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RESUMEN

Introduccioén: Las estrategias vacunales para potenciar respuestas de linfocitos T CD8+ cito-
téxicos (CTL) constituyen un reto debido a la necesidad de favorecer la presentacion cruza-
da de antigenos (Ag) exdgenos por las células presentadoras de antigenos (APC). Con este
propdsito se han empleado liposomas que encapsulan proteinas formadoras de poros (PFP)
de origen bacteriano. Objetivo: explorar la habilidad de liposomas que co-encapsulan el Ag
ovoalbumina (OVA) y sticholysina Il (Stll), una PFP producida por Stichodactyla helianthus,
de inducir una respuesta de CTL, funcional en un modelo tumoral. Métodos: Liposomas
que co-encapsulaban OVA y Stll se prepararon mediante deshidratacion-rehidratacion (Lp/
OVA/Stll). Se evalud la respuesta de CTL, asi como la actividad antitumoral en un escenario
preventivo. La capacidad de Stll de estimular la maduracion de las células dendriticas (DC) in
vitro fue también explorada. Resultados: Lp/OVA/Stll potencio la respuesta de CTL especifi-
ca a OVAy una actividad antitumoral en ratones retados con el tumor E.G7-OVA. Stll indujo la
maduracion de las DC in vitro, lo que resultd dependiente del receptor tipo Toll 4 (TLR4), con
una contribucién en la respuesta de CTL inducida por la formulacién liposomal in vivo. Lp/
OVA/Stll favorecio in vitro la presentacion cruzada de OVA y la activacion de células T CD8+
por macrofagos, pero no por DC. Estos resultados son la primera evidencia de que Stll en-
capsulada en liposomas funciona como una plataforma vacunal para inducir una respuesta
de CTL robusta, con una contribucion que va mas alla de su habilidad de formar poros en
membranas.




Sticholysin Il encapsulated into liposomes enhances
an antigen-specific cytotoxic T lymphocytes response
ABSTRACT

Keywords

Introduction: Vaccine strategies to enhance CTLs response are still a challenge since
it is necessary to favor the exogenous antigens (Ag) cross-presentation by antigen pre-
senting cells (APCs). For this purpose, liposomes encapsulating bacteria pore-forming
proteins (PFPs) have been used. Objective. To explore the ability of liposomes co-en-
capsulating the Ag ovalbumin (OVA) and sticholysin Il (Stll), a PFP produced by Sticho-
dactyla helianthus, to induce a CTL response, functional in a tumor model. Methods:
Liposomes co-encapsulating OVA and Stll were prepared by dehydration-rehydration
(Lp/OVA/StII). The response of CTLs was evaluated, as well as the antitumor activity in
a preventive setting. The ability of Stll to stimulate maturation of dendritic cells (DCs) in
vitro was also explored. Results: Lp/OVA/Stll enhanced the OVA-specific CTL respon-
se and antitumor activity in mice challenged with the E.G7-OVA tumor. Stll induced the
maturation of DCs in vitro, which was dependent on the Toll-like receptor 4 (TLR4), with
a contribution to the response of CTLs induced by the liposomal formulation in vivo.
Lp/OVA/Stll favored in vitro the cross-presentation of OVA and the activation of CD8+
T cells by macrophages, but not by DCs. These results are the first evidence that Stll
encapsulated into liposomes functions as a vaccine platform to induce a robust CTL
response, with a contribution that goes beyond its ability to form pores in membranes.

pore-forming proteins, liposomes; antigen pre-
senting cells; antigen cross-presentation, cyto-
toxic T lymphocytes

INTRODUCCION nas transportadoras asociadas co.nl el procesamientg de ’Ag
(TAP), lo que resulta en la formacién de los complejos pép-
tido-MHC clase I. Por el contrario, en la ruta vacuolar los Ag
internalizados son degradados dentro de los compartimentos
endosomales por proteasas lisosomales y los péptidos resul-
tantes se asocian con las moléculas MHC clase | en los endo-
somas y fagosomas.®'%" La induccion de CTLs especificos a
Ag tumorales es una estrategia terapéutica relevante debido
a que median la lisis especifica de la célula tumoral y también
proporcionan al hospedero una respuesta de memoria de lar-
ga duracion que puede prevenir la recurrencia del cancer.(*?
Se han disefiado diferentes estrategias basadas en lipo-
somas con el propésito de mejorar la presentacion cruzada
de Ag, las cuales incluyen liposomas sensibles al pH,®liposo-
mas cationicos? y la inclusion en estas vesiculas de inmuno-
moduladores, como ligandos de receptores tipo Toll (TLR),('
o péptidos membranotrépicos y PFP.(® Particularmente, la
co-encapsulacion en liposomas sensibles al pH de Ag con
Listeriolisina O (LLO), una PFP de la bacteria Gram (+) Listeria
La presentacion cruzada de Ag ocurre frecuentemente o ocitogenes, ha potenciado respuestas de CTL funciona-

por la ruta citosdlica, lo que implica una transferencia de los g y protectoras como resultado de una eficaz entrega de los
Ag desde el compartimento endosomal al citosol para su de- Ag al citosol de las APC.0719

gradacion por el proteasoma. Los péptidos son transportados
al reticulo endoplasmatico o a los fagosomas por las protei-

Una inmunoterapia exitosa contra el cancer requiere la
induccién de una respuesta inmune celular efectiva media-
da por linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL) en combinacion
con un adecuado ambiente inmunologico.™ La activacién de
linfocitos T CD8+ y su diferenciacion a CTL requiere el reco-
nocimiento por estas células de los complejos formados en-
tre moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
de clase | (MHC-I) y los péptidos antigénicos presentados
por las células presentadoras de antigenos (APC).® En este
proceso son necesarias, ademas, sefiales co-estimuladoras
y la presencia de citocinas tales como la interleucina (IL)-12
y el interferon tipo I. ¢4 Aunque las células dendriticas (DC)
son APC esenciales por su capacidad de procesar antigenos
(Ag) exdgenos y presentarlos a los linfocitos T CD8+®), evento
identificado como presentacion cruzada,® la capacidad de
los macrofagos (Mds) ha sido también reconocida para cum-
plir esta funcion in vitro e in vivo.0®

Las sticholisinas (St) I y Il (Stl y Stll), pertenecientes a la
familia de proteinas actinoporinas, son PFP producidas por
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la anémona del mar Caribe Stichodactyla helianthus.-(19202)
Estas proteinas de aproximadamente 20 kDa y carentes de
cisteina en su estructura, son capaces de permeabilizar mem-
branas modelos y celulares mediante la formacién de poros
oligoméricos de diametro 2 nm (222324 | a actividad permeabi-
lizante de estas proteinas se potencia significativamente en
presencia de esfingomielina y exhiben una gran similitud es-
tructural (19202125 3 homologia funcional de las St con las PFP
de origen bacteriano hace de estas actinoporinas moléculas
atractivas para potenciar la presentacion cruzada de Ag en
las APC. La incorporacion de las St a liposomas pudiera ser
conveniente para la generacién de CTL especificos a un Ag, si-
milar a lo que se ha informado con LLO. "'® Considerando lo
descrito, el objetivo de este trabajo fue explorar la habilidad de
Stll, co-encapsulada con el Ag modelo ovoalbumina (OVA) en
liposomas, de inducir una respuesta de CTL especifica al Ag
funcional en un modelo tumoral, la contribucion de su activi-
dad formadora de poros a esta respuesta inmune y aspectos
mecanisticos de su propiedades inmunoduladoras.

METODOS

Obtencion y caracterizacion de los liposomas que
encapsulan Stll y OVA

Se prepararon liposomas mediante el procedimiento de
deshidratacion-rehidratacion (DRV),?® constituidos por dipal-
mitoil fosfatidilcolina (DPPC) y colesterol (Col) en una relacién
equimolary en una proporcién de 16 pmoles de lipidos: 80 pg
de OVA: 10 pg de Stll (Lp/OVA/Stll). Como control se prepa-
raron liposomas sin Stll (Lp/OVA). En la caracterizacion de
los liposomas se evaluaron los parametros de eficiencia de
encapsulacion y tamafo/polidispersidad de las particulas,
mediante marcaje con yodo radioactivo ('?°l) de las proteinas
y dispersion dinamica de la luz, respectivamente. La resisten-
cia de los liposomas a la accion de Stll se comprobd con un
ensayo de permeabilizacion de liposomas cargados con el
fluoréforo carboxifluoresceina. Todos estos ensayos se rea-
lizaron segun se describen. ¢/

Evaluacion in vivo de la citotoxicidad de linfocitos T
CD8+ especificos a OVA

Ratones C57BL/6 salvajes 0 knockout de TLR-4 se inmu-
nizaron los dias 0y 12 con Lp/OVA/Stll o Lp/OVA. Las inmuni-
zaciones se realizaron por via s.c. con una dosis de 50 pg de
OVA en una proporcion de 10 ymol lipidos totales y 6,25 pg
St en 200 yL. Como control negativo se inyectd un grupo de
animales con tampon fosfato salino (PBS). El control positivo
consistié en OVA adyuvada en acido polinosinico-policitidilico
(OVA/PIC), administrado como se explicod previamente. ?” Se

prepararon células “diana” a partir de células totales del bazo
de ratones C57BL/6 virgenes.

La suspension celular se separé en dos grandes fraccio-
nes de igual concentracion. Una de las fracciones celulares se
incubo con el péptido inmunodominante de OVA, SIINFEKL y
posteriormente con el fluoréforo diacetato de carboxifluores-
cefna succinimidil éster (CFSE++). La otra suspension celular
no expuesta al péptido se incubd con una menor concentra-
cién de CFSE (CFSE+). Ambas suspensiones celulares se
mezclaron en una relacion 1:1y se inocularon por via i.v. a los
animales a los 20 dias de la primera inmunizacion. @7

Alas 16-18 h, los ratones se sacrificaron y se les extrajo el
ganglio linfatico (GL) inguinal mas préximo al sitio de inmuni-
zacion. La suspension celular de cada ganglio se analizé por
citometria de flujo determinando el numero de eventos co-
rrespondientes a las células marcadas con CFSE++y CFSE+,
lo que posibilitd la estimacion del porcentaje de lisis especi-
fica. @ En algunos ensayos se eliminaron las células T CD4+
en los animales inmunizados con el empleo de un anticuerpo
monoclonal (AcM) anti-CD4+, para evaluar la contribucion de
estos linfocitos a la respuesta de CTLs inducida por las prepa-
raciones liposomales.

Evaluacion de la actividad antitumoral en un
escenario preventivo

Ratones C57BL/6 se inmunizaron con Lp/OVA/Stll o Lp/
OVA, tal y como se describe en el epigrafe anterior; como con-
trol negativo, un grupo recibié PBS. El dia 19 de cada estudio
los ratones se retaron por via s.c. con las células tumorales
E.G7-OVA en 200 pL.@” El prendimiento y el volumen tumoral
se monitorearon con la medicion de los diametros perpendi-
culares. Se registré en el tiempo el porcentaje de animales sin
tumor (prendimiento tumoral) y al final del ensayo, el porcen-
taje de ratones vivos. En algunos ensayos se estudié el papel
que desempefiaban los linfocitos T CD8+ en la respuesta an-
titumoral generada por Lp/OVA/Stll, con la administracion de
un AcM anti-CD8 por via i.p., 24 h antes de la inoculacién del
tumor. Como control se le administré PBS en lugar del AcM
anti-CD8, a un grupo de animales inmunizado previamente
con Lp/OVA/Stll.

Deteccion de la presentacion cruzada del Ag
mediante el ensayo del hibridoma de células T LacZ

Las DCs y los Mds derivados de médula ésea (BM-DC y
BM-Mds, respectivamente) se prepararon segun se informo
previamente. 829 | a presentacion cruzada de Ag del péptido
OVA,, .., Se detect6 usando la linea del hibridoma de células
T CD8+ B3Z que expresa B-galactosidasa bajo el control del

promotor de IL-2. ©9 Brevemente, las BM-DCs y los BM-Mds
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se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo plano en medio
RPMI que contenia antibidticos y 10% de Suero fetal Bovino
(FBS).

Después de 24 h, las células se incubaron con o sin inhi-
bidores quimicos, disueltos en medio RPMI sin FBS durante
30 min. Las BM-DC y los BM-Md®s se pulsaron, en presencia o
ausencia de inhibidores, con OVA en forma soluble o con las
preparaciones liposomales Lp/OVA/Stll, o Lp/OVA. €Y Como
control positivo, las células se incubaron con el péptido SIIN-
FEKL. Después de la estimulacion, las células se cultivaron
conjuntamente con las células T CD8+ B3Z. ¢V

Después de 24 h, se elimind el sobrenadante y se adi-
cionaron a los pozos 100 pL de tampodn LacZ que contenia
clorofenol rojo-B-D galactopiranosido 0,75 mM en PBS mas
Nonidet P-40 al 0,13%, MgCI2 9 mM y B-mercaptoetanol 0,1
mM. Las placas se incubaron durante 5 h a 37 °C. La absor-
bancia se midié a 570/620 nm utilizando un lector de placas
SpectraMax.

Ensayos de activacion de células dendriticas

A partir de ratones C57BL/6 salvajes y knockout de TLR-4
0 TLR-2 se generaron BM-DCs inmaduras por el procedimien-
to descrito anteriormente. ® En placas de 6 pozos las células
se expusieron a diferentes estimulos (Stll, Stl, 0 LLO, 1 yg/mL)
disueltos en 2-3 mL de medio RPMI sin suero, durante 3 h.
Posteriormente, se afiadié en cada pozo FBS 10% y se man-
tuvieron en las mismas condiciones de incubacion durante
18ha?20h.

Como controles negativo y positivo del ensayo se afia-
di6 a las células medio o el lipopolisacarido bacteriano LPS
(1 pg/mL), @ respectivamente. Las células se colectaron con
PBS (4°C), se marcaron con los anticuerpos correspondien-
tes, @ para el andlisis por citometria de flujo de los niveles de
expresion de los marcadores de maduracion de DCs: CD40,
CD86 y CD80. Para eliminar la posible presencia de endoto-
xinas en las PFP Estas se pre-incubaron con polimixina B
(pmxB,10 pg/mL) en RPMI durante 20 min a 37 °C, excepto
LLO que se pre-incubd de 25 °C a 28 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Liposomas que co-encapsulan Stll y el Ag OVA
inducen una respuesta de células T CD8+ y una
respuesta antitumoral especificas a este Ag

Los liposomas que co-encapsulaban Stll y OVA (Lp/OVA/
Stll) mostraron elevados porcentajes de encapsulacién, simi-
lar para ambas proteinas (~50 %) y tamafios de particulas de
~2 um. La eficiencia de encapsulacién para el Ag OVA y el ta-
mafio de las particulas no resultaron modificados por la pre-

sencia de Stll. La composicion lipidica seleccionada (DPPC
y Col 1:1) para la produccion de los liposomas posibilité que
estas vesiculas fueran resistentes a la actividad formadora de
poros de Stll.

Los ratones inmunizados con Lp/OVA/Stll mostraron una
expansion significativa de las células T CD8+ especificas a
OVA y un incremento en la proporcion de linfocitos T CD8+
de memoria, en comparacion con aquellos tratados con Lp/
OVA o PBS. @ En correspondencia con estos resultados, la
actividad citotoxica especifica a OVA generada por Lp/OVA/
Stll en estos animales fue robusta, en relacion a los grupos
que recibieron Lp/OVA e incluso OVA/PIC como control positi-
vo (figura 1). Estos resultados demuestran que la preparacién
Lp/OVA/Stll es capaz no solo de expandir las células T CD8+,
sino también de potenciar una respuesta de CTL especifica al
Ag. Ademas, se evidencia que este efecto depende de la pre-
sencia de Stll en la vesicula liposomal, lo cual sugiere un po-
sible incremento relativo de la introduccion del Ag en una ruta
endogena de presentacion en el MHC-I mediado por la PFP.

Fig. 1. Induccién de una respuesta de CTL especifica al Ag OVA por la
formulacioén liposomal que co-encapsula OVA y Stll. Ratones C57BL/6
se inmunizaron por via s.c. los dias 0y 12 con Lp/OVA/Stll o Lp/OVA.
Otros dos grupos se inyectaron con PBS u OVA/PIC como controles (-)
y (+), respectivamente. El dia 20, los ratones recibieron por via i.v. una
mezcla de células “diana” (CFSE++) y células control (CFSE+). Alas 16
h a 18 h se extrajo de los ratones el GL inguinal mas proximo al sitio de
inmunizacion, se determind el nimero de eventos correspondientes a
las células CFSE++y CFSE+, y se calculd la lisis especifica (%). A) His-
togramas correspondientes a las células CFSE++ y CFSE+ de ratones
representativos de cada grupo experimental. B) Porcentajes de lisis de
las células “blanco”. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los grupos segun la prueba de Tukey (p <0,05). Se muestran las
medias (puntos) de cuatro experimentos independientes con su valor
medio (linea horizontal).
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Adicionalmente, se determind si la colaboracion de las
células T CD4+ era relevante para la induccion de CTL por Lp/
OVA/Stl. Los animales inmunizados con Lp/OVA/Stll y trata-
dos con el AcM anti-CD4 presentaron porcentajes de citotoxi-
cidad similares a aquellos inmunizados con esta formulacion
que no tenian afectadas las células T CD4+ (66,8 % y 74,7 %,
respectivamente, p = 0,66). Los resultados demuestran que la
formulacién Lp/OVA/Stll en este escenario es capaz de gene-
rar una respuesta de CTL especifica al Ag, aun en ausencia de
células T CD4+. @

Para determinar si la respuesta de CTL inducida por Lp/
OVA/Stll era eficaz en conferir inmunidad protectora, se selec-
ciond un escenario tumoral. Los animales se inyectaron con
Lp/OVA/Stl, Lp/OVA, PBS en un esquema igual al del ensayo
de CTL in vivo y siete dias después se inocularon con las cé-
lulas tumorales que expresan OVA, E.G7-OVA. El porcentaje de
ratones libres de tumor y de animales vivos en los grupos in-
munizados con Lp/OVA/Stll mostraron valores notablemente
mayores que los tratados con Lp/OVA (figura 2A). En resumen,
la inmunizacion con Lp/OVA/StIl promueve una robusta pro-
teccién antitumoral especifica al Ag, superior a la que se origina
con Lp/OVA, por lo que la incorporacion de Stll a los liposomas
determina que se potencie tanto la respuesta de CTLs, como la
inmunidad antitumoral en un escenario preventivo. @”

El papel crucial de los CTLs en la actividad antitumoral
inducida por la preparacion Lp/OVA/Stll se comprobd con la
eliminacion de la poblacion de linfocitos T CD8+. Los anima-
les desprovistos de células T CD8+ experimentaron una re-
duccién del porcentaje de ratones libres de tumor (p=0,001) y

una ausencia de animales vivos al final del experimento (Figu-
ra 2B), con respecto a los que no recibieron el AcM anti-CD8.
Estos resultados confirman que la formulacion Lp/OVA/Stll
activa linfocitos T CD8+ y éstos contribuyen notablemente a
la respuesta antitumoral que generan dichos liposomas. Sin
embargo, este efecto no se abrogd totalmente con la elimina-
cion de las células T CD8+, dadas las diferencias que se ob-
servaron entre este grupo y el control negativo, lo cual sugiere
la posible activacion de otras células efectoras en la respues-
ta frente a tumor.?”

La respuesta citotoxica especifica a OVA mediada
por las sticholisinas en liposomas no depende de su
actividad formadora de poros

Las respuestas de CTL y antitumoral que se indujeron con
Lp/OVA/Stll indicaron un posible papel de Stll en la presenta-
cion del Ag en las moléculas del MHC-I como se ha informa-
do para liposomas que portan LLO y un Ag,("'8%2 y donde la
actividad formadora de poros de la PFP resulté imprescindi-
ble. Por esta razdn, se estudié la importancia de la actividad
funcional de Stll para la capacidad de los liposomas que la
contienen de inducir respuesta de CTL. Con este fin se obtuvo
una variante de las St que forma dimeros irreversiblemente
inactivos a partir del mutante de Stl (93% homologia con Stll),
StIW111C, con el empleo del reactivo homobifuncional bis(-
maleimido) hexano, el cual se nombré StIW111 C,., Después
de comprobar la identidad y grado de pureza por electrofo-
resis del SttW111C,__, asi como su incapacidad para formar
poros, se realizd un ensayo de CTLs in vivo similar a lo des-

Fig. 2. Potenciacion de la respuesta antitumoral inducida por liposomas con Stll co-encapsulada con el Ag OVA y efecto de la eliminacién de
linfocitos T CD8+. A) ratones C57BL/6 fueron inmunizados con Lp/OVA/Stll o Lp/OVA los dias 0y 12 (7-10 animales/grupo). Siete dias después
los animales se retaron con 3 x 10° células E.G7-OVA. Un grupo de ratones recibié PBS (control negativo). B) Uno de dos grupos de ratones in-
munizados con Lp/OVA/Stll fue tratado con una dosis Unica (i.p.) de un AcM anti- CD8+ (1 mg/ratdn), en tanto el otro recibié PBS, un dia antes
de inocular las células tumorales. Los resultados se expresan como porcentajes de animales sin tumor en el tiempo y vivos el Ultimo dia del

ensayo, Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los grupos de acuerdo con las pruebas de Log-rank (p <0,05) (A) y la prueba U de

Mann-Whitney entre los grupos de ratones tratados o no con anti-CD8 (*p = 0,04) (B). Se muestra un experimento representativo de tres ensayos

con iguales resultados. 7
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crito anteriormente. Se prepararon liposomas que lo conte-
nian (Lp/OVA/StIW111C, ) y se compard con liposomas que
portaban el mutante StiwW111C formando predominantemen-
te dimeros reversibles estabilizados por enlaces bisulfuros
(9 (Lp/OVA/StIW111C,) o la St parental (Lp/OVA/Stl). De
manera interesante, los animales que recibieron Lp/OVA/Stl-
W111C, _ mostraron un porcentaje de lisis especifica a OVA
similar al de los ratones que recibieron las formulaciones Lp/
OVA/Stl o Lp/OVA/StIW111C_, (figura 3). Ademas, todos los
grupos experimentales tratados con los diferentes liposomas
exhibieron un valor medio de actividad citotoxica equivalen-
te al observado cuando los animales se inmunizaron con Lp/
OVA/Stll (Figura 1B). Este resultado constituyo la primera evi-
dencia de la no dependencia de la respuesta citotoxica espe-
cifica a OVA mediada por las Sts de la actividad formadora de
poros de estas PFPs. )

Stll co-encapsulada con OVA en liposomas induce la
presentacion cruzada del Ag en macréfagos pero no en
células dendriticas in vitro a través de la ruta vacuolar

Stll encapsulada con OVA en liposomas induce una signi-
ficativa proliferacion de linfocitos T CD8+ y respuesta de linfo-

Fig. 3. Estimulacién de una respuesta de CTLs especifica a OVA por
liposomas que co-encapsulan el dimero inactivo irreversiblemente St/
W111C, ., vy el Ag. Se inyectaron ratones C57BL/6 los dias Oy 12 con
Lp/OVA/StIW111C, ., Lp/OVA/StIW111C , Lp/OVA/Stl, OVA/PIC o
PBS. El ensayo se realizdé como se describe en la figura 1. En el gré-
fico se representa la actividad citotéxica (%) de cada ratén individual
(puntos). Linea discontinua: media de la lisis especifica de las célu-
las “diana” (%) en ratones inmunizados con Lp/OVA/Stll (figura 1B).
El andlisis estadistico se realizd respecto a los valores de Lp/OVA/
Stll mediante la prueba de Dunnett ( p<0,05). Los datos corresponden
a un experimento representativo de dos ensayos independientes con
resultados similares. @7

rev’

citos T citotoxicos in vivo. Para investigar cuales APCs parti-
cipan en esta respuesta, se evaluo la habilidad de las BM-DC
y los BM-M®s de activar las células B3Z T CD8+ especificas
al péptido SIINFEKL después de la estimulacion con OVA en-
capsulada con o sin Stll en liposomas. Las BM-DC no fueron
capaces de inducir una significativa activacion de las células
T CD8+ cuando ellas fueron estimuladas con la OVA encapsu-
lada en liposomas con o sin Stll (entre 4 % y 9 %) (figura 4A).
Estas APC solamente provocaron una significativa activacion
de las células T CD8+ cuando fueron estimuladas con 25 pg/
mL de OVA libre (30%). Similares resultados se obtuvieron
empleando linfocitos T CD8+ de ratones OT-l especificos al
péptido SIINFEKL.@7

De manera interesante, la simple mezcla de Sll con OVA
si indujo la presentacion cruzada del Ag en BM-DC (manus-
crito en preparacion). La baja capacidad de las BM-DCs de
internalizar estas vesiculas pudiera explicar en parte el com-
portamiento de estas APCs al menos in vitro. Por el contrario,
los BM-M®s mostraron una evidente capacidad de promover
la presentacion cruzada del péptido derivado del Ag OVA en
MHC clase | cuando estas células fueron estimuladas con Lp/
OVA/Stll siendo significativamente superior a lo observado
con la preparacion Lp/OVA (figura 4B). Ademas, sélo las célu-
las B3Z T CD8+ activadas por los BM-M®s pulsados con Lp/
OVA/Stll o con el control experimental del péptido SIINFEKL,
indujeron una secrecion notable de IL-2.6" En resumen, sola-
mente la formulacion liposomal conteniendo OVA encapsula-
da con Stll fue capaz de inducir la presentacién cruzada del
Ag en BM-M®s, indicando la habilidad de esta PFP para pro-
mover la presentacion de este en el contexto de MHC clase I.

La presentacion cruzada de OVA en BM-Mds resultd sig-
nificativamente reducida con el uso de los inhibidores de la fa-
gocitosis y del aparato de Golgi, citocalasina D y brefeldina A,
respectivamente, lo que indica que estas células internalizan
estas particulas a través de un mecanismo de fagocitosis y
que la existencia de un aparato de Golgi funcional es relevante
para la presentacion cruzada del Ag mediado por los liposo-
mas que contienen Stll.¢"

En la via clasica de presentacion en MHC clase |, las pro-
teinas citosdlicas son catabolizadas por el proteasoma antes
de la formacién de los complejos péptidos-MHC clase |. La
presentacion cruzada de Ag exdgenos en MHC clase | pue-
de también involucrar el transporte al citosol seguido por el
procesamiento por el proteasoma o degradacion por protea-
sas lisosomales en el compartimento endosomal. @191 Con
el propdsito de conocer la maquinaria proteolitica implicada
en la generacion de péptidos MHC clase | de OVA co-encap-
sulada con Stll en los liposomas, el ensayo de presentacion
cruzada del Ag fue realizado en presencia de inhibidores del
proteasoma o de las proteasas lisosomales.
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Sorprendentemente, el tratamiento con epoxomicina, in-
hibidor del proteosoma, no afectd la presentacion cruzada de
OVA co-encapsulada con Stll en los liposomas, ¢V pero si obs-
truyo la de OVA libre, lo que demuestra que la inhibicion con
epoxomicina fue efectiva en estas condiciones experimenta-
les. Sin embargo, la incubacion de los BM-M®s con el inhibidor
general de catepsinas o con leupeptina, el cual es un inhibidor
de proteasas cisteino, serino y treonina, decrecié significativa-
mente la presentacion cruzada de OVA encapsulada con Stll en
liposomas. ¢ Como era de esperar, la presentacion del péptido
exogeno SIINFELK no fue modificada por ninguno de los inhi-
bidores empleados. En su conjunto estos resultados indican
gue OVA encapsulada con Stll en liposomas no requiere de la
protedlisis citosolica para su presentacion cruzada, pero si de-
pende de la degradacién lisosomal, lo que demuestra que Stll

Fig. 4. Presentacion cruzada de OVA en BM-M®s y en BM-DCs media-
da por Stll co-encapsulada con OVA en liposomas. A) BM-DC y B) BM-
M®s de ratones C57BL/6 fueron incubados con las concentraciones
indicadas de OVA en Lp/OVA/Stll o Lp/OVA. Ambas células incubadas
con 25 ug/mL de OVA libre y 10 nM del péptido SIINFEKL fueron usa-
dos como controles. Posteriormente, las células fueron co-cultivadas
durante 24h con las células B3Z T CD8+ especificas a OVA y que ex-
presan B-Galactosidasa bajo el promotor de IL-2. Ay B muestran la
media + desviacion estandar de la densidad dptica a 570nm corres-
pondiente a la actividad enzimatica. La eficiencia de la presentacion
cruzada del Ag en relacion al péptido SIINFEKL se indica sobre cada
barra. El anélisis estadistico fue realizado mediante la prueba de U de
Mann—Whitney: ** p <0,01, *** p <0,001. ¢

co-encapsulada con OVA en estos liposomas induce la presen-
tacion cruzada del Ag por la ruta vacuolar. €V

Después de demostrar la capacidad de los BM-M®s para
realizar la presentacion cruzada de OVA co-encapsulada con
Stll en liposomas in vitro, se estudio la relevancia de los M®s
en lainduccion de la respuesta de CTL por esta formulacion li-
posomal in vivo. Los ratones C57BL/6 fueron desprovistos de
los M®s mediante la administracion de liposomas que conte-
nian clodronato por via i.p.¢% y se realizé el ensayo de CTL, tal
como se describe en la figura 1. El andlisis de las células de
la cavidad peritoneal por citometria de flujo reveld una elimi-
nacion aproximada del 85%, de los M®s.C" El andlisis cuanti-
tativo del porcentaje de células “dianas” lisadas indica que la
eliminacion de los M®s provocd una significativa reduccion
delos CTLs especificos a OVA (190 %).¢V Estos resultados de-
mostraron el rol esencial que tienen estas APC en el cross-pri-
ming de los linfocitos T CD8+inducido por la formulacion lipo-
somal Lp/OVA/Stllin vivo.

Estos resultados en su conjunto evidencian, por primera
vez, eventos mecanisticos de la presentacion cruzada del Ag
en APC mediada por Stll en liposomas, diferentes a los descri-
tos previamente para la PFP, LLO. (1617.18.32)

Stll y la isoforma Stl inducen la maduracién de las
células presentadoras de antigenos

Los resultados obtenidos presuponen que la actividad
formadora de poros en las membranas de las St no es de-
terminante en la inmunomodulacién que estas PFP ejercen
sobre la actividad de CTL vy, por tanto, es probable que otro
mecanismo condicionado por su estructura 3D sea relevante
en la generacion de dicha respuesta inmune. Por esta razon,
se evalud la maduracion de APC como DC, mecanismo esen-
cial para la activacion de CTs. BM-DC de ratones se expusie-
ron a Stll o a la isoforma Stl, en su forma libre. Como control
se utilizo LPS en presencia o ausencia de pmxB y se compard
el efecto de las St con LLO en presencia de pmxB.

En la figura 5 se aprecia que ambas St, aun pre-incubadas
con pmxB, originaron un marcado incremento en el porcen-
taje de BM-DC que exponian en su superficie las moléculas
co-estimuladoras CD86, CD40 y CD80 (figura 5A) y en el nivel
de su expresion en membrana (figura 5B), en comparacion
con el medio + pmxB (control negativo). Como era de espe-
rar, el LPS (control positivo) mezclado con pmxB exhibié una
reduccion notable del porcentaje de células positivas y en el
nivel de su expresion de los marcadores en membrana, valo-
res que se equipararon a los observados en el control nega-
tivo. Ademas, el incremento en la expresién de las moléculas
co-estimuladoras que indujeron ambas St fue equivalente al
que origind LLO (figura 5B) y se abrogé cuando se evaluaron
St desnaturalizadas por calor (manuscrito en preparacion).
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Se evidencidé que ambas St en su estructura nativa, inde-
pendientemente de la contaminacién con LPS, comparten la
propiedad de madurar DC in vitro, lo cual se logra comprender
debido a su elevada homologia estructural.(® Esta capacidad
pudiera explicar, en parte, el efecto inmunomodulador de es-
tas PFP y su contribucion a la respuesta inmune celular me-
diada por los liposomas que la contienen.

La maduracion de las células dendriticas inducida
por Stll y la respuesta de linfocitos T citotoxicos
generada por los liposomas que contienen esta PFP
dependen del TLR-4

Debido a que Stll fue capaz de madurar DC, uno de los
eventos que se derivan de la interaccion de TLR de las APC
con sus respectivos ligandos, se presumio que los efectos de
esta PFP pudieran estar asociados con la activacion de uno

0 mas de dichos receptores. Para corroborar esta hipotesis,
BM-DC de animales deficientes de TLR-4 (KO TLR-4) o TLR-2
(KO TLR-2) y de animales normales como control del experi-
mento, se incubaron con Stli+ pmxB o LPS, como control de
ligando de TLR-4. 359 Se evalud la expresion de los marcado-
res CD40 y CD86 en la superficie de las BM-DC. Nuevamente
se observo que Stll aumentd la presencia de estos marcado-
res en las BM-DC de los animales normales en términos de
porcentajes de células positivas, en relacion a las células no
estimuladas (figura 5C y D).

Sin embargo, la expresion de las moléculas de superficie
se redujo significativamente en BM-DC de KO TLR-4 expues-
tas a Stll, contrario a lo que ocurrié en BM-DC de KO TLR-2
(figuras 5Cy D). Estos resultados sugieren la participacion del
TLR-4 en la maduraciéon de BM-DC que induce Stll. Ademas,
se realizé un ensayo de CTL in vivo donde se evalué el efecto

Fig. 5. Maduracion de las DC por Stll in vitro: Dependencia de TLR-4 e influencia de este receptor en la respuesta de CTL que inducen los liposo-
mas que contienen esta PFP. A y B) Porcentajes e intensidad media de fluorescencia (IMF), respectivamente, de células CD11c+ que expresan
CD86, CD40 y CD80. C y D) Gréficos que muestran la razon entre BM-DC (%) CD40+ o CD86+ estimuladas respecto a aquellas no estimuladas
(medio). Linea discontinua: células no estimuladas. BM-DC de ratones C57BL/6, salvaje o deficientes de TLR-4 o TLR-2 (KO TLR-4 y KO TLR-2,
respectivamente), se incubaron durante 3 h con Stll pre-tratadas con pmxB. A las 18 h a 20 h de una ulterior incubacién se detectaron las células
CD11c+ que expresaban moléculas co-estimuladoras en su superficie mediante citometria de flujo. En algunos ensayos se adiciond la isoforma
Stl o la PFP bacteriana LLO, esta ultima como referencia. Se muestran las medias + desviacion estandar de los valores medios de tres experi-
mentos independientes. E) Porcentajes de lisis de las células “diana” en animales individuales (puntos). Se realizaron ensayos de CTLs in vivo
como se describe en la figura 1, con ratones C57BL/6 salvajes y KO TLR-4 inyectados con Lp/OVA/Stll o PBS. Se muestran los resultados de un
experimento que se repitid dos veces con iguales resultados. Letras distintas significan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo

con la prueba de Tukey (p <0,05).
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de Lp/OVA/Stll en ratones deficientes de TLR-4. La inmuni-
zacion con los liposomas origind en los ratones salvajes una
respuesta de CTL equivalente a la que se informd en la Figura
1, mientras que en los KO TLR-4 se evidencio una citotoxici-
dad considerablemente menor (figura 5E). Con este resultado
se demuestra que el TLR-4 y por tanto, los mecanismos que
se derivan de su activacion, influyen en la respuesta inmune
mediada por CTL que induce la formulacion Lp/OVA/StlI.

Conclusiones

Estos hallazgos en su conjunto constituyen la primera
demostracion de que una plataforma vacunal basada en Stll,
PFP de un organismo eucariota marino, encapsulada en lipo-
somas funciona eficientemente para inducir una respuesta de
CTL robusta de relevancia para la inmunoterapia del cancer,
con una contribucion de StIl que va mas alla de su habilidad
de formar poros en membranas.
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