bmDC derivadas del raton C3H/Hel, lo cual sugiere que los VSSP si necesitan del LPS para inducir
la produccion de esta citocina en particular. Curiosamente, los VSSP activaron el gen del factor

quimiotactico MCP-1 sélo en ausencia de la sefial del LPS.
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Figura 6. Citocinas y factores quimiotacticos inflamatorios inducidos en las DC derivadas de ratones
C3H/Hel por los VSSP. Las bmDC se cultivaron en presencia de los VSSP (DCY*"), del LPS (DC’) o de
medio de cultivo (DC%), y ocho horas después se extrajo el ARN. Seguidamente, se determind la
transcripcion de algunas citocinas y factores quimiotacticos mediante un ensayo de proteccion de ARNasa.
Los nombres en negritas corresponden a las proteinas en las que la transcripcion del gen fue inducida por el
VSSP (DCY**/DC® ¥ ™ > 2 después de la normalizacion respecto a la intensidad de las bandas
correspondientes al gen de mantenimiento celular GAPDH), y los niimeros entre paréntesis indican la
relacion entre DCYSS*/DC™™S. Las fotografias de los geles mostradas en la figura son representativos de dos
experimentos realizados de forma independiente
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4.2 Polarizacion de la respuesta de las células T cooperadoras hacia Thl
4.2.1 Los VSSP inducen la secrecion de IL-12p40/p70 por las células dendriticas

Los resultados anteriores de induccion de citocinas proinflamatorias, especialmente la transcripcion
del gen de la IL-12p40 en las bmDC cultivadas con los VSSP, sugieren que el preparado promueve
en estas células un fenotipo de DC condicionado para polarizar la respuesta T cooperadora hacia
Th1 (DCI). Por la importancia de este evento para la activacion de una respuesta inmune efectiva
contra los tumores, se decidié comprobar la capacidad de los VSSP de inducir la secrecion de 1L-12
activa. Con este objetivo se hizo un marcaje intracelular de esta citocina en las bmDC derivadas de
ratones C57BL/6 y cultivadas por 16 horas en presencia de los VSSP, el LPS o medio de cultivo. En
este experimento, se observaron diferencias entre las DC tratadas con el LPS (1 pg/mL) o con los
VSSP (10 pg/mL) (Figura 7). Mientras que solo el 34 % de las DC tratadas con el LPS secretaron
IL-12p40/p70, mas del 85 % de las tratadas con los VSSP produjeron esta citocina. Estos datos
confirman que los VSSP polarizan las DC a un fenotipo DC1, y sugieren que el LPS no es el tnico

componente responsable de este efecto de los VSSP.
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4.2.2 Los VSSP polarizan hacia Thl a las células T CD4" virgenes

Una vez comprobada la capacidad de los VSSP de polarizar hacia DC1 mediante la estimulacion de
la secrecion de IL-12 activa, se determind el efecto de estas DC sobre las células T cooperadoras
virgenes. Las células T CD4" especificas por un péptido inmunodominante de la OVA presentado en
MHC 11, provenientes de ratones transgénicos DO11.10, se utilizaron como modelo experimental.
Las células T CD4" virgenes, obtenidas del bazo de estos ratones con mas del 98 % de pureza por
métodos de separacion con perlas magnéticas y citometria de flujo, se estimularon con DC
singénicas previamente cultivadas con los VSSP, el LPS o medio de cultivo. Como se muestra en la
figura 8 (A y B), las bmDC tratadas tanto con los VSSP como con el LPS promovieron la
proliferacion de las células T CD4"/CD62-L" especificas para el péptido de la OVA. Como
consecuencia de esta estimulacion de las DC con los VSSP o el LPS, se detectd un incremento en
tres veces de la cantidad de IFNy en el sobrenadante, comparado con las DC cultivadas en medio
solo. Del mismo modo, las cantidades de IL-4 disminuyeron también tres veces aproximadamente
(Figura 8 C y D). Las diferencias entre las células T CD4" estimuladas con DC'**" o con DC’, en
términos tanto de proliferacion como de secrecion de las tres citocinas evaluadas, fueron
significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,01), a las tres concentraciones de péptido evaluadas.

En cambio, la misma prueba estadistica revel6 que no habia diferencias entre las células T CD4"

LPS VSSP
C c™ .

estimuladas con D oconD
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Figura 8. Polarizacion a Thl de las células T CD4" especificas por la OVA, inducida por las DC tratadas con
los VSSP. Las bmDC estimuladas con medio (X), LPS a 1 pg/mL (L) o VSSP a 10 pug/mL (A) se
cocultivaron con células T CD4" virgenes aisladas de la cepa de raton transgénico DO11.10 en presencia de
las concentraciones indicadas del péptido OV Aj»3330. La figura muestra los graficos de incorporacion de
timidina tritiada CH-TdT) (A) y la secrecién de las citocinas IL-2 (B), IL-4 (C) e IFNy (D), medidas por
ELISA. Los datos se presentan como las medias + desviacion estandar. correspondientes a las mediciones
realizadas en un experimento representativo de otros dos. Letras diferentes indican significacion estadistica
segun las pruebas de Tukey (P < 0.01) realizadas para cada concentracion del péptido de la OV A ensayadas.

4.3 Activacion de los linfocitos T citotdxicos

4.3.1 La adyuvacion de un péptido con los VSSP estimula la produccion de IFNy por las
células T CDS" antigeno especificas

Los péptidos constituyen una de las formas antigénicas mas utilizadas en los ensayos preclinicos y
clinicos de vacunas para el tratamiento de tumores malignos [261]. Por esta razén, la potencialidad

de los VSSP de activar las células T CDS" especificas cuando es utilizado como adyuvante para
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péptidos, se evalud en un ensayo de ELISPOT para IFNy. Para ello se ensay6 en ratones C57BL/6
un protocolo de administracion de dos dosis del péptido inmunodominante OVA 257-SIINFEKL-
264 o de un péptido no relacionado, mezclados con los VSSP. Como se muestra en la figura 9,
apenas se detectaron células T CD8" especificas productoras de IFNy en los esplenocitos de los
ratones no tratados o inyectados con un péptido irrelevante. Por el contrario, se midié una respuesta
especifica en aquellos ratones inmunizados con el péptido SIINFEKL adyuvado en los VSSP. Cerca
del 0,15 % del total de las células T CD8" fueron especificas por el péptido SIINFEKL y produjeron
IFNy. Las diferencias entre los grupos controles y el grupo inmunizado con la mezcla del péptido
SIINFEKL y los VSSP resultaron estadisticamente significativas segun la prueba de SNK (P <

0.05).
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Figura 9. Estimulacion de las células T CD8" especificas inducida por la coinyeccion del péptido SIINFEKL
y los VSSP. A ratones C57BL/6 se les suministraron dos dosis de 50 pg, espaciadas por 14 dias, de los
péptidos SIINFEKL o RAHYNIVTF (control) en presencia de 200 pg de los VSSP. Una semana después de
la ltima dosis se evalud la secrecién de IFNy por las células T CD8" especificas por el péptido SIINFEKL.
Los datos se presentan como el nimero de células T CD8" especificas productoras de IFNy calculadas a partir
del niimero de puntos detectados y el porcentaje de células T CD8" en el bazo de cada animal. Letras
diferentes indican significacion estadistica segun la prueba de SNK (P < 0.05). Este ensayo se repitio tres
veces con resultados similares.
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4.3.2 Los VSSP facilitan la presentacion cruzada de la OVA a los linfocitos T CD8”"

Los experimentos que demostraron la capacidad de los VSSP de activar a los linfocitos T citotoxicos
tras la inmunizacion con péptidos, no garantizaban el éxito para la induccion de CTL con vacunas
cuyo sistema antigénico fueran proteinas. Este tipo de antigeno, a diferencia de los péptidos,
primeramente tiene que ser procesado y sus fragmentos presentados de forma cruzada en las
moléculas de MHC 1 [262].

Se disefiaron experimentos in vitro € in vivo para evaluar la capacidad de los VSSP de mediar la
presentacion cruzada. Primeramente, las bmDC derivadas de la cepa de raton C57BL/6 y tratadas
con la OVA sola (10 pg/mL) o con la OVA en los VSSP (10 pg/mL), se cultivaron in vitro con el
hibridoma T CD8" B3Z, el cual contiene la enzima B- Gal bajo el control del promotor de la IL-2 y
la expresa por estimulacion con el complejo H2-K°-SIINFEKL. Como se observa en la figura 10A,
se requiere de la presencia de los VSSP para estimular al hibridoma B3Z. Por el contrario, no se
detect6 actividad enzimatica cuando se utilizo la OVA sola o la OVA en presencia del LPS (1
ug/mL). Las diferencias en la capacidad de estimular al hibridoma B3Z entre las DC tratadas con los
VSSP y con el LPS o medio de cultivo solo, resultaron significativas a las dos relaciones mayores
DC:B3Z evaluadas, segtn las pruebas de SNK realizadas (P < 0.05).

La medicion de la induccidn de la presentacion cruzada también se realizo in vivo. Se inyectaron por
via intravenosa ratones C57BL/6 con 50 pg de la OVA sola o mezclada con 200 pg de los VSSP, y
18 horas después los esplenocitos totales de estos animales se utilizaron en el ensayo de
estimulacion del hibridoma B3Z. En este caso, s6lo los esplenocitos aislados de ratones inmunizados
con la OVA en los VSSP indujeron la expresion de la enzima -Gal en el hibridoma (Figura 10B).
En este experimento, la diferencia entre los grupos control e inmunizado con la OVA y los VSSP

resultd estadisticamente significativa segtn la prueba de la U de Mann-Whitney (P < 0,05).
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Un dato a resaltar en ambos experimentos, el in vitro y el in vivo, es que los VSSP indujeron la
maxima ocupacion de las moléculas de MHC 1. Esto se demuestra al comparar los niveles de
activacion del hibridoma B3Z inducidos por las APC tratadas o provenientes de ratones tratados con

la OVA adyuvada en los VSSP, con los inducidos por las APC cargadas con exceso del péptido

SIINFEKL.
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Figura 10. Activacion in vitro e in vivo del hibridoma T CD8" B3Z, especifico por el péptido SIINFEKL, por
las DC estimuladas con los VSSP. Para la estimulacion del hibridoma B3Z se utilizaron: en el ensayo in vitro
(A), las bmDC a las que se les habia adicionado previamente la OVA (A), laOVA y el LPS (X),0la OVAy
los VSSP (O) y en el ensayo in vivo (B) esplenocitos aislados de ratones inmunizados con la OVA u la OVA
y los VSSP. La activacion del hibridoma se determind midiendo la expresion de la enzima [-Gal. El grafico
(A) representa la densidad Optica a 405 nm una vez restados los valores correspondientes a la activacion basal
del hibridoma solo representado con el simbolo [1 en (B). Los resultados se muestran como la media + D.E.
El grafico (B) representa el porcentaje de células azules respecto al total de las B3Z contadas en camara de
Neubauer. En ambos experimentos se utilizd6 como sefial de maxima ocupacion de las moléculas de MHC 1
las APC cargadas con el péptido SIINFEKL (<). Letras diferentes indican significacion estadistica segtn la
prueba de la U de Mann Whitney (P < 0.05) en (B) y segln las pruebas de SNK (P < 0.05) realizadas para
cada relacion DC:B3Z ensayadas en (A). Estos experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

4.3.3 La adyuvacion de una proteina con los VSSP induce la expansion de las células T
CD8" antigeno especificas

Una vez demostrada la capacidad de los VSSP de mediar la presentacion cruzada de la OVA, se
imponia estudiar si subsecuentemente ocurria la estimulacion de las células T CD8" especificas.

Para ello se inmunizaron ratones C57BL/6 con mezclas de la OVA y los VSSP o de la OVA y el
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PIC, como adyuvante de referencia. Este polimero sintético mimifica ARN viral de doble cadena y
es promotor de respuestas citotoxicas [263, 264]. La frecuencia de las células T CD8" especificas
por la OVA se midi6 con el tetrdmero H-2K°-SIINFEKL. La figura 11 muestra que la inyeccion de
la OVA sola generd un 0,22 % de células T CDS" especificas por el péptido SIINFEKL, mientras
que las inyecciones de la OVA en el PIC o en los VSSP provocaron que aumentaran en alrededor de
7 veces la frecuencia de estas células. Las diferencias entre los grupos de ratones no tratados o
inmunizados con la OVA sola y los grupos inmunizados con la mezcla de la OVA y los VSSP u la

OVA y el PIC resultaron estadisticamente significativas segun la prueba de SNK (P < 0,05).

Figura 11. Expansion de las células T CD8"
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4.3.4 La adyuvacion de una proteina con los VSSP estimula la produccion de IFNy por las
células T CDS" antigeno especificas

Entre las funciones efectoras de los CTL contra los tumores, la secrecion de IFNy juega un papel
fundamental [265]. Para evaluar si las células T CD8" especificas activadas por la inyeccion de la
OVA en los VSSP secretaban IFNy, se realizé un ensayo de ELISPOT. En la figura 12 se muestra
cémo la inyeccion de la OVA adyuvada en los VSSP condujo a la produccion de IFNy por las
células T CD8" especificas por el SIINFEKL, el péptido inmunodominante de la OVA utilizado para
medir la respuesta. No se observaron puntos indicativos de actividad en los pozos correspondientes a
los esplenocitos de los ratones no tratados o tratados con la OVA sola. Las diferencias entre las
respuestas generadas en los grupos controles respecto a la del grupo tratado con la OVA y los VSSP

fueron estadisticamente significativas segtn la prueba de SNK (P < 0,05).

70 a
60 o
504
40+
304
20+

10 b b

Numero de células productoras de
IFNy/10° células T CD8"

o 0
0 T T

T
No tratados OVA OVA/VSSP

Figura 12. Secrecion de IFNy por las células T CD8" especificas activadas por la coinyeccion de la OVA y
los VSSP. Ratones C57BL/6 se inyectaron con la OVA sola (A), la OVA mezclada con los VSSP (O) o se
dejaron sin tratamiento (OJ). Dos dias después de la Gltima dosis se evaluo la secrecion de IFNy por las células
T CD8" especificas por el péptido SIINFEKL. Los datos se presentan como el namero de células T CD8"
especificas productoras de IFNy, calculadas a partir del nimero de puntos detectados y el porcentaje de
células T CDS8" en el bazo de cada animal. Letras diferentes indican significacion estadistica seglin la prueba
de SNK (P < 0.05). Este ensayo se repitio tres veces con resultados similares.
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4.3.5 La adyuvacion de una proteina con los VSSP estimula la actividad citotoxica de las
células T CDS" antigeno especificas

El papel de los VSSP en la induccién de las células T CD8" especificas funcionalmente competentes
se estudié mediante el ensayo clasico de liberacion de 'Cr. En estos experimentos las células
blanco, que consistieron en fibroblastos MC57G cargados con el péptido SIINFEKL, s6lo fueron
lisadas por los esplenocitos aislados de los ratones inmunizados con la OVA y los VSSP. Las células
extraidas de los ratones no inmunizados o inyectados con la OVA sola no resultaron citotoxicas en
ninguna de las relaciones de células efectoras:blanco evaluadas (Figura 13). Las pruebas estadisticas
de SNK confirmaron que las diferencias entre los grupos controles y el grupo inmunizado con la
mezcla de la OVA y los VSSP eran significativas para todas las relaciones de células

efectoras:blanco ensayadas (P<0,05).
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Figura 13. Actividad citotoxica de las células T CD8" especificas por el péptido SIINFEKL activadas por la
coinyeccion de la OVA y los VSSP. Ratones C57BL/6 se inyectaron con la OVA sola (A), la OVA mezclada
con los VSSP (O) o se dejaron sin tratamiento (X). Dos dias después de la ultima dosis se evalu la actividad
litica de estas células mediante el método de liberaciéon de °'Cr y utilizando como células blanco la linea de
fibroblasto murino MC57G cargada con el péptido SIINFEKL. Los datos se presentan como media = D.E. y
son representativos de un experimento repetido tres veces. Letras diferentes indican significacion estadistica
segun las pruebas de SNK (P < 0.05) realizadas para cada relacion células efectoras:blanco ensayadas.
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4.3.6 Los VSSP estimulan la activacion primaria de las células T CD8' antigeno
especificas en ausencia de la cooperacion con las células T CD4"

Se ha demostrado que existen estimulos capaces de inducir una respuesta CTL primaria en ausencia
de la cooperacion de las células T CD4" [146]. Para evaluar este fendmeno con nuestro sistema de
adyuvacion, se utilizé el ensayo de CTL in vivo después de una tnica dosis de la OVA sola o
adyuvada con los VSSP, y se midi6 la respuesta especifica por el péptido inmunodominante
SIINFEKL. Ademas, con el objetivo de determinar si la activacion de los linfocitos T CD8" ocurria
en ausencia de las células T cooperadoras, se midi6 la respuesta CTL en ratones a los que les fueron
eliminadas estas células. La eliminacion de las células T CD4" se realizd por un tratamiento
sistémico con un AcM especifico para esta molécula y se utilizé6 PBS como control negativo de esta
manipulacion.

En este experimento se demostrd que se produce la lisis del 40 % de las células blanco, cargadas con
el péptido SIINFEKL y marcadas con la mayor concentracién del fluoroforo CFSE, cuando se
inoculan en los ratones previamente inmunizados con la OVA adyuvada en los VSSP. Por el
contrario, no se detectd citotoxicidad especifica en aquellos ratones inyectados con la OVA sola.
Ambos resultados se mantuvieron invariables en los grupos de ratones tratados con el AcM anti-
CD4. Las diferencias de citotoxicidad generada en los grupos de ratones inmunizados con la OVA
sola respecto a la generada en los grupos tratados con la OVA y los VSSP fueron estadisticamente

significativas segun las pruebas de SNK (P < 0,05).
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Figura 14. Citotoxicidad producida in vivo por la coinyeccion de la OVA y los VSSP a ratones a los que les
fueron eliminadas las células T CD4". La figura muestra la muerte de las células blanco cargadas con el
péptido SIINFEKL y marcadas con CFSE™" que se inocularon a los ratones ocho dias después de una sola
dosis de la OVA con o sin los VSSP. En (A) se muestra un histograma representativo de los grupos tratados
con OVA o con OVA/VSSP. (M1=CFSE"" y M2=CFSE"). El grafico (B) muestra el porcentaje de lisis en los
ratones individuales calculado a partir del ntimero de eventos en M1 respecto a M2. Letras diferentes indican
significacion estadistica segun la prueba de SNK (P < 0.05). Este experimento se repitid tres veces con
resultados similares.

4.4 Actividad antitumoral
4.4.1 Vacunas celulares adyuvadas con los VSSP inducen actividad antitumoral

Las propiedades adyuvantes de los VSSP para células tumorales irradiadas como sistema antigénico
se evaluaron en dos modelos: el carcinoma de colon CT26 y el carcinoma mamario F3II. La linea
tumoral CT26 es muy inmunogénica [266], mientras que la F3II es de baja inmunogenicidad y
desarrollando ambas tumores muy agresivos [248, 267, 268]. En estos ensayos se vacunaron ratones
BALB/c con las células CT26 6 F3II irradiadas en presencia o no de los VSSP, y diez dias después
se retaron con las respectivas lineas tumorales. En el caso del ensayo con el modelo CT26, todos los

ratones a los que se les inyectd PBS y el 90 % de los vacunados con las células irradiadas solas,
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desarrollaron tumores. El resultado opuesto se obtuvo en los ratones inmunizados con la vacuna
celular adyuvada en los VSSP, donde a los dos meses después de inoculado el tumor cinco de un
total de seis ratones permanecian negativos (Figura 15B). Las diferencias entre los grupos evaluados
en términos del porcentaje de animales libres de tumor a los dos meses después del reto tumoral, fue
significativa segiin la prueba estadistica de Log-Rank (P < 0,05). En el modelo del carcinoma
mamario F3II no se observaron eventos de rechazo tumoral, aunque si se puso de manifiesto el
efecto de los VSSP en la progresion del tumor. En los ratones inyectados con PBS o inmunizados
con la vacuna celular sola los tumores crecieron rapidamente (Figura 15A). Por el contrario, la
vacunacion con las células irradiadas adyuvadas en los VSSP provocd que el volumen de los
tumores alrededor del dia 50 después del reto tumoral fuera cinco veces menor que el de los tumores
en los ratones controles. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas los dias 44 y 51

después de inoculados los tumores segun las pruebas de Tukey realizadas (P < 0,05).
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Figura 15. Respuesta antitumoral inducida por vacunas celulares adyuvadas en los VSSP en dos modelos
tumorales. Ratones BALB/c se vacunaron con las células tumorales irradiadas (irr) mezcladas o no con los
VSSP y diez dias después se retaron con una dosis letal de las respectivas lineas celulares. En (A) se
representa el crecimiento del carcinoma mamario F3II. Letras diferentes indican significacion estadistica
segun las pruebas de Tukey (P < 0.05) realizadas para cada dia de medicion. En (B) se representa el
porcentaje de animales sin tumor después del reto con la linea de carcinoma de colon CT26. Cada grafico es
representativo de dos experimentos individuales.
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5 DISCUSION

Aunque desde hace ya varios afos se han descrito evidencias de los mecanismos de
inmunosupresion inducida por los tumores, s6lo recientemente la comunidad cientifica internacional
ha comenzado a evaluar diversas estrategias para combinar tratamientos de inmunorrestauracion con
los de vacunaciéon. Por otra parte, el disefio de adyuvantes que posean la capacidad de revertir
estados de compromiso inmunoldgico es una idea atn inexplorada. Las Unicas aproximaciones en
este sentido han sido los reportes de algunas propiedades inmunorrestauradoras en adyuvantes ya
establecidos y actualmente en evaluacion clinica, pero que no habian sido seleccionados con este
fin. Tal es el caso de las secuencias del CpG, el cual, suministrado como monoterapia en algunos
modelos animales, ha provocado una fuerte actividad antitumoral caracterizada por la reversion del
estado de no respuesta del sistema inmune ante un tumor en crecimiento [269]. En nuestro
laboratorio del CIM, los VSSP fueron concebidos precisamente con ambos fines. Para ello se
combinaron las propiedades inmunoestimuladoras de las VME de N. meningitidis con una de las
sustancias inmunosupresoras secretadas por los tumores: el gangliosido GM3. La inclusion del
gangliosido se hizo inicialmente teniendo en cuenta los trabajos de Livingston y colaboradores de
que la inoculacién en ratones de conjugados de VME de N. meningitidis con el ganglidésido GD3
promueve la generacion de anticuerpos IgM especificos por este ganglidsido, que es relativamente
inmunogénico [191, 270, 271]. También se habia observado en pacientes de melanoma inmunizados
con la vacuna de células alogénicas Canvaxin, que la induccién de anticuerpos anti-GM3
correlacionaba con una mejor supervivencia, sugiriéndose que esto podria deberse al secuestro del
gangliosido circulante y la consecuente disminucion de la supresion causada por este [272, 273]. En
la concepcidn de los VSSP existia el riesgo de que predominaran las propiedades inmunosupresoras

del gangliésido GM3 y que el preparado, lejos de estimular la respuesta inmune contra los tumores,
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reforzara la inmunosupresion inducida por estos. La superioridad molecular relativa de 37 moléculas
del gangliosido por cada molécula de proteina en los VSSP y la evidencia experimental de que al
cultivar in vitro células T con este adyuvante disminuye la expresion de la molécula CD4 (De Ledn
J. -comunicacion personal), evento que esta descrito para el gangliosido libre [274], eran factores
para tener en cuenta. Incluso existen reportes de que el GM3 inhibe la diferenciacién, maduracion y
funcién de las DC humanas [242, 275]. Sin embargo, al evaluar in vitro el efecto de los VSSP sobre
las DC, se demostrd que estos constituyen un estimulo tan potente como el LPS en la induccién de
la maduracién de estas células, de procedencia tanto humanas como murinas. Con este resultado se
demostrd que los VSSP comparten la primera de las caracteristicas que se han propuesto para la
nueva generacion de adyuvantes: la induccion de la maduracion de las DC. La activacion de estas
células se demostré adicionalmente al evaluar determinadas citocinas inflamatorias y factores
quimiotacticos inducidos por los VSSP, particularmente aquellos involucradas en la capacidad
migratoria de las DC. Se demostrd que en sdlo ocho horas de estimulacion con los VSSP, las DC
expresan a nivel de ARNm las proteinas de la familia MIP-1. Se ha informado que estas proteinas
contribuyen al reclutamiento de dos tipos de células al sitio de infeccion o vacunacion: DC
inmaduras y células T efectoras. Ambas funciones son criticas para la generacion de la inflamacion,
el aumento de la vida media del Ag en la periferia y para el inicio de la fase efectora de la respuesta
inmune [276]. En este caso los VSSP fueron un estimulo tan potente como el LPS, para el que ya se
habia descrito este efecto incluso in vivo [277]. La expresion de IL-1a e IL-1p también se detectd en
las DC tratadas con los VSSP. Se ha demostrado que estas citocinas también influyen en la
migracion y la maduracion de las DC de los tejidos periféricos. Asi, la secrecion de estas citocinas
por las DC del hospedero provocada por la interaccion con los VSSP, podria influir en su

movimiento hacia los nédulos linfaticos y la subsecuente activacion de los linfocitos T [278].
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Otra de las citocinas proinflamatorias inducida por los VSSP en las DC es el TNFa, aunque la
cantidad relativa de células productoras es menor que cuando el estimulo empleado es el LPS.
Existen diferencias entre el LPS de los VSSP y el utilizado como control del experimento. El
primero, que forma parte de una vesicula que proviene de la cepa de N. meningitidis Cu-B385, tiene
un inmunotipo L379. El segundo es LPS libre purificado de la cepa de N. meningitidis H44/76 y
tiene un inmunotipo L3. Estas diferencias podrian ser las causas del resultado obtenido en el
experimento de secrecion de TNFa por las DC. Sin embargo, en primer lugar, aunque existen datos
de que el LPS libre no es igualmente eficaz en la induccidén de secrecion de IL-12 por las DC
humanas al compararse con el LPS que se encuentra formando parte de la bacteria [40], no hay
reportes de este efecto para el TNFa. En segundo lugar, se ha reportado que las variantes de
inmunotipos del LPS de N. meningitidis inducen la secrecion de diferentes cantidades de TNFa., lo
cual contribuye a la severidad de la enfermedad. No obstante, los inmunotipos L379 y L3 inducen
iguales cantidades de TNFa [279]. Por estas razones, posiblemente no sean estas diferencias entre
ambos LPS la causa de las diferencias en la secrecion inducida de TNFa. Sin embargo, existe un
reporte en la literatura cientifica acerca del efecto de los gangliosidos sobre la secrecion de TNFa.
En particular, se ha demostrado que la expresion de este gen en monocitos humanos, inducida por
diferentes tipos de estimulos, es bloqueada por algunos gangliésidos entre los que se encuentra el
GM3 [243]. Quizés en nuestro sistema la presencia del GM3 en los VSSP sea la causa de la
disminucién en la secrecion de TNFa por las DC, al compararse con el LPS. Este efecto de los
VSSP podria considerarse una ventaja, dado que el TNFa es una de las citocinas involucradas en el
shock séptico [280]. Desde el punto de vista practico esta podria ser una de las explicaciones para el
bajo perfil de toxicidad que han presentado los pacientes tratados con este producto en varios

ensayos clinicos. En un ensayo clinico fase I en pacientes con melanoma metastasico realizado en
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Argentina, solo en uno de los 26 pacientes se informé hipotension severa y fiebre, mientras que el
resto de los eventos de toxicidad se limito a reacciones locales en el sitio de inyeccion [194]. Estos
efectos adversos locales se asocian ayoritariamente al adyuvante oleoso Montanide ISA 51, con el
cual se emulsionaron los VSSP utilizados en este ensayo en particular.

En este trabajo también se realizaron experimentos relacionados con el papel del LPS en las
propiedades estimuladoras de las DC de los VSSP. Sobre este tema existen varios estudios a partir
de mutantes de la bacteria N. meningitidis deficientes del LPS o con VME en DC derivadas de la
cepa de ratén hiporrespondedora al LPS C3H/Hel, que indican que el LPS es necesario para esta
actividad [35-40]. En cambio, otros trabajos demuestran que si existen componentes proteicos
aislados de las vesiculas con actividad inmunopotenciadora. Tal es el caso de las porinas P1 y P3,
las cuales estimulan la expresion de la molécula CD86 a través del TLR2 e inducen la maduracion y
la secrecion de 1L-12 por las DC, respectivamente [35, 42, 281]. Este conjunto de evidencias indica
que la actividad inmunopotenciadora de algunos componentes de las vesiculas se pone de manifiesto
cuando han sido aislados del contexto de la membrana. Sin embargo, al evaluar el efecto de los
VSSP sobre las DC derivadas de la cepa de raton C3H/HelJ, se demostré que estos son capaces de
madurar estas células e inducir, a nivel de ARNm, las proteinas inflamatorias de la familia MIP y
ademas las citocinas IL-13, IL-12, IL-6 e IL18, para las cuales se habia referido total dependencia
de la senal del LPS [40]. Esto sugiere que la actividad estimuladora de los componentes de los
VSSP diferentes del LPS se pone de manifiesto y que la sefializacion y activacion ocurre a través de
PRRs distintos del TLR4. Este resultado constituye el primer reporte convincente de que alguna
variante de VME derivada de N. meningitidis estimula a las DC a través de sefiales diferentes de las
proveidas por el LPS. No obstante, en estos experimentos también se observd que los VSSP no

indujeron la expresion de IL-1a e IL-1Ra en estas DC, lo que apunta a que, aunque los VSSP
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pueden utilizar algin receptor diferente del TLR4, la sefializacion a través de este, por la interaccion
con el LPS también ocurre.

La polarizacién de la respuesta de células T cooperadoras a Th1 6 Th2 atn constituye un paradigma
de la inmunologia, y constituye un objetivo a alcanzar en cualquier evento de inmunorrestauracion
en cancer. Un punto de vista desde el que se aborda esta tematica es, precisamente, que las DC
regulan este proceso. Se ha planteado la hipétesis de que las DC maduras portan una tercera senal
[115] que refleja el ambiente inflamatorio en el que se indujo la maduracién y que regula la
polarizacion de las células T cooperadoras virgenes. Algunos autores plantean que este fenémeno
estd relacionado con la expresion de moléculas coestimuladoras que un determinado patdégeno
induce en las DC [282], aunque el papel de los factores solubles estd mejor definido en este
fenomeno de diferenciacion. El factor mejor explorado e importante en este fendmeno es la 1L-12
producida por las APC, dado su caracter polarizador de los precursores virgenes a células Th1 [283].
Mas recientemente se ha descrito a la IL-4 como el factor polarizador a Th2 [112]. De acuerdo con
esta hipdtesis, se ha demostrado que derivados intracelulares de bacterias como la toxina de
Burdetella pertussis inducen el desarrollo de las DC hacia las llamadas DC1, las cuales polarizan la
respuesta de células T a Th1 [284, 285]. Por otra parte, toxinas derivadas de bacterias extracelulares
como Vibrio cholerae o Escherichia coli, asi como proteinas derivadas de alergenos o nematodos,
promueven el desarrollo de DC deficientes en la produccion de 1L-12 (DC2) [286, 287]. Los VSSP
por su parte indujeron en las DC la secrecion de IL-12. Ademads se observo la expresion a nivel de
ARNm de la IL-18, la cual actia fundamentalmente como un factor de apoyo en la diferenciaciéon a
Thl inducida por la IL-12 [288]. Este resultado apunta a que las DC activadas por los VSSP
presentan un fenotipo DC1. Esta propiedad de los VSSP pudo ser comprobada en el experimento de
activacion de las células T singénicas en el modelo del raton transgénico DO11.10, cuyas células T

reconocen un péptido inmunodominante de la OVA en las moléculas de MHC clase II del ratén
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BALB/c. En este experimento se demostré que las DC condicionadas por los VSSP transmiten
sefales a las células T cooperadoras virgenes, las cuales son polarizadas a Thl e inducidas a secretar
IFNy. Una primera evidencia in vivo de esta propiedad polarizadora a Th1 de los VSSP lo constituye
la respuesta de anticuerpos que se estimula con la monoterapia con estas nanoparticulas. Tanto en
los ratones como en los pacientes induce un patrén de subclases de anticuerpos de tipo Thl [34]. La
propiedad de los VSSP de inducir un fenotipo de DC1 lo coloca en el grupo de adyuvantes que,
como el LPS y las secuencias CpG [285], inducen la produccion de IL-12 en la DC y la subsecuente
estimulacion de un patron Thl en las células T cooperadoras.

El patrén polarizado de las células T CD4 a Th1 y la subsecuente secrecion de IFNy por las mismas,
es considerado uno de los factores primordiales para la activacion de las células T citotoxicas [9]. La
polarizacion a Thl provocada por los VSSP implicé también la activacion de las células T CDS8
especificas por la OVA en las dos variantes antigénicas evaluadas. Una de las aproximaciones mas
utilizadas en la inmunoterapia activa contra el cancer consiste en la vacunaciéon con péptidos
derivados de Ag tumorales, disefiados especificamente para asociarse con las células T en el
contexto de MHC de clase I [261]. Numerosos ensayos clinicos en diferentes tipos de tumores han
utilizado esta estrategia [289], resultando hasta el momento muy dificil aventurar conclusiones
concernientes a su eficacia. En este trabajo los VSSP se revelan como un adyuvante con la
capacidad de estimular respuestas citotoxicas especificas por un péptido de ocho aminoécidos,
cantidad minima necesaria para el anclaje en el surco de la molécula de MHC 1 [290].
Sorprendentemente, esta respuesta se generd por la inmunizacidon con el péptido mezclado con los
VSSP sin necesidad de crear una unidn covalente entre ambos. Usualmente, las vacunas basadas en
péptidos necesitan de la unién covalente a moléculas transportadoras [261] o utilizan adyuvantes de
naturaleza oleosa para atraparlos dentro de las emulsiones [291]. Este resultado le confiere a los

VSSP una ventaja tecnoldgica importante. Esta propiedad de los VSSP también se puso de
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manifiesto para el sistema antigénico de las proteinas solubles. Varios de los experimentos
compilados en esta tesis demuestran que los VSSP expanden, inducen la secrecion de IFNy y
estimulan la capacidad litica de los CTL especificos por una proteina que acompafiante. Esta
capacidad de estimular linfocitos citotoxicos no requiere de la cooperacion de las células T CD4
para la activacion primaria. La activacion de respuestas CTL se ha descrito para numerosos
adyuvantes, como por ejemplo para la subunidad B de la toxina de Shigella [292], el CpG [293], las
HSP [175], las OmpA [169], PROBAS [294], Tomatine [295], entre otros. Por otra parte, la
propiedad de los VSSP de activar la respuesta citotoxica independientemente de la cooperacion de
las células T CD4 es un evento mucho menos frecuente y solo se ha informado para el CpG [296],
las OmpA [169] y las HSP [297]. Ademas, en los casos de las proteinas OmpA de Klebsiella
pneumoniae y la subunidad B de la toxina de Shigella es necesaria la conjugacion covalente del Ag
al adyuvante para ejercer este tipo de funcion [169, 292]. La induccidn de respuesta citotdxica por
los VSSP constituye el primer reporte de esta propiedad para alguna proteina aislada o variante de
VME de N. meningitidis. También constituye otra evidencia de que en los VSSP se ponen de
manifiesto las propiedades activadoras de otros componentes diferentes del LPS, ya que este por si
solo es un débil activador de la respuesta de los CTL [298].

La estimulacion de respuestas citotoxicas asociadas a la vacunacion requiere de la presentacion
antigénica de moléculas suministradas por via exdgena en el contexto de las moléculas de MHC 1
[299]. Este fendémeno, conocido como presentacion cruzada, puede ser facilitado por determinados
adyuvantes como las HSP [182] y las secuencias CpG [184]. En cambio, el LPS, no interviene en
este tipo de proceso. Aqui se pudo demostrar que los VSSP median la presentacion cruzada de la
OVA tanto in vivo como in vitro mediante la prueba de estimulacion del hibridoma T CD8 B3Z. El
receptor de células T de este hibridoma reconoce al péptido inmunodominante de OVA (257-

SIINFEKL-264) en el contexto del haplotipo de MHC I de la cepa de raton C57BL/6 [249]. En el
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experimento in vitro se demostrd que las DC tratadas con la OV A sola no estimulaban al hibridoma
y que esto no se debia a la carencia de sefiales coestimulatorias o tipo dos en estas DC. Las DC
tratadas con la OVA y el LPS, un fuerte inductor de sefiales coestimulatorias en las DC, tampoco
estimularon al clon B3Z. Sélo la combinacién de la OVA como fuente antigénica y de los VSSP
como inductores de la presentacion cruzada indujo la activacion del hibridoma. Esta diferencia entre
el LPS y los VSSP en cuanto a la induccion de la presentacion cruzada corrobora los resultados
obtenidos con las DC derivadas del raton C3H/HeJ, donde se demostrd que el efecto adyuvante de
los VSSP no se debia solamente a la presencia del LPS en su composicion. El escenario
experimental in vitro de presentacion cruzada también aporta otra evidencia del predominio en los
VSSP de sus propiedades activadoras del sistema inmune, a pesar de las propiedades
inmunosupresoras del gangliésido GM3. Se ha informado que el GM3 inhibe la maquinaria de
procesamiento y presentacion de Ag en MHC 1 [241]. En este caso, el hecho de que los VSSP
faciliten el procesamiento de la OV A y la presentacion de su péptido inmunodominante SIINFEKL
en la molécula de MHC I indica que la capacidad inhibidora del ganglidsido presente en los VSSP
no se manifiesta en este preparado, al menos para este proceso.

El conjunto de propiedades de los VSSP que los sitia en el selecto conjunto de adyuvantes de nueva
generacion se integran en la actividad antitumoral inducida por las vacunas celulares adyuvadas con
estas particulas. Las vacunas de células tumorales completas han sido ampliamente investigadas
debido a que se asume que contienen todos los Ag relevantes del tumor [218]. Este tipo de vacunas
son generalmente suministradas con adyuvantes potentes y de alto perfil de citotoxicidad como el
BCG, la toxina diftérica, virus inactivados, entre otros [299], propicidndose la presentacion de la
célula tumoral en un contexto inflamatorio para atraer a las APC del hospedero. En nuestros
estudios con la linea de carcinoma de colon CT26, la mezcla de las células irradiadas con los VSSP

previno la implantacion de los tumores en mas del 80 % de los animales. El rechazo tumoral, como
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respuesta objetiva asociada a la vacunacién, esta generalmente ligado a la activacion de los CTL.
Ademas, la transferencia antigénica de la célula tumoral irradiada a la molécula de MHC I de la
APC ocurre por un mecanismo de presentacion cruzada. Por tanto la actividad antitumoral
observada en este sistema aporta nuevas evidencias de que los VSSP es un adyuvante que media los
fendmenos de induccidon de presentacion cruzada y de activacion de los CTL. La otra linea tumoral
evaluada fue el carcinoma mamario F3II, el cual, a diferencia del CT26 [266], es muy poco
inmunogénico [267, 268, 300]. La adyuvacion de las células irradiadas con los VSSP redujo
significativamente el crecimiento tumoral de las células implantadas subcutdneamente, evento
igualmente asociado con la actividad de las células T CD8. Este resultado ubica a los VSSP como
un adyuvante 1til en formulaciones con un amplio espectro de sistemas antigénicos, como proteinas,
péptidos, células y ganglidsidos.

Los estudios realizados evidencian propiedades adyuvantes de los VSSP tales como la maduracion
de las DC, la polarizacion a Thl de las células T cooperadoras y la activacion de los CTL, todos
requisitos necesarios para que un adyuvante pueda ser utilizado en la inmunoterapia del cancer. Este
preparado, ademas, ha mostrado actividad antitumoral al aplicarse como monoterapia en el modelo
preclinico del melanoma B16 [195] y adyuvante de vacunas celulares en los modelos CT26 y F3II.
Basados en los resultados obtenidos en estos modelos preclinicos, los VSSP pudieran ser un
promisorio adyuvante para la inmunoterapia del cancer. No obstante, la capacidad
inmunorrestauradora de estas vesiculas queda aun por probarse. Hasta el momento, solo existen
evidencias de que la inmunizacién con los VSSP, tanto en ratones como en humanos, promueve la
produccion de anticuerpos de tipo IgG e IgM especificos por el gangliésido GM3 [34, 194]. Esto
podria ser un indicio de las potencialidades restauradoras de los VSSP, ya que se ha sugerido que los
anticuerpos de tipo IgM secuestran el GM3 circulante, y por tanto disminuye la inmunosupresion

inducida por este [272, 273]. Ademas de la potencialidad de los VSSP para la induccion de
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anticuerpos especificos por GM3, también se ha descrito el aumento de los niveles IFNy y la
disminucion de la citocina inmunosupresora IL-10 en pacientes de leucemia vacunados con este
preparado [194, Guthmann M. -comunicacion personal]. Esto indica que los VSSP podrian estar
desempefiando un papel importante en la reversion del fenotipo supresor caracterizado por la
secrecion de IL-10 y la polarizacion hacia un fenotipo inflamatorio caracterizado por el IFNy

sistémico.
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6 CONCLUSIONES

1. En los VSSP predominan las sefiales inmunoestimuladoras sobre las supresoras ya que
inducen la maduracion de células dendriticas humanas y murinas con la consecuente
secrecion de citocinas y factores quimiotacticos proinflamatorios.

2. Los VSSP logran importantes niveles de activacion de las DC incluso en células TLR4
disfuncionales, por lo que deben estar involucrando otros receptores de reconocimiento de
patrones.

3. El efecto inmunoestimulador proinflamatorio de los VSSP sobre las DC logra instruir a las
células T cooperadoras de forma tal que se polaricen a un fenotipo Thl.

4. Los VSSP promueven la presentacion cruzada de antigenos acompafantes sobre las
moléculas de MHC 1.

5. Los VSSP clasifican en el selecto grupo de adyuvantes capaces de promover la activacion de
células T CDS8" citotoxicas especificas sin la necesidad de la cooperacion de las células T
CD4".

6. Los VSSP son capaces de potenciar la actividad antitumoral de vacunas celulares autologas.
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7

RECOMENDACIONES

Determinar los componentes del patron molecular asociado a patdogenos presente en los VSSP.

Evaluar la capacidad de los VSSP de revertir la inhibicion de la diferenciacion y maduracion de
las células dendriticas inducida por factores solubles secretados por los tumores, particularmente

el GM3.

Evaluar la capacidad adyuvante de los VSSP en ratones con tumores, fundamentalmente en

modelos en los que el GM3 sea un factor inmunosupresor importante.

Evaluar la capacidad de los VSSP de revertir el inmunocompromiso inducido por tumores

utilizando modelos preclinicos de transplante alogénico.

Ampliar los ensayos clinicos en pacientes de cdncer con vacunas terapéuticas formuladas con los

VSSP.
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