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RESUMEN

En el Centro de Inmunologia Molecular se diseié y describié un nuevo adyuvante para usar en vacunas destinadas
al tratamiento a pacientes inmunocomprometidos. Estos proteoliposomas de muy pequeno tamano, llamados
VSSP (del inglés, very small size proteoliposomes), combinan en su estructura el gangliésido GM3, para el que se
han descrito propiedades supresoras del sistema inmune, y vesiculas de membrana externa de Neisseria meningitidis
con demostradas caracteristicas inmunoestimuladoras. En este trabajo se demuestra que el VSSP, independientemente
del predominio del gangliésido en su estructura, proveen al sistema inmune de las sefales de “ peligro” necesarias
para la activacion de las células dendriticas. Ademads, se evalua cémo el VSSP en su interaccién con estas células
inducen la secrecién de citocinas inflamatorias, como la IL-12, que a su vez provocan la polarizacién hacia Th1 de
las células T cooperadoras. Se demuestra, también, que el VSSP estimulan la actividad funcional de las células T
citotoxicas especificas, fenémeno que es facilitado por la presentacién cruzada de antigenos exégenos y por la
independencia de la cooperacién de las células T cooperadoras para la expansién primaria de las células T citotéxicas.
Estas propiedades fueron, ademds, avaladas por experimentos que demuestran la actividad antitumoral de dos

vacunas celulares adyuvadas con el VSSP.

Introduccion

Los adyuvantes son productos que incrementan o
modulan larespuestainmune especificaaun antigeno
(Aqg) vy, por tanto, son imprescindibles en las formu-
laciones de lamayoria de las vacunas. Por estarazon,
por mas de tres décadas se han invertido esfuerzosy
recursos en lainvestigacion cientificaparael desarrollo
de nuevosy mas potentes adyuvantes. Recientemente
ha surgido un conjunto de teorias y conocimientos
alrededor delaregulacién del sistemainmune, loscuaes
han tenido una gran influencia en el desarrollo de los
adyuvantes. Tal esel caso delasteoriasde P. Matzinger
y C. Janeway quienes plantean que €l sistemainmune
discrimina entre lo peligroso y lo inocuo, a través de
receptores no clonales que reconocen patrones mole-
culares asociados a estas sefiales “peligrosas’ [1, 2].
Basados en estas teorias se han descrito nuevos ad-
yuvantes derivados de agentes patdgenos con la
peculiaridad de desencadenar la respuesta inmune
mediante la activacion de células dendriticas (DC, del
inglés, dendritic cells) y & condicionamiento de estas
pararegular larespuestadelascélulasdel sistemainmu-
ne adaptativo, fundamentalmente de los linfocitos T.

Unaaristaparticular en el campo delainvestigacion
de los adyuvantes, la constituye el desarrollo de va-
cunas terapéuticas para el tratamiento a pacientes
inmunocomprometidos. Tal esel caso de las vacunas
contrael cancer o contraenfermedadesviralescrénicas
como el SIDA. En estos casos, 10s tumores o virus,
en su interaccion con el hospedero, establecen meca-
nismos que suprimen el sistemainmune paraasi evadir
su accion [3].

Los gangliésidos son glicoesfingolipidos que se
sobreexpresan en lamembranadelas célulastumorales
y son liberados por estas en cantidades considerables
en formade mondémeros, micelasy vesiculas de mem-
brana. Los gangliésidos son potentes estimuladores
del crecimiento tumoral in vivoy poseen capacidad
inhibidora sobre multiples eventos de la respuesta
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inmune celular. Todos estos elementos sustentan la
hipétesisde quelos gangliosidos son uno delosfactores
solubles més importantes en la inmunosupresion
provocada por los tumores [4]. Estos mecanismos de
inmunosupresién son multiples y no estan comple-
tamente dilucidados. No obstante, esté claro que tanto
las células presentadoras de Ag (APC, del inglés,
antigen presenting cells) como loslinfocitosBy T se
afectan de manera considerable por los gangliésidos
derivados de tumores [5].

El Centro de InmunologiaMolecular (CIM), en su
esfuerzo por encontrar tratamientos efectivos contra
el cancer, ha disefiado un adyuvante o inmunopo-
tenciador, con el objetivo no solo de potenciar la
respuesta Ag especifica, sino también deinterferir en
lainmunosupresi6n inducidapor lostumores[6]. Para
ello, se combinaron las propiedades inmunoesti-
muladoras de un sistema bacteriano, en este caso se
utilizaron las vesiculas de membrana externa (VME)
de Neisseria meningitidis, con las propiedades inmu-
nosupresorasdel gangliosido GM 3. Estacombinacion
dio lugar a proteoliposomas de muy pequefia talla
(VSSP) enlosquelaproporcién molecular gangliésido-
proteinaresult6 ser 37:1. A partir de la superioridad
molecular del gangliésido sobre las proteinas de la
Neisseria meningitidis, se investigd, iniciamente, si
en el VSSP predominaron las propiedades adyuvantes
e inmunoestimul adoras.

Materiales y métodos

Preparacion de células dendriticas murinas

a partir de médula ésea

Las células dendriticas (DC) murinas se obtuvieron a
partir de precursores aislados delamédula 6seadelos
huesos fémur y tibia de ratones recién sacrificados.
Estas células se cultivaron a una densidad de 6 x 10°
célulassmL en D"MEM suplementado con 20 ng/mL
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de GM-CSF (R&D, UK). Entrelas 72y las 90 horas
de cultivo, se afiadié medio de cultivo suplementado
con GM-CSF. A losocho diasde cultivo sereemplazé
el medio por un medio fresco; las DC se expusieron
durante 18 horas a los diferentes estimulos 'y su
fenotipo se analiz6 por FACS.

Ensayo de citotoxicidad in vivo

Esplenocitos totales de ratones singénicos virgenes
se marcaron con el flouréforo CFSE (Molecular
Probes, Paisley, UK) 1 mM y SIINFEKL 1 mM
(CFSE++) o con CFSE 100 nM solamente (CFSE+)
para obtener las células blanco. Para el ensayo de
citotoxicidad, se inyectaron 60 x 10° células de la
mezcla, por lavenade lacola, en los ratones previa-
mente inmunizados con 1 mg de OV A solao mezclada
con 200 ng de VSSP. Dieciseis horas después, se de-
termin6 en el FACS el nimero de células CFSE+ y
CFSE++ en el ganglio inguinal més cercano al sitio de
inmunizacién. El porcentaje de lisis especifica se
determind por la formula:

CFSE™

100" crsE

-100

Vacunacién con células irradiadas y ensayo
de reto tumoral

El modelo tumoral utilizado fue el carcinoma de co-
lon CT26. En este ensayo se inmunizaron ratones
Balb/c en el flancoizquierdo, por viasubcutanea, con
PBS o con 10° células irradiadas (75 Gy) solas 0 en
presencia de 200 g de VSSP. A los 10 dias de la
vacunacion, seinyectaron 10° célulasviablesde CT26
en €l flanco derecho también por via subcuténea. Los
animales se monitorearon durante los 60 dias s
guientesy se evalud el prendimiento de los tumores.

Resultados y discusién

Activacién de las células dendriticas

Las DC son las células presentadoras de Ag por
excelenciay desempefian una funcién protagénicaen
lainiciacion de la respuesta inmune. Por esta razon,
el efecto del VSSP en la expresion de MHC |1 y de
algunas moléculas coestimuladoras se determiné en
DC murinas derivadas de la médula 6sea. Estos ex-
perimentos demostraron que las DC murinastratadas
con VSSP possen una elevada expresion de las
moléculas CD80, CD86, CD40 y MHC II. También
demostraron que €l efecto del VSSP sobre las DC
constituye un estimulo tan potentecomo el LPSenla
induccion de la maduracion de estas células (Tabla 1)
[7]. Este bloque de resultados fue sorprendente debi-
do a que se ha reportado que el gangliésido GM3,
altisimamente representado en el VSSP, inhibe la

Tabla 1. Activacién de las células dendriticas murinas.

IL12
CD80 CD86 CD40  MHCII p40/p70
DC° 34.2 34.3 61.3 29.8 0
DC'?s 70.7 66.8 72.5 72.5 34.1
DC** 67.7 62.7 70.1 69.9 86.9

*Los datos se presentan como porcentaje de las células positivas
a los marcadores evaluados.
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maduracion de DC de ambos origenes. Esta propiedad
inmunosupresora del gangliosido fue contrarrestada
a combinarseen & VSSP.

Polarizacién de la respuesta de las células T
cooperadoras hacia Th1

En concordanciacon lateoriapropuesta por Janeway
acerca de la funcion instructiva del sistema inmune
innato sobrelas célulasdel sistemainmune adaptativo
se hapropuesto que | os receptores de reconocimiento
de patrones expresados en las DC interactlian con
sus ligandos y subsecuentemente condicionan la po-
larizacién de las células T CD4 a Thl o Th2. Se ha
caracterizado la|L-12 como la citocina secretada por
las DC que condicionauna polarizacion delas células
T cooperadoras a Thl. Con el objetivo de evaluar la
capacidad del VSSP deinducir laproduccion delL-12
por las DC, se evaluaron los niveles intracelulares de
lacitocinapor citometriadeflujo. En este experimento
se observaron diferencias entre las DC tratadas con
VSSPy con LPS. Mientras el 87% delas DC tratadas
con VSSP produjeron IL-12, solo el 34% fueron
estimuladas por el LPS (Tablal) [7].

Para evaluar la capacidad de las DC activadas con
V SSP de polarizar linfocitos T CD4 virgenesaThl o
Th2, se purificaron estas células del bazo de ratones
transgénicos DO.11.10, las cual es son especificas para
un péptido caracterizado de OVA. En este experi-
mento, las DC activadas con VSSP promovieron la
secrecion de IL-2 e INFg, mientras que la produccion
delL-4fueinhibida(datos no mostrados). Este perfil
de citocinas en las células T auxiliadoras es
caracteristico de un patron Thil.

Activacién de los linfocitos T citotéxicos

El efecto potenciador del VSSP sobre las DC y el

condicionamiento de respuesta Thl, a pesar de lare-
presentatividad del gangliésido en el VSSP, condujeron
al disefio de varios experimentos para determinar la
capacidad estimuladora de nuestro producto de célu-
las T CD8 citotdxicas (CTL, del inglés, citotoxic T
linfocytes). Esta propiedad no habia sido descrita
anteriormente paralas VME de Neisseriameningitidis,
lo que constituyo un reto parael VSSP. Ademas, enlos
Ultimos afios se han eval uado numerosos estimul os para
determinar s lascdlulas T cooperadorasCD4 serequieren
parala generacion de respuestas CTL efectivas. Estos
estudios han revelado la existencia de respuestas CTL
dependientes e independientes de lacooperacion delas
céulas CD4. Paraevauar ambosfenémenos con nuestro
sistema de adyuvacion, se utilizé el ensayo de CTL in
vivo despuésde unadnicadosisde OVA solao adyuvada
con VSSP, y se midio la respuesta especifica por €

péptido inmunodominante SIINFEK L. Paradeterminar
s la activacion de los linfocitos T CD8 ocurria en
ausencia de las células T cooperadoras, se midi6 la
respuestaCTL enratonesalosquelesfueron eiminadas
estas células. La eliminacion de las cdlulas T CD4 se
realiz6 por un tratamiento sistémico con un AcM

especifico para esta molécula y se utilizd PBS como
control negativo de estamani pul acion. Este experimento
demostré que el V SSP es capaz deinducir hastael 40%
de lalisis de las células diana positivas a SIINFEKL,
incluso en ausencia de las células CD4 (Tabla 2) [8].
Esteresultadoincluyed VSSPend grupo de adyuvantes
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Tabla 2. Activacién de los linfocitos T CD8.

Tabla 3. Actividad antitumoral.

Lisis especifica a

Vacuna Tratamiento SIINFEKL (%)
OVA Bs 24
a CD4 2.0
PBS 42.8
OVA/VSSP
a CD4 46.2

que activalarespuesta CTL aAg exdgenos en ausencia
deloslinfocitos T cooperadores.

Actividad antitumoral

Finalmente, se impuso |la evaluacion préctica de la
capacidad adyuvante del VSSP en un experimento
antitumoral. Para ello se utilizo un sistema antigénico
diferente alos evaluados para caracterizar al VSSP con
vistas a demostrar su gran aplicabilidad. Las vacunas
de células tumorales se han investigado ampliamente
yaque se asume que contienen todoslos Ag tumorales
relevantes. En este estudio, lalineatumoral de carcinoma
de colon CT26 fue una de las utilizadas para la
evaluacion. Los resultados en los experimentos de
vacunacion con estalineatumoral irradiaday reto con
la propia célula viva, mostraron que la utilizacion de
VSSP para adyuvar la vacuna celular previno € de-
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Vacuna Animales con tumor/Total
PBS 10/10
CT26' 9/10
CT26'/VSSP 1/6

sarrollo delostumores en mas del 80% delosanimales
inmunizados. Este resultado corrobora que € VSSP
facilitay aumenta la presentacion cruzada natural de
las células CT26 apoptdticas e induce la estimulacién
de células T CD8 especificas (Tabla3) .

El conjunto de resultados que se compilan en este
trabajo demuestran que el V SSP, independientemente
del predominio del gangliésido en su estructura, provee
a Sl de las sefiales de “peligro” necesarias para la
activacion de las DC y la polarizacion hacia Thl.
Ademés, este concepto se amplia tras determinar que
lassefidesdel VSSPactivany expanden células T CD8
Ag especificas. Estefendmeno sefacilitapor lapresen-
tacion cruzada de Ag exdgenosy por laindependencia
delacooperacion delas células CD4 paralaexpansion
primaria de las CD8. Por tanto, el VSSP constituye
una buena alternativade | os adyuvantes existentes para
el uso en futuras vacunas terapéuticas.
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