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RESUMEN:

El AcM P3, generado en el Centro de Inmunologia Molecular, reconoce a gangliésidos
portadores de &cido sialico N-glicolilado, asi como a glicolipidos sulfatados y
antigenos expresados en tumores humanos de mama, pulmon y melanoma. Tiene la
propiedad de generar una fuerte respuesta anti-idiotipica de isotipo 1gG, en el modelo
singénico BALBI/c, incluso al ser administrado en ausencia de adyuvantes o proteinas
transportadoras. El papel especifico de las diferentes poblaciones de células B en la
respuesta anti-idiotipica no estd completamente establecido. La capacidad del AcM P3
de activar células T, a pesar de ser una molécula propia, puede ser fundamental para
su inmunogenicidad y para comprender el establecimiento de respuestas anti-
idiotipicas. Hasta el momento no se ha estudiado la participacién de las células T

CD8* en la induccién de este tipo de respuesta humoral. Ademaés, seria importante
determinar si efectivamente el AcM P3 porta un idiopéptido regulatorio capaz de

activar células T CD8% con la capacidad de regular la respuesta contra este
anticuerpo. El presente trabajo busca dilucidar si las células B participan junto a las

células T CD8" en la generacion, en condiciones no inmunogénicas, de una respuesta
humoral y celular contra un auto-anticuerpo que reconoce moléculas propias. En
nuestro estudio demostramos que el AcM P3 es capaz de reconocer y activar a las
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poblaciones de linfocitos B-1a y B-2. Se prueba la necesidad de la participacion de las

células T CD8™ en la generacién de la respuesta inmune anti-idiotipica contra el
AcM P3y la capacidad de este anticuerpo, mediante las células B-1a o B-2, de activar

in vitro células T CD8% con fenotipo citotoxico. Por otra parte, demostramos que la
inmunizacion con el AcM P3 fue capaz de recuperar in vivo la frecuencia de la

poblacién de linfocitos T CD8% en ratones sometidos a diferentes regimenes
inmunosupresores. Finalmente, probamos que el AcM P3 es capaz de generar in vivo
una respuesta CTL especifica por un idiopéptido exclusivo de este anticuerpo. Los
resultados sugieren la posible existencia de un mecanismo alternativo para inducir la
regulacion de la respuesta inmune contra antigenos propios en condiciones
fisioldgicas, mediado por interacciones idiotipicas, en el que participan tanto células B

como células T CD8F. Se demuestra por primera vez la capacidad de células B-1la y
B-2 de activar in vitro células T CD8" con fenotipo citotéxico y la necesidad de las

células T CD8* para la induccion de una respuesta anti-idiotipica en ausencia de
adyuvantes y proteinas transportadoras. Nuestro trabajo pone de manifiesto las

capacidades del AcM P3 de activar linfocitos T CD8% citotéxicos, lo que pudiera tener
potencialidades para su uso terapéutico en pacientes inmunosuprimidos tanto por el
uso de terapias linfodepletantes como por la presencia de tumores. Los resultados de
la presente investigacion se encuentran publicados en tres articulos cientificos, dos en
revistas internacionales de alto impacto y otro en una revista nacional, en una tesis de
Licenciatura en Bioquimica, una tesis de Maestria en Bioguimica y una tesis de
Doctorado en Ciencias Biologicas. También han sido presentados en 1 evento
nacional y 10 internacionales.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO
Antecedentes:

En el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) se generd un anticuerpo monoclonal
(AcM) de isotipo IgM, el AcM P3, que reconoce a gangliésidos portadores de acido
sialico N-glicolilado, asi como a glicolipidos sulfatados, pero no a glicolipidos neutros,
ni a las formas acetiladas de los gangliésidos (1,2). También se reportd que este AcM
reconoce antigenos expresados en tumores humanos de mama, pulmén y melanoma
(1,3,4). El AcM P3 tiene la propiedad de generar una fuerte respuesta anti-idiotipica
de isotipo 1gG, en el modelo singénico BALB/c, incluso al ser administrado en
ausencia de adyuvantes o proteinas transportadoras (1). El papel especifico de las
diferentes poblaciones de células B en la respuesta anti-idiotipica no esta
completamente establecido.

El AcM P3 pertenece a la familia génica VHQ52, previamente observada en auto-
anticuerpos contra gangliosidos y frecuentemente utilizada por los linfocitos B-1.
Pérez y cols. sugirieron que el AcM P3 cumplia con los tres criterios establecidos por
Paul y Bona para definir un idiotopo regulatorio: ser inmunogénico en el modelo
singénico, aparecer en anticuerpos con diferentes especificidades e inducir la
activacion de células T autélogas (5-7). La capacidad del AcM P3 de activar células T,
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a pesar de ser una molécula propia, puede ser fundamental para su inmunogenicidad.

Hasta el momento no se ha estudiado la participacion de las células T CD8" en la
induccién de la respuesta humoral contra el AcM P3. Ademas, seria importante
determinar si efectivamente el AcM P3 porta un idiopéptido regulatorio capaz de

activar células T CD8% con la capacidad de regular la respuesta contra este
anticuerpo.

Los objetivos de este trabajo fueron, primeramente, evaluar la participacion de los

linfocitos B-1a, B-2 y T CD8% en la generacion de una respuesta anti-idiotipica de
isotipo 1gG contra el AcM P3 en el modelo BALB/c. También determinar la capacidad
del AcM P3 para reconocer y activar, in vitro e in vivo, poblaciones de células B-la
peritoneales y B-2 esplénicas. Finalmente, evaluar la capacidad del AcM P3 de activar

in vitro e in vivo a las células T CD8* e identificar si el AcM P3 posee un idiopéptido
capaz de activar una respuesta CTL.

Resultados:
Evaluacion de la participacion de los linfocitos T en la generacion de la
respuesta anti-idiotipica de isotipo IgG contra el AcM P3 en el modelo BALB /c.

En contraste con la respuesta inducida en ratones con las poblaciones T intactas, en
los sueros hiperinmunes de los animales tratados con anticuerpos anti-CD4a y anti-
CD8a no se detectdé una respuesta de anticuerpos contra el AcM P3 cuando los
ratones se trataron con los anticuerpos anti-CD8a o anti-CD4a antes de la primera

dosis del AcM P3. Estos resultados sugieren que la presencia de las células T CD8%
y CD4% es necesaria en el momento de induccién de la respuesta contra el AcM P3.

Este es el primer informe que implica a las células T CD8* en la induccién de una
respuesta anti-idiotipica in vivo en condiciones no inmunogénicas. Este resultado abre
nuevas posibilidades para la comprension de la regulacién y la activacion natural de
las redes idiotipicas de células B-T.

Capacidad del AcM P3 para reconocer y activar pobla  ciones de células B.

Se demostro que las células B-1a participan en la respuesta de anticuerpos contra el
AcM P3, ya que a diferencia de los resultados observados en ratones BALB/c, no se
detectd una respuesta anti-idiotipica después de cuatro dosis del AcM P3 en ratones
BALB/Xid. Ademas el AcM P3 fue capaz de reconocer como promedio un 30% de las
células B-la peritoneales. Se observé un aumento en el porcentaje de células B-la
que expresaban los marcadores de activacion CD25, CD69 y CD86, luego de ser
activadas por la inmunizacion con el AcM P3. Adicionalmente, el AcM P3 también
demostro poder activar in vitro las células B-la virgenes, obtenidas de ratones sin
ninguna inmunizacion anterior. El cultivo de células B-1a peritoneales virgenes con el
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AcM P3 durante tres dias indujo un incremento en el porcentaje de células que
expresaban los marcadores de activacion CD25, CD69 y CD86; provocO un aumento
significativo en el nimero de puntos de IgM producidos por las células B-1la en un
ensayo de ELISPOT, lo que indica que un mayor nimero de células secretan IgM en
respuesta a la estimulaciéon con el anticuerpo y aumento el porcentaje de las células
B-la productoras de las citocinas ensayadas: IFN-y, IL-4 e IL-10. Se necesitd la
transferencia combinada de poblaciones B-1 y B-2 a los ratones BALB/Xid para
generar una respuesta idiotipica contra el AcM P3. De manera similar a lo reportado
para las células B-1a, el AcM P3 fue capaz de reconocer especificamente a células B-
2 obtenidas del bazo de ratones virgenes, aunque el porcentaje de células
reconocidas fue inferior al obtenido con las células B-1a. A diferencia de lo que ocurre
con las células B-1a, en el caso de las células B-2 no se observé un incremento en el
porcentaje de células que expresaban los marcadores de activacion CD25, CD69 y
CD86. La incubacion con el AcM P3 provocdé un aumento de los marcadores de
activacion CD25, CD69 y CD86 y produjo un incremento significativo del porcentaje de
células capaces de producir IFN-y e IL-4 pero no IL-10.

Evaluacion de la capacidad del AcM P3 para activar ~ in vitro e in vivo alas células

T CD8*.

La incubacion de células T CD8* con células B-2 esplénicas de ratones inmunizados
con el AcM P3, sin la adicion del AcM P3 al cultivo, en general no indujo un aumento
significativo de los marcadores de activacion. Sin embargo, al adicionar el AcM P3 al
cultivo, la re-estimulacion in vitro si aumentd significativamente el porcentaje de

células T CD8' que expresaron los marcadores de activacion CD25 y CD69 y los
marcadores funcionales de CTL CD107a y granzima B, asi como la produccion de

IFN-y. Sorprendentemente, la adicién del AcM P3 al cultivo de células T CD8* con las
células B-2 de ratones inmunizados con el anticuerpo control también mostré un
efecto estimulador para CD107a y CD69. Estos resultados sugieren que el AcM P3
tiene la capacidad de habilitar a las células B-2 virgenes para provocar cierto nivel de

activacion de las células T CD8* virgenes, una propiedad que generalmente se
considera limitada a las DC. Las células B-1a de ratones inmunizados con el AcM P3

provocaron un aumento significativo del porcentaje de células T CD8" que expresaban
CD25 y CD107a o que producian IFN-y. En contraste con los resultados obtenidos
con las células B-2, la adicion del AcM P3 al cultivo tuvo poco efecto, comparada con

la adicién del anticuerpo control, sobre la activacion de las células T CD8*. En el caso
de las células B-1a obtenidas a partir de ratones inmunizados con el anticuerpo control

de isotipo no se indujo una activacién de las células T CD8" cuando se afiadi6 el AcM
P3 al cultivo. Estos resultados sugieren que los niveles de activacion alcanzados por
las células B-1a in vivo, junto con el alto porcentaje de células B-1a reconocidas por el

AcM P3, son suficientes para activar las células T CD8™ in vitro.
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Primeramente, se produjo un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T

CD8" en ratones BALB/c suprimidos e inmunizados con el AcM P3, con respecto a los
animales controles. A continuacion el AcM P3 fue capaz de inducir una recuperacion

significativa de las subpoblaciones de linfocitos T CD8% y T CD4™, pero no de la
poblacion de linfocitos B en un modelo de linfopenia inducida mediante ciclofosfamida.
Una rapida reconstitucion de la inmunidad dependiente de células T, como la
observada con el AcM P3, resulta critica para los pacientes con regimenes
linfosupresores. Para evaluar la funcionalidad de la poblacion de linfocitos T generada
luego del tratamiento con el AcM P3 se utilizé6 un modelo in vivo en el cual los ratones
se inmunosuprimen por el establecimiento de un tumor singénico. En ratones BALB/c
inmunosuprimidos por el tumor singénico F3Il y tratados con el AcM P3 se observo
una disminucion significativa en la frecuencia de prendimiento del tumor alogénico
B16-F10 respecto a la mostrada por el grupo control sin inmunizar. Se identifico,
usando herramientas bioinformaticas, un péptido en la VH del AcM P3 con la
secuencia MYYCARSGV, que se une especificamente a los alelos de MHC clase | de
la cepa de ratones BALB/c. El idiopéptido identificado es exclusivo del AcM P3, ya que
ningun otro anticuerpo reportado en la base de datos Abysis posee esa secuencia
exacta. Este péptido es capaz de unirse al menos a ocho alelos de clase | del HLA,
los cuales estan presentes en méas de un tercio de la poblacion de Cuba o los EUA. La
inmunizacion con el AcM P3 fue capaz de generar una respuesta especifica de CTL
capaz de lisar significativamente sélo las células esplénicas transferidas cargadas con
el péptido especifico de la region variable del AcM P3.

Los resultados de este trabajo permiten postular un modelo que no solo explicaria los
resultados obtenido en la tesis a la luz de un mecanismo fisiol6gico de regulacion de
la respuesta inmune contra antigenos propios de origen glicolipidico, sino que también
aportaria las bases moleculares y celulares para confirmar la existencia en el AcM P3
de un idiotopo regulatorio. Pérez y cols. sugirieron que el AcM P3 cumplia con los tres
criterios establecidos por Paul y Bona para definir un idiotopo regulatorio: ser
inmunogénico en el modelo singénico, aparecer en anticuerpos con diferentes
especificidades e inducir la activacion de células T autdlogas (5-7). Nuestro trabajo
aporta un nuevo elemento, o cuarto criterio, para definir un idiotopo regulatorio, que

seria la existencia de células T CD8* citotoxicas especificas por un péptido del
idiotopo, que desempefien una funcién reguladora. Por otra parte, la existencia de
péptidos con la capacidad de unirse a las moléculas del MHC | y generar una
respuesta CTL in vivo permiten una operacionalizacion del concepto de idiotopo
regulatorio, lo que podria facilitar su identificacion en otros anticuerpos y su potencial
empleo con el fin de modular diferentes respuestas inmunes.

Ademas del aporte tedrico, el presente trabajo tiene potencial importancia practica e
impacto social. Primeramente contribuye a la comprension de los mecanismos de
accion de vacunas idiotipicas como la vacuna Vaxira del CIM, actualmente registrada
para el uso en pacientes de cancer de pulmon. Por otra parte, permitiria un mejor
disefilo de nuevas vacunas o0 anticuerpos anti-idiotipicos al permitir modular su
inmunogenicidad y capacidad de interaccion con células del sistema inmune. Los
conocimientos derivados de este trabajo pueden traducirse en el disefio de
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tratamientos mas eficaces no solo para el céncer, sino también para otras
enfermedades de alta incidencia, como enfermedades autoinmunes y la
aterosclerosis.
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