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RESUMEN

La incidencia del melanoma aumenta a mayor velocidad que la de otros canceres y la
sobrevida de pacientes con metastasis distantes es generalmente < 1 afio. Con el avance en la
comprension de los requerimientos para inducir inmunidad las CD se han convertido en
atractivos vectores para la inmunoterapia del cancer. Consideradas las mas potentes células
presentadoras de Ag (APC), las células dendriticas (CD) actian como centinelas del sistema
inmune, patrullando a través de la sangre, tejidos periféricos, linfa y organos linfoides
secundarios alertando al sistema inmune y controlando sus decisiones mas tempranas. En la
periferia las CD inmaduras capturan antigenos (Ag) y migran hacia los 6rganos linfoides
secundarios donde presentan dichos Ag a linfocitos T naive induciendo la activacién de la

respuesta inmune.

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue estudiar desarrollar una vacuna anti-melanoma
utilizando CD cargadas con células tumorales apoptéticas y estudiar los mecanismos
involucrados en la respuesta inducida contra el tumor. Para ello, se utilizd el modelo de
melanoma murino B16. El melanoma B16 es un tumor de origen espontaneo, débilmente
inmunogénico y por lo tanto provee un marco adecuado para el estudio de la modulaciéon de la

respuesta inmune anti-tumoral.

Las CD aisladas a partir de precursores de médula 6sea fueron cultivadas en presencia de
sobrenadante de cultivo de la linea productora de GM-CSF establecida mostraron un fenotipo
inmaduro con baja expresion de moléculas MHC I y II y coestimulatorias y alta capacidad de
captacion antigénica tanto por fagocitosis de Ag particulados como endocitosis de
macromoléculas. Luego de inducir la maduracién con LPS se observé un marcado aumento en la
expresion de moléculas MHC I y II y coestimulatorias y un aumento en la capacidad
estimulatoria en cultivos mixtos alogeneicos. Ensayos de migracion in vitro mostraron la alta
capacidad migratoria de las CD inmaduras en respuesta a estimulos inflamatorios y de CD

maduras en respuesta a quimioquinas constitutivamente secretadas en los ganglios linfaticos. Se



comprob6 también, mediante la realizacion de ensayos de migracion in vivo, que las CD
inyectadas subcutdneamente eran capaces de migrar hacia los ganglios linfaticos de drenaje.
Estos resultados reflejaron el potencial de las CD obtenidas para su utilizacién en el disefio de
una vacuna anti-tumoral.
La apoptosis de las células B16 fue inducida por radiacion y y evidenciada por tincién con
Anexina V / IP. 48 hs después de la irradiacion se observaron 70 — 80 % de células apoptdticas
caracterizadas por la tincién Anexina * / IP ~ comparadas con 10 — 12 % en las células sin tratar.
Las.células B16 apoptoticas fueron eficientemente fagocitadas por CD inmaduras. Luego de 24
hs de cocultivo gran proporcién (> 50 %) de CD habia incorporado material apoptético segun se
evidencio por FACS, microscopia confocal y microscopia electrénica.
El cocultivo con células tumorales apoptéticas indujo la maduracién de las CD, evidenciada por
un aumento en la expresion de MHC II y CD86 respecto a CD inmaduras cultivadas en ausencia
de células apoptoticas. Dicho aumento se observo principalmente en la poblacién de CD que
habia incorporado material apoptético. Otra evidencia de la maduracién de las CD, fue la
marcada disminucion de la capacidad endocitica con respecto a CD inmaduras (intensidad de
fluorescencia media 35,8 vs. 192,5). Luego de ser inyectadas subcutineamente, CD cocultivadas
con células apoptéticas o CD solas migraron hacia los ganglios linfaticos en forma comparable.
Las CD encontradas en los ganglios correspondian a ~0.5% del inoculo original y en ambos casos
se observo una expresion uniforme de MHC II y CD86 equivalente a la observada en CD
maduras.
La vacunacién con CD cargadas con células tumorales apoptéticas (CD-Apo) indujo un alto nivel
de proteccion contra el desarrollo del melanoma B16: 80 % de los animales permanecieron libres
de tumor 12 semanas después del desafid. Dicha proteccion fue especifica para el melanoma B16,
ya que todos los animales vacunados desarrollaron tumor cuando fueron desafiados con un tumor
singeneico no relacionado.
80 % de los animales vacunados con CD-Apo y desafiados 10 semanas después de la
inmunizacién permanecieron libres de tumor, consistente con la induccién de memoria
inmunologica.

Estudios de deplecion in vivo de subpoblaciones linfocitanias demostraron que tanto

linfocitos T CD4" como CD8" son son necesarios para la efectiva vacunacién con CD-Apo. Se



evidencié que ambas poblaciones linfocitarias son activadas para la producciéon de IFNy cuando
son estimuladas con CD-Apo y CD-TRP-2. Ademss, los linfocitos CD8" son capaces de

reconocer c€lulas B16 intactas in vitro y de lisar células pulsadas con TRP-2 in vivo.

El estudio de la inmunidad humoral demostré la presencia de anticuerpos especificos
dirigidos contra las células B16. Por ultimo, en el analisis del sitio de inyeccién del tumor se
observé un importante infiltrado de neutréfilos a tiempos muy tempranos, siendo maximo seis
dias después de la inyeccion del tumor. La presencia de linfocitos en el sitio de inyeccion se
observdo mas tardiamente. Esto podria indicar que los neutrofilos también juegan un rol

importante en el rechazo tumoral.

En el presente trabajo de Tesis se ha demostrado por primera vez, que la vacunacién con
CD cargadas con células tumorales apoptoticas (CD-Apo) induce inmunidad a largo plazo
dependiente de la accién combinada de linfocitos T CD4" y CD8" contra el melanoma B16
débilmente inmunogénico. Este modelo preclinico provee el marco necesario para la realizacion
de estudios clinicos comparables utilizando CD-Apo como adyuvante para la inmunizacién activa

contra el cancer.
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ABSTRACT

Melanoma is the cancer with the fastest increasing incidence, and survival of patients with
distant metastases is generally < 1 year. With increased understanding of the requirements for
initiating immunity, dendritic cells (DCs) have become attractive vectors for immunotherapy of
this and other cancers. Considered the most potent antigen presenting cells (APC), DC act as
sentinels of the immune system, they patrol trough the blood, periphery, lymph and lymphoid
organs, alerting the immune system and controlling its early decisions. At the periphery immature
DC capture antigens (Ag) and migrate to the secondary lymphoid organs where they present

those Ag to naive T cells and therefore inducing the immune response.

The aim of this Thesis work was to develop an anti-melanoma vaccine using DC loaded
with apoptotic tumor cells and to study the mechanisms underlying the induced anti-tumor
response. In order to do that, we used the B16 melanoma. The B16 melanoma is a poorly
immunogenic tumor of spontaneous origin, thus providing the adequate background to explore

maneuvers to increase host defenses against it.

The DC obtained from bone marrow precursors were cuitured in the presence of GM-CSF
containing supernatant from the previously established GM-CSF producing cell line, showed an
immature phenotype with low expression of MHC II and I and co-stimulatory molecules and high

Ag capture capacity. After LPS induced maturation DC showed an up-regulated expression of



MHC I and II and co- stimulatory molecules and high T cell activation capacity in the mixed
leukocyte reaction. DC also showed a high migratory activity as evidenced by in vitro migration
assays. Furthermore, it has also been shown that after s.c. injection DC migrated to the draining
lymph nodes. These observations pointed out the potential of DC for the design of anti- tumor

vaccines.

To induce apoptosis, B16 cells were irradiated (70 Gy) and cultured for 48 h. Apoptosis
was documented by AnnexinV / PI staining. After 48 h, cultured unirradiated cells contained 10-
12% early apoptotic cells characterized by AnnexinV + / PI — staining. In contrast, 70-80% of
irradiated cultured tumor cells had undergone early apoptotic death. 12-19% of the cells
displayed AnnexinV + / PI + staining, indicating secondary necrosis in both unirradiated and
irradiated cultures. Then DCs were cultured apoptotic tumor cells for 24h. At 37°C, over 50% of
immature DCs phagocytosed apoptotic material, as confirmed by FACS, confocal fluorescence

microscopy and electron microscopy.

After coculture a large fraction of the tumor-exposed DCs upregulated CD86 as well as
MHC I. Another evidence of the induced maturation was the down-regulated capacity to
endocytose FITC-Dextran as compared with immature DC(mean fluorescence 35,8 vs 192, §).
Following injection, DCs migrated to the draining lymph nodes comparably to control DCs at a
level corresponding to ~0.5% of the injected inoculum and uniformly expressed high levels of

CD86 and MHC II molecules comparable to fully mature and immunogenic DC.

Mice vaccinated with tumor-loaded DCs (DC-Apo) showed a strong protection against an
intracutaneous challenge with B16: 80% of the mice remaining tumor-free 12 weeks after
challenge. This protection was not observed when vaccinated mice were challenged with a non-

related syngeneic tumor.

80 % of mice receiving a tumor challenge 10 weeks after vaccination were also protected,

consistent with the induction of tumor-specific memory.

When either CD4" or CD8" T cells were depleted in vivo at the time of challenge, the
protection was completely abrogated, indicating that both CD4" and CDS8" T cells are necessary

for the effective anti-tumor response induced DC-Apo vaccination.



CD4" and CD8" T cells were efficiently primed in vaccinated animals, as evidenced by
interferon-y secretion after in vitro stimulation with DC-Apo or DCs pulsed with TRP-2. In
addition, B16 melanoma cells were recognized by immune CD8" T cells in vitro, and cytolytic

activity against TRP-2;30.18s) pulsed target cells was observed in vivo.

The study of the humoral response showed the presence of anti-B16 specific antibodies.
Finally, when the tumor injection site was analyzed a large amount of neutrophils were observed
at very early time points and being maximum six days following tumor challenge. The presence
of lymphocytes at the injection site was observed only at later time points. This could indicate tha

neutrophils also play an important role in the tumor rejection.

In the present Thesis work it has been shown for the first time, that DCs phagocytosing
apoptotic tumor cells (DC-Apo) elicit long-lived combined CD4" and CD8" immunity against the
poorly immunogenic B16 melanoma. This preclinical model sets the stage for comparable studies

in humans with DC-Apo as adjuvants for active immunization against cancer.
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INTRODUCCION

1 Cancer

1.1 Definicion.

Cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado de
células anormales, que se produce como consecuencia de cambios genéticos especificos y
estables, acumulados en una determinada poblacion celular. La capacidad de proliferacion y
diferenciacion de las células normales es variable y esta estrechamente relacionada con el
érgano o tejido al que pertenecen, manteniendo el equilibrio entre la pérdida de células
maduras diferenciadas y la aparicion de nuevas células con capacidad proliferativa. Si el
estimulo de proliferacion celular excede el requerimiento para el reemplazo celular, como
ocurre en algunas condiciones patoldgicas, se produce una expansion policlonal que lleva a la
hipertrofia del érgano. No obstante, cuando se retira la estimulacion excesiva disminuye la
tasa de proliferacion y se revierte la hipertrofia. En contraste con la proliferacién policlonal
regulada, en la transformacion neoplasica una célula individual sufre un cambio genético que
le otorga un potencial de proliferacion independiente de factores externos. Esto lleva a un

crecimiento auténomo de células de origen monoclonal que se denomina tumor o neoplasia.

Los cambios genéticos iniciales que llevan a la transformacion neoplasica raramente son
heredados a través de las gametas (~ 5 — 10 %). En la mayoria de los casos, son alteraciones
del ADN que se producen en las células somdticas y que dependen tanto de factores externos
(tabaco, alcohol, productos quimicos, radiacion, agentes infecciosos) como de factores
internos (hormonas, condicién inmunoldgica, alteraciones metaboélicas). Si bien se han
caracterizado numerosos tipos tumorales y las modificaciones en el ADN son muy variadas,
en la actualidad se sabe que en todos los casos los productos de los genes alterados participan
en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Las mutaciones
que llevan a las células neoplasicas al comportamiento anarquico se relacionan con dos
mecanismos moleculares: la activacion de oncogenes y la pérdida de funcion de genes
supresores de tumor. La primera, corresponde a la alteracion estructural de un gen normal

(protooncogen) que se activa para transformarse en un oncogen, cuyo producto proteico
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estimula la proliferacion celular. La segunda, representa la inactivacion de un gen normal
(antioncogen) cuyo producto proteico interviene en la inhibicidn de la proliferacién celular, el

control de la muerte celular y la diferenciacion.

El crecimiento desmedido de la poblacion neopldsica es el rasgo fenotipico mas
caracteristico. Sin embargo, la capacidad de invadir los tejidos circundantes y abandonar el
sitio primario para colonizar otros 6rganos es un atributo bioldgico relevante que permite
clasificar a los tumores en “benignos” o “malignos”. El tumor es considerado benigno
cuando las células tumorales permanecen agrupadas en su lugar de origen, sin invadir los
tejidos adyacentes. En general estos tumores son de crecimiento lento, tienen un alto grado de
diferenciacion correspondiente al tejido del cual provienen y suele obtenerse cura completa
por remocion quirirgica. En el caso de los tumores malignos o cdncer, las células son menos
diferenciadas y crecen en forma ilimitada invadiendo los tejidos circundantes. Poseen la
capacidad de entrar en los canales vasculares o linfiticos y migrar hacia 6rganos distantes
donde pueden establecerse formando un tumor secundario o metdstasis. Aunque tienen un
origen monoclonal, las células pueden ser genética y fenotipicamente heterogéneas a raiz de
los cambios genéticos que ocurren a medida que el tumor se desarrolla durante el proceso

llamado progresion tumoral.

1.2 Progresion tumoral.

La progresion tumoral es un proceso que se desarrolla en multiples etapas e involucra la
acumulacién de cambios secuenciales (1). Mientras se expande la poblacién derivada de la
primera célula portadora del dafio genético irreparable, se van produciendo y acumulando
nuevas alteraciones que confieren ventajas adaptativas para proliferar descontroladamente y

finalmente invadir los tejidos vecinos.

Para metastatizar, las células tumorales deben llevar a cabo un proceso multifactorial
que puede dividirse en dos etapas: la invasion primaria en la cual las células deben disociarse
del tumor primario y penetrar en los vasos sanguineos o linfaticos (intravasacion). En la
invasion secundaria, las células deben escapar a la vigilancia inmunoldgica, atravesar
nuevamente el endotelio (extravasacion) y migrar a través del parénquima y el estroma del
érgano blanco para implantarse y formar el nédulo metastatico. En el siguiente esquema se

resumen los pasos de la progresion tumoral.
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2 Melanoma

2.1 Clastificacion.

El melanoma resulta de la transformacién maligna de las células de la piel que sintetizan
pigmento -los melanocitos- y como en casi todos los tipos de canceres, tanto los factores
genéticos como los ambientales contribuyen al desarrollo. Durante el desarrollo embrionario
los melanocitos migran hacia la piel y normalmente estin confinados en la capa basal de la
epidermis, en contacto con queratinocitos de capas basales y superficiales de la piel (2). El
pigmento producido por los melanocitos -la melanina- se distribuye entre los queratinocitos y
protege la piel del dafio ocasionado por la radiacién solar. Es sabido que la proliferacion y
contenido de melanina en los melanocitos estd sujeto a regulacion proveniente de los
queratinocitos vecinos, otorgandole relevancia bioldgica a la configuraciéon anatémica de las

células de la piel (3).
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El melanoma puede clasificarse histolégicamente segun su localizacion y grado de
progresion en 4 estadios definidos: melanoma in situ , melanoma en fase de crecimiento
radial, melanoma en fase de crecimiento vertical y melanoma metastitico. Tanto el nevo
benigno como el displasico, el utimo presumiblemente lesion precursora del melanoma, se
caracterizan por un aumento en el nimero de melanocitos en relacién a los queratinocitos.
Estas lesiones progresan a melanoma in situ, el cual crece radialmente y permanece confinado
a la epidermis. En contraste, el melanoma de fase de crecimiento vertical invade la capa
superior de la epidermis y penetra en la dermis y tejido subcutdneo, formando nddulos
expansivos de células malignas. La transicion de crecimiento radial a crecimiento vertical es
el paso crucial en la progresion del melanoma y la adquisicion de potencial metastatico, ya
que durante la fase de crecimiento radial las células atin dependen de factores de crecimiento
exogenos, no son capaces de crecer independientemente del anclaje y no poseen capacidad
metastatica. Por su parte, durante el crecimiento vertical las células escapan completamente al
control provisto por los queratinocitos, adquieren capacidad de crecimiento independiente de

factores exdgenos y de anclaje y son altamente metastaticas (3).

2.2 Incidencia.

Segin datos de la Sociedad Americana del Cancer (www.cancer.org) anualmente

ocurren mas de un milloén de casos altamente curables de carcinoma basocelular o carcinoma
espinocelular. La forma mas grave del cancer de piel es el melanoma, el cual se estima serd
diagnosticado en 54.200 personas (en USA) durante el afio 2003 (Skin Cancer Facts-2003,

Sociedad Americana del Cancer).

El melanoma es considerado principalmente una enfermedad de la poblacién blanca,
siendo su incidencia 10 veces mayor que en la poblaciéon Afro-Americana. El grado de
pigmentacion de la piel, asi como parametros geograficos pueden influir en la incidencia,

indicando que la radiacion ultravioleta ejerce un rol causal en el desarrollo del melanoma (4).

2.3 Deteccion temprana, tratamiento y sobrevida.

Una de las caracteristicas distintivas del melanoma metastatico es su resistencia a las
terapias convencionales. En la actualidad la prevencion y deteccién temprana son las medidas

mas efectivas contra el melanoma. El melanoma comienza habitualmente como un pequefio
4
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crecimiento de una lesion pigmentada, que aumenta en tamaiio y cambia de color. Las sefiales
de aviso de melanoma se denominan ABCD: A por asimetria, B por bordes irregulares, C por
color (la pigmentacién no es uniforme, en un rango de marrén a negro) y D por didmetro

(superior a 6 mm).

En el caso del carcinoma basocelular o espinocelular, en el 90 % de los casos el
tratamiento es quirurgico utilizando técnicas de excision quirirgica. Cuando se trata de
melanoma, la lesion primaria debe ser extirpada adecuadamente y puede ser también
necesario remover los ganglios regionales. Para los estadios mas avanzados el tratamiento se
realiza con quimioterapia e inmunoterapia. El melanoma puede diseminarse rapidamente a
otras partes del cuerpo, sin embargo si es detectado en sus estadios mas tempranos y tratado
apropiadamente, es altamente curable. La tasa de sobrevida a cinco afios en los pacientes con
melanoma localizado es del 96 %, pero en los pacientes con metastasis regionales baja a 60 %

y cuando las metastasis son distantes la tasa de sobrevida es de sélo 14 %.

3 Respuesta inmune. (Revisiones en: (5-7))

3.1 Conceptos basicos.

La respuesta inmune especifica, como lo es la produccién de anticuerpos (Ac) contra
un patgeno en particular, se conoce como respuesta inmune adaptativa, porque ocurre como
una adaptacion del sistema inmune a la infeccién con dicho patégeno. En muchos casos, la
respuesta inmune adaptativa confiere inmunidad protectiva de por vida contra el mismo
patdgeno. Esta se distingue de la respuesta inmune innata la cual se caracteriza por la
presencia, ademas de anticuerpos IgM, de células fagociticas capaces de internalizar y digerir
un amplio espectro de patégenos. Las mismas se encuentran inmediatamente disponibles para
el combate sin requerir exposicién previa con el patdgeno y constituyen un componente clave
de la respuesta innata. Contrariamente, los Ac IgG son producidos solamente luego de la
exposicion al patégeno y son altamente especificos y afines para el mismo, de ahi que los Ac
presentes en el suero de un individuo son un reflejo directo de las infecciones a la cuales

estuvo expuesto.

En realidad, los Ac pueden ser inducidos contra una vasta variedad de substancias. Esas

substancias se las denomina antigenos (Ag), denominacién que surgié porque pueden
5
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estimular la generacion de anticuerpos. Aunque no siempre la respuesta inmune adaptativa
implica la generacion de Ac, el término Ag es utilizado en un amplio sentido para describir

substancias que pueden ser reconocidas por el sistema adaptativo.

Tanto la respuesta innata como la adaptativa dependen de la actividad de los glébulos
blancos o leucocitos. El sistema innato involucra fundamentalmente granulocitos y
macrofagos. Los granulocitos, también llamados leucocitos polimorfonucleares (PMNs),
incluyen a los neutréfilos que poseen, al igual que los macréfagos, capacidad fagocitica. La
respuesta adaptativa es dependiente de los linfocitos, que son los responsables de la
inmunidad de por vida o memoria inmunologica que puede sobrevenir a la infecciéon o
vacunacién. Ambos sistemas, innato y adaptativo, estan intimamente relacionados y

constituyen un remarcable sistema de defensa.

3.2 Componentes del sistema inmune.

Las células del sistema inmune se originan en la médula dsea y de alli migran hacia los
tejidos periféricos a través de los vasos sanguineos y de un sistema especializado de vasos
llamado sistema linfatico. Todos los elementos celulares de la sangre, incluyendo los
glébulos rojos, derivan del mismo progenitor o células precursoras, las células stem
hematopoyéticas o células pluripotentes. Estas células pluripotentes inicialmente dan origen
a células stem de potencial mas limitado que incluyen a los precursores inmediatos de los
glébulos rojos, plaquetas y las dos categorias de glébulos blancos: mieloides y linfoides

(Esquema 1).

El progenitor mieloide es el precursor de los granulocitos, macréfagos, células
dendriticas y mastocitos. Los macréfagos son uno de los tres tipos de células fagociticas del
sistema inmune y estan ampliamente distribuidos en todo el organismo jugando un rol
fundamental en la respuesta innata. Constituyen la forma madura de los monocitos, que estan
en circulacion diferenciandose continuamente en macréfagos cuando migran a los tejidos. Las
células dendriticas (CD) son células especializadas en la captaciéon y presentacién
antigénica. Las CD inmaduras migran a través de la sangre para residir en los tejidos
periféricos. Luego del encuentro con un patégeno inician un proceso de maduraciéon y migran
hacia los 6rganos linfoides secundarios. La biologia de las CD sera analizada con mas detalle

en la seccion 4. Los mastocitos se diferencian en los tejidos y residen principalmente en la



cercania de pequefios vasos sanguineos donde luego de

afectan la permeabilidad vascular.
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Esquema 1 Todos los elementos celulares de la sangre, incluyendo los linfocitosdel sistema inmune adaptativo, provienen de
celulas hematopoyeticas de la medula osea (Adaptado de Immunobiology 5th edn, Janeway C.)

Los granulocitos, reciben su nombre por el denso contenido de granulos en su
citoplasma. Por la forma irregular de su nucleo, también son llamados leucocitos
polimorfonucleares (PMNs). Existen tres tipos de granulocitos que poseen un tiempo de vida
media corto y aumentan en gran cantidad durante la respuesta inmune, cuando dejan la sangre
para migrar al sitio de infeccion o inflamacion. Los neutroéfilos, que constituyen el tercer tipo
de células fagociticas, son el componente celular mas numeroso e importante de la respuesta
inmune innata; los eosinéfilos participan en la inmunidad contra parasitos y en procesos
alérgicos, y finalmente los baséfilos, cuya funcion no esta del todo caracterizada, pero se cree

es similar y complementaria a la de los eosindfilos y mastocitos.

El progenitor linfoide comun da origen fundamentalmente a los linfocitos, pero
pueden dar origen también a determinadas subpoblaciones de CD. Hay dos tipos mayoritarios
de linfocitos: los linfocitos B (LB), que se diferencian en la médula 6sea y una vez activados
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se diferencian en plasmocitos secretores de Ac; y los linfocitos T (LT), los cuales se
diferencian en el timo y pueden a su vez subdividirse en dos subpoblaciones principales. Una
de ellas se diferencia a células T citotéxicas CD8" (CTL) y la otra se diferencia a células T
colaboradoras CD4" (LTy). Los LTy se dividen en dos clases funcionalmente distintas, los
Tul cuya funcién es principalmente activadora de la respuesta citotoxica y los Ty2 que
estimulan a los LB para la produccion de Ac. Un tercer linaje de células linfociticas son las
células natural killer (NK), que derivan del mismo progenitor pero carecen del rasgo
distintivo de la respuesta inmune adaptativa: la especificidad antigénica. Por el contrario,
poseen importantes funciones dentro de la respuesta inmune innata ya que son capaces de
reconocer y matar células anormales como por ejemplo células tumorales o infectadas con
patdgenos intracelulares. La respuesta mediada por Ac recibe el nombre de respuesta

humoral, mientras que la mediada por LT es habitualmente llamada respuesta celular.

3.3 Principios de la respuesta inmune innata y adaptativa.

3.3.i Respuesta inmune innata. (Revisiones en: (6, 8, 9)

Los macréfagos y los neutréfilos del sistema innato proveen una primera linea de
defensa contra muchos microorganismos y son esenciales para el control de numerosas
infecciones bacterianas comunes. Sin embargo, no siempre pueden eliminar al organismo
causante de la infeccion y hay patégenos a los que no pueden reconocer. Es por ello que los
linfocitos del sistema adaptativo han evolucionado para proveer una forma de defensa mas
versatil, que ademas aporta una proteccion aumentada contra reinfecciones con el mismo
patégeno. No obstante, las células de la respuesta innata juegan un rol crucial en la iniciacién
y subsiguiente direccion de la respuesta adaptativa, ademdas de participar en la remocién de
patégenos que fueron blanco del sistema adaptativo, por ejemplo mediante el mecanismo de
citotoxicidad mediado por Ac. Mas aun, teniendo en cuenta que se demora de 4 — 7 dias en
montarse la respuesta inmune adaptativa, la respuesta innata posee una funcién critica en el

control de las infecciones durante ese periodo.

Cuando los microorganismos como las bacterias, atraviesan las barreras fisicas -piel,
mucosas- y penetran por primera vez en el organismo, son inmediatamente encontrados por
las células y moléculas que montan la respuesta inmune innata. Los macréfagos llevan

adelante la defensa contra bacterias a través de receptores que poseen en su superficie, que
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son capaces de reconocer componentes moleculares bacterianos comunes a muchas bacterias.
Tal reconocimiento lleva a la activacidn del macréfago e induce la fagocitosis y la secrecion
de moléculas bioldgicamente activas, las citoquinas y quimioquinas, que actian sobre otras
células que poseen los receptores correspondientes. Estas citoquinas y quimioquinas
secretadas inician el proceso inflamatorio activando y reclutando células como los
neutréfilos, monocitos y linfocitos, y ademas producen un aumento en la permeabilidad
capilar favoreciendo la extravasacién de moléculas al foco inflamatorio. La inflamacién local
puede inducirse también como resultado de la activacién del sistema de complemento sobre
la superficie bacteriana. El sistema de complemento esta constituido por proteinas séricas que
son activadas por una cascada proteolitica que se inicia por la unién de determinadas
moléculas a la superficie bacteriana pero no a la de células del huésped; otra via de activacion
es a través de la unidon a Ac que se encuentran unidos a la superficie de células blanco.
Algunos productos liberados durante esta cascada proteolitica contribuyen a la reaccién de

inflamacion.

La respuesta innata contribuye en gran medida a la activacion de la respuesta adaptativa.
La reaccién inflamatoria aumenta el flujo de linfa conteniendo Ag asi como de células que
incorporan Ag hacia los ganglios linfaticos, permitiendo el reconocimiento de dichos Ag por
los linfocitos. Ademas, las citoquinas y quimioquinas liberadas en el foco inflamatorio

favorecen la llegada de los linfocitos.

3.3.ii Respuesta inmune adaptativa.

Generalmente los linfocitos son pequefias células inactivas, y hasta los afios *60 no era
sorprendente encontrar que en los libros de texto los describiesen como células sin funcién
aparente. En realidad, los linfocitos no poseen actividad funcional hasta el momento en que
encuentran el Ag, evento necesario para desencadenar su proliferacion y la diferenciacion de

sus caracteristicas funcionales.

Los linfocitos se caracterizan por su capacidad de montar una respuesta inmune
especifica contra un Ag particular. Esto es posible porque los linfocitos se diferencian
llevando cada uno una tinica variante de receptor antigénico. Por lo tanto la poblacion total de
linfocitos B y T posee un gran repertorio de receptores con alta diversidad de sitios de unién a
los Ag. Los LB reconocen los Ag extracelulares en forma directa a través del receptor (BCR),

una inmunoglobulina (Ig) de unién a membrana, con la misma especificidad que los Ac que
9
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produciré luego de su activacion y diferenciacion a plasmocito. Por su parte el receptor de los
LT (TCR) es una proteina relacionada a las Ig, pero el reconocimiento antigénico no se
produce en forma directa. Los LT reconocen Ag que provienen tanto de patégenos que han
infectado la célula blanco, como de patégenos que fueron capturados por células fagociticas.
Tanto los CTL como los LTy, reconocen fragmentos peptidicos que derivan de proteinas
ajenas al organismo, cuando dichos péptidos estan unidos a moléculas propias del huésped y
son expuestos en la membrana celular. Dichas moléculas que despliegan los péptidos
antigénicos a los LT, son glicoproteinas de membrana codificadas por un grupo de genes de
gran polimorfismo que llevan el nombre complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Las moléculas MHC son las responsables del rechazo de transplantes alogeneicos, de alli el
nombre de genes de histocompatibilidad. Hay dos tipos de moléculas MHC : MHC clase | y
MHC clase II. La diferencia mas importante entre estas dos moléculas se debe tanto a su
estructura como al origen de los péptidos a los cuales ensamblan y llevan hacia la superficie

celular (Esquema 2). Las moléculas MCH I se ensamblan con péptidos derivados de proteinas
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Esquema 2 Origen de los peptidos presentados en MHC | y MHC 11 (Adaptado de Immunobiology
5th edn, Janeway C.)

sintetizadas en el citoplasma, por ejemplo a partir de proteinas de origen viral, y son

reconocidos por los LT citotoxicos a través del TCR y del co-receptor CD8. En cambio, las
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moléculas MHC II se unen a péptidos derivados de vesiculas intracelulares, ya sea
provenientes de patogenos de vida intracelular o internalizados via fagocitosis y son

reconocidos por LTy a través del TCR y del co-receptor CD4.

La degradaciéon de laa proteinas en el citosol se lleva a cabo por un complejo
multicatalitico de proteasas llamado proteasoma. Para ser degradadas, las proteinas son
introducidas en el proteasoma y alli son clivadas en péptidos que son luego transportados al
reticulo endoplasmico (RE) donde son ensamblados con las moléculas MHC 1. En el
transporte hacia el RE participan dos proteinas llamadas Transportadores Asociados al
Procesamiento Antigénico-1y 2 (TAP-1 y TAP-2). Estos transportadores pueden participar
en la translocacion de proteinas sintetizadas de novo desde el RE hacia el citosol, donde son
degradadas en péptidos que son transportados nuevamente al RE para ser ensamblados con
moléculas MHC I, explicando de esa manera la presentacién en MHC I de péptidos derivados
de proteinas extrafias de origen viral. El ensamble del complejo MHC I - péptido depende de
la asociacioén inicial de la cadena a con B;-microglobulina y luego con el péptido, proceso que
involucra proteinas accesorias. S6lo luego de haberse ensamblado con el péptido, las

moléculas MHC [ abandonan el RE para llegar a la superficie celular.

Numerosos patégenos se replican dentro de vesiculas intracelulares, y como estas
vesiculas estan rodeadas de membrana, las proteinas derivadas de los patégenos no pueden
llegar al citosol para ser degradadas. La degradacion ocurre entonces dentro de la vesicula, lo
mismo que ocurre con proteinas que son internalizadas por fagocitosis o endocitosis. La
degradacion es llevada a cabo por proteasas presentes en los fagosomas y endosomas, que son
activadas a pH acido. Las moléculas MHC II que son recientemente sintetizadas y
transportadas al RE deben llegar a unirse con los péptidos generados dentro de las vesiculas,
por ello debe prevenirse la unién prematura de las mismas con péptidos que se encuentran en
el RE. Este ensamble prematuro es prevenido por la unién de MHC II con una proteina
llamada cadena invariante asociada a MHC II (Ii). La Ii se une a la molécula MHC II
bloqueando el sitio de unién del péptido, ademas tiene como funcién dirigir las moléculas
MHC II hacia las vesiculas de bajo pH donde deben ensamblarse con los péptidos. Una vez en
el compartimiento acidico, se produce el clivaje de la Ii, dejando un pequefio fragmento de la
misma llamado péptido de cadena invariante asociado a MHC II o CLIP el cual debe ser
desplazado para permitir la unién del péptido derivado de la protedlisis y el transporte del

complejo MHC II - péptido hacia la superficie celular.

11
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3.3.iii Produccion de células T efectoras.

Los linfocitos T naive para ser activados deben reconocer un péptido extrafio unido a
una molécula MHC propia. Pero para que se produzca dicha activacion son necesarias sefiales
coestimulatorias que deben ser transmitidas simultaneamente. Las células presentadoras de
Ag (APC), - CD, macréfagos y linfocitos B - son las unicas células que expresan ambas
moléculas MHC (I y II) y moléculas coestimulatorias y por lo tanto son capaces de inducir la
expansion clonal de los linfocitos T. Las CD son las APC mads potentes y probablemente las

unicas responsables de la activacion de linfocitos T naive in vivo.

3.4 Células dendriticas.

Han pasado sélo 30 afios desde que R. M. Steinman y Z. A. Cohn describieron las CD
por primera vez (10). Desde entonces, el campo de la biologia de CD ha crecido en forma
sorprendente con la aparicion de nuevas metodologias para el estudio del rol de las CD in
vivo, y el descubrimiento de las numerosas funciones que desempefian en el control de la
respuesta inmune. Aun asi, no son pocos los misterios y desafios que estas células

representan.

Las CD constituyen una poblacion celular heterogénea, ampliamente distribuida en el
organismo, residiendo particularmente en tejidos que constituyen la interfase con el entorno y
por ende sitios de potencial entrada de patogenos (piel, mucosas), donde representan ~ 1 — 2
% del las células totales (11, 12). Las CD actian como centinelas del sistema inmune,
patrullando el organismo a través de la sangre, tejidos periféricos, linfa y érganos linfoides
secundarios, alertando al sistema inmune y controlando sus decisiones més tempranas. En la
periferia las CD inmaduras internalizan Ag que son procesados en péptidos proteoliticos y
ensamblados con moléculas MHC I y II. Al recibir una sefial de peligro (productos
provenientes de patogenos, inflamacién, trauma, etc) las CD comienzan un proceso de
diferenciacién llamado maduracién, a través del cual pierden su habilidad de intemnalizar Ag,
pero se transforman en eficientes presentadoras de Ag aumentando la expresion de moléculas
coestimulatorias (CD40, CD80, CD86) y MHC I y II convirtiéndose en extraordinarias

activadoras de linfocitos T (11, 12).
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3.4.i Origen y diferenciacion.

Aun no se ha definido un modelo definitivo de diferenciacién de CD. Inicialmente, se
identific6 un progenitor de médula 6sea comun a los macréfagos y granulocitos, reconociendo
al factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) como una
citoquina clave en la diferenciacién de CD. Las CD fueron consideradas como un linaje
diferente debido a que sus propiedades eran marcadamente diferentes a las de los fagotitos,
especialmente su habilidad para estimular linfocitos T naive e iniciar la respuesta inmune.
Esta vision del desarrollo de CD como un camino paralelo al desarrollo de macréfagos y

granulocitos es una version sumamente simplificada del intrincado desarrollo de CD que se
conoce en la actualidad.
Estudios recientes utilizando ratones genéticamente modificados contribuyeron

substancialmente a la caracterizaciéon de los precursores de CD. Basandose en criterios

fenotipicos y funcionales, en el raton se han identificado seis subpoblaciones de CD

distribuidas en diferentes tejidos (13, 14):

Subpoblacién Ganglios  pjacas de
Timo Bazo " Piel Higado
De CD linfiticos  Peyer
CD¥ + + + + +
CDg* + + + + +
CDgin( +
Células de
+
Langerhans
CD de la
+
dermis
B220" + + + + - N.D

Las CD CD8 pueden sudividirse en CD8'CD4" y CD8CD" (15, 16)aunque la relevancia
funcional de la expresion de CD4 ain no se ha definido. Las CD que expresan un nivel
intermedio de CD8 (CD8"") constituyen una subpoblacion especifica de los ganglios

linfaticos. Las CD que expresan la molécula B220, son la contraparte de las CD
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plasmocitoides humanas, estan presentes en todos los érganos linfoides y se caracterizan por
la produccion de grandes cantidades de IFN tipo [ en repuesta a infecciones virales (17). Las
CD plasmocitoides B220" también participan en la induccién de tolerancia por inducir la
diferenciacion de células T regulatorias (18), las que mediante la liberacion de IL-10 bloquean
la activacion de linfocitos T naive. En el raton, también se describieron CD especificas de
tejidos no linfoides como pulmoén, corazén y rifion que hasta el momento no pudieron

integrarse en ninguna de las subpoblaciones arriba mencionadas (19-21).

El origen de las CD a partir de un progenitor mieloide fue probado en forma
contundente por Sallusto y Lanzavecchia cuando demostraron que las CD humanas podian
diferenciarse in vitro a partir de monocitos (22) y por Randolph y col en un modelo in vivo en
un modelo murino (23). En la actualidad es sabido que las CD pueden originarse tanto a partir
de un precursor comun mieloide como de un precursor comin linfoide (24), pero aln es
dificil diferenciar el desarrollo de la progenie linfoide y mieloide. En el Esquema 3 se resume

el modelo tedrico actual del origen y diferenciacion de las CD.

Precursor de
Precursor de granulocitos - ;
> eritrocitos y onocito
@4 megacariocitos
, Precursor de __
@ monocitos
Precursor de
monocitos y Presirssy T CD periféricas
granulocitos . misloile ——» @ | CD timicas
(pc)) — Pre-CD —— @~ | CD periféricas
! CD timicas
Precursor Y
Mieloide -
AR Precursor 1 iféri
Linfoide JOOURor _, Q CD periféricas
> linfoide 4 CD timicas
| Precursor de
f—————pp; LB

Precursor de @ Precursor
NK timico
linfoide

Precursor @

timico
linfoide >
Precursor de
LT
Esquema 3 Ongen y diferenciacion de las células dendriticas (Adaptado de Ardavin, C. 2003. Nat Rev Immunol 3:582)

|
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En general, las CD CD8" y CD son consideradas dos subpoblaciones funcionalmente

diferentes (14). Por ejemplo, las CD8  pero no las CD8" tienen la capacidad de inducir la
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activacion de células B y la diferenciacion a células plasmaticas (25). Aunque ambas
subpoblaciones contienen estadios inmaduros o semi maduros con alta capacidad fagocitica /
endocitica, datos recientes indican que las CD CD8" son las unicas capaces de fagocitar de
células apoptoéticas (26). En la induccion de células T in vivo, las CD CDS8 activan
principalmente linfocitos Ty2, mientras que las CD8+ activan respuestas Tyl debido a la

mayor secrecion de [L-12 (27, 28).

Es importante mencionar que estas diferencias funcionales pueden alterarse por factores
que modulan la funcion de las CD, en particular la secrecion de IL-12. Estos factores
moduladores incluyen: el estado de activacion de las CD (29), la naturaleza del Ag (30),la
concentracion de Ag (30) (29), el tipo de receptor involucrado en la captacion del Ag y

citoquinas como IL-10 e [FNy (28, 31).

Las CD también estan involucradas en la induccion de tolerancia central y periférica
(32-36). El modelo tedrico de activacion y funcion de las CD CD8" y CD8 se resume en el

esquema 4.

Precursor CD circulante
(Pre-CD, monocito u otro
precursor

Tolerancia Diferenciacion Tolerancia

|
v v

Precursor CD circulante
(Pre-CD, monocito u
otro precursor

<+— [CActivacion ]

Activacion y
reclul1mlento

Diferelnciacbn

<o No activadas <o Preactivadas
CD CD8" CD CD8+ CD CDS8- CD CD8+
I | I
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Esquema 4 Modelo tedrico de activacion y funcion de las células dendriticas CD8+ y CD8-
(Adaptado de Ardavin, C. 2003. Nat Rev Immunol 3:582)

Las CD son un nexo entre la respuesta inmune innata y la adaptativa, ya que no sélo

modulan la activacién y expansion de linfocitos T y B, también contribuyen en la regulacion

de los linfocitos NK y NKT (37-40)
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3.4.ii Captacion antigénica.

La eficiente captacion antigénica es una propiedad exclusiva de CD inmaduras. Las CD
inmaduras capturan Ag mediante distintos mecanismos, entre ellos la macropinocitosis,
endocitosis y fagocitosis mediadas por receptor. La endocitosis mediada por receptor permite
la incorporacion de macromoléculas a través de regiones especializadas de la membrana
plasmatica (41). Las CD poseen numerosos receptores involucrados en la endocitosis: FcR
(FcRI/ CD64, FcRII / CD32 y FcRIII / CD16) (42, 43) receptores para complemento (CR3 y
CR4) (44), receptores para proteinas hear-shock (hsps). Recientemente, se ha identificado en
CD murinas al receptor CD91 como receptor para las hsps gp96 y Hsc70 derivadas de células
infectadas o tumorales (45). Otra clase de receptores involucrados en la endocitosis son los
receptores llamados scavenger (SRs). Los SRs son glicoproteinas de membrana que unen
lipoproteinas de baja densidad y estan implicados en la internalizacion de bacterias (46). Entre
los SR expresados en CD, se encuentra el CD36 (SR clase B) que participa en la

internalizacion de células apoptoticas (47, 48).

Otros receptores presentes en la superficie de CD son los de la familia de la lectinas tipo
C,el recep'tor de macrofagico de manosa (MMR) (49) y el DEC-205 (50). E1 MMR media la
internalizacién de monosacaridos y Ag derivados de patégenos incluyendo levaduras (51), y
el transporte a endosomas y lisosomas tempranos (49). El DEC-205 se describid
originalmente en CD murinas maduras y células de Langerhans (50). A diferencia del MMR
que recicla entre la membrana citoplasmatica y endosomas tempranos, el DEC-205 recicla via
compartimientos endociticos tardios que contienen moléculas MHC II y por ende favorece la
presentacion antigénica (52). Por ultimo, los receptores DC-SIGN y Langerina son lectinas
que unen especificamente manosa y se expresan en forma exclusiva en CD intersticiales y
células de Langerhans respectivamente (53, 54). El recptor Langerina induce la formacién de
compartimientos endociticos unicos de las células de Langerhans conocidos como granulos de

Birbeck (53).

Los Ag particulados y los solubles son eficientemente internalizados por CD mediante
fagocitosis y macropinocitosis respectivamente. La fagocitosis es generalmente mediada por
receptor y en su mayoria son los mismos receptores involucrados en la endocitosis. Las CD

fagocitan numerosos tipos de patogenos: bacterias, levaduras, parasitos (55-59).
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Ademas de patdgenos, las CD fagocitan eficientemente células apoptéticas y necrdticas
(60-66). Hay numerosas moléculas involucradas en la captacion de células muertas
incluyendo integrinas avf3 y avB5 que actian en cooperacion con CD36 (67, 68) y los

receptores mas recientemente descriptos MER vy receptor de fosfatidil serina (PSR) (69, 70).

3.4.iii Induccion de la maduracion.

Los patogenos poseen en su superficie moléculas altamente conservadas — llamadas
patron molecular asociado a patégenos (pathogen-associated molecular patterns)— a través
de las cuales son reconocidos por las células del sistema inmune mediante una familia de
receptores especificos, los receptores de reconocimiento de patrones (pattern-recognition

receptors) (71).

Las CD juegan un rol crucial como censores de infeccién para la activacion de la
respuesta inmune adaptativa. Existen dos tipos de sefiales a las que pueden responder: i-
reconocimiento directo de patégenos a través de los pattern-recognition receptors y ii-
reconocimiento indirecto a través de citoquinas inflamatorias o componentes celulares. Se han
reportado S tipos de receptores presentes en la superficie de CD que median la activacién de
las mismas: (i) Toll-like receptors (TLR); constituyen una familia de receptores través de los
cuales numerosos componentes derivados de patégenos ( ARN doble cadena, secuencias
CpG, lipopolisacaridos bacterianos (LPS)) inducen la activacién de CD (71), (ii) receptores
de citoquinas; a través de los cuales los mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1B, PGE-
2, etc., actuan sobre CD (12, 72), (iii) moléculas de la familia del receptor de TNF, dichas
moléculas median la interaccion de CD con linfocitos T. Por ejemplo, el CD40L en la
presente superficie linfocitos CD4" induce la maduracién de CD mediante la unién al CD40
en la superficie de CD, se sabe también que la interaccion de FasL, en la superficie
linfocitaria, con Fas puede inducir la maduracion de CD (73, 74), (iv) FcR; la unién de
inmunocomplejos a estos receptores induce la maduracion de CD (75-77); (v) censores de
muerte celular; la naturaleza de los componentes responsables de la maduracién de CD por
medio de dichos censores no estd ain del todo definida. Se han identificado diferentes
moléculas involucradas en el reconocimiento de células apoptdticas (67, 68) (69, 70), y en el
reconocimiento de hsps (liberadas por células necréticas (45). Existen numerosas
controversias con respecto a la habilidad de células apoptéticas o necréticas para inducir la

maduracién de CD, este tema sera discutido con mas detalle en el Capitulo II.
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3.4.iv Migracion.

Una de las caracteristicas distintivas de las CD es su capacidad migratoria. La
migracién esta regulada por diferentes de receptores de quimioquinas presentes en la
superficie de CD durante los distintos estadios de maduracién. Los precursores circulantes (ej.
monocitos) o los derivados de médula 6sea, migran hacia la perifenia donde se diferencian a
CD inmaduras. Esta migracion responde a la accién de quimioquinas como MIP-3a / CCL20,
MIP-1a / CCL3, MIP-1P / CCL4, RANTES / CCLS5, secretadas en los tejidos periféricos que
actian sobre los principales receptores expresados por CD inmaduras: CCR1, CCRS y
CCR6 solo en CD derivadas de precursores de médula 6sea (78, 79). Luego de la exposicion
a patégenos o seiiales inflamatorias — sefial de peligro — (80) comienza el proceso de
maduracion y la migracion hacia los 6rganos linfoides secundarios. Durante la maduracion se
produce un cambio en el patron de expresion de receptores de quimioquinas que involucra
una disminucion de CCR1 y CCRS y un aumento en la expresion de CCR7 en CD maduras,
permitiendo a las CD abandonar los tejidos periféricos y migrar hacia los ganglios en
respuesta a MIP-3 / CCL19 (78, 79) (81-83). Sin embargo, las CD no sélo migran hacia los
ganglios linfaticos en respuesta a sefiales de peligro. Existe una migracion constitutiva de CD
inmaduras hacia los ganglios, que les permite censar en forma permanente la presencia de Ag
propios con el propdsito de inducir tolerancia (84, 85). Otros mediadores como los
leucotrienos, lipotoxinas y prostaglandinas, pueden influir en la migracion de CD mediante la

modulacion de la expresion de los receptores de quimioquinas (86-88).

3.4.v Presentacion antigénica.

Generalmente, los péptidos presentados en el contexto d¢ MHC I provienen de la
degradacion de proteinas que son sintetizadas endégenamente. Sin embargo, las CD son
capaces de presentar Ag exdgenos, capturados por endocitosis o fagocitosis, no sélo en el
contexto de MHC II sino también MHC I. Dicho mecanismo se denomina cross-
presentacion (89-91). Se ha demostrado que las CD cross-presentan eficientemente Ag
derivados de células apoptdticas (60-63), péptidos unidos a hsps (92, 93), Ag asociados a
productos bacterianos (94, 95) y Ag internalizados via FcR (75, 96-98).
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Ademas del aumento en la sintesis de moléculas MHC I y II durante la maduracion,
también se ha descripto que en CD maduras continua la sintesis de moléculas MHC I y su
transporte hacia la superficie celular (89). Respecto a las moléculas MHC II, durante la
maduracion su sintesis aumenta en mayor proporcion que las de MHC 1 (99) y los complejos
MHC II - péptido son estabilizados en la superficie de CD maduras (89, 100). Si bien la
sintesis de nuevas moléculas MHC 1I es inhibida en CD maduras, se pueden formar nuevos
complejos MHC II - péptido utilizando las moléculas MHC II que son recicladas desde la
superficie y limitando el espectro de péptidos a los derivados de Ag capturados antes y

durante la maduracion (101).

Ademas de la presentacion en el contexto de MCH I y II, las CD expresan una tercer
clase de MHC Illamadas CD1 que esta relacionada con la presentacion de lipidos y

glicolipidos a células NKT (102).

En el Esquema 5 se resumen las caracteristicas distintivas de la biologia de las CD.

Tejidos
[)erifériC()S Infeccion

Inflamacion
Ganglio \I\« %

Médula 6sea

[ linfatico 0
@ 0
e L
0 K
® N S
o
\ ‘ R ' CD inmaduras
® : Captacion antigénica
. % MMR, DC-SIGN,CCRS,
Células T g CD maduras  CCR1. FOrR, B MHC %, CD86
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cD8s", MHCM, CD40
Citoquinas (IL-12, IL-15), CCR7

Esquema 5 Los precursores de CD migran desde la médula
osea hacia los tejidos periféricos. En la periferia las CD
inmaduras capturan Ag e y migran hacia los ganglios
linfaticos. Durante la migracion las CD maduran perdiendo
su capacidad captadora de Ag y aumentando la capacidad
estimulatoria debido al aumento en la expresion de MHC | y
1 y de moleculas coestimulatorias (CD86, CD40, CD80). En
los ganglios las CD maduras interaccionan con linfocitos T
CD4+, CD8+, NK, NKT y linfocitos B

19



Introduccion

3.4.vi CD e Inmunoterapia.

Considerando el rol protagénico que juegan en el control de la respuesta inmune, las CD
se han convertido en atractivos vectores para inmunoterapia. Estudios recientes han
demostrado que las CD participan en la induccién de inflamacion en enfermedades alérgicas
como el asma o la dermatitis atdpica (103). Se ha descripto también el aumento en el nimero
y activacion de CD enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, en pacientes con Lupus
eritematoso se ha observado activacién exacerbada de CD como consecuencia del exceso de
IFN-a caracteristico de dicha enfermedad (104). Dentro del contexto de autoinmunidad y
alergias, la perspectiva terapéutica de las CD se basa en su habilidad de inducir tolerancia. Por
el contrario, su remarcable capacidad para activar linfocitos T naive e inducir la respuesta
inmune adaptativa esta siendo explotada en el disefio de vacunas contra agentes infecciosos
(105) y cancer. Se han iniciado numerosos ensayos clinicos de Fase I y II basados en la
utilizacion de CD en pacientes con melanoma, linfoma, mieloma, cancer de prostata y
renal(106-112). Sin embargo, aun quedan muchos interrogantes por resolver para asegurar el

optimo resultado de la inmunoterapia basada en la utilizacién de CD.






OBJETIVOS

Basado en el rol de las CD en el control de la inmunidad el principal objetivo del
presente trabajo de Tesis fue desarrollar una vacuna anti — melanoma mediante la
utilizacion de CD cargadas con células tumorales apoptéticas (CD-Apo) y estudiar los

mecanismos involucrados en la respuesta inducida contra el tumor.

Para lograr dicho objetivo se eligié6 como modelo experimental el melanoma murino
B16 que por ser un tumor débilmente inmunogénico resulta de gran interés para explorar

estrategias de modulacion de la respuesta inmune.

En primera instancia se establecieron las condiciones dptimas para la obtenciéon de CD
murinas y se determind su potencial para la activacion de linfocitos T. Dentro de ese contexto,
en el Capitulo I se describe la obtencion de una linea celular productora de GM-CSF murino
y la caracterizacién de las CD obtenidas a partir de precursores de médula 6sea segun: i)
expresion de marcadores de superficie, ii) captacion antigénica, iii) capacidad migratoria y iv)

capacidad estimulatoria.

En segunda instancia se disefié una estrategia de vacunacion utilizando CD cocultivadas
con células tumorales apoptdticas. Para ello, en el Capitulo II i) se establecieron las
condiciones para la induccion de apoptosis de células B16, ii) se evalud la capacidad de las
CD de fagocitar células B16 apoptdticas, iii) se analizd el estadio de maduraciéon y la
capacidad migratoria in vivo de las CD luego del cocultivo con células apoptéticas, iv) se
evaluo la eficacia de la vacunacion CD-Apo respecto al nivel de proteccién frente al desafio
con células B16, la induccién de memoria inmunolégica y la especificidad de la respuesta y v)
se estudié el rol de los linfocitos T CD4" y CD8" en la respuesta inducida luego de la

vacunacion con CD-Apo.

Finalmente, en el Capitulo III se estudiaron los mecanismos involucrados en la
proteccién contra el melanoma B16 inducida por la vacunacién con CD-Apo. En este marco 1)
se evaluaron los mecanismos celulares mediante tanto in vitro como in vivo, ii) se estudio la
respuesta humoral generada contra las células B16 vy iii) se analizaron los primeros pasos del

rechazo tumoral a través del analisis histologico del sitio de inyeccion.
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MATERIALES Y METODOS

1 Animales

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se han utilizado ratones machos C57BL/6
(B6; H-2") provenientes de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata y de Taconic Farms (NY, USA); ratones B6.SJL-Ptprc CD45.1* (H-2°)
obtenidos de Taconic Farms; ratones Balb/c (H-2?) provenientes de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la U.B.A. y ratones atimicos nu / nu NIH provenientes de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Los animales fueron
mantenidos en condiciones libres de patégenos en ambientes con temperatura controlada y
ciclos de luz / oscuridad regulados y fueron utilizados cuando alcanzaron 6 — 8 semanas de

edad. Todos los experimentos con animales fueron realizados acorde a normas éticas locales.

2 Células

2.1 Lineas celulares

Las siguientes lineas celulares fueron mantenidas en cultivo continuo en atmoésfera con
humedad y temperatura controladas (5 % CO»; 37°C). Todas las células fueron mantenidas
libres de micoplasma y la ausencia del mismo fue periédicamente analizada utilizando la

coloracion de Hoechst como se describe en II1.

El melanoma murino B16 (H-2°) (113) es un tumor no inmunogénico de origen
espontdneo. Expresa niveles bajos o no detectables de moléculas de MHC clase I, no expresa
moléculas de MHC clase II y es altamente tumorigénico. La linea B16-F1 (cedida gentilmente
por Dr. Annunciata Vecchi, Instituto Mario Negri, Milan) de crecimiento en forma de
monocapa adherente, fue mantenida en cultivo en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con con 10 % de suero fetal bovino (FBS) (Gibco BRL, Life
Technologies, MD o Natocor, Argentina), 2 mM L-glutamina, 100 U/ ml penicilina y 100 pg

/ ml estreptomicina (Gibco BRL). Para el desarrollo de tumor en animales, las células fueron
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cosechadas luego de una incubacién con una solucién de EDTA 0,5 mM a 37° C durante 5
min y lavadas sucesivamente con buffer fosfato (PBS). 1,3 x 10° o 1 x 10° células fueron
resuspendidas en 0,1 ml de PBS e inyectadas en ratones C57BL/6 en forma subcutanea (s.c.)
en el flanco y el tamafio tumoral fue medido con un calibre dia por medio. Teniendo en cuenta
que la cinética del crecimiento tumoral fue similar con ambas cantidades de células, se eligié

la menor para ser utilizada en los experimentos de inmunizacion.

El linfoma murino EL-4 (H-2°) obtenido por induccion quimica (114), fue utilizado
como tumor control. La linea EL-4 (cedida gentilmente por el Dr Ralph Steinman, The
Rockefeller University, New York) de crecimiento en suspension, fue mantenida en cultivo en
medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 10 % FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U / ml
penicilina y 100 pg / ml estreptomicina. Para el desarrollo de tumores, las células fueron

lavadas con PBS y resuspendidas para su inyeccidon como se describid previamente.

La linea CHO, establecida a partir de una biopsia de ovario de hamster chino (115) fue
obtenida de la ATCC (CCL61) y mantenida en cultivo en medio Ham’s F12 (Sigma)
suplementado con 10 % FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U / ml penicilina y 100 pg / ml
estreptomicina. Las células CHO fueron utilizadas para la obtencion de células productoras de
factor de estimulacion de colonias de macréfagos y granulocitos murino (mGM-CSF) como

se detalla en IV.

2.2 Hibridomas:

Los hibridomas GK 1.5 (116) productor de IgG de rata con actividad anti-CD4 murino
y 53-6.72 (117) productor de IgG de rata con actividad anti-CD8 murino (cedidos gentilmente
por Dr. A. Vecchi) fueron mantenidos en cultivo en medio RPMI suplementado con 10 %
FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U / ml penicilina y 100 ug / ml estreptomicina. Para la
obtencién de anticuerpos monoclonales, 1 — 1,2 x 10’ células fueron inyectadas
intraperitonealmente (i.p) en ratones atimicos que fueron previamente tratados con 0,5 ml de
Pristane (Sigma). La ascitis fue obtenida 15 dias mas tarde por puncion peritoneal y la
concentracion de 1gG de rata fue medida por inmunodifusion radial utilizando el kit BIND A
RID (The Binding Site Ltd., Birmingham, U.K.)
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2.3 Células dendriticas (CD)

Las CD fueron obtenidas a partir de precursores de médula 6sea de ratones C57BL/6
utilizando el método descripto por Lutz et al (118) levemente modificado. Se extirparon
cuidadosamente los fémures y tibias y los restos de tejido muscular fueron removidos con una
gasa estéril. Los huesos intactos fueron sumergidos en EtOH 70 % por 2 — 4 min. y luego
lavados con RPMI a 4°C. A continuacién se cortaron las epifisis de ambos extremos y se
extrajo la médula dsea por inyecciones sucesivas de RPMI utilizando una jeringa de 1 ml con
aguja de 25G 5/8. Por otra parte, se desmenuzaron las epifisis sobre una malla de nylon y se
coloco la suspension celular junto a la anterior en un tubo cénico de 50 ml. Las células se
lavaron 2 veces llevando a 50 ml con RPMI y se contaron (excluyendo los glébulos rojos)
obteniéndose 4 — 5 x 10’ leucocitos por ratén. Para la obtencién de CD los leucocitos de
médula 6sea fueron cultivados en presencia de mGM-CSF. El dia 0 se sembraron 2 — 4 x 10°
leucocitos por placa de Petri de bacteriologia de 100 mm de diametro en 10 ml de RPMI
suplementado con 10 % FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U / ml penicilina, 100 pg / ml
estreptomicina, 20 pg / ml gentamicina, (Gibco BRL) y 50 uM 2-mercaptoetanol (Sigma) y
10 % de sobrenadante de cultivo de células productoras de mGM-CSF o 200 U /ml rmGM-
CSF (Sigma). El dia 3 se agregaron 8 ml del mismo medio a las placas. Las CD inmaduras
fueron cosechadas el dia S y utilizadas para los distintos experimentos in vitro e in vivo. Para
obtener CD maduras, el dia 6 la mitad del sobrenadante de cultivo fue centrifugado y el pellet
celular fue resuspendido en igual volumen de medio fresco. El dia 7 se agregaron 0,1 pg/ ml
de lipopolisacarido bacteriano de Ps. Aeruginosa (LPS) (Sigma) a cada placa y luego de 24 -

48 hs las CD maduras fueron cosechadas y utilizadas para los diversos experimentos.

3 Deteccion de micoplasma

La deteccion de micoplasma se realizé utilizando la coloracién de Hoechst (119).
Brevemente, las células fueron sembradas sobre un cubreobjetos previamente flameado en
alcohol, en una placa de Petri de 35 mm de didmetro en 2 ml del medio correspondiente y se
incubaron durante 24 — 48 hs. Sin descartar el medio se agregd un volumen de fijador Carnoy
(metanol:acido acético 3:1) durante 2 min. a temperatura ambiente. Luego, se descartd el

medio y se agregdé 1 ml de Camoy fresco durante S min. Se descart6 el fijador y se repitié el
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altimo paso. El vidrio con las células adheridas se dejo secar al aire y una vez seco se agregd
el colorante de Hoechst (0,5 pg / ml) (Sigma). Se incub6 a temperatura ambiente durante 30
min protegido de la luz y luego se lavo 2 veces con H,O destilada. Nuevamente se dejo secar
el vidrio al aire y se montd sobre un portaobjetos con la cara conteniendo las células adheridas
hacia abajo. El resultado fue observado al microscopio de fluorescencia utilizando filtros Dapi
donde la contaminacion con micoplasma se evidencié por la presencia de un puntilleado

fluorescente intra y / o inter citoplasmatico.

Coloraciéon de Hoechst

Positiva Negativa

4 Obtencion de células productoras de mGM-CSF

Para obtener una linea de células productoras de mGM-CSF, células CHO fueron
transfectadas con el fragmento cDNA de 426 pb correspondiente a la region codificante del
mGM-CSF clonado en el vector de expresion pcDNA3 en los sitios Hind III / Xho I (pcDNA-
mGM-CSF; cedido gentilmente por el Dr. Oscar Burrone, ICGEB, Trieste, Italia). Con dicho
fin, se amplificé el ADN plasmidico transformando bacterias Escherichia coli DHS5 (ATCC
53868) por electroporacion utilizando las siguientes condiciones: capacitancia: 25 pFD,
resistencia: 200 Q y voltaje: 2,5 KV. Luego de la electroporacion las bacterias se sembraron
en agar / LB / en presencia de ampicilina para seleccionar aquellas bacterias que incorporaron
el plasmido y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Luego se picO una colonia y se
sembré en 100 ml de medio LB / ampicilina e incub6 a 37°C durante 12 — 16 hs en agitacion
hasta que los cultivos alcanzaron una D.O = 0,6. A partir de este cultivo se extrajo el ADN
plasmidico utilizando el kit QUIAGEN Midi siguiendo las instrucciones del fabricante. El

ADN obtenido fue analizado cuantitativamente por espectrofotometria UV y cualitativamente
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en un gel de agarosa 0,7 % revelado con bromuro de etidio. Para una estimacién del peso
molecular, el ADN purificado fue obtenido en forma lineal luego de una digestién enzimatica
utilizando la enzima Hind III (PROMEGA) de sitio unico acorde al mapa de restriccion del
vector pcDNA3. Por otra parte, se realizo la digestion enzimatica con las enzimas Hind III y
Xho I para verificar la presencia del fragmento de PM correspondiente a la region codificante

del mGM-CSF.

Una vez purificado y cuantificado el ADN plasmidico, se transfectaron células CHO en
forma estable por el método de co-precipitacion con fosfato célcico / ADN (120). La
transfeccion se realiz6 cuando las células alcanzaron el 50 — 60 % de confluencia en una placa
de Petri de 100 mm de diametro agregando en forma lenta 1 ml de la solucion de fosfato
calcico conteniendo 10 pug del ADN plasmidico. Las células fueron incubadas en presencia de
esta solucion durante 24 hs, luego se lavaron e incubaron nuevamente por 24 hs. Cuando las
células alcanzaron el 80 % de confluencia se realizaron distintas diluciones y se incubaron en
medio selectivo (Ham’s F12 / G418 0,5 mg / ml). El medio selectivo fue renovado cada 3 dias
descartandose las células muertas y al cabo de 21 dias se cosecharon los clones resistentes que
fueron expandidos en forma independiente para evaluar posteriormente la producciéon de

mGM-CSF.

4.1 Evaluacidn de la expresion de mGM-CSF en las células CHO transfectadas
(CHO-GM-CSF)

La expresion del mGM-CSF fue evaluada en los clones de células CHO seleccionados
luego de la transfeccion segun los siguientes criterios:

i) Expresion del ARNm

i) Expresion de la proteina

iii) Actividad bioldgica de la proteina

i) La expresion del ARNm del mGM-CSF fue evaluada por Dot-blot. A partir de un
pellet de 2 x 10° células de cada uno de los clones seleccionados se extrajo el ARN total
utilizando TRIZOL Reagent y siguiendo las instrucciones del fabricante (Life Technologies,
Gibco BRL). Una vez purificado y cuantificado el ARN, se sembraron 5 pg de ARN de cada

uno de los clones en una membrana de nylon previamente hidratada, se aplicé vacio y luego
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se realizo el crosslinking (Stratalinker 2400, Stratagene). Para la hibridacién se prepar6 una
sonda a partir del pcDNA-mGM-CSF. Para ello se obtuvo el inserto correspondiente al mGM-
CSF sometiendo al plasmido a digestion enzimatica con las enzimas Xhol y Hind III
(Promega). El producto de dicha digestién se corrié en un gel de agarosa 0,8% revelado con
bromuro de etidio a partir del cual se extrajo la banda de peso molecular correspondiente al
mGM-CSF. El ADN fue luego purificado con el kit Wizard PCRPreps DNA Purification
System acorde a las instrucciones del fabricante (Promega). La sonda obtenida se marcé con
32p utilizando el kit Prime-a-Gene Labeling System siguiendo el protocolo del fabricante
(Promega).Una vez obtenida la sonda con la marca radioactiva se realizé la hibridacién de la
membrana de Dot-blot y se revelé por autoradiografia siguiendo las instrucciones del

fabricante (Hybond-N+, Amersham).

if) La expresion de la proteina mGM-CSF fue evidenciada mediante un ensayo de
ELISA. A tal efecto se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo de los clones previamente
seleccionados segun su expresion de RNAm. Los sobrenadantes fueron obtenidos a partir de 1
x 10° células cultivadas en medio Ham’s F12 libre de suero durante 24 hs. En una placa de 96
pocillos (Maxisorp™) se sembraron 30 pl / pocillo de cada sobrenadante o rmGM-CSF
purificado estandar (Sigma) y se incubd durante toda la noche a 37°C. Luego de 3 lavados con
PBS se bloqued con seroalbumina bovina 1 % (BSA) durante 1 h a temperatura ambiente
(Ta), se lavo nuevamente y se incubd con anticuerpo de conejo anti-mGM-CSF (PeproTech
Inc) durante 1 h a 37°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con buffer de lavado (PBS /
0,1 % BSA / 0,05 % Tween) y se incubd con anticuerpo anti-Igs de conejo conjugado a
peroxidasa (HRP) (Sigma) durante 45 min a Ta. Luego de sucesivos lavados con buffer de
lavado, la unién del anticuerpo fue revelada agregando el sustrato o-fenilendiamina (OPD) 1
mg/ml en buffer citrato 0,1 M pH 4,5/ 0,012 % H,0, a Ta protegido de la luz. La reaccién se
detuvo con 4cido sulfurico 8 N y el desarrollo de color se leyé en un lector de ELISA (Bio-

Rad 3550) a 415 nm.

iii) La actividad bioldgica de la proteina mGM-CSF fue evaluada en el cultivo de CD
obtenidas a partir de precursores de médula 6sea como se describié arriba. Las CD fueron
cultivadas en presencia de 10 % sobrenadante de cultivo de los clones seleccionados y

caracterizadas como se detalla en VI.
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S Anticuerpos

Durante la realizacion de este trabajo de Tesis se utilizaron los siguientes anticuerpos

purificados, conjugados a fluorocromos o enzimas e inmunoglobulinas estandar:

Anti-MHC-I (H2-K®), -MHC-II (I-A®), -CD80, -CD86, -CD40, -Gr-1 y anti-CD16/32
murino purificados; anti-MHC-II (I-A%), -CD86, -CDllc, -CD4 y anti-CD8 murino
conjugados con FITC; anti-CD1 1¢ murino conjugado con PE; anti-CD45.2 murino conjugado
con biotina; anti-IgM de hamster conjugado con FITC; IgG de rata estandar conjugada con
FITC; IgG de raton estandar comjugada con FITC y estreptoavidina conjugada con
allophycocianin (APC); todos ellos obtenidos de PharMingen, BD Biosciences. Los
sobrenadantes de cultivo de los hibridomas NLDC-145 (anti-DEC-20S5 murino) y N-418 (anti-
CDl1l1c murino) fueron cedidos gentilmente por Dr. A. Vecchi. IgG de rata e IgG de ratén
purificadas, anti-IgGl, -IgG2a, -IgG2b e -IgG3 de ratdn, anti-Igs de rata y anti-Igs de ratén
conjugados con FITC fueron obtenidos de Sigma, anti-IgG de hamster conjugado con FITC,
anti-IgG de rata conjugado con Cy3 y anti-Igs de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (PA),
de Jackson ImmunoResearch Laboratorios y anti-Igs de ratén conjugado con HRP de Zymed.

6 Caracterizacion de las CD

6.1 Determinacidn de marcadores de superficie

Las moléculas CDl11c, MHC clase I y clase II, CD80, CD86, CD40 y DEC-205 son
utilizadas como marcadores de superficie de CD. La expresion de las mismas fue evidenciada
por inmunofluorescencia y analizada por citometria de flujo utilizando un FACS Vantage SE
(Becton Dickinson). Para ello, 1 x 10° células se incubaron 15 min a 4°C con el anticuerpo
anti-CD16/32 previamente a la incubacion con el anticuerpo correspondiente con el fin de
bloquear los receptores Fc y evitar la union inespecifica de los anticuerpos utilizados a
continuacion. Sin lavar, las células fueron incubadas con las diluciones correspondientes de
los anticuerpos, realizadas en PBS / 0,1% FBS, e incubadas a 4°C durante 1 h. En el caso de
inmunofluorescencia directa, donde los a.ntiAcuerpos estaban conjugados a distintos

fluorocromos, las células fueron lavadas exhaustivamente con el mismo diluyente y fijadas
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con formol 4% durante 10 min. Finalmente las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS
para su analisis por citometria. Los resultados fueron evaluados tanto para porcentaje de
células positivas como para intensidad de fluorescencia media utilizando el software adecuado
(FlowJo Tree Star Software; CellQuest o WinMDI). Para la realizacién de
inmunofluorescencia indirecta, luego de la incubacién con el primer anticuerpo las células se
lavaron con PBS / 0,1% FBS y se incubaron con la dilucién del conjugado correspondiente
durante 45 min a 4°C. Posteriormente se continué como se describié previamente. En todos

los casos se incluyeron las Igs estandar correspondientes como control de unién inespecifica.

6.2 Capacidad estimulatoria. Cultivo mixto linfocitario alogeneico:

Para evaluar la capacidad estimulatoria, CD obtenidas de ratones C57BL/6 fueron
cocultivadas con esplenocitos obtenidos de ratones Balb/c. Para ello se extrajo el bazo de
ratones Balb-c y los esplenocitos fueron obtenidos por disgregacion mecanica con forceps. La
suspension celular obtenida fue filtrada por una malla de nylon para retener los restos de
tejido y los globulos rojos fueron lisados con una solucién de cloruro de amonio 1,66 %. Las
células se lavaron con PBS y contaron. 1 x 10° esplenocitos fueron sembrados por triplicado
en placas de 96 pocillos de fondo en U (Costar) y cultivados en presencia de distintas
concentraciones de CD que fueron previamente tratadas con Mitomicina C (Sigma) 50 pg/ml
durante 20 min a 37°C. Luego de 3 dias de cultivo se realiz6é un pulso con 1puCi / pocillo de
(121)-metil-timidina (NEN) por 16 hs y los cultivos fueron cosechados sobre filtros de fibra
de vidrio (Whatman). Por ultimo se midié la radioactividad utilizando un contador de

centelleo liquido (Wallac).

6.3 Capacidad migratoria

6.3.i Ensayo de migracion in vitro

La capacidad migratoria de las CD fue evaluada utilizando un ensayo de quemotaxis.
Dicho ensayo consistid en la utilizacion de una camara de quemotaxis de 48 pocillos
(Neuroprobe Inc.) donde en el compartimiento inferior se colocé un volumen de medio RPMI
conteniendo el quemoatractante a ensayar (fMLP 10® M, Sigma; MIP3B 100 ng / ml y MIP

la 100 ng / ml, ambos cedidos por Dr. A. Vecchi) formando un menisco positivo. Luego se
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colocé el filtro de policarbonato con un tamafio de poro de 5 um (NeuroProbe Inc.), el sello
de silicona y la placa superior de la camara. En el compartimiento superior se sembraron
75000 células por pocillo evitando que quede aire atrapado de manera que las células estén en
contacto con el filtro de policarbonato, y fueron incubadas durante 90 min a 37 °C. Luego de
la incubacién el filtro fue coloreado para su observacion al microscopio. Para ello se invirtié
la camara colocando la cara del filtro con las células migradas hacia arriba y utilizando un
clamp se levanté el filtro rapidamente desde un extremo. Luego se colocéd otro clamp en el
extremo opuesto y se apoyo el filtro sobre PBS cuidando de no lavar la superficie con las
células migradas. Las células no migradas fueron barridas inmediatamente desplazando el
filtro desde un extremo a otro sobre una hoja de barrido (NeuroProbe Inc.). El filtro fue
sumergido en metanol durante 3 — 5 min para fijar las células migradas y luego coloreado con
Giemsa (1 gota / ml H,O neutra) durante 20 — 30 min y lavado con agua corriente.
Finalmente, se monté el filtro himedo sobre un portaobjetos y una vez seco se observo al
microscopio y se contaron las células migradas. El resultado fue expresado como el promedio
de células migradas en 5 campos con aumento 1000x y los experimentos fueron realizados

por triplicado.

6.3.ii Ensayo de migracion in vivo

Con el propésito de evaluar la capacidad migratoria in vivo las CD fueron marcadas
utilizando el fluorocromo carboxifluorescein-diacetato-succinimidil-ester (CFSE; Molecular
Probes). Para ello las células fueron lavadas con una solucién de PBS / 0,1 % BSA y
resuspendidas en una concentracion de 1 x 107 cel. / ml. Las células se marcaron agregando 1
pl de una solucion stock 5 mM de CFSE para obtener una concentracion final de 5 pM y
fueron incubadas durante 10 min a 37°C. Inmediatamente después se detuvo la reaccidn
agregando igual volumen de FBS y se realizé un lavado con PBS / 0,1 % BSA y luego otro
con PBS. Las CD marcadas fueron resuspendidas en PBS y se inyectaron 5 x 10° cel. /0,1 ml
en forma s.c. en la almohadilla plantal. Luego de 24 hs se extrajeron los ganglios linfaticos
regionales y se purificaron las células CD (CDl1l1c") por seleccién positiva utilizando
microesferas magnéticas cubiertas con anticuerpos monoclonales (Miltenyi Biotec,
Alemania). Los ganglios fueron disgregados mecanicamente e incubados con una solucién de
colagenasa 400 U / ml (Roche) durante 25 min a 37°C, luego se agregd una solucién de

EDTA 10 mM concentracion final y se incubd nuevamente a 37°C durante 5 min. La
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suspension celular obtenida se trasvasé a un tubo coénico de 15 ml con medio RPMI / 5 %

FBS frio y se centrifugé 5 min a 1200 rpm. A continuacion se realizé un lavado con PBS frio

y otro con PBS /0,5 % BSA /2 mM EDTA (MACS buffer) y se resuspendieron las células en

MACS buffer en una concentracion de 1 x 10 cel. / 80 pl. Luego se agregaron 20 pul / 1 x 10’

cel. de microesferas magnéticas cubiertas con anti-CD11c y se incubé la suspension celular

durante 30 min a 4°C. Las células fueron lavadas con MACS buffer y resuspendidas en 0,5 ml

del mismo buffer. Las células CD11c positivas fueron obtenidas por aplicacion de un campo

magnético utilizando las columnas miniMACS (Miltenyi Biotec) segun las instrucciones del

fabricante. Finalmente, se realizé la tincion con anti-CD11c-PE y la citometria de flujo como

se describié previamente y se calculd el porcentaje de células migradas como el porcentaje de

células CFSE+ / PE+.

Purificacion de células por seleccion positiva

|
el

="

6.4 Captacion antigénica.

La poblacion celular heterogénea se incuba con el
Ac monoclonal unido a microesferas magnéticas.

La suspension celular se siembra en una malla

, férrica contenida en una columna a la cual se le
aplica un campo magnético. Las células que no se

| unieron al Ac se eluyen mediante sucesivos

lavados.

Por ultimo, se retira el campo magnético y se
eluyen las células de interés.

6.4.i Capacidad fagocitica. Fagocitosis de levaduras.
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Para evaluar la capacidad fagocitica, CD inmaduras de 5 dias de cultivo fueron
incubadas en presencia de levaduras Saccharomyces cerevisiae autoclavadas en relacion CD :
levadura 1:10. Luego de 2 hs a 37°C, 5% CO,, los cultivos fueron lavados con PBS
eliminando las levaduras que no estuvieran unidas a las CD y coloreados o incubados
nuevamente durante toda la noche. Los cultivos fueron coloreados con May Grunwald-
Giemsa y observados al microscopio éptico. La capacidad fagocitica fue expresada como el
porcentaje de CD que fagocitaron 1 — 5, 6 — 10 y >10 levaduras / CD contadas con un

aumento de 400x en un total de 50 campos.

6.4.ii Capacidad endocitica. Endocitosis de Dextran

La capacidad endocitica de CD inmaduras y CD maduras fue evidenciada utilizando
Dextran fluoresceinado (Dx-FITC). CD de $ dias de cultivo o CD maduradas con LPS fueron
incubadas en presencia de 1 mg / ml de Dx-FITC en medio RPMI/ 10 % FBS durante 30 min
a 37°C. Luego de la incubacion se realizaron sucesivos lavados con PBS y las células fueron
fijadas con formol 4 % durante 10 min y lavadas nuevamente. Luego se realiz6 el analisis por
citometria de flujo y la capacidad endocitica fue expresada como el porcentaje de células
positivas. Alternativamente las células fueron observadas por microscopia confocal utilizando

un equipo Zeiss LSM 510.

6.5 Microscopia electrénica

Para su observacion al microscopio electronico las células fueron fijadas con
glutaraldehido 3 % y post fijadas con tetroxido de osmio. Luego de ser deshidratadas fueron
embebidas en resina Suprr para ser cortadas en ultramicrétomo y coloreadas con citrato de
plomo para su observacién en el microscopio TEM JEOL 1200EXII perteneciente al Servicio

de Microscopia Electrénica, CICV, INTA-Castelar.

7 Induccion y deteccion de apoptosis y necrosis de células B16

La apoptosis de las células B16 fue inducida por radiacion ionizante. Cuando las células
alcanzaron 70 — 80 % de confluencia fueron cosechadas utilizando una solucion de EDTA 0,5
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M y lavadas con PBS. Las células fueron resuspendidas en DMEM sin suero en botellas de
cultivo de 25 cm” completando el volumen total de la botella para evitar que quede aire en su
interior y fueron irradiadas con dosis de 50 Gy, 70 Gy y 100 Gy en un Siemens Lineal
Accelerator (Instituto Alexander Fleming, Buenos Aires, Argentina). Para determinar la
apoptosis las células fueron cosechadas por pipeteo luego de O h, 24 hs, 48 hs y 72 hs de
cultivo en DMEM / 5 % FBS y se realiz6 la tincién con Anexina V y ioduro de propidio (IP)
como colorante vital, utilizando el Annexin V-FITC Detection kit (PharMingen) acorde a las
instrucciones del fabricante. El porcentaje de apoptosis fue determinado por citometria de
flujo como Anexina V+ / IP- para la apoptosis temprana y Anexina V+ / IP+ para la necrosis
secundaria. La necrosis de las células Bl16 fue inducida por cuatro ciclos rapidos de
congelacidon / descongelacion. Para ello las células fueron resuspendidas en DMEM vy
congeladas en N, liquido, cuando las células alcanzaron el punto de congelacion fueron
rapidamente descongeladas a 37°C y una vez descongeladas fueron nuevamente sumergidas
en N; liquido. Luego de cuatro ciclos la necrosis fue determinada como células Anexina V+ /

IP+ utilizando el mismo kit.

8 Cocultivo de CD con células B16 apoptéticas

CD inmaduras de 5 dias de cultivo fueron marcadas utilizando el colorante fluorescente
verde PKH-67 segun el protocolo del fabricante (Sigma) y cocultivadas con células B16
apoptéticas que fueron previamente marcadas con el colorante fluorescente rojo PKH-26
(Sigma) en una relacidn 1 : 1. Las células fueron cocultivadas a 37°C, 5 % CO, durante O h, 2
hs, 4 hs y 24 hs en el medio de cultivo condicionado de las CD en tubo cénico de 15 ml (1 x
10° cel. / ml), luego se lavaron y analizaron por citometria de flujo. La fagocitosis fue
determinada como el porcentaje de células doble positivas y alternativamente por microscopia
confocal (Zeiss LSM 510). Para descartar la union inespecifica CD — célula apoptoética los
cocultivos fueron realizados a 4°C. La fagocitosis de las células B16 necréticas fue
determinada siguiendo el mismo protocolo. Para los ensayos de inmunizacién de animales los
cocultivos fueron realizados en las mismas condiciones pero las células se utilizaron sin

marcar.
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9 Caracterizacion de las CD cocultivadas con células B16 apoptéticas (CD-

Apo)

Las CD fueron caracterizadas luego del cocultivo con células B16 apoptéticas en
funcién de su expresion de marcadores de superficie, su capacidad endocitica y su capacidad
migratoria in vivo. La expresion de las moléculas CD11c, MHC II y CD86 asi como la
endocitosis de Dx-FITC fue analizada por citometria de flujo como se explicé en las
secciones VI-1 y VI-4.ii respectivamente. Para evaluar la capacidad migratoria in vivo de las
CD-Apo, CD obtenidas de ratones C57BL/6 (CD45.2") fueron cocultivadas con células B16
irradiadas como se detall6 arriba e inyectadas en forma s.c. en la almohadilla plantal de
ratones B6.SJL-Ptprc (CD45.1%). Luego de 24 hs los ganglios regionales fueron extraidos y
disgregados para obtener una suspensién unicelular como se detallé en VI-3.i. En la
suspension celular obtenida se evalué la presencia de las CD CD45.2" y su expresion de las
moléculas CD11lc, MHC II y CD86. Para ello se realizé una inmunofluorescencia triple
incubando las células con anti-CD45.2-APC, anti-CD11c-PE y anti-MCH II-FITC o anti-
CDB86-FITC y se analiz6 por citometria de flujo. La expresion de MHC II y CD86 de las CD
migradas fue evaluada inicamente en la region seleccionada de células CD45.2 +/ CDl11c¢ +.
Los resultados obtenidos con las CD-Apo fueron comparados con los obtenidos con CD sin

cocultivo previo.

10 Inmunizacién de ratones C57BL/6

La inmunizaciéon de ratones machos de 6 — 8 semanas de edad fue realizada
semanalmente durante cuatro semanas. Los animales fueron inyectados en forma s.c.

alternando el flanco izquierdo y derecho con las siguientes preparaciones celulares:
CD-Apo: CD cocultivadas con células B16 apoptédticas
CD: CD solamente
Apo: células apoptéticas solamente

CD + Apo: CD mas células B16 apoptéticas sin cocultivo previo
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CD-Nec: CD cocultivadas con células B16 necréticas

Nec: células B16 necréticas solamente

CD-Espl: CD cocultivadas con esplenocitos singeneicos irradiados
Vehiculo: PBS

Todos los grupos recibieron en cada inyeccién 2 x 10° células en 0,1 ml de PBS y una
semana después de la tltima inyeccién los animales fueron desafiados con 1,3 x 10* células
B16 viables inyectadas s.c. Los animales fueron examinados dia por medio y considerados
positivos cuando el tumor fue palpable. El tamafio tumoral fue medido utilizando un calibre
de vemnier y el volumen fue calculado segiin la formula d* x D/2, donde d corresponde al
diametro menor y D al didmetro mayor medidos. Los animales con tumor fueron sacrificados
cuando los tumores alcanzaron un tamaiio de 25 cm’® o cuando se encontraban severamente
ulcerados. En el caso de los animales libres de tumor, los experimentos fueron terminados 12
semanas luego del desafio tumoral y se realiz6 la autopsia para descartar la presencia de
células tumorales. Para el control de especificidad un grupo de animales inmunizado con CD-
Apo fue desafiado con de la misma forma con células EL-4. Todos los experimentos

incluyeron entre 10 y 13 animales por grupo.

11 Deteccion de memoria inmunolégica

La induccion de memoria inmunolégica fue evaluada de dos formas. En primer lugar,
los animales inmunizados con CD-Apo y desafiados con B16 que permanecieron libres de
tumor hasta la semana 12, recibieron un segundo desafio con células B16 en la semana 13 y
fueron nuevamente observados dia por medio durante 12 semanas. Por otra parte, grupos de
10 ratones fueron inyectados con CD-Apo o con PBS como se describié previamente y
desafiados con células B16 viables 10 semanas después de la inmunizacién. Nuevamente los

animales fueron observados dia por medio para evaluar el desarrollo tumoral durante 12

s€émanas.

12 Caracterizacion de la respuesta anti-tumoral
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12.1 Mecanismos celulares

12.1.i Deplecion leucocitaria in vivo

Para la deplecién de los linfocitos CD4" y CD8", grupos de 10 animales previamente
inmunizados con CD-Apo recibieron 1 mg de anticuerpo monoclonal anti-CD4 (clon GK1.5)
o anti-CD8 (clon 53-6.72). Los anticuerpos fueron obtenidos como se describié en 1I-2. La
cantidad total de anticuerpo fue repartida en tres inyecciones consecutivas, i.v. el dia -1
seguida de dos inyecciones i.p. en los dias 0 y 1. El desafio tumoral fue realizado el dia 0 con
1,3 x 10* células B16 en forma s.c. y los animales fueron observados dia por medio durante
12 semanas. La deplecion de los linfocitos fue evaluada por inmunofluorescencia en el bazo
de los animales inyectados con los correspondientes anticuerpos. Alternativamente, un grupo
de animales inmunizados con CD-Apo recibié la misma cantidad de IgG de rata estindar

(Sigma) como control.

12.1.ii Deteccion de linfocitos T CD4" y CD8" productores de IFNy

Los linfocitos CD4" y CD8" fueron purificados por seleccién positiva a partir del bazo
de ratones inmunizados previamente con CD-Apo o ratones control. La purificacién de los
linfocitos fue realizada utilizando microesferas magnéticas cubiertas con anti-CD4 o anti-CD8
como se describié en VI-3ii. Los linfocitos purificados fueron reestimulados in vitro en
microplacas de 96 pocillos (3 x 10 cel. / pocillo) con células B16, CD-Apo, CD o CD que
fueron previamente cargadas (1h 37°C, 1uM) con el péptido especifico de melanoma TRP-
21801838 (SVYDFFVWL, cedido gentilmente por el Dr. A. Kalergis, The Rockefeller
University) o con un péptido control de ovoalbumina (OVA) (SIINFEKL, Genemed
Synthesis, Inc., USA). Luego de 48 hs de cultivo en medio Click’s (Gibco) suplementado con
0,75 % de suero murino, la concentracion de IFNy presente en el sobrenadante fue medida por

ELISA (OptEIATM Kit, BD PharMingen) segin protocolo del fabricante.

12.1.iii Ensayo de citotoxicidad in vivo

Este ensayo permitié evidenciar in vivo la presencia de células citotoxicas especificas

contra Ag del tumor. Esplenocitos singeneicos fueron divididos en dos poblaciones, una de
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ellas fue marcada con alta concentracién de CFSE como se explicé en VI-3ii (5 uM) y se la
llam6é CFSE™ y la otra fue marcada con una baja concentracion (0,5 uM) y se la llamo
CFSE" . La poblacién CFSE" fue cargada con el péptido TRP-2350.188 (1 uM) y la poblacion
CFSE"™” permanecio sin cargar. Las células CFSE"" fueron mezcladas con igual cantidad de
células CFSE™. 1 x 10’ 0 § x 10° células de dicha suspension celular fueron inyectadas i.v. en
animales que previamente fueron inmunizados con CD-Apo o CD. 10 hs después de la
inoculacion de las células marcadas se extrajeron bazo y ganglios, se disgregaron
mecanicamente y se realizé el andlisis por citometria de flujo en las suspensiones celulares
obtenidas. El porcentaje de lisis especifico se calculé utilizando la siguiente formula: {1 —
(relacién sin cargar/relacién cargadas) x 100t, donde relacién sin cargar corresponde al %
CFSE"® / CFSE™ presentes en los animales control inyectados con CD y relacién cargadas

corresponde al % CFSE" / CFSE™ presentes en los animales vacunados con CD-Apo.

12.2 Mecanismos humorales. Deteccion de anticuerpos.

12.2.i Técnica de ELISA

Para obtener el suero de los animales vacunados o controles se extrajo sangre por
puncion cardiaca y se la dejo reposar 30 min a 37°C, luego se centrifugé 10 min a 2500 rpm y
el suero obtenido fue conservado en pequeiias alicuotas a —70°C hasta su uso. La presencia de
Acs anti células B16 en dichos sueros fue analizada por ELISA. Brevemente, en una placa de
96 pocillos se sembraron 1 x 10* células B16 por pocillo, a las 24 hs las células se fijaron con
formol 4% durante 10 min a Ta y se lavaron con PBS. Luego se bloque6 con PBS / 1 % BSA
1 h, Ta y se incubé con distintas diluciones de suero durante toda la noche a 4 °C. Se
realizaron cuatro lavados y se incubd con un anticuerpo anti-Igs de raton conjugado con HRP
durante 45 min, Ta. Luego de cuatro lavados se revelé con OPD 1 mg/ml en buffer citrato 0,1
M pH 4,5/ 0,012 % H,0; a Ta protegido de la luz. La reaccién se detuvo con acido sulfirico
8 N y el desarrollo de color se leyé en un lector de ELISA (Bio-Rad 3550) a 415 nm. Las

diluciones de los sueros y los lavados se hicieron con PBS / 0,1 % BSA.

12.2.ii Inmunofluorescencia indirecta:
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Alternativamente, los sueros fueron analizados por inmunofluorescencia indirecta (IFI)
tanto sobre células B16 viables como fijadas y permeabilizadas. Las células fueron
cosechadas con una solucién de EDTA 0,5 M y lavadas 2 veces con PBS. Para la IFI sobre
células viables, luego de los lavados las mismas se incubaron con suero de cabra 10 % 30
min, Ta y luego con una dilucién 1 / 100 del suero a ensayar durante 1h. A continuacion se
realizaron 3 lavados con PBS y se incubé con suero de cabra anti-Igs de ratén conjugado con
FITC durante 45 min. Luego de sucesivos lavados con PBS las células se fijaron con formol 4
% durante 10 min y se analizaron por citometria de flujo. En el caso de la IFI sobre células
permeabilizadas, antes de realizar el bloqueo con suero ae cabra las células se fijaron con
formol 4 % 10 min y luego se incubaron con saponina 0,01% 15 min. Luego se continud
como se describié para las células viables realizando las incubaciones con los antisueros en

presencia de saponina 0,01 %.

12.2.iii. Western Blot

El Western Blot (WB) se realizé sobre extractos de membrana de células B16 o de piel
normal, obtenidos por tratamiento durante 20 - 30 min a 4°C con buffer de lisis (Tris-CIH 50
mM pH 8,0, NP40 1 %, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM y PMSF 1 mM) y centrifugciéon 20 min
a 10000 rpm en frio. Para el extracto de piel, el tejido fue pulverizado bajo nitrégeno liquido y
homogeneizado utilizando un homogenizador Politrén en presencia de buffer de lisis. La
concentracion proteica fue medida por el método de Lowry (Lowry OH, 1951) y se sembraron
25 pg por calle en un gel de poliacrilamida 10 %. La corrida electroforética fue realizada a 60
volts durante los primeros 15 min y luego se aument6 a 100 volts. La transferencia a una
membrana de nitrocelulosa (0,45 pm, Sigma) se efectué a 90 volts durante 60 min en frio. La
membrana fue bloqueada con leche en polvo descremada al 5 % en PBS durante 1 ha Ta y
luego incubada con el suero diluido 1 /25 en PBS /2 % leche durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, luego de 3 lavados con PBS / 0,05 % Tween 20 en agitacion 10 min, las
membranas fueron incubadas con anti-Igs de raton-PA 1/ 10000 1 h a Ta. Se repitieron los
lavados y se reveld utilizando como sustrato de la enzima el reactivo BCIP-NBT (Gibco,

BRL) en buffer Tris 0,1 M pH 9,5, CINa 0,1 M, Cl;Mg 50 mM.

13 Analisis histolégico del sitio de inoculacion del tumor:
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El andlisis histologico del sitio de inoculacién del tumor fue realizado en animales
vacunados con CD-Apo o controles que fueron sacrificados a distintos tiempos después del
desafio tumoral. El sitio de inyeccion fue extirpado, fijado en formol 4 % y deshidratado para
luego ser embebido en parafina. Secciones de 5 — 6 um fueron desparafinadas y rehidratadas
para ser teilidas con Hematoxilina-Eosina o alternativamente utilizadas para
inmunohistoquimica. Brevemente, la actividad de la peroxidasa enddgena fue inhibida usando
3 % H,0; en metanol durante 15 min, los cortes fueron bloqueados con suero de conejo 10 %,
15 min a Ta, e incubados durante toda la noche con el anticuerpo especifico a 4°C en camara
humeda. Luego de la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados con PBS ¢
incubaron los cortes con IgG puente (anti-IgG de rata, Sigma) diluida 1/ 100 por 30 min a Ta
y se repitieron los lavados. Posteriormente los cortes fueron incubados con una dilucién 1 /
300 del complejo PAP (peroxidasa-IgG de rata anti- peroxidasa, Accurate Chemicals) durante
1 2 hs a Ta, se lavaron nuevamente con PBS y la reaccion fue revelada utilizando como
sustrato enzimatico DAB 10 mg / 15 ml PBS / 12 pl H,O, 30 volumenes. Los preparados
fueron tefiidos con Hematoxilina como colorante de contraste, deshidratados y montados con

Balsamo de Canada.

14 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico fue utilizado el Test de Student. La sobrevida libre de tumor
de los animales fue graficada segin Kaplan-Meier y los datos fueron analizados con el

Wilcoxon rank test. En todos los casos las diferencias se consideraron significativas cuando p

<0,05.
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CAPITULO I

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CELULAS DENDRITICAS
MURINAS.

Las células dendriticas (CD) comprenden una familia de células presentadoras de Ag
(APC) que actian como centinelas del sistema inmune, patrullando a través de la sangre,
tejidos periféricos, linfa y 6rganos linfoides secundarios (122). En la periferia las CD capturan
Ag mediante distintos mecanismos, entre ellos la macropinocitosis, la fagocitosis y la
endocitosis (49, 57) y los procesan en péptidos proteoliticos que son luego ensamblados con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tanto de clase I como de clase
I1. El encuentro con una seiial de peligro (productos bacterianos, virales, inflamacion, trauma,

etc) induce la maduracion de las CD (66, 80).

Durante la maduracién las CDs sufren una serie de cambios que involucran un aumento
en la expresion de moléculas MHC I y II, coestimulatorias, receptores involucrados en la
captacion antigénica, receptores de quimioquinas, etc. Al mismo tiempo, las CDs comienzan a
migrar a los 6rganos linfoides secundarios para activar a los linfocitos T, siendo las tnicas
APC capaces de iniciar la respuesta inmune adaptativa primaria (11, 12, 123). Distintos
estadios de maduracion son responsables de las distintas funciones de las CDs: mientras las
inmaduras son altamente eficientes captadoras de Ag, las maduras son potentes estimuladoras

de linfocitos T.

Las CD se encuentran distribuidas en todo el organismo y es por ello que pueden ser
aisladas a partir de distintos tejidos aunque el rendimiento obtenido es en general bajo. Por
ejemplo, en el ratén solamente pueden ser aisladas alrededor de 6 x 10* células de Langerhans
a partir de la epidermis de una oreja (124), entre 1 — 10 x 10°> CD a partir del bazo (125, 126)
y aproximadamente 1 x 10° CD pueden ser generadas a partir de precursores en sangre
periférica (127). Segun el método descripto por Inaba y col (128) 5 - 10 x 10° CD pueden ser
obtenidas a partir de precursores de médula 6sea luego de 6 — 8 dias de cultivo. Sin embargo,
con las modificaciones introducidas por Lutz y col (118) el numero de CD obtenidas a partir

de precursores de médula 6sea puede ser extendido hasta 1 x 10° células.

La proliferacion y diferenciacién de células de origen hematopoyético esta influenciada

por un grupo de glicoproteinas reguladoras conocidas como factores estimuladores de
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colonias (CSF) (129). El factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-
CSF) es un requisito fundamental para la diferenciacién de CD mieloides a partir de los

precursores presentes en la médula 6sea(128).
En base a lo expuesto los objetivos en esta primera parte del trabajo fueron:
1) Obtener una linea celular productora de GM-CSF murino.
2) Aislar CD murinas a partir de precursores de médula 6sea y caracterizarlas
a) fenotipicamente

b) funcionalmente

1.1 Obtencion de células productoras de GM-CSF

Con el fin de obtener una linea celular productora de GM-CSF murino (mGM-CSF),
células CHO fueron transfectadas en forma estable con el cDNA correspondiente a la region
codificante del mGM-CSF clonado en el vector de expresion en eucariotas pcDNA3
(pcDNA3-mGM-CSF). Para obtener cantidad suficiente de ADN plasmidico para realizar la
transfeccion, el mismo fue amplificado transformando bacterias Escherichia coli y purificado
a partir de los cultivos bacterianos. Una vez obtenido suficiente ADN plasmidico las células
CHO fueron transfectadas por el método de fosfato célcico y cultivadas en medio selectivo.
Luego de 21 dias se seleccionaron 48 clones de células CHO en los cuales se evalud la
presencia del ARNm del mGM-CSF por Dot blot. De los 48 clones seleccionados
inicialmente se eligieron los clones 14, 31, 36, 41 y 48 por su mayor expresion de ARNm
(Figura 1 A). Cuando la expresién del mGM-CSF en el sobrenadante de cultivo de 1 x 10°
células / 24 hs fue evaluada en forma cualitativa por ELISA no se observaron diferencias
significativas entre los S clones elegidos (Figura 1 B). Teniendo en cuenta que en el clon 48
se observé una mayor expresion de mGM-CSF tanto por Dot blot como por ELISA, el mismo
fue elegido como fuente de mGM-CSF para el cultivo de CD a lo largo de todo el presente
trabajo.
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1.2 Aislamiento de CD murinas a partir de precursores de médula ésea

Considerando el alto rendimiento obtenido, hemos basado nuestro método de
aislamiento de CD en el descripto por Lutz y col. (118). A partir de la médula 6sea extraida de
los fémures y tibias de un raton se obtuvieron 4 — 5 x 107 leucocitos y se sembraron 2 — 4 x
10° leucocitos / placa de 100 mm de didmetro en presencia de mGM-CSF. Durante los
primeros 3 dias de cultivo se observo que los eritrocitos fueron desapareciendo en forma
espontanea, fue aumentando el nimero de macrofagos adheridos a la placa y comenzaron a
aparecer pequefios clusters o agregados celulares caracteristicos del cultivo de CD. A partir
del dia 4 y hasta el dia 7, se observé una importante proliferacion celular con un aumento en
el nimero de clusters de CD constituidos por células de distintos tamafios asi como de CD
que fueron liberadas de los clusters y que presentaban las vellosidades o dendritas que dan
nombre a las mismas (Figura 2 A-B), obteniéndose un rendimiento de 8 — 10 x 10° células

por placa.
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Cuando se realiz¢ el andlisis por citometria de flujo (FACS), se observé que las células
obtenidas presentaban similar contenido granuloso, diferencias en el tamafio como se habia
observado en los cultivos (Figura 3 A) y eran en su mayoria CD11c" (Figura 3 B-C).
Asimismo, se comprobé que la presencia de granulocitos (Gr-17) en el cultivo no super6 el 10

% (Figura 3 B) y la de células B220" fue < 2% (Figura 3 C), por lo tanto la pureza de los

cultivos fue > 85 %.
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1.3 Expresion de marcadores de superficie

Como se explicé previamente, durante la maduracion las CD experimentan una serie de
cambios incluyendo el aumento de la expresion en superficie de moléculas coestimulatorias
tales como CD80, CD86 y CD40, de moléculas MHC clase I y MHC clase II, mientras que
otras como la integrina CD11c permanecen constantes. Por lo tanto, dichas moléculas pueden
ser utilizadas como marcadores de CD inmaduras o maduras. La expresion de las mismas fue
analizada por FACS tanto en CD de 5 dias de cultivo como en CD de 7 dias de cultivo
maduradas en presencia de LPS (0,1 pg / ml) durante las ultimas 24 hs. En la Figura 4 se
puede observar que las CD de 5 dias de cultivo presentaban un fenotipo mayoritariamente
inmaduro, con baja expresion de DEC-205, MHC I, CD80, CD40 y CD86 y una expresion
heterogénea de MHC II que se puede dividir como células MHC II"¢" y MHC I siendo en
su mayoria MHC II'™. La expresion de CD11c permanecié constante tanto en CD inmaduras
como maduras, sin embargo se observé un marcado aumento en la expresiéon de CD80, CD86,

CD40, DEC-205, MHC I y MHC II siendo ahora en su mayoria MHC II"&",

CDllc CD80 CD86 MHC MHCII CD40 DEC205

A

10° 10° 10°

1.4 Evaluacion de la captacion antigénica de las CD

1.4.i Capacidad fagocitica

La eficiente capacidad de internalizaciéon de Ags es un atributo especifico de las CD
inmaduras que se pierde durante el proceso de maduracién. En primera instancia se analiz6 la
capacidad de las CD inmaduras de fagocitar Saccharomyces cerevisiae. Para ello CD de 5

dias de cultivo fueron incubadas en presencia de S. cerevisiae en relacion CD : levadura 1:10.
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[Luego de 2 hs de cultivo a 37°C se observaron 80 % de células con capacidad fagocitica, de
las cuales 22 % habia fagocitado entre 1 — 5 levaduras por célula, 27 % entre 6 —10 y 31 %
habia fagocitado mas de 10 levaduras por célula (Figura 5 A-B). Como se ilustra en la
Figura 5 C, aun después de 12 hs adicionales de cultivo se pudo observar en el citoplasma de
las CD vacuolas fagociticas conteniendo las levaduras internalizadas. Cuando se evalué la
capacidad fagocitica de CD que habian sido previamente maduradas en presencia de LPS se
observd una marcada disminucion tanto en el porcentaje total de células con actividad
fagocitica como en el numero de levaduras por célula, con solo 25 % de células que habian

fagocitado no mas de S levaduras por célula(Figura 5 A).
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1.4.ii Capacidad endocitica

La capacidad de las CD de internalizar Ags mediante el proceso de endocitosis fue
evaluada por FACS utilizando dextrano fluoresceinado (Dx-FITC) como sustrato. Luego de
ser incubadas en presencia de Dx-FITC (1 mg / ml) durante 30 min a 37°C, el 90 % de las CD
inmaduras habia incorporado Dx-FITC (Figura 6 A) mientras que cuando se trat6 de CD
maduradas con LPS, solamente 30 % de las eran células capaces de internalizar el dextrano
(Figura 6 C). Cabe destacar que, al igual que lo ocurrido en el caso de la fagocitosis de
levaduras, se pudo observar en la poblacién de CD inmaduras distintos niveles de endocitosis
de Dx-FITC segun se evidencié por la presencia de células con distinta intensidad de
fluorescencia (Figura 6 A). Asimismo, la diferencia observada entre las CD maduras y las
CD inmaduras se manifiesta no sélo como un menor porcentaje total de células positivas para
Dx-FITC para las primeras, sino también como una menor cantidad de Dx-FITC incorporado
por célula reflejado por la baja intensidad de fluorescencia (Figura 6 C). Para corroborar que
la fluorescencia detectada por FACS no se trataba de una union inespecifica del Dx-FITC
sobre la superficie de las células, las mismas fueron observadas por microscopia confocal. En
la Figura 6 B se puede observar la alta incorporacion de Dx-FITC en el citoplasma de las CD

inmaduras, mientras que en la Figura 6 D se observa la débil capacidad endocitica de las CD

maduras.
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1.5 Evaluacion de la capacidad migratoria de las CD
1.5.i Ensayos in vitro

Concomitantemente con los cambios en su habilidad para internalizar Ags y el aumento
de la expresion de moléculas MHC clase I y Il y coestimulatorias, la maduracion induce
también la migracion de las CD desde los tejidos periféricos hacia los 6rganos linfoides
secundarios. Este proceso migratorio desde la periferia se debe en parte a la disminucion de la
expresion de receptores para quimioquinas inflamatorias (CCR1, CCRS, etc.) y al aumento en
la expresion de receptores para quimioquinas secretadas constitutivamente en los érganos
linfoides secundarios (CCR7) que ocurre durante la maduracién (79, 81-83). El tripéptido
formilado fMLP (10® M), factor quimiotictico prototipico de origen bacteriano, y las
quimioquinas CCL3 / MIP-lac y CCL19 / MIP-3B (100 ng / ml) fueron utilizados como
quimioatractantes para evaluar la capacidad migratoria de las CD in vitro mediante la
utilizacion de una camara de quimiotaxis seglin se detalla en Materiales y Métodos. Como se
muestra en la Figura 7 A, al cabo de 90 min de incubacién las CD inmaduras migraron
eficientemente hacia los estimulos con fMLP y MIP-la y en menor medida hacia MIP-3f3.

Luego de inducir la maduracion con LPS se observé una inhibicion > 85 % de la respuesta a

47




Capitulo |

estimulos como fMLP y MIP la. Sin embargo, las CD maduras mostraron un aumento de la

potencia migratoria (nimero total de células migradas) hacia MIP 38 de 3,5 + 0,5 veces. En la

Figura 7 B-C se ilustra, a modo de ejemplo, las CD inmaduras migradas en respuesta a fMLP

y la ausencia de respuesta hacia el mismo estimulo de las CD maduras.
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1.5.ii Ensayos in vivo

Para inducir una respuesta inmune primaria las CD deben llegar a los ganglios linfaticos
donde se encontraran con los linfocitos naive a los que deben instruir. Teniendo en cuenta los

resultados obtenidos con los ensayos de migracion in vitro, el paso siguiente fue evaluar si las

|

fMLP

resultado esta expresado como el promedio
s se realizaron por

MIP-1a

de células n

MIP-3p

CD migraban hacia los 6rganos linfoides secundarios luego de ser inyectadas en forma s.c.,
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modalidad que seria utilizada para la inmunizacion de los animales. Las CD obtenidas a partir
de precursores de médula dsea fueron marcadas con CFSE como se describe en Materiales y
Métodos e inyectadas en la almohadilla plantal de ratones C57BL/6. Veinticuatro horas
después se extrajeron los ganglios linfaticos y se purificaron las células CD11c¢” por selecciéon
positiva. Las CD que habian sido inyectadas migraron a los ganglios y fueron evidenciadas
como células CFSE" / CD11c" presentes en la poblacién celular purificada (Figura 8). El
porcentaje de CD migradas presentes en los ganglios no super6 el 2,5 % del total de células

CD11c", coincidente con datos encontrados en la literatura (130).

1.6 Evaluacion de la capacidad estimulatoria

Al madurar, las CD pierden su eficiencia para capturar Ag. Sin embargo, con el
aumento en la expresiéon de moléculas coestimulatorias y de MHC I y II se convierten en
potentes estimuladoras de linfocitos T. Este atributo de las CD fue evaluado mediante un
cultivo mixto alogeneico. CD inmaduras o maduradas con LPS fueron incubadas en distintas
relaciones estimulador : respondedor (E : R) con 1 x 10’ esplenocitos alogeneicos. Para evitar
la proliferacion de las células estimuladoras, las CD fueron previamente tratadas con
Mitomicina C. Luego de 3 dias de cultivo se afiadié ['H]timidina al medio por 16 hs
adicionales. Finalmente los cultivos fueron cosechados y la proliferacion de los esplenocitos
fue evaluada por la incorporacién de [*H]timidina en un contador de centelleo. La presencia
de 1 CD madura cada 100 esplenocitos fue suficiente para inducir la proliferacion de los
mismos, siendo maxima la capacidad estimulatoria con la relacion E : R 1 : 10 (Figura 9). Por

su parte, las CD inmaduras mostraron menor capacidad de presentacion antigénica que las CD
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maduradas con LPS, induciendo niveles significativamente menores de proliferacion de los

esplenocitos alogeneicos (p < 0,0001).
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Discusion

Las CD se encuentran como residentes de la mayoria de los tejidos periféricos
estratégicamente ubicadas en la interfase con los sitios de potencial entrada de patégenos (ej.
piel, mucosas). Por su habilidad incomparable de captacién y procesamiento antigénico,
estimulacion de células T, asi como su capacidad tnica de induccion de la respuesta inmune
primaria, las CD se han convertido en adyuvantes de eleccidon para inmunoterapia (131) (11,

132).

Con el propésito de llevar a cabo el objetivo principal del presente trabajo de Tesis, la
utilizacién de CD como vectores para inmunoterapia del cancer, en esta primera etapa se
plante6 como objetivo el aislamiento de CD y la caracterizacion de las mismas tanto

fenotipica como funcionalmente.

La presencia de GM-CSF en el cultivo es imprescindible para la diferenciacién de las
CD a partir de sus precursores presentes en la médula ésea. Teniendo en cuenta la gran
cantidad de dicha proteina necesaria para obtener suficientes CD para llevar a cabo los
estudios in vitro e in vivo, en primera instancia nos propusimos establecer una linea celular
productora de GM-CSF murino. De los 48 clones obtenidos se selecciond el clon 48 por ser el
de mayor expresion de mGM-CSF (Figura 1). La actividad bioldgica del mGM-CSF presente
en el sobrenadante de cultivo del clon seleccionado fue evaluada en forma exitosa mediante
su utilizacion en el cultivo de CD a partir de precursores de médula ésea. El sobrenadante fue
utilizado en una concentracion final 10 — 15 % y el rendimiento de CD obtenidas fue similar

al obtenido con 200 — 500 U /ml de GM-CSF recombinante de origen comercial.

Cabe mencionar que si bien no se ha profundizado en la caracterizacion de los
numerosos clones obtenidos, segin lo observado en la Figura 1 se dispone de una linea
celular productora de mGM-CSF que podria ser utilizada para el estudio de las distintas
propiedades de dicha citoquina, ej. quimioatractante de células fagociticas (133), activacion
de granulocitos (134), proliferacion de ciertas células tumorales (135), accién

neuromoduladora (136).

Considerando el importante numero de CD que serian necesarias para llevar a cabo los

protocolos de inmunizacién de animales hemos basado nuestro método de obtencién de CD
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en el descripto por Lutz y col. (118) y el rendimiento obtenido, por raton, oscilé entre 8 x 107
y 10% células con las caracteristicas morfoldgicas tipicas de las CD (Figuras 2-3). La
expresion de CD40, CD80, CD86, MHC I y MHC II fue baja en CD inmaduras observandose
un marcado aumento luego de la incubacion de las CD con LPS (Figura 4). Este resultado
indica que las CD obtenidas respondieron al estimulo de maduracién inducido por LPS, ya
que el alto nivel de expresiéon de moléculas coestimulatorias y de MHC es una caracteristica

de las CD maduras.

Luego se evalud la capacidad de las CD de capturar Ag mediante distintos mecanismos:
fagocitosis y endocitosis. Cuando se evalud la capacidad fagocitica se observé en las CD
inmaduras un alto indice de fagocitosis evidenciado por el porcentaje total de células que
habian fagocitado Saccharomyces cerevisiae (80 %), asi como el nimero de levaduras por
célula que alcanz6 a > 10 lev. / cél. Por el contrario, el porcentaje de CD maduras capaces de
fagocitar levaduras no superd el 25 % y no se observaron células con mas de 5 levaduras
(Figura §). Resultados similares fueron obtenidos cuando se evalu6 la capacidad de las CD
de endocitar Dx-FITC, observandose un 90 % de CD inmaduras capaces de internalizar Dx-
FITC contra un 30 % de CD maduras. Ademas, también se pudo observar poblaciones de
células inmaduras con mayor intensidad de fluorescencia, indicativo de mayor incorporacién

Dx-FITC (Figura 6).

La respuesta migratoria a MIP-lo. y MIP-3f in vitro permitid evaluar en forma
indirecta el cambio en la expresion de receptores para quimioquinas que se produce durante
la maduracién, y que permite a las CD abandonar los tejidos periféricos para migrar hacia los
érganos linfoides secundarios (81). Las CD inmaduras mostraron alta potencia migratoria
(total de células migradas) en respuesta al estimulo con MIP-1a, que fue inhibida al inducir
la maduracién con LPS. Esto podria interpretarse como una disminucién en la expresion del
receptor CCR1, uno de los principales receptores expresados en CD inmaduras (137). La
migracion de las CD inmaduras en respuesta a MIP-3p observada no fue sorprendente debido
a que existe una migracion espontanea de CD inmaduras hacia los ganglios linfaticos que
podria estar involucrada en la induccién de tolerancia a Ag propios; sin embargo so observo
un importante incremento en la potencia migratoria en respuesta a dicho estimulo en las CD
maduras (Figura 7) indicativo del aumento en la expresion de CCR7. MIP-3 es secretada en

las regiones ricas en células T de los drganos linfoides secundarios (ganglios linfaticos, bazo)
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(138) donde las CD deben dirigirse para activar a los linfocitos T naive, es por ello que el

aumento en la expresion de CCR7 es bioldgicamente relevante.

Las CD son 10 - 100 veces mas potentes que otras APC (linfocitos B, monocitos) para
inducir la proliferacién de linfocitos alogeneicos (139), por lo tanto la técnica del cultivo
mixto linfocitario (CML) es ampliamente utilizada para evaluar la capacidad presentadora de
las CD. Las CD obtenidas mostraron ser potentes estimuladoras del CML (Figura 9). Sin
embargo el CML no permite evaluar el procesamiento antigénico y la eficiencia en la
induccion de la respuesta Ag-especifica, aspectos que seran discutidos en los siguientes

capitulos.

En esta primera parte del trabajo hemos comprobado que las CD obtenidas utilizando
el sobrenadante de cultivo de la linea celular productora de mGM-CSF establecida, ademas
de ser eficientes captadoras de Ag y potentes estimuladoras de linfocitos, luego de ser
inyectadas s.c. migran hacia los ganglios linfaticos preparando de esta forma el escenario
para iniciar la respuesta inmune primaria. Por lo tanto, su utilizacién como herramienta para

el disefio de una vacuna anti-melanoma resulté de gran interés.
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CAPITULO IT

DESARROLLO DE UNA VACUNA ANTI-MELANOMA UTILIZANDO
CD CARGADAS CON CELULAS TUMORALES APOPTOTICAS.

La incidencia del melanoma aumenta a mayor velocidad que la de otros canceres (140),
y la sobrevida de pacientes con metastasis distantes es generalmente < 1 afio. Entre los
mecanismos que los tumores han desarrollado para evadir al sistema inmune se han descripto
la secrecion de factores inmunosupresores, la baja expresion de moléculas de MHC y la falta

de seiiales coestimulatorias (141-144).

Con el avance en la comprensién de los requerimientos para inducir inmunidad y
sobrepasar los mecanismos arriba mencionados, las CD se han convertido en atractivos
vectores para la inmunoterapia del cancer (11, 132, 145-150). Las CD estian demostrando ser
efectivas en la iniciacion y expansion de la respuesta inmune en humanos (151, 152),
proveyendo una justificacion para su uso como adyuvantes en la inmunizacion activa contra el
melanoma (108-110, 153, 154). Se han desarrollado diferentes estrategias para cargar a CD
con Ag tumorales, incluyendo la utilizacion de péptidos sintéticos derivados de Ag para
moléculas de MHC definidas (108-110, 153-155), ARN tumoral (156, 157), lisados de células
tumorales (158) o exosomas derivados de tumor (159). Se ha demostrado también que las CD
son capaces de fagocitar células apoptoticas y activar la respuesta inmune en el contexto de
MHC I (61), por lo tanto también han sido utilizadas como fuente de Ag (62, 64, 160-162).
Todas estas estrategias han sido ensayadas en modelos preclinicos y, en algunos casos, en
ensayos clinicos. Las células tumorales enteras son una interesante fuente de Ag, ya que las
CD tendrian el potencial de presentar Ag asociados al tumor tanto en el contexto de MHC
clase I como de clase II sin la necesidad de identificar los péptidos antigénicos, e
independientemente del haplotipo del paciente (61, 163-165).Otra posible ventaja es que, al
mantenerse la integridad celular, se conserva el repertorio total de Ag asociados al tumor
incluyendo epitopes cripticos que podrian ser presentados por las CD luego del procesamiento

de las células tumorales.

Existen algunos ejemplos en los cuales utilizando CD cargadas con Ag tumorales
definidos o células tumorales modificadas genéticamente para secretar GM-CSF, se ha
adquirido resistencia contra melanoma en animales (166-168); sin embargo no existe
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precedente respecto a la induccién de inmunidad que combine la respuesta restringida a MHC
de clase I y Il in vivo utilizando CD cargadas con células tumorales. Dentro de este contexto,
nos propusimos utilizar el modelo del melanoma murino B16 (113) de origen espontaneo,
débilmente inmunogénico y letal inclusive con cantidades inoculadas tan bajas como 10*
células (169), con el objetivo de estudiar si CD cargadas ex vivo con células tumorales
apoptoticas pueden inducir inmunidad anti-tumoral a largo plazo dependiente de la accion

combinada de linfocitos T CD4" y CD§".

2.1 Induccion y deteccion de apoptosis de células B16

La muerte celular programada es un proceso fisiolégico utilizado por organismos
multicelulares para el desarrollo y la homeostasis tisular, asi como para eliminar células
infectadas, mutadas o dafiadas. En 1972 Kerr y col. (170) adoptaron el término apoptosis para
describir la morfologia del proceso en el cual la célula participa activamente en su propia
destruccién. Las células apoptéticas presentan caracteristicas morfoldgicas distintivas que
difieren de las que se manifiestan en la muerte celular producida por injuria (necrosis). Entre
dichas caracteristicas se incluyen la redistribucion de los fosfolipidos de la membrana
plasmidtica como la fosfatidilserina que pasa de la cara interna a la cara externa de la
membrana, condensacion del citoplasma, condensacion de la cromatina hasta una o mas
esferas. Se produce el clivaje internucleosomal del DNA por activacion de endonucleasas que
degradan la cromatina en fragmentos de 300 kb y subsecuentemente en fragmentos pequefios
de 50 kb dando un patron caracteristico. Durante todo este proceso se mantiene la integridad
de la membrana plasmatica; por lo tanto no hay liberacion del contenido citoplasmatico y no
se produce inflamacién como ocurre durante la muerte celular por necrosis. Finalmente la

célula puede fragmentarse y se liberan cuerpos apoptéticos rodeados de membrana.

La apoptosis puede ser inducida in vitro por infeccion viral (influenza, vaccinia, EBV,
HIV1), rradiacion (rayos X, y, UV), deprivacion de suero, via Fas-L, tratamiento con distintas
drogas, etc. En el presente trabajo la apoptosis de las células B16 fue inducida por rradiacién
y y evidenciada utilizando Anexina V-FITC que se une con gran afinidad a la fosfatidilserina
como se detalla en Materiales y Métodos. En las células que permanecieron sin irradiar se

observd un nivel basal de células en apoptosis temprana del 10 — 12 % caracterizadas por la
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tincion Anexina V * / IP ~ (Figura 10 A). De las diferentes condiciones ensayadas, la
irradiacion con 70 Gy y posterior cultivo durante 48 hs resulté ser la 6ptima obteniéndose un
70 — 80 % de células en apoptosis temprana (Figura 10 B). Doce a 20 % de las células
mostraron tincion Anexina V ©/ IP ¥, indicativo de necrosis secundaria, tanto en los cultivos
de células sin irradiar como en las irradiadas (Figura 10 A-B). En la Figura 10 C se muestra
a modo de ejemplo el analisis por microscopia confocal de las células irradiadas tefiidas con
Anexina V-FITC / [P donde se puede observar también la condensacion de la cromatina en
este caso formando dos esferas. La Tabla I resume los resultados obtenidos con las diferentes
dosis de radiacion y los distintos tiempos de cultivo post — irradiacion ensayados. Es
importante destacar que las células que permanecieron Anexina V =/ IP ~ aun luego de 72 hs
post - irradiacion no proliferaron in vitro ni fueron capaces de inducir el desarrollo tumoral en

animales cuando se inyectaron 1 x 10° células.

A B

4

St &

0 n
IP. La apoptos

Anex. V*/1P- Anex. V* /IP* Anex. V* /P Anex. V*/IP* Anex. V* /P Anex. V* /IP*
Oh <10 10-12 <10 10-12 <10 80-90
24 hs 12-20 10-12 25-35 10-15 ND ND
48 hs 18 -32 10-18 70 - 80 12-20 ND ND
72hs 33-54 22-35 40-55 35-50 ND ND

56




_ Capitulo 1

2.2 Las CD inmaduras fagocitan eficientemente células B16 apoptoéticas

Si bien en el Capitulo I se demostré que las CD inmaduras obtenidas poseian una alta
actividad fagocitica (Figura 6), era importante comprobar que las mismas serian capaces de
fagocitar eficientemente las células tumorales apoptoéticas. Para ello CD de 5 dias de cultivo
fueron marcadas con el fluorocromo verde PKH-67 (Figura 11 A) y cocultivadas con igual
nimero de células B16 apoptoéticas que habian sido previamente marcadas con el
fluorocromo rojo PKH-26 (Figura 11 B) y la fagocitosis fue documentada por FACS como
el porcentaje de células con doble marca. El 27 % de las CD habia fagocitado material
apoptotico luego de 2 hs de cultivo a 37°C y el 35 % luego de 6 hs (Figura 11 C-D). Cuando
las células fueron cocultivadas durante 24 hs el 53 % de las CD habia incorporado material
apoptotico (Figura 11 E). Para descartar la posibilidad de una unién inespecifica CD — célula
tumoral, los cocultivos se realizaron a 4°C, obteniéndose un porcentaje de células doble

positivas < 5 % independientemente del tiempo de cocultivo (Figura 11 F). La fagocitosis de

4 A 2% B C 27%

PKH-26 (células tumorales)

material apoptético fue confirmada por microscopia confocal. En la Figura 12 A se observa
claramente una célula tumoral apoptdtica marcada con PKH-26 (rojo) que fue fagocitada por
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una CD marcada con PKH-67 (verde); una situacion similar es la que se observa en la Figura

12 B, donde el contenido citoplasmatico y el nicleo de la CD se hallan desplazados por una

célula tumoral.

A

PKH-67 (panel superior ) dor
fagodtadapor una CD (panel inferior den
wmaaww__ s fueron fijadc

Por otra parte, mediante el analisis por microscopia electronica se pudo evidenciar que
luego del cocultivo el nicleo irregular que ocupaba gran parte del citoplasma fue desplazado
hacia la periferia observandose ahora un citoplasma con material proveniente de las c€lulas
apoptoticas y gran cantidad de lisosomas de mayor tamafio con respecto a CD que

permanecieron sin fagocitar (Figura 13).
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2.3 Caracterizacion de las CD luego del cocultivo con células B16

apoptoticas

Para inducir una respuesta inmune primaria, las CD deben entrar en un proceso de
maduracion que involucra el aumento de la expresién de moléculas coestimulatorias y MHC;
ademas las CD deben migrar hacia los ganglios linfaticos y seleccionar clones infrecuentes de
células T naive para su activacion. Para evaluar estos atributos en nuestro sistema, las CD
fueron cocultivadas con células B16 apoptéticas durante 24 hs (CD-Apo) y luego se evaluo la
expresion en superficie de MHC II y CD86 y la endocitosis de Dx-FITC. Dado que las
células B16 no expresan MHC II ni CD86, la expresion de dichas moléculas fue analizada
solamente en la poblacién de CD mediante una inmunofluorescencia doble (anti-CD11c-PE /
anti-CD86-FITC o anti-MHC II-FITC). Mientras que la expresion de CD11c permaneciod
similar a la de CD cultivadas en ausencia de células tumorales, una gran fraccion de CD
expuestas a las células tumorales aumentaron la expresion de CD86 asi como de MHC II
(Figura 14 A). Cuando las CD fueron cocultivadas con células tumorales apoptoticas

marcadas previamente con PKH-26 se comprob6 que el aumento en la expresion de CD86 y
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MHC 1I se observé principalmente en la poblacion de CD que habia incorporado material
apoptético (PKH-26" / FITC") (Figura 14 B). Consistentemente con el aumento en la
expresion de CD86 y MHC II, las CD-Apo mostraron una marcada disminucién en su
habilidad para endocitar Dx-FITC respecto a las CD que no fueron expuestas a las células

tumorales (intensidad de fluorescencia media 35,8 vs. 192,5 p < 0,03) (Figura 14 A).

A

DCs /’\,4\

Dx-FITC CD11c

DCs

CD11c cDsé MHC Il

Luego analizamos la capacidad migratoria de las CD-Apo. Ademas, aunque el aumento
en la expresion de CD86 y MHC II se habia observado principalmente en las CD que habian
fagocitado material apoptético, era importante corroborar el estadio de maduracién de las
células luego de la migracion a los ganglios. Para poder determinar con certeza el nivel de
maduracién de las CD inyectadas independientemente de las CD endégenas residentes en los
ganglios, CD obtenidas de ratones B6 (CD45.2") que fueron pulsadas con células B16
apoptoticas o sin pulsar fueron inyectadas en forma s.c. en ratones CD45.17. Luego de 24 hs
los ganglios linfaticos fueron extraidos y se analizo el fenotipo de las CD que habian sido
inoculadas (CD45.2") por medio de una inmunofluorescencia triple (anti-CD45.2-APC / anti-
CD11c-PE / anti-CD86-FITC o anti-MHC II-FITC). En los ganglios linfaticos se encontraron
células CD11c” / CD45.2" provenientes tanto de las CD-Apo como de CD sin pulsar y en
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ambos casos mostraron un aumento de la expresion de CD86 y MHC II (Figura 14 C). El
numero de células CD45.2" inyectadas, encontradas en los ganglios, correspondia a ~ 0.5%
del inéculo original, consistente con datos previos (Capitulo I, Figura 9; (130)). Por lo tanto
la inyeccién s.c. de CD con o sin exposicién a células tumorales apoptoéticas lleva a la
residencia de niimeros comparables aunque pequefios de CD maduras en los ganglios
linfaticos, condicion necesaria para evaluar su capacidad inmunizante contra el desafio con el

melanoma B16.

2.4 La vacunacion con CD cargadas con células B16 apoptoticas induce

proteccion contra el desarrollo de tumores B16

Para evaluar si las CD cocultivadas con células B16 apoptéticas (CD-Apo) eran capaces
de inducir resistencia contra el desafio con el tumor, ratones B6 fueron vacunados s.c
semanalmente durante 4 semanas con 2 x 10° CD-Apo y desafiados con 1.3 x 10* células B16
una semana después. La eficacia de la vacunacion con CD-Apo se compar6 con diferentes
controles de CD: CD mas Apo sin cocultivo previo (CD + Apo), CD solas, células B16
apoptdticas solas (Apo), CD cocultivadas con células B16 necréticas (CD-Nec), células B16
necrdticas solas (Nec) y vehiculo (PBS). Las células B16 necrdticas fueron obtenidas por
cuatro ciclos rapidos de congelacion / descongelacion , el 100 % de las mismas incorporaron
IP y fueron eficientemente fagocitadas por CD (Figura 15 A-B). Por ultimo, para descartar la
posibilidad de activacion inespecifica de las CD luego del cocultivo con células apoptdticas,
se incluyo un grupo de animales que recibieron CD cocultivadas con esplenocitos singeneicos
apoptoticos (CD-Espl). Los animales fueron observados dia por medio después del desafio
tumoral y el tamafio de los tumores fue medido como se indicé en Materiales y Métodos

(Figura 16 A-B).
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4 semanas y desafiados con 1,3 x 104 células B16 una semana después. (C) Animales (10 / grupo) vacunadas con CD-Apo fueron

El 80 % de los animales vacunados con CD-Apo permanecieron libres de tumor 12

semanas después del desafio tumoral relativo a 0 % en el grupo control inyectado con PBS

62



Capitulo II

(p< 0.01) (Figura 16 A). Ninguno de los grupos control mostré proteccion relativa a los
animales que recibieron PBS. Cuando los animales fueron inyectados con Apo o con CD +
Apo sin cocultivo previo, solo el 8 % (p< 0.01) permanecieron libres de tumor en la semana
12 indicando que las CD son necesarias para inducir una fuerte proteccion y que ademas
necesitan estar previamente cocultivadas con Apo. En los animales inyectados con CD solas,
el 9 % (p< 0.01) permanecié libre de tumor después de 12 semanas, descartando la
posibilidad que el rechazo tumoral sea debido solamente a la expansion de células NK, la
cual puede ser inducida por CD (38, 39, 171) o debido a inmunidad en respuesta a proteinas
del medio de cultivo presentadas por las CD. Se ha descripto que CD cultivadas en presencia
de FBS son capaces de inducir respuesta de células T CD4" (172) (173) y de activar
linfocitos T citotoxicos (CTLs) mas eficientemente que CD cultivadas en condiciones libres
de FBS (172). Por lo tanto, es probable que la presencia de péptidos derivados de FBS
cargados en las CD haya contribuido a la respuesta antitumoral observada. Cuando los
animales fueron vacunados con CD cargadas con esplenocitos singeneicos apoptoticos, el 0
% permanecio libre de tumor (p< 0.01), indicando que la induccién de inmunidad no fue
debido a una activacion inespecifica de las CD luego de la fagocitosis de células apoptoticas.
En contraste con CD-Apo, sélo 17 % (p< 0.01) de los animales inyectados con CD-Nec
permanecieron libres de tumor, demostrando que Apo son mejor fuente de Ag para la
inmunizacién con CD. En sintesis, solamente los animales vacunados con CD-Apo
mostraron proteccion contra el melanoma débilmente inmunogénico B16 (Figura 16 A'y

Tabla II).

Para analizar la especificidad de esta respuesta anti-tumoral, animales vacunados con
CD cargadas con células B16 apoptdticas fueron desafiados con el linfoma EL-4: todos los
animales desarrollaron tumor a las dos semanas (Figura 16 C). Este resultado indica que la
vacunacién con CD cargadas con células B16 apoptéticas induce fuerte proteccién contra el

desafio con células B16 pero no protege contra un tumor singeneico no relacionado.
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1 10/13 (77%) 1711 (9%) 1/12 (8%) 0/12 (0%)
2 8/10 (80%) 1/11 (9%) 1/12 (8%) 0/10 (0%)
3 8/10 (80%) 1710 (10%) 1/10 (10%) 0/10(0%)

1 1712 (8%) 2/13 (15%) 1/8 (12%) 0/12 (0%)

o

1/11 (9%) 2/11 (18%) 2/11 (18%) 0/12 (0%)

esplenocitos singeneicos apoptéticos (CD-Espl),

2.5 La vacunacion con CD cargadas con células B16 apoptéticas induce

memoria inmunolégica

Ademads de una fuerte respuesta anti-tumoral, un objetivo importante a alcanzar con
nuestra estrategia de vacunacion era que dicha respuesta incluyera memoria inmunoldgica a
largo plazo. Los animales vacunados con CD-Apo que permanecieron libres de tumor
resistieron un segundo desafio tumoral (Figura 17 A), observacion que nos llevo a disefiar un
segundo experimento para confirmar si los animales vacunados adquirian memoria
inmunoldgica. Para ello, los animales fueron vacunados con CD-Apo y desafiados con
células B16 diez semanas mas tarde. Nuevamente se adquirié una fuerte proteccion luego de
la vacunacion con CD-Apo. 12 semanas después del desafio tumoral, 80 % de los animales
permanecieron libres de tumor contra 0 % (p< 0.01) en los animales control (Figura 17 B).
Estos resultados indican que /a vacunacion con CD-Apo imparte una considerable memoria

contra el tumor B16.
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2.6. Tanto células CD4" como CD8" son necesarias para la respuesta

anti-tumoral

Luego de comprobar que la vacunacion con CD-Apo induce una potente respuesta anti-
tumoral provista de memoria inmunolodgica, el paso siguiente fue estudiar el rol de los
linfocitos CD4"™ y CD8" en la resistencia observada contra el melanoma B16; el cual no se ha
demostrado previamente que induzca una respuesta combinada de linfocitos CD4" y CD8" en
raton. Animales vacunados con CD-Apo recibieron anticuerpos monoclonales anti-CD4, anti-
CD8 o IgG de rata control el dia anterior al desafio tumoral seguido de dos inyecciones el dia
del desafio y el subsiguiente. La deplecién in vivo tanto de células T CD4" como CD8"
eliminé completamente la proteccion contra el desafio tumoral (Figura 18). Como las
depleciones se realizaron después de la vacunacién con CD-Apo, el resultado sugiere que

tanto los linfocitos CD4" como CD8" juegan un rol crucial en la resistencia al melanoma B16

luego de la vacunacion con CD-Apo.
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Discusion

La inmunoterapia basada en la utilizacion de CD esta siendo desarrollada como una
nueva aproximacion para la vacunacion contra el cancer. Las CD poseen el potencial para ser
cargadas con un amplio espectro de Ag y activar tanto linfocitos T CD8" como CD4". Sin
embargo, la respuesta inmune generada contra CD cargadas con diferentes fuentes de Ag
tumorales aun requiere investigacion. En este capitulo se demostré que células del melanoma
B16 en apoptosis como consecuencia de la irradiaciéon y posterior cultivo, son una efectiva
fuente de Ag para la vacunacion con CD induciendo una respuesta anti-tumoral dependiente
de células CD8" y CD4" y provista de memoria inmunolégica. El melanoma B16 es
débilmente inmunogénico y letal aun cuando sélo se inyecten 10* células, convirtiéndose en
un valioso modelo para el estudio de inmunidad tumoral. En trabajos realizados utilizando CD
cargadas con diferentes clones de células B16 apoptoticas / necréticas (174, 175) no se ha
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documentado la induccién de una respuesta combinada de células CD8" y CD4* ni de

memoria a largo plazo.

Ademas de ser una fuente de Ag para ser presentados via MHC I y MHC 11, las células
en apoptosis pueden también influir el estadio de maduracion de las CD, y por consiguiente la
calidad y nivel de la respuesta inmune resultante. Existen datos contradictorios respecto a la
capacidad de las células apoptéticas o necréticas son capaces de inducir la maduracién de las
CD. Sauter y col. (65) reportaron que la incubacién de CD con lineas de células tumorales
necroticas, pero no apoptéticas, induce la maduracion de las CD, mientras que otros autores
concluyeron que la incubacién con células apoptdticas es suficiente para inducir maduracion
(161, 162, 174, 176). Los resultados aqui descriptos muestran que luego del cocultivo con
células B16 en apoptosis inducida por rradiacidn y, una alta proporcién de las CD fagocitan
las células apoptdticas y aumentan la expresion de CD86 y MHC II (Figuras 11 - 14). Sin
embargo, es posible que la presencia de células necréticas (< 20%) en la preparacion de

células apoptéticas tenga relevancia en la maduracion de las CD observada.

También se han caracterizado las CD que migraron a los ganglios linfaticos regionales
luego de ser inyectadas en forma s.c., comparandose CD que fueron pulsadas con células B16
apoptdticas y CD que permanecieron sin pulsar. Las células migrantes mostraron alta
expresion de CD86 y MHC II en forma uniforme (Figuras 14 C) comparable con CD
maduras e inmunogénicas. No obstante, cuando se enumeraron las células migradas, sélo ~
0,5 % del indculo original fue encontrado en los ganglios linfaticos de drenaje un dia después

de la inyeccion.

El presente modelo de vacunacidn consiste en 4 inyecciones semanales de CD-Apo, y
ha sido utilizado para la prevencion del desarrollo del melanoma Bl6 obteniéndose un
sorprendente nivel de proteccién: 80 % de los animales permanecieron libres de tumor 12
semanas después del desafio con células B16 (Figura 16). No se observé proteccidon cuando
los animales vacunados con CD-Apo fueron desafiados con el linfoma singeneico EL-4
(Figura 16 C), sugiriendo que la respuesta inmune obtenida fue dirigida especificamente
contra Ag del melanoma B16. Mas aun, la vacunacién con CD-Apo también indujo memonia
inmunolégica, ya que nuevamente el 80 % de los ratones permanecieron libres de tumor
cuando recibieron el desafio tumoral 10 semanas después de la inmunizacién (Figura 17).
Seria de gran importancia utilizar la vacuna CD-Apo en términos terapéuticos, sin embargo

una limitacién importante, como se evidencia en la Figura 14 C, es el bajo nimero de CD que
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migran a los ganglios linfaticos. Un dia después de inyectar 2 x 10° células en cada
almohadilla plantal, solamente ~ 4000 CD fueron encontradas en los ganglios linfaticos de
drenaje. Esto sugiere que con los métodos corrientes las CD inyectadas estan funcionando
muy por debajo de su potencial. Este es un tema que deberia estudiarse en profundidad para
favorecer la migracién de las CD hacia los ganglios y obtener respuestas inmunologicas de
mayor potencia capaces de erradicar un tumor establecido y de rapido crecimiento como el

melanoma B16.

La deplecion in vivo tanto de la poblacién de linfocitos T CD4" como CD8" en los
animales vacunados elimind completamente la protecciéon, indicando que ambas
subpoblaciones celulares son necesarias para la efectiva vacunacién con CD-Apo (Figura
18). Aln asi, las células NK, asi como otros efectores de la respuesta inmune innata como los
fagocitos, células NKT y componentes del sistema de complemento, pueden también
contribuir en la resistencia que ocurre en presencia de células T especificas contra el tumor
inducidas por la vacunacién con CD-Apo. En el trabajo descripto por Hung y col. (168), la
respuesta inmune inducida por la vacunacion con células B16 modificadas genéticamente para
secretar GM-CSF (B16:GM-CSF) requiere de células T CD4" en la fase efectora de la
respuesta anti-tumoral. Por el contrario, sus resultados muestran que la deplecion de células T
CDS8" revierte solo parcialmente la respuesta protectiva, sugiriendo que la vacunacién con
células B16:GM-CSF no induce una efectiva inmunidad de células CD8". En forma similar,
Shibagaki y col. (167) mostraron que la vacunacién con células B16:GM-CSF es
relativamente ineficiente en la induccion de CTLs asi como de memoria inmunolégica. Los
resultados expuestos en el presente capitulo indican que la vacunacién con CD-Apo posee
ventajas en la induccién de respuesta helper CD4" y citotoxica CD8" combinada y de

memoria a largo plazo.

Un hallazgo Ilamativo en este trabajo fue que las CD cargadas con células tumorales
apoptoticas, pero no con necrdticas, resultaron inmunogénicas ain cuando ambas fuentes de
células tumorales fueron efectivamente fagocitadas por las CD (Figuras 11 y 15 B). Shimizu
y col. (177), utilizando vacunas con CD cargadas con lisados o péptidos, describieron que
para la proteccion dependiente de células T CD4" era necesario incluir en el protocolo de
inmunizacién el agregado de IL-2 y una proteina inmunogénica (keyhole limpet hemocyanin;
KLH). Por su parte Kotera y col. (174) han reportado que CD pulsadas con células B16

altamente enriquecidas en células apoptéticas o necrotica (lisados) mostraban similar
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actividad anti-tumoral, aunque cabe mencionar que sus experimentos fueron monitoreados
solamente durante 18 dias luego del desafio tumoral y que ademds las condiciones de
inmunizacién que utilizaron sélo permitieron un retraso en el crecimiento tumoral. Sin
embargo, existen otros ejemplos que muestran que CD cargadas con células apoptdticas son
mads eficientes que CD cargadas con células necrdticas para la activacion de células T (61)
(160, 178, 179). En el trabajo de Albert y col. (61) los Ag adquiridos de células apoptéticas
fueron eficientemente “presentados cruzadamente (cross-presentacion) por CD, mientras que
CD cargadas con Ag derivados de células necréticas fueron ineficientes inductoras de CTLs.
Strome y col. encontraron que CD pulsadas con células tumorales modificadas para expresar
OVA e irradiadas fueron efectivas estimuladoras in vitro de clones de CTLs especificos para
OVA, pero CD pulsadas con células tumorales congeladas / descongeladas no fueron capaces
de estimular la secrecion de IFNy (178). Mas aun, los autores describieron un efecto
inhibitorio de las células congeladas / descongeladas sobre la actividad CTL in vitro.
Resultados similares fueron observados cuando los autores utilizaron lineas de melanoma
humano y clones de CTLs especificos para el Ag de melanoma gpl100. Luego, estos autores
ensayaron ambas fuentes de Ag para la vacunaciéon con CD in vivo, y nuevamente sélo las CD
cargadas con células tumorales irradiadas fueron efectivas en la prevencion del desarrollo del
linfoma EG.7 modificado para expresar OVA. Schnurr y col. han encontrado también que CD
pulsadas con células apoptéticas de un tumor pancredtico fueron mas adecuadas que CD
pulsadas con un lisado de células tumorales para activar in vitro tanto linfocitos CD8" como
CD4" (179). Utilizando un modelo de carcinoma espinocelular, Hoffmann y col. reportaron
también que CD pulsadas con células apoptoéticas indujeron respuestas CTL mas potentes que
CD cargadas con lisados celulares (160). Es probable que las células necréticas o lisados sean
una adecuada fuente de Ag tumorales para la vacunacién con CD solamente cuando las
células tumorales son mas resistentes a la proteolisis, 0 cuando los lisados proveen estimulos

estimulatorios adicionales para las CD.

Muchos estudios han sido llevados a cabo utilizando células tumorales apoptdticas
como fuente de Ag (62, 64, 160-162, 178, 179). No obstante, ninguno de ellos ha demostrado
induccion in vivo de inmunidad anti-tumoral CD4" y CD8" combinada. En el presente trabajo
de Tesis se ha demostrado, por primera vez, que CD que fagocitaron células tumorales
apoptoticas inducen inmunidad a largo plazo dependiente de la accion combinada de

linfocitos CD4" y CD8" contra el melanoma débilmente inmunogénico B16. Este modelo
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CAPITULO III

ESTUDIO DE LA RESPUESTA ANTI-TUMORAL INDUCIDA POR LA
VACUNACION CON CD-APO.

Teniendo en cuenta el sorprendente nivel de proteccion obtenido luego de la vacunacién
con CD-Apo y considerando que para inducir una respuesta anti — tumoral efectiva
probablemente sea necesario inducir una respuesta inmune multifactorial, el objetivo de este
capitulo fue estudiar los mecanismos involucrados en la respuesta anti - tumoral observada,

evaluando tanto la respuesta celular como la humoral.

3.1 CD cargadas con células B16 apoptoticas activan eficientemente

linfocitos T CD4" y CDS8" in vivo

En el capitulo II se demostré que la deplecién in vivo de células T CD4" o CD8" inhibia
por completo la resistencia anti-tumoral observada en los animales vacunados con CD-Apo.
Para verificar que ambas subpoblaciones celulares podian ser eficientemente activadas para
producir IFNy luego de la inmunizacién con CD-Apo, células T CD4" y CD8" fueron
purificadas por seleccion positiva a partir del bazo de animales vacunados CD-Apo o control.
Las fracciones de células T obtenidas fueron estimuladas in vitro durante 48 hs con células
B16 enteras, CD-Apo, CD, o con CD previamente pulsadas con el péptido derivado de TRP-2
(CD-TRP-2) o con un péptido control derivado de OVA (CD-OVA) y el sobrenadante de
cultivo fue luego utilizado para evaluar la produccion de IFNy (Figura 19). La proteina
relacionada a tirosinasa-2 (TRP-2) es un Ag de diferenciacién celular expresado por
melanocitos normales y células de melanoma tanto en humanos como en ratén (166, 180-183)
y fue utilizado como Ag tumoral modelo. Como se puede observar en la Figura 19, sélo los
linfocitos T CD8" de animales vacunados con CD-Apo fueron capaces de responder al
estimulo con células B16 enteras. Sin embargo, ambos subtipos celulares respondieron al
estimulo con CD-TRP-2 o CD-Apo, siendo la respuesta con las células T CD4" mas vigorosa
(Figura 19). Como control, células T CD8" de animales vacunados con CD-Apo produjeron
menos de 30 pg / ml de IFNy cuando permanecieron sin estimular o luego de ser estimulados

con CD o CD-OVA (Figura 19 A). Las células T CD4" de animales inmunizados con CD-
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Apo tampoco fueron capaces de producir [FNy en ausencia de CD, pero si produjeron bajas
cantidades de dicha citoquina al ser cultivadas en presencia de CD o CD pulsadas con el
péptido control (Figura 19 B). Aunque estos ensayos se realizaron utilizando suero normal de
raton, las CD utilizadas como presentadoras antigénicas fueron previamente cultivadas en
presencia de 10 % FBS, y la presencia de péptidos derivados de las proteinas presentes en el
FBS podria explicar la respuesta de las células T CD4" contra CD o CD-OVA (172) (173).
Cuando los cultivos se realizaron con linfocitos T CD4" y CD8" obtenidos en forma conjunta,
la respuesta observada frente al estimulo con células B16 enteras fue similar a la obtenida con
células CD8" solas, no obstante se obtuvo un importante incremento en la concentracion de
IFNy en respuesta a CD-Apo y CD-TRP-2 con respecto a la obtenida con cada una de las
subpoblaciones linfocitarias por separado (Figura 19 C). Células T obtenidas de ratones
control produjeron niveles menores a 30 pg / ml de IFNy con o sin estimulo. Estos resultados
indican que cuando los animales son vacunados con CD cargadas con células B16 apoptéticas

se activan linfocitos T CD4” y CD8" productores de IFNy, especificos contra Ag de

melanoma como por ejemplo TRP-2.
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Para evaluar si luego de la vacunacién con CD-Apo podia detectarse actividad citolitica
Ag-especifica in vivo, se realizoé un ensayo de citotoxicidad in vivo. Para llevar a cabo este
ensayo, esplenocitos singeneicos fueron marcados con una alta concentraciéon de CFSE y
pulsados con el péptido TRP-2 (CFSE™). Dichos esplenocitos fueron co-inyectados i.v. con
igual nimero de esplenocitos previamente marcados con una concentracion menor de CFSE y
que permanecieron sin pulsar (CFSE""), en animales que habian sido inmunizados con CD-
Apo o CD. Diez horas después de la inyeccién de la mezcla de células CFSE™ y CFSE"™" se
extrajo el bazo. La actividad citolitica especifica fue medida por la desaparicion de la
poblacién CFSE™ pulsada con TRP-2. No se observé actividad citolitica en los animales que
habian sido inyectados con CD, pero en los animales vacunados con CD-Apo, la actividad
citolitica especifica fue del 75 % cuando se transfirieron 107 células CFSE™ / CFSE*" y
aument6 al 92 % cuando 5 x 10° células fueron transferidas (Figura 20). Por lo tanto, la

vacunacion con CD-Apo lleva a la produccién de células T efectoras que secretan IFNy y

tienen actividad citolitica.
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3.3 Estudio de la respuesta humoral inducida luego de la vacunacién con

CD-Apo

Para evaluar la respuesta humoral inducida luego de la vacunacién con CD-Apo, se
obtuvo el suero de los animales vacunados y se estudié la presencia de Ac dirigidos contra
melanoma B16. Dos semanas después de la inmunizacién con CD-Apo, el titulo de Ac contra
células B16 medido por ELISA fue de 1 / 2000, mientras que en el suero de los animales no
vacunados se encontraron niveles menores, pero detectables (Figura 21 A). Como se
menciond con anterioridad, una ventaja en la utilizacién de células tumorales enteras como
fuente de Ag es que las CD tendrian el potencial de presentar un amplio espectro de Ag
tumorales. En base a ello, se analizd a continuacion la reactividad del suero de los animales
vacunados contra células B16 viables y permeabilizadas, observandose luego del analisis por
FACS, la presencia de Ac dirigidos contra Ag de membrana asi como contra Ag
intracitoplasmaticos (Figura 21 B-C). Por citometria de flujo, se analiz6 también el isotipo de
los Ac reactivos contra las células B16 presentes en el suero de los animales vacunados
(Figura 21 D). El 85 % de las células fueron positivas para IgG1, 89 % para IgG2a, 59 %
para IgG2b y 47 % para IgG3. El cambio en el isotipo de Igs que se producen requiere la
colaboracién de linfocitos Ty (CD4") y esta dirigido por las citoquinas que éstos producen.
Por ejemplo, en el raton la IL4 induce preferentemente el cambio hacia IgG1 e IgE, mientras
que el TGFp favorece la produccién de IgG2b e IgA. Ambas citoquinas son producidas por
linfocitos Ty2. Por su parte, los linfocitos Tyl a través de la secrecion de IFNy, favorecen el
cambio hacia IgG2a e IgG3. Por lo tanto, los isotipos de Acs dirigidos contra las células B16

indicarian un patrén Thl / Th2 mixto.
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Por ultimo, se realizaron Western blots para determinar si la diferencia observada en el

titulo de Ac presentes en el suero de los animales vacunados con respecto a los animales

control se debia de una mayor concentraciéon de Ac dirigidos contra los mismos Ag, o a la

presencia de Ac dirigidos contra diferentes Ag tumorales. En el mismo, ademas de

compararse la reactividad de los sueros frente al extracto de células B16, se evalu6 también la

reactividad de los mismos frente a un extracto de piel normal. En el suero de los animales

vacunados se detectaron bandas dirigidas contra Ag de células B16 que no se encontraron en

el suero de los animales control, y que ademas no reaccionaron con el extracto de piel normal

(Figura 22). Por lo tanto, si bien el titulo de Ac alcanzado no fue muy alto, dichos Ac estarian

dirigidos contra Ag especificos del melanoma B16.
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3.4 Analisis histologico del sitio de inyeccion

En el caso de los animales vacunados con CD-Apo y desafiados que permanecieron
libres de tumor, los experimentos fueron terminados 12 semanas después del desafio tumoral.
Los animales fueron autopsiados para investigar la ausencia de metastasis o desarrollo
tumoral in situ. En ningun caso la autopsia reveld la presencia de metdstasis, pero en un
animal se encontré un pequeiio tumor s.c en el sitio de inyeccién. Debido a que el tumor
hallado era muy pequefio, ~ 2 mm en su mayor didmetro (Figura 23 A-C), para la
comparacién histolégica se obtuvieron tumores controles inoculando 1,3 x 10* células B16 en
animales no vacunados y extirpando los tumores en cuanto fueron palpables (Figura 23 D).
En el tumor encontrado en el animal vacunado se observo que una gran proporcién del mismo
estaba necrdtica (Figura 23 A, **). Se identificé un area definida de ataque linfoide (Figura
23 B, flecha), en la cual se observaron numerosas vénulas activadas con extravasacion
linfocitica en un borde donde se identificaron células tumorales necréticas (Figura 23 G). En
otra zona de actividad linfoide (Figura 23 C y H, flechas), se distinguié un acumulo linfoide
con vénulas activadas y extravasacion de linfocitos (Figura 23 I), aunque relativamente
distante del tumor. En la regién intra-tumoral se hallaron abundantes células tumorales y
macrofagos cargados con melanina (Figura 23 E y F, respectivamente). La imagen general
fue muy diferente en los tumores controles, donde la amplia mayoria de células se
encontraban viables, excepto un pequefio centro necrético (Figura 23 D). Los margenes

tumorales se encontraron libres de infiltrado linfoide (Figura 23 D); las vénulas del tumor no
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estaban activadas (Figura 23 J) y tampoco se observaron macréfagos o células tumorales

cargados de melanina (Figura 23 J).
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A raiz de este particular hallazgo de un tumor probablemente en regresion, donde se
observaron zonas definidas de ataque linfoide e invasion de macréfagos que podrian
contribuir a la necrosis tumoral, resulté de gran interés analizar histolégicamente los primeros
pasos del rechazo tumoral. Con dicho fin, los animales vacunados con CD-Apo o controles
inyectados con PBS fueron desafiados con células B16 y sacrificados a distintos tiempos para
realizar el analisis patologico del sitio donde habia sido inoculado el tumor.
Sorprendentemente, en los animales vacunados con CD-Apo se observo un infiltrado de
células polimorfonucleares (PMNs) entre las células tumorales dispersas, aun a tiempos tan
tempranos como 2 hs luego de la inyeccion del tumor (Figura 24 A). Se descarto la
posibilidad de una reaccién inflamatoria producida por el dafio tisular ocasionado por la
inyeccion per se, ya que en los animales controles se observaron las células tumorales pero no

se observé infiltrado de PMNs (Figura 24 B). Durante la inmunizacién los animales
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recibieron 2 dosis de CD-Apo en cada flanco. Por lo tanto, se analizé el flanco contralateral
en el cual se habia inyectado solamente la vacuna. No se observo infiltrado inflamatorio en el
sitio donde se habia inyectado sélo la vacuna (Figura 24 C), descartandose la posibilidad que
se trate de una respuesta inflamatoria local debida a la inyeccion de CD-Apo. Luego de 48 hs,
en los animales vacunados se detecté un aumento en el infiltrado inflamatorio con abundantes
PMNs alrededor de las células tumorales, mientras que en los animales controles se
observaron escasos PMNs (Figura 24 D-E). Seis dias después del desafio tumoral el
infiltrado de PMNs en los animales vacunados fue impresionante (Figura 24 F), dejando a las
escasas células tumorales completamente rodeadas. Por el contrario, en los animales controle
se observaron células tumorales de mayor tamafio, formando acimulos de células
posiblemente en division y el escaso infiltado de PMNs habia desaparecido casi
completamente (Figura 24 G). El escenario cambi6 notablemente luego de 18 dias de haber
inoculado las células B16. El copioso infiltrado de PMNs observado en los animales
vacunados con CD-Apo disminuyé marcadamente. Se observaron en su lugar linfocitos y
escasos PMNs y lo mas importante: no se encontraron células tumorales (Figura 24 H). Por
su parte, en los animales que no habian sido vacunados, se observaron nidos tumorales, con
tincion inmunohistoquimica positiva para el Ag de melanoma gp100 y con bordes libres de
infiltrado inflamatorio (Figura 24 I). Finalmente, a los 32 dias del desafio tumoral, en los
animales que habian sido inmunizados con CD-Apo sdélo se observaron abundantes

macréfagos con gran cantidad de melanina en su citoplasma (Figura 24 J).
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Discusion

El importante rol que juegan las CD como adyuvantes naturales para el disefio de
vacunas antitumorales se debe a que son capaces de inducir diferentes mecanismos de
resistencia inmunologica. Ademas de ser potentes activadoras de células T especificas, las CD
participan activamente en la induccién de la respuesta humoral (184-188) y en la activacion y
expansion de componentes de la respuesta innata como las células NK y NKT (37-40, 171,

189).

En el capitulo II se demostrd que la respuesta antitumoral inducida luego de la

vacunacion con CD-Apo depende de la accion combinada de linfocitos CD4" y CD8". En el
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presente capitulo se profundizé en el estudio de los mecanismos involucrados en dicha
proteccion. Ensayos in vitro con células T purificadas indicaron que, tanto células CD4" como
CD8" provenientes de animales vacunados con CD-Apo, fueron efectivamente activadas para
producir IFNy luego de ser re-estimuladas con CD pulsadas con el Ag de melanoma TRP-2 o
con células B16 apoptéticas (Figura 19). Los linfocitos CD8" también produjeron IFNy
cuando se cocultivaron con células B16 enteras (Figura 19 A). Ademas, experimentos de
citotoxicidad ir vivo demostraron que los animales inmunizados fueron capaces de eliminar
esplenocitos pulsados con el péptido TRP-2 (Figura 20). Estos resultados indican que la
vacunacion con CD-Apo induce células T CD4" y CD8" especificas, capaces de producir
IFNyy con actividad citolitica. Si bien las células B16 expresan bajos niveles de MHC 1, el
IFNy producido por los linfocitos activados por las CD-Apo puede inducir un aumento en la
expresion de MHC I en las células tumorales (190-192), y de esta forma transformarlas en

susceptibles a la accién de linfocitos CD8".

Aungque los linfocitos T CD4" no reconocieron células B16 en forma directa, porque las
tltimas no expresan MHC 11, las células T CD4" activadas por la vacuna si reconocieron Ag
tumorales presentados por las CD (CD-Apo y CD-TRP-2) (Figura 19 B). El sinergismo en la
produccién de IFNy observado cuando ambas subpoblaciones linfocitarias se enfrentaron en
forma simultanea (CD4" / CD8") a CD-Apo o CD-TRP-2 (Figura 19 C), podria deberse a la
mayor activaciéon de los linfocitos CD8" por la colaboracién de los linfocitos CD4".
Ossendorp y col. han mostrado previamente que la 6ptima inducciéon de CTL requiere la
colaboracion de células T CD4", atin en el caso de tumores MHC II negativos (193). En ese
estudio, los autores utilizaron un modelo de vacunacion con péptido para demostrar que la
deplecién de células T CD4" tanto durante la fase inductora como la fase efectora de la
respuesta inmune, reduce la sobrevida de animales preinmunizados. Del mismo modo,
Mumberg y col. (194), reportaron que la transferencia de células T CD4" es suficiente para
eliminar un tumor MHC II negativo en ratones con inmunodeficiencia severa combinada. Si
bien los autores mostraron que la presencia de I[FNy era necesaria, su accion no fue a través
del aumento de MHC II en las células tumorales, sugiriendo que los Ag tumorales fueron
cross-presentados por células MHC II" del huésped. Por lo tanto, los resultados presentados
en este trabajo de Tesis, en concordancia con otros autores (166, 168, 193), indican que para
obtener una efectiva respuesta antitumoral, es necesaria la presencia de células T CD4"

especificas contra el tumor en el momento del desafio. Dichas células T pueden desplegar
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diversas funciones: colaborar con linfocitos CD8" en los ganglios linfiticos de drenaje,
contribuir con la infiltracién de CTL en el lecho tumoral (195), mantener ir situ las funciones
efectoras de CTL (196), liberar factores solubles que proveen resistencia contra el tumor en

forma mas directa por ej. IFNy (190-192), y /o reclutar otras células efectoras (168).

Interesantemente, el péptido TRP-2(150.33 fue reconocido tanto por células T CD8"
como CD4". Dicho péptido ha sido identificado como un epitope relevante para MHC clase I
(Kb) (181, 182). Sin embargo, Wang y col. reportaron que la inmunizacién con CD cargadas
con el péptido TRP-2(,50-188) fusionado con un péptido de penetracion celular también induce
respuesta T CD4" y que la misma es requerida para la inmunidad antitumoral, segin lo
evidenciado por la deplecion de células CD4" y la utilizacién de ratones deficientes en dichas
células (166). Es sabido que los péptidos se unen a la moléculas de MHC 1I via una secuencia
central de nueve aminoacidos (197-199), y dicha secuencia de nueve aminoécidos es también
reconocida por el receptor T (200). Es por ello, que la fuerte respuesta de linfocitos T CD4"

observada contra TRP-2 no es del todo sorprendente.

Diferentes autores utilizaron CD cargadas con TRP-2 (utilizando el péptido solo, una
fusién con otro péptido, expresion de la proteina TRP-2) para vacunar animales contra el
melanoma B16, pero la sobrevida fue menor que la observada cuando los animales fueron
vacunados con células B16 modificadas para secretar GM-CSF y la dltima fue a su vez menor
que la observada en el presente trabajo, presumiblemente porque TRP-2 es sélo uno de
muchos Ag presentes en las células B16 (166-168). De alli puede desprenderse que la
vacunacién con CD-Apo induce una potente respuesta antitumoral, posiblemente porque
inmuniza linfocitos T CD4" y CD8" contra numerosos Ag del melanoma B16, ademas de

TRP-2.

Cuando se analiz6 la respuesta humoral, se evidenciaron Ac especificos contra células
B16 en el suero de los animales vacunados (Figuras 21 y 22) y los isotipos IgGl, IgG2a,
IgG2b e IgG3 detectados indicaron un perfil mixto Thl / Th2. Dichos Ac podrian participar
en la respuesta antitumoral favoreciendo el ataque de las células NK mediante la reaccién de
citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC). Las células NK expresan en su superficie
el receptor para Ig FcyRIII (CD16), el cual al unirse a IgG1 o IgG3 activa el mecanismo de
ADCC. Por otra parte, las CD del huésped podrian fagocitar las células tumorales opsonizadas

y presentarlas a linfocitos T potenciando la respuesta contra el tumor. Ademas, las células
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tumorales opsonizadas podrian ser blanco de células fagociticas como los macréfagos y

neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) que se unen principalmente a 1gG1 e IgG3.

En el andlisis patoldgico del pequefio tumor probablemente en regresion, hallado
durante la autopsia de un animal vacunado, se identificaron s6lo algunas zonas de activacion
linfoide y destruccién de células tumorales directamente atribuibles al ataque linfocitico, sin
observarse una alta relacion linfocitos : células tumorales. De alli surgi6 la idea de analizar: i)
si el incipiente desarrollo tumoral era necesario para que se produzca el subsiguiente ataque
del sistema inmune, o si las células tumorales eran eliminadas antes de establecerse el tumor,
ii) si la baja relacién linfocitos : células tumorales observada seria mayor inmediatamente

luego de la inoculacién del tumor.

Para responder a dichos interrogantes, se realizé el estudio histolégico del sitio de
inyeccion a distintos tiempos luego del desafio tumoral, desde escasas horas hasta 32 dias
(Figura 24). En ningin momento se observé un alto aflujo de linfocitos. En cambio, se
observé un sorprendente infiltrado de PMNs siendo maximo 6 dias después del desafio
tumoral (Figura 24 F). Luego de 18 dias de inyectado el tumor, el infiltrado de PMNs
disminuyé notoriamente y aparecieron los linfocitos en escena pero no se encontraron células
tumorales (Figura 24 H). Transcurridos 32 dias del desafio tumoral, se observaron
abundantes macrofagos con melanina en su interior (Figura 24 J). Los PMNs son células
efectoras fundamentales en la respuesta contra patégenos debido a la rapida movilizacion y
liberacién de enzimas degradativas como catepsina G, elastasa y lisozima, presentes en sus
granulos (201, 202). Ademas, debido a su capacidad de responder rapidamente al dafio
biolégico, los PMNs son los primeros leucocitos en llegar al sitio de inflamacién y una vez
activados pueden actuar como inmunomoduladores a través de la secrecion de factores como
el factor de necrosis tumoral (TNF)ca, IFNy, IL-8, IL-12, MIP-1a y MIP-1p (203-207) (207-
210), promoviendo el reclutamiento de mas PMNs y la acumulacién y activaciéon de
monocitos, linfocitos y macréfagos. Mas aun, mediante la liberacion de IL-12 los PMNs
pueden modular el desarrollo de la respuesta especifica de células T CD4" hacia Thl,
favoreciendo la respuesta de linfocitos T citotoxicos (209, 211-214). Estudios recientes
demostraron que los PMNs acumulan IL-12 durante su proceso de maduracion (215),

permitiendo la rapida liberacion de la citoquina al recibir la estimulacién apropiada.
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__ Capitulo 11
Sobre la base de los resultados expuestos a lo largo del presente trabajo de Tesis, se
puede proponer ¢l siguiente modelo de rechazo tumoral inducido por la vacunacion con CD-

Apo:

Ganglio linfatico

Inyeccion s.c.
- ()
XS ® .
o " /
CD-Apo
LB LT CD4*

[ @ .'co-. o
'O L7 coer
4 0@ =

Células efectoras y
de memoria

Circulacion

En la fase inductora, las CD-Apo inyectadas migran desde la periferia hacia los ganglios
linfaticos donde activan linfocitos T CD4" y CDS8", generando células T efectoras y de
memoria. También se induce la produccion de Ac dirigidos contra Ag tumorales regulada por

la accion de citoquinas liberadas por los linfocitos colaboradores T CD4".
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Durante la fase efectora, las células tumorales viables son opsonizadas por los Ac
especificos, luego los primeros PMNs que llegan al sitio de inyeccion se unen a través de los
receptores Fey a los Ac opsonizantes y son activados. Una vez activados, los PMNs liberan
citoquinas / quimioquinas que reclutan nuevos PMNs y otras células efectoras, entre ellas los
linfocitos. De esta forma, los PMNs ademas de ejercer una accion citotoxica directa sobre las
células tumorales opsonizadas, actuarian confinando al tumor hasta la llegada de los linfocitos
T especificos. Los linfocitos T CD4" mediante la secrecién de citoquinas favorecen la
infiltracion de linfocitos CD8" y estimulan su funcion efectora. Por su parte, los linfocitos
CD8" son los responsables de la destruccion de las células tumorales mediante su accion
citotoxica. Finalmente, los macrofagos podrian contribuir a eliminar las células tumorales

remanentes.
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El presente trabajo de Tesis se ha basado en la utilizaciéon de CD como adyuvantes para
la inmunoterapia del cancer, y en particular, en el desarrollo de una vacuna anti — melanoma.
Para ello, se eligi6 como modelo experimental el melanoma murino B16 que por sus
caracteristicas — débilmente inmunogénico, rapida velocidad de crecimiento, alta capacidad
metastasica — es un tumor contra el cual resulta particularmente dificil inducir una respuesta

inmune adaptativa, situacion representativa de muchos tumores humanos.

En primera instancia se obtuvo una linea celular productora de GM-CSF murino
que resultd ser una herramienta fundamental para la generacion in vitro de CD a partir de
precursores de médula 6sea, permitiendo obtener cultivos con alto rendimiento de CD y en

forma reproducible.

Utilizando el GM-CSF presente en el sobrenadante de cultivo de las células
transfectadas, se generaron CD con caracteristicas fenotipicas y funcionales

correspondientes a las descriptas para CD inmaduras:

> Expresién uniforme de CD11c

> Baja expresion de las moléculas coestimulatorias CD80, CD86 y CD40

> Baja expresion de moléculas MHC I

> Expresion heterogénea de moléculas MHC II, siendo mayoritaria la
poblacion MHC II'**

> Alta capacidad fagocitica y endocitica

> Alta capacidad migratoria en respuesta a estimulos quimioticticos

La exposicion a estimulos inflamatorios indujo la maduracién de CD con el
consiguiente aumento en la expresion de moléculas MHC I y II, CD40, CD80 y CD86 y
la adquisicion de una potente capacidad estimuladora de linfocitos T.

Ademais, las CD también fueron capaces de migrar hacia los ganglios linfaticos

luego de ser inyectadas en forma s.c.
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A raiz del éxito obtenido en la generacién de CD potencialmente capaces de inducir una
respuesta inmune primaria, se desarrolldo una vacuna anti — melanoma utilizando CD

cargadas con células B16 apoptéticas (CD-Apo).

No todos los métodos de induccién de apoptosis determinan similares resultados. En
este trabajo, la irradiacion y posterior cultivo de células B16 indujo alto porcentaje (70 —

80 %) de células apoptéticas que fueron eficientemente fagocitadas por CD inmaduras.

El cocultivo con células apoptéticas, indujo un aumento en la expresion de MHC 11
y CD86 en una gran proporcion de CD. La expresion aumentada de dichas moléculas se
observo mayoritariamente en la poblacién de CD que habian incorporado material apoptético.
Las CD-Apo inyectadas en forma s.c. migraron hacia los ganglios linfiticos donde

mostraron una expresién uniforme de MHC II y CD86 comparable a las CD maduras.

La capacidad inmunizante de las CD-Apo fue asombrosa, ya que 80 % de los
animales vacunados permanecieron libres de tumor 12 semanas luego del desafio
tumoral. Por el contrario, ninguno de los grupos controles indujeron proteccion contra el
desafio con células B16, incluyendo al grupo de animales que fue vacunado con CD cargadas
con células B16 necréticas. Por lo tanto, se puede concluir que en este sistema las células

apoptéticas son mejor fuente de Ag que las necréticas para la vacunacién con CD.

Cuando los animales vacunados fueron desafiados con un tumor singeneico no
relacionado todos desarrollaron tumor al cabo de dos semanas, indicando que la vacunacién

con CD-Apo induce una respuesta anti — tumoral especifica.

Una caracteristica fundamental de la respuesta inmune adaptativa es la memoria a largo
plazo, atributo que fue evaluado en este sistema cuando los animales vacunados fueron
desafiados 10 semanas después de la inmunizaciéon. Nuevamente, 80 % de los animales
permanecieron libres de tumor, evidenciando que la vacunacién com CD-Apo induce

memoria inmunolégica.

El estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta anti — turnoral, demostré que
tanto los linfocitos T CD4" como los CD8" son necesarios para la efectiva vacunacién con
CD-Apo, ya que la deplecién in vivo de cualquiera de las dos subpoblaciones elimina
completamente la proteccién contra el tumor. Ademas, estudios in vitro sefialaron que la

vacunacién con CD-Apo induce células T CD4" y CD8" especificas, capaces de producir
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IFNy. Mds aun, mediante un ensayo de citotoxicidad in vivo se comprobé también la

presencia de células con actividad citolitica especifica contra Ag tumorales.

Por su parte, el estudio de la respuesta humoral evidencié la presencia de Ac dirigidos
contra las células B16, y los isotipos detectados se correlacionaron con un perfil mixto

Tul/Tu2.

El copioso infiltrado de PMNs observado en el sitio de inyeccion del tumor en los
animales vacunados, podria indicar que los mismos juegan un rol importante en los pasos
iniciales del rechazo tumoral. Los PMNs podrian actuar confinando al tumor hasta la llegada
de las células efectoras especificas, ejerciendo una accion citotdxica directa mediada por Ac
especificos y reclutando otras células efectoras, demostrando a su vez la estrecha relacion que

existe entre la respuesta inmune innata y la adaptativa.

Resumiendo, en el presente trabajo de Tesis se ha demostrado por primera vez,
que la vacunacion con CD cargadas con células tumorales apoptéticas (CD-Apo) induce
inmunidad a largo plazo dependiente de la accién combinada de linfocitos T CD4" y

CDS" contra el melanoma B16 débilmente inmunogénico.

Teniendo en cuenta los mecanismos de escape a la vigilancia inmunolégica que los
tumores son capaces de desarrollar, para inducir una vacuna terapéutica efectiva
probablemente sea necesario inducir una respuesta inmunoldégica multifactorial contra
multiples Ag tumorales. Por lo tanto, el modelo preclinico desarrollado en este trabajo de
Tesis provee el marco necesario para su extrapolacion a estudios clinicos comparables

utilizando CD-Apo para la inmunizacion activa contra el cancer.
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Abreviaturas

Ac

Ag
ADCC
APC
BSA
CD
cpm
DMEM
DS
ELISA
FBS
FITC
fMLP
GM-CSF
IFI

Ig
kDa

LB
LPS
LT
MHC

OVA
PMN
PBS

ABREVIATURAS

anticuerpo

anfigeno

citotoxicidad dependiente de anticuerpos
célula presentadora de anfigenos
seroalbimina bovina

células dendritica

cuentas por minuto

Dulbeco’s Modified Médium
desviacion estandar

Enzyme linked immunosorbent assay
suero fetal bovino

isotiocianato de fluoresceina

formil-metionina-leucina-fenilalanina

factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos

inmunofluorescencia indirecta
interferon gamma
inmunoglobulina

kiloDalton

Keyhole Limpet Hemocyanin
linfocito B

lipopolisacérido

linfocito T

complejo mayor de histocompatibilidad
linfocito natural killer
ovoalbumina

leucocito polimorfonuclear
buffer fosfato

reticulo endoplasmico
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