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Estudio de la capacidad adyuvante de la proteina Omp19 de Brucella spp. sobre
la respuesta inmune adaptativa

Resumen

En nuestro laboratorio nos encontramos investigando la utilidad de la porcion proteica
de la lipoproteina de membrana externa de 19 kiloDalton de Brucella abortus (U-Omp19) como
adyuvante vacunal. Resultados previos proponian a U-Omp19 como un inhibidor de serin
proteasas de estdmago e intestino. En esta tesis hemos comprobado que U-Omp1l9 posee
actividad de inhibidor de cistein proteasas lisosomales y que la co-administracién de U-Omp19
inhibe parcialmente la degradacién del antigeno (Ag) dentro de las células presentadoras de Ag
incrementando su vida media y promoviendo su presentacién cruzada a las células T CD8". U-
Omp19 también es capaz de activar células dendriticas (DCs) induciendo un aumento en la
expresion de moléculas co-estimulatorias y secreciéon de citoquinas pro-inflamatorias. Por
ultimo, estudiamos la respuesta inmune inducida en ratones luego de la co-administracién de
OVA y U-Omp19 por via subcutanea. Observamos que U-Ompl9 como adyuvante de OVA
induce una eficiente respuesta inmune celular de tipo T CD8" y citotdxica con produccién de
IFN-y. Los resultados obtenidos indican que la actividad adyuvante de U-Omp19 esta dada, por
un lado, por su capacidad de activar DCs y por otro lado, por promover la estabilidad y la
presentacion de Ags a través de su accion como inhibidor de proteasas, éste ultimo representa

un novedoso mecanismo aun no descripto para un adyuvante vacunal.

Palabras clave: adyuvante, vacuna, inhibidor de proteasas, presentacién antigénica.



Study of the adjuvant capacity of U-Omp19 from Brucella spp. on the adaptive
immune responses

Abstract

In our laboratory we are investigating the usefulness of the protein moeity of the outer
membrane lipoprotein of 19 kiloDalton from Brucella abortus (U-Omp19) as a vaccine adjuvant.
Previous results proposed U-Omp19 as a serine protease inhibitor. In this thesis we found that
U-Ompl19 possesses inhibitory activity of lysosomal cysteine proteases, and that the co-
administration of U-Omp19 partially inhibits the antigen (Ag) degradation in Ag presenting cells
increasing its half life and promoting its cross presentation to CD8" T cells. U-Omp19 is also
capable of activating dendritic cells (DCs) inducing the upregulation of co-stimulatory molecules
and secretion of pro-inflammatory cytokines. Finally, we studied the immune response induced
in mice after subcutaneously co-administration of U-Omp19 and OVA. We observed that U-
Omp19 as adjuvant of OVA induces an effective T CD8" and cytotoxic cellular immune response
with IFN-y production. These results indicate that the adjuvant activity of U-Omp19 is given, in
one hand, by its ability to activate DCs and in the other hand, by promoting Ag stability and
presentation through its action as a protease inhibitor, the latter represents a novel mechanism

not yet described for a vaccine adjuvant.

Key words: adjuvant, vaccine, proteases inhibitor, antigen presentation.
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Introduccioén

INTRODUCCION

ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y VACUNAS

Actualmente, la vacunacién continda siendo la herramienta mas efectiva en la
prevencion de las enfermedades infecciosas, el objetivo primordial de ésta es la generacién de
una respuesta inmune eficiente contra el antigeno (Ag) administrado capaz de conferir
proteccion a largo plazo frente a la infeccion. Es importante resaltar que la mayoria de las
vacunas actuales solo previenen la enfermedad pero no protegen frente a la infeccién. El
concepto de proteccién de una vacuna es un concepto basicamente estadistico y debe ser
entendido en términos poblaciones, en cuanto la inmunizacién reduce la propagacién de un
agente infeccioso al reducir la cantidad y/o duracién de la replicacion del patégeno impidiendo

gue se establezcan los sintomas y efectos patoldgicos en el individuo vacunado [1].

La historia de la vacunacién experimental propiamente dicha comenzé hacia fines del
siglo XVIII cuando Edward Jenner en 1796 demostrd la efectividad de la inoculacién en los
humanos del virus de la viruela vacuna para prevenir la viruela humana. Unos afnos después,
alrededor del afio 1800 se instauraron los conceptos de atenuacién, virulencia y pasajes. En
1885 Louis Pasteur desarrollé la primera vacuna para humanos contra la rabia y poco tiempo

después comenzaron a desarrollarse las vacunas a microorganismos muertos o inactivados [2].

Por mas de un siglo el desarrollo de las vacunas siguid los principios de Pasteur: “aislar,
inactivar e inyectar” los microorganismos causantes de la enfermedad. De esta manera se han
producido vacunas virales y bacterianas consistentes en patdgenos completos muertos,

patégenos atenuados vivos o componentes purificados de dichos patégenos. La mayoria de las
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Introduccioén

vacunas desarrolladas fueron atenuadas por pasajes sucesivos en cultivos o inactivadas por

medio de tratamientos fisicos o quimicos [2, 3].

A pesar de que la erradicacién mundial del patégeno es el objetivo ideal de la
vacunacion hasta el presente solo la viruela ha sido erradicada [4], |la eliminacién local o el
control de la diseminacion de los patdgenos son los resultados mas frecuentes de los
programas de vacunacién. Junto con ellos, la vacunacidon ha permitido la reduccién de la

mortalidad, la morbilidad y las discapacidades provocadas por las enfermedades infecciosas [5].

Las contribuciones claves de la vacunacién en la salud mundial hasta el momento
incluyen: la erradicacion de la viruela a nivel global, la casi completa eliminaciéon de la
poliomielitis y la reduccién de mas del 95/ en la incidencia de enfermedades como la difteria,
el tétanos, la tos convulsa, paperas, sarampidén y rubeola. Mas recientemente, las vacunas
contra hepatitis A, hepatitis B, Haemophilus influenzae tipo b y neumococos han contribuido a
reducir las muertes causadas por estos agentes infecciosos [6]. A pesar de estos avances, aln
son necesarias vacunas efectivas para la prevencidn de varias enfermedades importantes como
la producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), la leishmaniasis, la malaria y la

tuberculosis [7, 8].
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Introduccioén

RESPUESTA INMUNE Y VACUNAS

Un factor clave en el disefio racional de nuevas vacunas es el conocimiento del tipo de
respuesta inmune protectora requerida para controlar y eliminar la infeccién por un
determinado patdgeno. Esto depende principalmente de las caracteristicas del
microorganismo, es decir, de la manera en que infecta al hospedador, su localizacion durante la
infeccidn, si produce o no toxinas, etc. [9]. El desarrollo de vacunas eficaces se ha visto limitado
por la falta de conocimiento y caracterizacién acerca del repertorio de mecanismos capaces de
conferir proteccion contra un determinado microorganismo. Es por esto importante dilucidar el
mecanismo de accién y el tipo de respuesta inmune inducida por las vacunas, asi como también
tener en cuenta las estrategias de escape y evasidn del patégeno. A pesar de ello, no existen
estrategias y herramientas universalmente aceptadas para el disefio de vacunas y su

descubrimiento continda siendo un proceso basicamente empirico [10].

Rol de las células dendriticas en la inmunidad adaptativa contra las infecciones

El tipo de respuesta obtenida luego de una inmunizacion depende, en ultima instancia,
del procesamiento que sufra el Ag y de la activacién diferencial que se produzca sobre las
células del sistema inmune. Es ampliamente conocido el papel fundamental que desempefian
las células dendriticas (DCs) en la deteccion de patdgenos o vacunas y en la integracion de esta
informacidn para regular la cantidad, calidad y duracidn de la respuesta inmune adaptativa [11,
12]. Las DCs inmaduras residen en la periferia donde sirven de centinelas para Ags foraneos

(por ejemplo las vacunas) y patégenos microbianos. Los Ags son constantemente capturados
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Introduccioén

por las DCs via pinocitosis y/o fagocitosis. Los agentes microbianos y/o muchas vacunas poseen
motivos conservados denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y/o
sefales de dafio (DAMPs) los cuales son detectados por los receptores de reconocimiento de
patrones (RRPs) en la DC. La activacién de los RRPs resulta fundamental para la activacion de la

DCYy el inicio de la respuesta inmune (Sefial 0) (llustracion 1).

Las DCs residentes localizadas en los tejidos no linfoides procesan y presentan los Ags
endocitados en las moléculas de histocompatibilidad de tipo | (MHCI) o tipo Il (MHCII).
Posteriormente a la estimulacién de los RRPs, se pone en marcha una cadena de sefializacion
intracelular en la DC que termina en la liberacién de mediadores solubles, como citoquinas y
quimiocinas inflamatorias como parte de la respuesta innata inmediata (Sefial 1) (llustracion 1).
Asi también, este encuentro de la DC residente con el PAMP o el Ag vacunal da inicio a un
proceso de maduraciéon que induce su migracidén hacia los ganglios linfaticos [13]. Dado que las
células Ty B se encuentran en los drganos linfoides secundarios, es necesario que el Ag alcance
estos drganos para ser presentado a las células T. Durante la activacién y migracion de la DC
esta aumenta la expresion en membrana de moléculas co-estimulatorias (CD80, CD86 y CD40) y
de moléculas MHCII que le permiten interaccionar con las células T CD4" y T CD8" virgenes
induciendo su activacion (Senal 2) (llustracidn 1). La estimulacién de la célula presentadora de
Ag profesional (CPA) es fundamental para una apropiada induccién de respuestas celulares que
involucran a las células Ty B. La ausencia de la sefial 2 de estimulacién en la CPA puedo llevar a

la tolerancia inmunoldgica o la anergia [14] (llustracidén 1).
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llustracion 1. Seiales importantes para la activacion de las células T por las DCs. La iniciacién de la
respuesta de tipo T helper requiere de 3 sefiales. La sefial 0 implica el reconocimiento del patégeno por
los RRP de las DCs. En segundo lugar, el procesamiento y presentacién de los Ags provenientes del
patégeno a las células T (Sefial 1) acompafiado por la expresion de moléculas co-estimulatorias y

secrecién de citoquinas (Sefial 2). Adaptado de Guy,B et al. 2007.

Es importante destacar que las DCs son las Unicas CPAs capaces de activar a las células T
virgenes e iniciar su activacion. Luego de su activacion las células T tienen el potencial para
diferenciarse en diferentes tipos de células efectoras, el destino que tomen dependera del tipo

de Ag o patégeno fagocitado y de la activacion diferencial de la DC.

Inicialmente, la dicotomia T helper (Th)1/Th2 definia dos perfiles de células Th basadas
en la secrecion de IFN-y (Thl) e IL-4 (Th2) [15, 16]. Las células Thl, a partir de la secrecién de
IFN-y, inducen la activacion de los macrdfagos. La respuesta de tipo Thl también favorece
respuestas inmunes celulares del tipo T CD8" y CTLs y la generacién de anticuerpos (Acs) de tipo
IgG2a e 1gG3. La respuesta de tipo Th2 se caracteriza por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL.-6 y la
induccion de anticuerpos IgG de isotipo 1gG1, IgE e IgA en ratones. Este tipo de células T
promueven la produccién, reclutamiento y activacion de eosindfilos, la produccion de

anticuerpos IgE y la activacién de mastocitos.
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Sin embargo, datos experimentales mostraron que este modelo, basado en 2 tipos de
células Th era insuficiente para explicar los multiples aspectos de la iniciacién, regulacién y
coordinacion de las respuestas inmunes. En los ultimos 10 afios, se han caracterizado nuevos
perfiles de células Th que han sido designados como: Th17, Th9 y Th22 de acuerdo a la
secrecidn de citoquinas (Th-17: IL-17, 1L-21 e IL-22, Th9: IL-9 y Th22: IL-22, TNF-a e IL-13). Las
células Th17 inducen el reclutamiento y activacién de neutrdfilos [11]. Las células Th22 se
encuentran en la piel y parecen participar en la inmunidad antibacteriana y antifingica
mientras que las células Th9 podrian participar de la inmunidad frente a los parasitos helmintos
y también en el desarrollo del asma [17]. Por otro lado, células Thf (Th foliculares) se

especializan en promover la diferenciacién de LB en plasmocitos productores de anticuerpos.

Adicionalmente, se ha descubierto un tipo de células llamadas células T supresoras: las
células T regulatorias (Tregs). Estas células regulan el balance entre la tolerancia y las
respuestas inmunes mediante la accion de citoquinas como TGF-B y/o IL-10 y moléculas de
membrana como CTLA4 y GITR. Dentro de este tipo de células T se han descripto varias

poblaciones incluyendo CD4" CD25'Foxp3* TRegs, Trly Th3 [18].

Presentacion de antigenos por CPAs

El reconocimiento de los complejos MHC-péptido por el receptor de la célula T (TCR) es
un evento crucial en la activacion de las células T. Diferentes mecanismos son utilizados por las
moléculas MHCI o MHCII para la unién y presentacion de péptidos antigénicos a las células T

CD8"y CD4" respectivamente.
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La via endégena o biosintética de presentacion antigénica

La via de presentacion endégena o biosintética es la via usual para la presentacién de
péptidos derivados de las proteinas presentes en el citosol, ya sean proteinas propias o
provenientes de patdgenos que replican en el citosol. Estos péptidos son presentados por las
moléculas MHCl a los LT CD8". La degradacidn de proteinas en el citosol es llevada a cabo por el
proteasoma, los péptidos que se generan son luego translocados al reticulo endoplasmatico
(RE) mediante la accion de proteinas transportadoras (TAP). Una vez en el RE los péptidos se
ensamblan con moléculas MHCI y estos complejos viajan hacia la superficie celular a través del

aparato de Golgi.

La presentacion mediante moléculas MHCI es activa en todos los tipos celulares,
constituyendo un mecanismo para monitorear la expresién de proteinas intracelulares. De esta
forma, las células T CD8" vigilan el proteoma celular y poseen la habilidad de destruir aquellas

células que expresen proteinas virales o tumorales.

La via exégena o endocitica de presentacién antigénica

La via de presentacion exdgena o endocitica es la via usual de presentacién de péptidos
derivados de proteinas presentes en el compartimento endosdmico. Los péptidos presentados
por las moléculas MHCII derivan de patdégenos o macromoléculas extracelulares que son
internalizadas en los compartimentos endosémicos mediante fagocitosis, macropinocitosis,
endocitosis mediada por receptor y otros mecanismos [19] .Estos péptidos son presentados por

las moléculas MHCII a los LT CD4". La degradacién de proteinas en los endosomas es mediada
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por diversas enzimas, entre las que se destacan las catepsinas. La molécula MHCI se sintetiza en
el citosol y luego se transloca al RE, desde donde es transportada al compartimento
endosdmico, lugar donde se lleva a cabo la unién entre los péptidos y la molécula MHCII [20].
La via de presentacion mediante moléculas MHCII es solo constitutivamente activa en las CPAs,

(DCs, LB, macrdéfagos) y también en las células epiteliales timicas.

Interseccidn de las vias de presentacion antigénica: presentacion cruzada de antigenos

La presentacion cruzada de Ags implica: i) la presentacién de Ags presentes en el citosol
a través de moléculas MHCII y ii) la presentacién de Ags presentes en los endosomas a través
de moléculas MHCI. Estos mecanismos explican la induccién de respuestas T CD4" contra Ags

citosdlicos y de respuestas T CD8" contra Ags extracelulares [21, 22].

El ingreso de Ags citosdlicos en los compartimentos endosémicos puede darse por
fagocitosis de células apoptoticas por la CPA profesional o por autofagia, de esta forma Ags

presentes en el citosol pueden entrar en la via de presentacion exdgena.

Por otro lado, la presentacidon de Ags extracelulares mediante moléculas MHCI implica
gue el material internalizado por la DC y que se encuentra dentro de los endosomas accede, de
alguna forma, a la maquinaria de procesamiento y presentacion de la via MHCI que se
encuentra normalmente en el RE. Se han descripto dos mecanismos principales mediante los
cuales ocurriria la presentacion cruzada de Ag exdgenos: la via “citosélica” y la via “vacuolar”

[23] (Figura 2).
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e Lavia citosdlica

La via citosdlica de presentacidon cruzada de Ags exdgenos propone que las proteinas
antigénicas presentes en los compartimentos endosdmicos escapan al citosol, donde son
degradadas por el proteasoma. Los péptidos generados de esta degradacion, son luego
recortados por aminopeptidasas presenten en el citosol o el RE [24, 25] obteniendo el tamaiio
final adecuado para su unién a las moléculas MHCI. Finalmente los péptidos generados son
transportados al RE mediante los transportadores asociados al procesamiento de Ag (TAP1y
TAP2) para su unién a las moléculas MHCI [26] (llustracién 2). Algunos trabajos han propuesto
gue la carga de los péptidos también podria ocurrir en los compartimentos endociticos, ya que
se ha descripto que existe reclutamiento del complejo TAP y MHCI en endosomas y fagosomas
[27, 28]. Segun la evidencia actual esta via seria predominante para presentar Ags exégenos via

moléculas MHCI [23, 29].

e Lavia vacuolar

En la via vacuolar de presentacion cruzada de Ags la carga del Ag exdgeno en las MHCI
ocurre en los compartimentos endociticos sin pasar en ningin momento por el citosol. Esto
sugiere que el procesamiento de los Ags hasta alcanzar el tamafio adecuado para su unién en
las moléculas MHCI es llevado a cabo por las proteasas lisosomales. La presentacién cruzada
mediante la via vacuolar es resistente a la accién de los inhibidores de proteasoma e

independiente de TAP [30] (llustracién 2).

La presentacién cruzada de Ags extracelulares cumple un papel muy relevante para

iniciar respuestas de tipo T CD8" citotdxicas contra Ags endocitados que no son capaces de
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acceder a los moléculas MHCI en las DCs, este es el caso de virus que no infectan directamente

a las DCs o tumores de origen no hematopoyético [31, 32].

A pesar que se ha descripto que varios tipos celulares son capaces de realizar
presentacion cruzada de Ags en ciertas condiciones, las DCs son las principales células que lo
efecttan in vivo [33]. Entre todas las poblaciones de DCs, las CD8a" en el ratdn y su equivalente
BDCA3" en humanos, las DCs derivadas de monocitos y las CD103" migratorias son las Unicas

capaces de realizar presentacién cruzada de Ags in vitro e in vivo [34-37].
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llustracion 2. Las vias mas importantes de presentacion cruzada de Ags en las DCs. Luego de la
endocitosis, los Ags que van a ser presentados via moléculas MHCI pueden seguir distintas vias. Via
Citosodlica: los Ags internalizados en los compartimentos endosdmicos escapan al citosol donde son
procesados por el proteasoma. Los péptidos resultantes pueden ser cargados en las moléculas MHCI en
el RE (carga en el RE) o transportados nuevamente al endosoma donde se carga en las moléculas MHCI
(carga en el endosoma). Via Vacuolar: alternativamente, los Ags exdgenos pueden ser degradados en el
endosoma donde son directamente cargados en las moléculas MHCI. Adaptado de Olivier P. Joffre et al.

2012.
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TIPOS DE VACUNAS

La mayoria de las vacunas que han sido exitosas se han desarrollado a partir de
microorganismos inactivados (muertos) o vivos atenuados, ya que estos son capaces de
inducir duraderas respuestas inmunes. Las vacunas consistentes en cepas vivas atenuadas de
un patogeno al ser inoculadas en un individuo suelen seguir el curso de la infeccién natural del
patégeno del que provienen. De esta manera, la permanencia del microorganismo en el
individuo vacunado permite que la exposicién al mismo sea mds duradera, estimulando
continuamente el sistema inmune pero no produciendo la enfermedad. En el caso de
inyecciones de microorganismos muertos o preparaciones antigénicas inactivadas se requieren
multiples inoculaciones y el empleo de adyuvantes para lograr un efecto similar. Tanto las
vacunas a cepas atenuadas como aquellas que se basan en microorganismos inactivados
presentan todos o casi todos los antigenos presentes en el patdgeno. Estas vacunas son

capaces de inducir fuertes respuestas adaptativas humorales y celulares [38].

La vacuna contra la tuberculosis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) asi como la vacuna
contra el virus de la poliomielitis (Sabin) y las vacunas contra el sarampion, la rubéola o
parotiditis se componen de microorganismos vivos atenuados. Estas vacunas se administran en
muchos paises del mundo, incluida la Argentina. La vacuna contra Bordetella pertussis causante
de la tos convulsa, la vacuna antigripal y la vacuna contra la hepatitis A son otros ejemplos de
vacunas incluidas en el calendario de vacunaciéon de nuestro pais que se componen de

microorganismos inactivados (Tabla 1).

Sin embargo, la utilizacidn de cepas atenuadas presenta desventajas relacionadas con su

baja seguridad, por ejemplo en individuos inmunocomprometidos la posibilidad de reversién
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espontanea a cepas virulentas y la liberacion del microorganismo al ambiente [2]. Se han
reportado casos de paralisis asociados con reversiones de la vacuna Sabin oral contra el virus de
la poliomelitis (OPV es una cepa atenuada) (aproximadamente 1 caso en 2,5 millones de
vacunados) [39]. Sin embargo, se continta utilizando en paises con alta incidencia de la
enfermedad debido a que induce una efectiva respuesta inmune protectora en mucosa

gastrointestinal.

Bacteriana

BCG (tuberculosis)

Viral

Viva atenuada Sabin (OPV, poliomielitis)
Sarampidn, Rubeola y parotiditis (Triple Viral)
Fiebre amarilla

Fiebre hemorragica

Bacteriana

Bordetella pertussis (tos convulsa)
Viral

Antigripal

Hepatitis A

Salk (poliomielitis)

Difteria (DT)

Tétanos (DT)

Haemophilus influenzae B
Antineumocécica

Hepatitis B (HBV)

Virus del papiloma Humano (HPV)

Inactivada

Toxoides

Polisacarida conjugada

Recombinantes

Tabla 1. Tipos de vacunas presentes en el calendario Nacional de vacunaciéon de la Republica
Argentina. Adaptado del manual de Recomendaciones Nacionales de Vacunacion Argentina. 2012.
Ministerio de Salud. Presidencia de la Nacién.
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Vacunas a subunidad

Los problemas de seguridad asociados con las vacunas basadas en microorganismos
inactivados o vivos atenuados ha incentivado el desarrollo de nuevas vacunas mas eficaces y
seguras. Estas nuevas vacunas estan basadas en componentes parcialmente purificados de los
patégenos (vacunas a subunidad), entre las cuales encontramos vacunas compuestas por:
toxinas detoxificadas, polisacaridos, proteinas purificadas/recombinantes y vacunas a ADN o
ARN [40, 41]. En el desarrollo de vacunas a subunidad lo mas importante y complejo es la
eleccién del mejor Ag que sea capaz de montar una adecuada y eficiente respuesta inmune

protectora contra el patégeno.

La vacunas compuestas por toxoides se desarrollaron a partir del conocimiento de que
muchas bacterias como Clostridium tetani y Corynebacterium diphtheria producen toxinas
involucradas en la patogénesis en el huésped. Es sabido que la neutralizacidn de estas toxinas
mediante anticuerpos previene la enfermedad. Las vacunas contra este tipo de bacterias se
basan en versiones detoxificadas de estas toxinas (toxoides). Las vacunas contra la difteria y el
tétanos son ejemplos de toxoides utilizados como vacunas, los cuales generalmente se

administran en forma combinada [42] (Tabla 1).

De la misma forma, anticuerpos dirigidos contra los polisacéridos de las cdpsulas de
algunas bacterias (por ej., Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae) son capaces de producir inmunidad antibacteriana. Las vacunas contra estos
organismos se desarrollan a partir de polisacaridos extraidos de cultivos bacterianos. Estas
vacunas son efectivas en adultos pero muy poco inmunogénicas en nifios menores a 2 afios de

edad a causa del estado inmaduro del sistema inmune y el tipo de respuesta independiente de
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células T que inducen estos polisacaridos. Esta deficiencia se ha resuelto mediante el uso de
proteinas transportadoras (carriers TT por ej.) las cuales al inducir respuestas de tipo Th
permiten generar memoria inmunoldgica contra el polisacdrido. Por ejemplo, el desarrollo de
una vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae B ha sido producida siguiendo este

concepto [43] (Tabla 1).

Las vacunas recombinantes son aquellas que utilizan la tecnologia del DNA
recombinante en alguna etapa de su produccion. De esta forma, la ingenieria genética hace
posible la expresion de genes de diferentes patdgenos en organismos de facil crecimiento. Los
sistemas de expresién mas utilizados son las bacterias (E. coli), levaduras o baculovirus y en los
ultimos afios se han obtenido algunos Ags recombinantes en plantas [43]. Las proteinas
obtenidas, se purifican y pueden ser administradas por diferentes vias. Tienen la ventaja de
tener una composicién bien definida, se puede estandarizar su proceso de produccién vy
principalmente se elimina todo riesgo de reversidon o efectos secundarios al ser incapaces de

multiplicarse en el individuo inmunizado [56, 58].

Actualmente, es limitado el nimero de vacunas recombinantes aprobadas para su uso
en humanos. La vacuna recombinante contra el virus de la heptitis B (HBV) esta disponible
desde 1981 y consta de Ags de la superficie de los virus producidos en levaduras y adsorbidos
en sales de aluminio. Recientemente, se ha incluido al calendario nacional de vacunacion la
vacuna contra el virus del papiloma humano (HPV), la cual combina la expresion de proteinas

del virus en particulas tipo virus (VLPs) (Tabla 1).

Aunque las vacunas a subunidad poseen muchas cualidades ventajosas, su habilidad

para estimular potentes respuestas inmunes es menor comparada con las formulaciones
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tradicionales compuestas por patdgenos enteros [44], esto se debe al limitado numero de
componentes capaces de estimular el sistema inmune que contienen, asi como a su
incapacidad de replicar in vivo [45]. Dada la baja inmunogenicidad de los Ags puros se hace
necesario que incorporen compuestos inmunoestimulantes (adyuvantes) los cuales pueden
influenciar el tipo y la potencia de la respuesta inmune inducida (Th1, Th2 y/o CTLs) asi como
también permiten disminuir las dosis administradas para producir una respuesta protectora

duradera y con ello reducir el costo de las vacunas [38, 46].

DISENO RACIONAL DE VACUNAS

éCual es la formulacion 6ptima?

Los tres factores mas importantes a

. Sistemas
tener en cuenta en el disefio de vacunas son: da Potenciadores
entrega Inmunes

i) los Ags capaces de participar en una

respuesta protectora frente a la enfermedad,

ii) los sistemas y las vias de administraciéon
Optimos para inducir la respuesta deseada vy
llustracion 3. Principales factores involucrados en

iii) los potenciadores inmunes (adyuvantes) el disefio racional de vacunas.

adecuados para generar una respuesta eficaz (llustracion 3).
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I.Antigenos

La seleccién del Ag y la optimizacion en esta seleccidn representa la piedra angular del
disefio de vacunas. Durante mucho tiempo y hasta el dia de hoy se seleccionan Ags en base a
sus niveles de expresion, su capacidad de actuar como factores de virulencia y/o si se
encuentran conservados en el microorganismo. Finalmente y mas alla de las especulaciones los

Ags deben testearse empiricamente.

Con el advenimiento de la gendmica, se ha desarrollado un nuevo proceso para la
identificacion de Ags: la vacunologia reversa, término acufiado por el Dr. Rappuoli para
describir la busqueda de Ags de interés vacunal a partir del genoma microbiano [47, 48]. Esta
tecnologia se desarrolldé a partir de la necesidad de identificar Ags vacunales para el
meningococo serogrupo B, los cuales fueron incorporados en una nueva vacuna que estd en
fase clinica [49]. Especificamente, el potencial codificante del genoma del patdgeno es
explotado mediante una seleccidn in silico, high throughput screening y tecnologia de perfiles
(por ejemplo gendmica y protedmica) para definir Ags candidatos. Incluso, esta técnica permite
el desarrollo de péptidos sintéticos, los cuales pueden ser producidos a bajo costo e
incorporados a las vacunas a subunidad [50, 51]. Este nuevo enfoque permite identificar

rapidamente antigenos de proteinas de un organismo de una manera imparcial.

Il. Sistemas de administracion

La via de administracion, las dosis y la estrategia de “delivery” del Ag se engloban dentro

del sistema de administracién. Especialmente, se necesitan sistemas de entrega en el caso de
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Ags que no son eficientemente transportados a los sitios inductivos y presentados luego de su
administracion. Por ejemplo, una rapida degradaciéon del Ag puede resultar en una respuesta
débil o ausente contra el mismo. Para superar esta deficiencia se han estudiado distintas
estrategias que mejoran la llegada del Ag a la CPA, por ejemplo, el uso de vectores virales
recombinantes que pueden infectar directamente a las CPAs [52]. El transporte del Ag hacia la
DC también puede darse acoplando Ags con anticuerpos especificos contra moléculas de la
membrana, lo cual induce la captura y activacion de células B y T [53]. Se ha visto que la fusién
de Ags de HIV a fragmentos de anticuerpos especificos contra la molécula DEC205 en la DC

induce potentes respuestas inmunes en primates [54].

Idealmente una vacuna debe ser segura, potente, estable a distintas temperaturas y
generar inmunidad protectora y duradera en los individuos inmunizados [55]. Asi también, la
produccidn, purificacion y caracterizacién debe ser eficiente, requiriendo un minimo nimero de
etapas, ser barata y permitir su uso en distintos grupos etareos y con diferentes trasfondos
genéticos (diferentes haplotipos). El desarrollo de nuevas vacunas que cumplan estos requisitos
se ha visto impedida por la falta de adyuvantes y sistemas de administracidn seguros vy
eficientes, asi como también por un limitado conocimiento de las respuestas inmunes

necesarias contra ciertos patégenos que sean capaces de generar inmunidad protectora.

Ill. Adyuvantes

Los adyuvantes son sustancias que, incorporadas al Ag o administradas

simultaneamente con él, hacen mas efectiva la respuesta inmune contra el mismo. Los
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adyuvantes inmunoldgicos fueron descriptos originalmente en la década de 1920 por el bidlogo
G. Ramon [56], quien demostré que la respuesta a las toxinas del tétanos y la difteria se veia
incrementada con la inyeccion de estas vacunas en combinacidn con otros compuestos como el
agar, la tapioca o las saponinas. Desde ese entonces y hasta la actualidad numerosas sustancias
han sido estudiadas como adyuvantes; el de mayor éxito sin duda ha sido el aluminio, en sales

de hidréxido o de fosfato, aprobado para uso en humanos desde 1920 (Tabla 2).

Adyuvantes aprobados para su uso en vacunas humanas

Alum* (1924) Sales minerales Fosfato de aluminio o Varias
hidréxido de aluminio
MF59 (Novartis;1997) Emulsion aceite en Escualeno + polisorbato 80 Fluad (gripe estacional),
agua +trioleato de sorbitan Focetria (gripe

pandémica), Aflunov
(gripe pre-pandémica)

ASO3 (GlaxoSmithKline ;2009) Emulsion aceite en Escualeno + Tween 80+ Pandremix (gripe
agua a—tocoferol pandémica), Prepandrix

(gripe pre-pandémica)

Virosomas(BernaBiotech;2000) Liposomas Lipidos+ hemaglutinina Inflexal (gripe estacional)
Epaxal (hepatitis A)

ASO4* (GlaxoSmithKline;2005)  Agonista TLR4 Hidroxido de aluminio+ MPL Fendrix (hepatitis B),

absorbido en Alum Cervarix (papiloma virus

humano)

Adyuvantes testeados en humanos pero no aprobados para su uso al dia de hoy

CpG 7909, CpG 1018 Agonista TLR9 Oligonucledtidos CpG solos o combinados con

alum/emulsiones

Imidazoquinolinas Agonista TLR7 y TLR8 Moléculas pequenas -

Polyl:C Agonista TLR3 Andlogos de RNA doble cadena

Pam3Cys Agonista TLR2 Lipopétido -

Flagelina Agonista TLR5 Proteina bacteriana conjugada a Ag

Iscomatrix Combinacion Saponina + colesterol + dipalmitoilfosfatidilcolina

ASO1 Combinacion Liposoma + MPL + saponina (QS21)

ASO2 Combinacion Emulsidn agua en aceite + MPL + saponina (QS21)

AFO3 Emulsidn aceite en agua Escualeno + montano 80 + Eumulgina B1PH

CAF01 Combinacion Liposoma + DDA + TDB -

IC31 Combinacion Oligonucledtido + péptidos cationicos

AFO3, formulacién adyuvante 03; CAF01, formulacidén adyuvante catidnica 01; DDA, dimetildioctadecilamonio; MPL,
monofosforil lipido A; Pam3Cys, tripalmitoil-s-gliceril cisteina; Poly:IC, acido poli-inosinico/policitidilico; TDB,
dibehenato de trehalosa; TLR, receptor de tipo Toll.

*Adyuvantes aprobados en los Estados Unidos

Tabla 1. Adyuvantes aprobados o ensayados en formulaciones vacunales para su uso en humanos.

Adaptado de Rappuoli R. et al. 2011 y Reed SG et al. 2013.
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Luego de mas de 90 afios de la introduccion del aluminio al dia de hoy se han
incorporado nuevos adyuvantes en vacunas humanas (principalmente con licencia europea): i)
MF59 (una emulsién de aceite en agua) utilizado en la vacuna contra la influenza Fluad®; ii)
virosomas (proteoliposoma compuesto por fosfolipidos, hemaglutinina del virus de la influenza
y un antigeno blanco determinado) usado en la vacuna contra la hepatitis A Epaxal®; iii)
basados en monofosforil lipido A (MPL): un agonista de TLR4 que en combinacién con aluminio
(AS04) es un componente de la vacuna contra la Hepatis B Fendrix® y de la vacuna del HPV
Cervarix® (aprobado en Estados Unidos y en nuestro pais); iv) ASO3 una emulsién de aceite en
agua que ha sido aprobada para la vacuna contra la gripe pandémica (Prepandrix); v) la

subunidad B de la TC (TC-B) utilizada en la vacuna oral contra Vibrio cholera (Dukoral®) [57, 58]

y vi) liposomas utilizados en la vacuna contra virus de hepatitis A y contra influenza [59] (Tabla

2).

Los adyuvantes pueden utilizarse para mejorar la respuesta inmune hacia un Ag en
varios sentidos: pueden mejorar la magnitud de la respuesta inmune contra un Ag débil;
pueden usarse para aumentar la velocidad y duracidn de la respuesta inmune, pueden modular
la avidez de los anticuerpos, isotipos o distribucién de subclases; pueden estimular y modular la
respuesta inmune celular; pueden promover la induccidon de respuesta inmune local (ej.:
mucosas); disminuir la cantidad de Ag necesaria y reducir el costo de una vacuna; o pueden
ayudar a impedir la competencia de Ags que existe en las vacunas combinadas [60]. Los
adyuvantes deben seleccionarse para su uso en base a la ruta de administracién y el tipo de

respuesta inmune necesaria para esa vacuna en particular (Acs, celular y/o de mucosas).
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¢COmo actuan los adyuvantes?

El mecanismo de accion de los adyuvantes varia mucho, dependiendo del tipo de
adyuvante utilizado. La mayoria de ellos implican la interaccién directa o indirecta del
adyuvante con las CPAs, principalmente las DCs ya que estas cumplen un rol fundamental en la
generacion de la respuesta inmune in vivo al ser las Unicas células capaces de activar linfocitos T

virgenes [61].

Los mecanismos adyuvantes descriptos hasta el momento incluyen: i) aumentar la vida
media biolégica o inmunoldgica del Ag vacunal (por ejemplo, el efecto “depot”), ii) favorecer la
infiltracidon celular, inflamacién y trafico celular hacia el sitio de inyeccién, particularmente
mejorar la entrada del Ag a las células presentadoras de antigenos (CPAs), iii) promover el
estado de activacidon de estas CPAs para una eficiente presentacién antigénica o iv) inducir la
produccién de citoquinas inmunomoduladoras que dirigen la respuesta hacia un perfil Th

particular [60].

El mecanismo mas conocido es el efecto "depot", propio de las sales de aluminio o de los
adyuvantes oleosos como el Adyuvante de Freund Incompleto (IFA), que consiste en retener el
Ag en el lugar de inoculacién durante el mayor tiempo posible, evitando asi su desaparicidén en
la circulacién sanguinea, permitiendo que se produzca una reaccion inflamatoria local que
facilite la llegada a esa area de CPAs que transporten el Ag hacia el ganglio linfatico donde se
generard la respuesta inmune [62]. Muchos adyuvantes actian como vehiculos promoviendo
una liberacién gradual del Ag en el sitio de inyeccion e incrementando la captura del Ag y su
exposicion por la DC, este es el caso de los adyuvantes particulados como las sales de aluminio,

los liposomas, las emulsiones y las microparticulas [63]. Ademads, este tipo de adyuvantes
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tienen la capacidad de unir Ags y formar agregados multimoleculares que facilitan su captura
por la CPA mediante fagocitosis [64]. Algunos de estos compuestos poseen también
propiedades inmunoestimulatorias que estimulan la maduracién de la CPA y contribuyen a la
activacion de las células T mediante su interaccién con las CPA. Agonistas de TLR -el
lipopolisacarido (LPS) o el ADN bacteriano (CpGs)- han demostrado tener capacidad adyuvante
debido a que son capaces de estimular/madurar a las DCs [65]. Estos compuestos
inmunoestimulatorios pueden combinarse para obtener el tipo de respuesta deseada

(llustracion 4).
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llustracion 4. Mecanismos de accidn de los adyuvantes. Se han postulado varios mecanismos mediante
los cuales los adyuvantes pueden ejercer su acciéon. Muchos adyuvantes actian como ligandos de RRPs
activando la respuesta inmune innata. La sefalizacion mediante RRPs activa factores de transcripcién
que inducen la expresion de citoquinas y quimiocinas que reclutan células de la inmunidad innata en el
sitio de inyeccién e inducen la activacidon de DCs dirigiendo el curso de la respuesta inmune adaptativa.
La activacion del inflamasoma forma parte del mecanismo de accién de las sales de aluminio, lo cual
lleva a la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-1B e 1L-18) y al reclutamiento de
monocitos/macrdfagos. Ciertos adyuvantes influencian la internalizacion, procesamiento y presentacion
del Ags por las moléculas MHC. Es posible que algunos adyuvantes actien mediante multiples

mecanismos. Adaptado de Reed SG et al. 2013.
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Clasificacion

Los adyuvantes admiten varias clasificaciones de acuerdo a su fuente, mecanismo de
accién o propiedades fisicoquimicas, sin embargo la mas utilizada los agrupa en:
inmunoestimulantes, vehiculos o aquellos que comparten ambas propiedades. Los
inmunoestimulantes actlian directamente sobre el sistema inmune para incrementar la
respuesta hacia el Ag. Ejemplos de estos incluyen: ligandos de TLR, citoquinas, saponinas y
exotoxinas bacterianas. Mientras que los vehiculos presentan de manera 6ptima el Ag al
sistema inmune y sirven de matriz para los Ags [66], entre ellos encontramos las sales
minerales, emulsiones, liposomas, virosomas y microesferas poliméricas biodegradables [67]

(llustracion 5).

Lipoésosmas Microesferas Sales minrales, Lipsomas ISCOMs Emulsiones  Emulsiones  Agonistas TLR Saponinas
neutros

alum catiénicos agua en aceite aceite en agua

0. 00 Y
0© 0 MO & @ © 7

T2 T Ty T2 T, ]orT /T2

Depot/vehiculos Inmunoestimulatorios y vehiculos Inmunoestimulatorios

llustracion 5. Propiedades de los adyuvantes. Los compuestos adyuvantes pueden clasificarse de acuerdo
a su modo de accion: depot, vehiculos y/o inmunoestimulatorios; y el tipo de respuesta inmune que

inducen (Th1 y/o Th2). Adaptado de Guy,B et al. 2007.
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Vehiculos

e Sales de aluminio

Las sales de aluminio han sido por casi un siglo el principal adyuvante utilizado en
vacunas humanas. Tradicionalmente se creia que la funciéon primaria del aluminio era la
formacién de un depdsito de Ag que permitia su liberacién lenta en el sitio de inoculacién
(efecto “depot”) y esto aseguraba una continua captura por las CPAs. Sin embargo,
actualmente se ha propuesto que este mecanismo no seria indispensable para su funcidn
adyuvante sino que ésta radicaria principalmente en la capacidad del aluminio de estimular la
respuesta inmune innata [68-71]. Se ha reportado que el aluminio induce inflamacion en el sitio
de inyeccidon reclutando y activando DCs, monocitos y macréfagos. Ademads, aumenta la
captacién de los Ags por las DCs y la maduracion de las mismas [72]. Se ha descripto que el
aluminio es capaz de inducir la secrecidn IL-1f3 e IL-18 por DCs y monocitos [73]. También se ha
propuesto que induce la liberacidon de acido urico, el cual actia como una sefial endégena de
peligro que induce el reclutamiento de DCs inflamatorias y la activacion de las mismas [72]. La
activacion del inflamasoma NLRP3 seria crucial para la induccién de respuestas humorales
luego del empleo de estos adyuvantes [74], pero hoy en dia este mecanismo se ha visto
cuestionado ya que se han publicado varios trabajos mostrando resultados que lo refutan [75-
78]. Si bien las sales de aluminio son el adyuvante vacunal mas utilizado y seguro hasta el
momento, con un record mundial de individuos vacunados dificil de alcanzar presenta un
problema significativo en relacion al tipo de respuesta inmune que induce, restringida

principalmente a una respuesta inmune humoral y celular de tipo Th2 con alta produccion de
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anticuerpos pero no estimula respuestas celulares de tipo Thl o citotdxicas necesarias para la

erradicacion de patégenos intracelulares o tumores [79].

e Emulsiones

Existen dos tipos de emulsiones utilizadas en formulaciones vacunales: i) emulsiones

agua en aceite y ii) emulsiones aceite en agua (llustracién 6). Las emulsiones agua en aceite

actuan generalmente como vehiculos reteniendo el Ag en el sitio de inyeccién prolongando su

vida media y en consecuencia su presentacién al sistema inmune (efecto “depot”).

El adyuvante de Freund
completo (CFA) es una de las
emulsiones agua en aceite mas
ademas

conocidas, el cual

contiene micobacterias
muertas  por  calor. Ha
demostrado ser un adyuvante

muy potente, incluso mayor a

las sales de aluminio, por tal

A) Emulsion aceite en agua

Gotas de aceite

Agua
(medio de dispersién)

B) Emulsién agua en aceite

Gotas de agua

> ‘o
b ™ )?:‘J
>
J‘?“' K"i*’ “"‘ir'
o8, Hoa
W 5
"4;“\ ; »:r‘{

Aceite
(medio de dispersion)

llustracion 6. Representacion esquemadtica de las emulsiones
aceite en agua (a) y agua en aceite (b).

motivo ha sido ensayado como adyuvante en vacunas a subunidad proteicas [80]. Sin embargo

su uso en ratén ha sido asociado con una gran variedad de efectos adversos como pérdida de

peso, leucocitosis y peritonitis granulomatosa [81] lo que ha estimulado el desarrollo de

versiones modificadas de este adyuvante como el adyuvante de Freund incompleto (IFA, sin
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micobacterias), Montanide ISA 51 (contiene mono-oleato de manide), Montanide ISA 720
(contiene escualeno), etc. A pesar de que estos adyuvantes han demostrado incrementar la
inmunogenicidad del Ag no cumplen con los requisitos de seguridad en ensayos clinicos

observandose, en muchos casos, multiples efectos secundarios adversos [82, 83].

Las emulsiones de tipo aceite en

# Antigeno
agua se consideran mas seguras que las @ Escualeno (4.3%)
©= Span (0.5%)

=@-Tween 80 (0.5%)

agua en aceite. El MF59 es un

representante tipico de este tipo de Buffer Citrato

emulsiones compuestas por escualeno, llustracion 7. Representacion esquematica de los
componentes del MF59.

que a diferencia de las emulsiones agua en

aceite no posee un efecto “depot” en el sitio de inyeccidn sino que actia mediante la induccién
de quimiocinas a nivel local que permiten el reclutamiento de monocitos que capturan el Ag
(llustracion 7). Ademads, estimula la diferenciacion de los monocitos en DC facilitando su
migracion a los ganglios linfaticos donde se inicia la respuesta inmune adaptativa [84]. Otra
emulsidén aceite en agua ensayada como adyuvante es el AS03, el cual consta de a-tocoferol,

escualeno y polisorbato 80 [85]. Tanto el ASO3 como el MF59 se utilizan en vacunas a

subunidad proteica contra el virus de la influenza (Tabla 2) [86, 87].

e Polimeros

Compuestos de nanoparticulas y microparticulas poliméricas han sido estudiados como

potenciales adyuvantes vacunales [88]. Los polimeros mas conocidos y ampliamente utilizados
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son: acido polilactico (PLA), chitosan, acido
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\ e
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lo que permite su lenta liberacion. El PLGA es "us_tra,c'_on 8. R?presentac'on de un namparlt'cu'a
polimérica. Polimero de PLGA-poloxamer-chitosan
conteniendo Ags de superficie recombinantes del
virus de la hepatitis B (rHBsAg). Adaptado de

Paolicelli et al. 2010.

uno de los polimeros mdas ampliamente
estudiado como vehiculo para Ags vacunales.
Los poliésteres de PLGA permiten una continua liberacion de los Ags encapsulados, lo cual
promueve una constante estimulacion de la CPA. Ademas, se ha propuesto que el PLGA es
capaz de estimular la secrecion de IL-1B lo cual conlleva a la activacidn de caspasa-1 vy
consecuentemente a la activacion del inflamasoma [64]. Las microesferas de PLGA han sido
evaluadas en una vacuna oral peptidica contra el HIV, sin embargo los estudios de fase clinica

no han sido totalmente satisfactorios [89].

Una de las ultimas innovaciones en polimeros es el desarrollo de dendrimeros y
polimeros dendriticos. Los dendrimeros estdn compuestos de unidades repetitivas de
polimeros que se enraizan en un nucleo central. Los Ags pueden conjugarse al final de los
polimeros ramificados permitiendo la presentacion de multiples epitopes [90]. Se ha
desarrollado un polimero dendritico de t-butil acrilato (PtBA) que ha sido evaluado en la vacuna
contra Streptococcus grupo A [91]. La disponibilidad de una variedad de estructuras poliméricas
seguras y flexibles en cuanto su modificacién quimica lo propone como un sistema atractivo

especialmente como vehiculo de vacunas peptidicas.
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e Liposomas

Los liposomas, bicapas lipidicas compuestas de fosfolipidos naturales o sintéticos que
rodean un centro acuoso, han sido ampliamente estudiados como vehiculos de Ags en
formulaciones vacunales. El determinante antigénico puede estar encapsulado en el centro
acuoso, integrado a la bicapa lipidica o unido a la superficie externa de los liposomas
(llustracion 9b). De esta forma, el Ag queda eficientemente protegido de la degradacién
enzimatica y puede ser capturado por las CPAs dada la naturaleza particulada de los liposomas
[92]. Se ha observado que los complejos liposoma-Ag inducen una respuesta inmune celular
mayor a la observada con las sales de aluminio cuando son administrados por via subcutanea
[93]. Del mismo modo, se han observado fuertes repuestas citotdxicas inducidas con
formulaciones liposomales conteniendo péptidos del virus de la hepatitis C (HCV) y del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS) [94, 95]. Los liposomas catidnicos permiten una
fuerte atraccidn quimica con la CPA como consecuencia de la abundancia de grupos aniénicos
en su membrana. Ademas de la carga, la composicidn y el tamafio de los liposomas contribuyen
a su accién adyuvante [96]. Los ultimos avances en formulaciones liposomales incluyen la
incorporacion de agonistas de TLR y ligandos manosilados para incrementar o dirigir un
determinado tipo de respuesta (CTL, Thl, o Th2) [97, 98]. Los sistemas basados en liposomas
mostraron ser muy efectivos como vehiculos y su versatilidad y posibilidad de conjugacidn con

diferentes tipos de Ags resulta muy ventajoso en el desarrollo de vacunas.

e Particulas tipo virus

Las particulas tipo virus (VLP) estan compuestas de proteinas virales recombinantes que

se autoensamblan mimetizando la conformacién de virus nativos, sin embargo son seguras ya
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que carecen del material genético viral (llustracion 9a). Las VLPs tienen el tamafio ideal para
ser eficientemente capturadas por las CPAs, incluso son capaces de acceder al citosol y ser
procesadas mediante la via de presentacién enddgena lo que les permite inducir fuertes
respuestas CTLs. La disposicion altamente repetitiva y ordenada de los Ags en las VLPs permite
la induccién de potentes respuestas inmunes humorales. Los Ags pueden ser incorporados en
las VLPs por recombinacidon genética o acoplamiento quimico. Las vacunas comerciales
aprobadas para su uso compuestas de VLP incluyen Gardasil® y Cervarix® las cuales proveen

proteccion contra el HPV y Engerix® y Recombivax HB® que protegen contra el HVB [99-101].

A. Particulas tipo virus (VLP) B. Liposomas
Glicoproteina
Antigenica
Menibrana Interior acuoso -
Cépside lipidica viral 5
C. ISCOM D. Particula polimérica E. Nanoparticula

no degradable

llustracion 9. Representacion esquematica de la estructura de nanoparticulas utilizadas como
vehiculos para Ags vacunales. (A) Particulas tipo virus, (B) Liposomas, (C) ISCOMs, (D) Polimeros y (E)

Nanoparticulas no degradables. Adaptado de Gregory AE et al. 2013.
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e \Virosomas

Los virosomas se componen de envolturas virales reconstituidas en ausencia de genoma
viral. A diferencia de las VLPs, los virosomas consisten en proteinas de la envoltura del virus
embebidas en membranas lipidicas liposomales. La integracion de los Ags en estas
construcciones se puede realizar: i) por fusion directa a la membrana, ii) absorcién a la
superficie virosomal, iii) por conjugacién quimica a los lipidos o iv) por encapsulaciéon dentro de
la vesicula. La mayoria de los virosomas que estdn siendo estudiados actualmente estan
basados en la reconstitucién de la envoltura del virus influenza (IRIV). Estos virosomas
contienen las proteinas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) intercaladas en la superficie
de la bicapa lipidica. Estas proteinas posibilitan su fusién a las membranas celulares de la CPA y
su posterior captura y procesamiento por la via endégena de presentacion lo que permite la
induccion de respuestas de tipo T CD8" y CTL [102]. Su potencial uso como adyuvantes ha sido
ensayado en vacunas peptidicas contra varias enfermedades que requieren este tipo de

respuestas para su prevencion, entre ellas la malaria, hepatitis y melanoma [103].

e Saponinas

Las saponinas han sido extensamente utilizadas como adyuvantes en vacunas
veterinarias. La mas utilizada es Quil A y sus derivados, extraidos de la corteza del arbol Quillaja
saponaria [104]. La Quil A se compone de una mezcla de saponinas con sus porciones
carbohidratos unidas a un &cido triterpenoide mediante uniones glicosidicas. Fracciones

purificadas de QuilA son utilizadas como adyuvantes ya que por su naturaleza oligosacaridica
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permite una eficiente captura del complejo mediante endocitosis mediada por receptores de
lectina tipo C presentes en la superficie de las CPAs. Sin embargo, uno de sus oligosacaridos se
encuentra acilado por dos unidades repetitivas de acidos lipofilicos alifaticos, lo que contribuye
por un lado a su habilidad para inducir respuestas inmunes de tipo CTL y por otro provoca
cierta inestabilidad y toxicidad al compuesto [105]. A pesar de que las saponinas deaciladas
mostraron ser menos tdxicas y capaces de estimular respuestas de tipo Th2 no inducen

respuestas de tipo Thly CTL [106].

e Iscoms

Los complejos inmunoestimulatorios, mas conocidos como ISCOMs, son estructuras
lipidicas compuestas de colesterol, fosfolipidos y saponina que contienen los Ags en su interior.
(llustracion 9c). Los Iscoms no actuan a través de un RRP determinado, sin embargo son
capaces de incrementar la captura del Ag y prolongar su retencién por las DCs en los ganglios
linfaticos activando la DC y promoviendo fuertes respuestas inmunes [107]. Esta tecnologia ha
permitido el desarrollo de ISCOMATRIX®, el cual puede ser combinado con una variedad de Ags

y se ha reportado que induce respuestas de tipo T CD8" [108, 109].

Inmunoestimulatorios
e Ligandos de TLR

Dentro de los RRP, los receptores de tipo Toll (TLR) son los mds estudiados y de mayor

interés como potenciales adyuvantes. Los TLR son proteinas transmembrana de tipo | con un
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dominio extracelular con motivos repetitivos ricos en leucina intercalados que son los que
median el reconocimiento de los PAMPs [110]. La activacidn de los TLR juega un rol importante
en el inicio de respuestas inmune adaptativas [111]. Se ha demostrado que adyuvantes
compuestos por ligandos TLR son capaces de inducir fuertes respuestas celulares T y esto

condujo a una exhaustiva investigacion para su uso como potenciales adyuvantes [14].

Uno de los PAMPs mas estudiados es el LPS, el cual se encuentra en la membrana
externa de las bacterias Gram negativas. El LPS estd compuesto por un polisacarido hidrofilico y
un fosfolipido lipofilico (Lipido A) [112]. El lipido A es el componente inmunoreactivo del LPS, es
reconocido por TLR4 induciendo la activacién de DCs e iniciando una respuesta inmune
adaptativa de tipo Th1 [113]. Sin embargo el uso del lipido A como adyuvante esta asociado a

una alta toxicidad y efectos adversos pudiendo inclusive causar shock séptico.

El monofosforil lipido A (MPL®) es un derivado del LPS de Salmonella minnesota y un
potente estimulador de respuestas humorales y celulares [3]. En el MPL® se ha modificado Ia
estructura del Lipido A mediante la remocién de grupos fosfatos especificos de los azucares y
variando sus cadenas aciladas lo que reduce considerablemente su toxicidad. El adyuvante
ASO04, una combinacién de un agonista de TLR4 (MPL®) absorbido en sales de aluminio es el
primer compuesto que contiene un agonista de TLR que ha sido aprobado para su uso en
vacunas humanas (Fendrix® para el HBV y Cervarix® para el HPV) [114, 115]. Estudios recientes
sobre el mecanismo de accion del ASO4 revelan que permite una activacion transiente del
factor de transcripcion NF-kB y produccién de citoquinas promoviendo la estimulacién de la

CPA [116]. Una nueva generacién de compuestos agonistas de TLR4 estan actualmente siendo
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testeados como adyuvantes entre ellos los aminoalquil glucosamino fosfatos (AGPs), uno de los

cuales (RC-529) ha sido aprobado para su en una vacuna contra el HBV (Dynavax) [117].

La flagelina es el componente estructural mayoritario de los flagelos bacterianos. Su
actividad inmunoestimulatoria se debe a que es un ligando de TLR5. Varios estudios han
demostrado su efectividad como adyuvante ya que es capaz de promover la producciéon de
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8) inducir el reclutamiento de linfocitos By T
a los drganos linfaticos secundarios y activar DCs. Induce respuestas Th1/Th2 contra los Ags
conjugados asi como también respuestas mediadas por Acs IgG e IgA. Esta propiedad
inmunoestimulatoria de la flagelina ha permitido el desarrollo de proteinas de fusién Ag-
flagelina que estan actualmente siendo testeadas como formulaciones vacunales en modelos
animales [118].Sin embargo, se ha descripto que luego de varias inmunizaciones con flagelina
se produce una respuesta de Acs neutralizantes anti-flagelina que impiden la accién de dosis

posteriores [119]. Ademas se ha reportado la induccidn de Tregs [120].

La identificacion de agonistas de TLR naturales ha llevado al disefio de ligandos sintéticos
gue pueden unir TLRs y activar la sefializaciéon intracelular con mas precisidén y seguridad [121].
Muchos compuestos que demostraron tener propiedades adyuvantes inmunoestimulatorias
luego fueron identificados como agonistas TLR, entre ellos oligonucleétidos conteniendo
motivos de ADN bacteriano (CpG-ODN) son agonistas de TLR9, poly (I:C) de TLR3, lipopéptidos y

Pam3Cys de TLR2 e imidazoquinolinas de TLR7/TLR8 (Tabla 2) [122].
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e Proteinas de membrana bacteriana como adyuvantes

Se ha descripto que las lipoproteinas bacterianas son activadores poderosos de células
endoteliales, neutréfilos, monocitos/macrofagos, células B y DCs y aumentan la respuesta
humoral a niveles comparables o superiores al CFA [123]. Estos efectos estan mediados por el
receptor de tipo “toll” 2 (TLR2) [124] y CD14 [125]. Ademas de las lipoproteinas que activan la
inmunidad innata via TLRs [126] las bacterias Gram negativas expresan proteinas de la
membrana externa (Omp) como OmpA y porinas. En contraste con la mayoria de las proteinas
solubles que inducen una respuesta inmune débil o tolerancia cuando son administradas en
ausencia de adyuvantes [127], OmpA de diferentes especies inducen una respuesta humoral y
citotoxica especifica. Entre ellas, OmpA de Klebsiella pneumoniae (KpOmpA) tiene propiedades
como carrier de Ags [128]. Las porinas de bacterias Gram negativas incluyendo Salmonella,
Escherichia coliy Neisseria spp. también inducen inflamacidn, activacion de células B humanasy
murinas y liberacién de citoquinas de células humanas [129]. Las porinas purificadas de
Neisseria spp. pueden inducir una respuesta inmune en humanos y animales en ausencia de
adyuvantes [129], pueden aumentar la respuesta inmune humoral contra péptidos poco
inmunogénicos [129] y han sido utilizadas en preparados vacunales como la vacuna anti-

Haemophilus influenzae tipo b [130] o la vacuna anti-melanoma [131].
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ANTECEDENTES PREVIOS DE NUESTRO GRUPO DE INVESTIGACION

En nuestro laboratorio trabajamos desde hace tiempo en el desarrollo de vacunas contra
Brucella spp. Hemos estudiado la utilizacién de la lipoproteina de membrana externa de 19
kiloDalton (kDa) de Brucella (Omp19) como un candidato vacunal contra la brucelosis. Hemos
demostrado que la inmunizacién con Omp19 lipidada (L) o no lipidada (U) purificada y libre de
LPS es capaz de inducir una respuesta inmune Th1 y de conferir proteccién contra B. abortus en
ratones en similar magnitud cuando es administrada en ausencia o presencia de adyuvantes
[132, 133]. Recordemos que Brucella spp. es una bacteria intracelular y es sabido que para que
una vacuna confiera protecciéon contra este patdégeno es fundamental el desarrollo de una
respuesta inmune adaptativa celular Th1l y/o CTL [132, 134]. Incluso, a partir de experimentos
de proteccién ante el desafio con B. abortus en ratones knock out para el receptor tipo Toll 4
(TLR4) hemos demostrado que la capacidad de U-Omp19 para inducir una respuesta inmune

protectora es independiente de este receptor [133].

De manera que los resultados de proteccién en ausencia de adyuvantes de la versién de
Omp19 sin lipidar nos sugerian que la porcidn proteica (U-Omp19) por si misma tiene capacidad

adyuvante celular y podria ser utilizada como adyuvante para otros Ags.
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Figura A. La co-administracion de U-Omp19 induce una respuesta celular de tipo Thl. Ratones BALB/c
fueron inmunizados al dia 0, 7 y 14 con: i) SF, ii) OVA (60ug), iii) OVA (60ug)+U-Omp19 (100ug) u iv) OVA
(60ug)+CFA (100ul). Tres semanas después se determind la respuesta celular inducida. a. Reaccion DTH en
respuesta a la inoculacién de 20ug OVA en la almohadilla plantar de los animales inmunizados. Las barras
representan la media del incremento del pliegue cutaneo plantar entre la pata derecha y la izquierda *
error estandar de la media (SEM) a las 48hs. b. Proliferaciéon in vitro en respuesta a diferentes dosis de
OVA en los esplenocitos de los ratones inmunizados. Los resultados representan la media del indice de
estimulacién SI (com OVA/cpm RPMI) + SEM de determinaciones hechas por triplicado. c-f. Produccién de
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 por los esplencocitos de los ratones inmunizados estimulados in vitro durante 72
hs. con distintas concentraciones de OVA o medio completo. *P<0.05, *#P<0.01, ***P<0.001 vs. grupo
OVA. ANOVA de una via seguido del test Bonferroni. n/grupo=5. Los valores representan la media de
determinaciones hechas por duplicado para cada ratén + SEM. Representativo de 2 experimentos con

resultados similares.
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como adyuvante de otros Ags. Utilizando OVA como Ag modelo evaluamos la respuesta celular
inducida luego de la inmunizaciéon en ratones BALB/c por via s.c. con OVA+U-Omp19 en
comparacion con la inmunizacién de OVA en soluciéon fisiolégica (SF) o con un adyuvante
conocido como es el CFA. Observamos que la co-administracidon del Ag con U-Omp19 induce
una respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) in vivo anti-OVA y un aumento en la
proliferaciéon in vitro en los esplenocitos de los animales inmunizados luego de la
reestimulacidn con el Ag (Figura Aa y b). Nuestros resultados demostraron que la inmunizacién
con OVA+U-Omp1l9 induce respuestas de tipo Thl especificas con produccidon de de IFN-y
(P<0.01 vs OVA) mientras que no se produce un cambio en la produccion de IL-4,IL-10 e IL-17-

en comparacion con la administracion de OVA sdla- (Figura A c-f).

Con respecto a la respuesta humoral, se observé que la co-administracion del Ag con U-
Omp19 no afecta la magnitud de la respuesta humoral ya que no aumenta el titulo de Acs IgG
anti-OVA producidos. A pesar de esto, observamos en los animales inmunizados con OVA+U-
Omp19 una baja en la relacidn del titulo de isotipos 1gG1/IgG2a comparado con los ratones
inmunizados con OVA sola (Figura B, P<0.05 vs OVA). Esta baja en la relacién de isotipos esta

asociada con una disminucién de los anticuerpos IgG1 caracteristicos de una respuesta Th2.
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Figura B. La co-administracion con U-Omp19 no afecta la magnitud de la respuesta humoral pero si el
perfil de los isotipos inducidos. Ratones BALB/c fueron inmunizados al dia 0, 7 y 14 con: i) SF, ii) OVA
(60png), iii) OVA (60ug)+U-Omp19 (100ug) u iv) OVA (60ug)+CFA (100pl). Tres semanas después de la
ultima inmunizacidn se determiné la respuesta inmune humoral. a. Titulos de Acs IgG total anti-OVA
en los sueros de los animales inmunizados determinados por ELISA. b. Relacion de isotipos 1gG1/1gG2a
anti-OVA en los sueros de los animales inmunizados * P<0.05** P<0.01 vs OVA. n/grupo=5. Los
valores representan la media de determinaciones realizadas para cada ratén = SEM. ANOVA de una via

seguido del test Bonferroni. Representativo de 2 experimentos con similares resultados.

Por otro lado, analisis de homologia de secuencias (BLAST) revelan que la porcién
proteica de Ompl9 de B. abortus posee alta homologia con inhibidores de proteasas
bacterianos (30/ identidad, Z-score 112.7), particularmente con el inhibidor de
metaloproteasas de Serratia 138 [135, 136]. Especificamente, la homologia se encuentra en la

porcion carboxilo terminal de la proteina U-Omp19 (aminoacidos 61 al 157).

Utilizando colecciones de alineamientos multiples de secuencias (PFAM) y bases de datos
de proteasas e inhibidores (MEROPS) hemos descubierto que U-Omp19 pertenece a una familia
de proteinas con actividad de inhibidores de proteasas alcalinas y metaloproteasas llamada inh

(138). El inhibidor Inh es secretado en el periplasma donde se presume que su funcién es
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proteger a las proteinas peripldsmicas de la accion de proteasas secretadas [135]. Los miembros
mas conocidos de esta familia incluyen el inhibidor de metaloproteasas de Erwinia, el inhibidor
de serralisinas de Serratia y Aprin (inhibidor de metaloproteasas de Pseudomonoas aeruginosa).
Un amplio rango de proteasas incluyendo la A, By C de E. chrysanthemi, la proteasa alcalina de
Pseudomonas aeruginosa y la proteasa de 50 kDa de Serratia marcescens son inhibidas por
estos inhibidores. Los inhibidores de proteasas pueden encontrarse como dominios completos
de una proteina o ser parte de uno o varios dominios dentro de una proteina. En muchos casos
son sintetizados como parte de un precursor mayor como un pre-propéptido o con un dominio

N-terminal asociado con una peptidasa inactiva o zimégeno.

Efectivamente, otro estudiante de doctorado de nuestro laboratorio ha demostrado que
U-Omp19 inhibe parcialmente la actividad de serin y aspartil proteasas presentes en el
estdmago (pepsina) e intestino (tripsina, a-quimiotripsina y elastasa pancreatica) aumentando

la vida media del Ag co-administrado por via oral.

PROTEASAS LISOSOMALES Y PRESENTACION ANTIGENICA

Las proteasas median la hidrdlisis de las uniones peptidicas y pueden ser clasificadas
segun el mecanismo de accién proteolitica en cistein, serin, aspartil o metalo proteasas. Las
proteasas lisosomales son en su mayoria catepsinas, esta familia contiene tanto cistein
(catepsinas S, L, B, C, H, y otras) como aspartil proteasas (catepsina Dy E) [137]. En humanos se

conocen 11 catepsinas (B, C (J, DPPI), F, H, K, L, O, S, V, X y W) y todas son miembros de la
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familia de la papaina la cual pertenece al clan CA (catepsinas) de las cistein proteasas [138,

139].

Las cistein proteasas controlan varios procesos celulares como la homeostasis,
autofagia, apoptosis y presentacién antigénica (Tabla 3) [140-143]. Dada la relevancia de la
accién de estas proteasas su actividad esta estrictamente regulada [144]. Las catepsinas son
sintetizadas como zimdgenos inactivos que requieren de la remocidn del propéptido de su N-
terminal para activarse. Los zimogenos pueden ser activados por la accidn de otras proteasas o
de forma autocatalitica, esta ultima puede ser inducida mediante la caida del pH endosomal o
por la presencia de glicosaminoglicanos los cuales facilitan la disociacién del propéptido y el
resto de la catepsina [138]. Ademads, diferencias en los niveles de expresidon, actividad y
proporcidn de estas proteasas en los diferentes tejidos y tipos celulares contribuyen a la
regulacién de su actividad. Los mayores reguladores de la actividad de las catepsinas son
inhibidores de proteasas enddgenos, entre ellos encontramos las cistatinas, estefinas, tirofinas
y serpinas los cuales se unen fuertemente a la enzima blanco previniendo la hidrélisis del
sustrato [145]. En DCs murinas se ha demostrado que la cistatina C juega un rol importante en
la regulacion de la catepsina S [146] mientras que en humanos se ha observado que la
maduracién de las DCs se ve acompafiada por una disminucion significativa en la expresion y

localizacién de la cistatina C [147].
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Catepsina Ubicacién Patron de clivaje Fenotipo Nulo

B Endosoma temprano Carboxipeptidasa Afecta la via lisosomal de la apoptosis

X(2) Endosoma temprano Carboxipeptidasa No reportado

S Endosoma Endoproteasa Reducida presentacidn antigénica
temprano/lisosoma mediante MHCI, MHCIl y CD1

L(V) Endosoma tardio/lisosoma Endoproteasa Reduccion en la seleccién timica y

células CD4 y NKT

D Lisosoma Endoproteasa Deposito lisosomal, muerte temprana

H Lisosoma Aminopeptidasa No reportado

C Endosoma Aminopeptidasa Reduccién en la activacion de serin
temprano/lisosoma proteasas

AEP Lisosoma Asparagina Defectos menores en el

procesamiento de catepsinas

a Catepsina X es también conocida como catepsina Z.
b Catepsina V estd presente en humanos pero no en ratén.

Tabla 3. Catepsinas involucradas en la presentacion antigénica. Adaptado de Chapman HA. 2006.

En el caso de las CPAs, en particular las DCs, la degradacidon lisosomal es un proceso
fuertemente controlado dado que las proteasas son probablemente los mayores
seleccionadores del repertorio de péptidos presentados en los complejos MHCI o MHCII en la
superficie de la CPA [148]. Un fino balance entre la formacidon de péptidos con epitopes
antigénicos y su completa destruccion determina su capacidad presentadora de Ags [149]

(Tabla 3).

Se ha observado que los macrdéfagos contienen altos niveles de proteasas endosomales y
degradan rdpidamente los Ags internalizados en comparacion con las DCs, que expresan
menores niveles de proteasas lisosomales y degradan los Ags lentamente. Esta limitada
protedlisis lisosomal en la DC podria favorecer una mas eficiente presentacién de Ags [150].
Asimismo, la estabilidad de los Ags en las DCs puede ser incrementada inhibiendo la
acidificacion lisosomal, previniendo la activacion de las proteasas y por consiguiente

incrementando la presentacion cruzada de Ags [151]. Justamente, se ha observado que la
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alcalinizacion endosomal mediada por la NADPH oxidasa NOX2 es importante en la
presentacion cruzada de Ags particulados en los fagosomas y de Ags solubles en los endosomas

[152, 153].

Efectivamente, se ha demostrado que una limitada protedlisis lisosomal incrementa la
inmunogenicidad de los Ags in vivo [150, 154]. Por ejemplo, ratones inmunizados con diferentes
formas del mismo Ag que varian en cuanto a su susceptibilidad a la degradacién por proteasas
demostraron que los Ags mas resistentes resultaban mas inmunogénicos induciendo respuestas
inmunes mas potentes. Este efecto se ha atribuido a un retraso en la destruccién del Ag que

lleva a una mayor disponibilidad de péptidos intactos para ser presentados a las células T [154].

Por otra parte, se ha observado que la eficacia en la presentacidon cruzada de Ags
exdgenos por parte de las DCs esta relacionada con la capacidad de éstos a escapar de la
degradacion lisosomal y ser exportados al citosol donde serdn procesados por el proteasoma u
otras proteasas citosdlicas y de esta forma ser presentados via MHCI a las células T CD8" [155,
156]. Por lo tanto, esta habilidad de las DCs de impedir la degradacién répida de los antigenos
internalizados podria contribuir a su capacidad de procesar y realizar presentacién cruzada de
antigenos. La limitada capacidad proteolitica de las DCs, aumentaria la retencion del Ag

favoreciendo su diseminacion a través del sistema inmune [157].

Dado que hay descriptos inhibidores de proteasas bacterianos de amplio espectro
como el de Photorhabdus luminescens que puede inhibir tripsina, elastasa, proteinasa A y
catepsinas [158]. Nuestra hipodtesis plantea que U-Omp19 podria actuar como inhibidor de
cistein proteasas presentes en el lisosoma (catepsinas) reduciendo la susceptibilidad de los

Ags a la degradacidn lisosomal e incrementando la vida media del Ag dentro de la CPA.

Pagina | 52



Obijetivos

OBIJETIVO GENERAL

Por lo anteriormente expuesto y en vista de nuestros resultados previos el objetivo general
de este trabajo es estudiar la capacidad adyuvante de la proteina U-Omp19 de Brucella spp.
administrada por via s.c. sobre la respuesta inmune adaptativa celular e investigar su accién

sobre las CPAs.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Evaluar la capacidad adyuvante de U-Omp19 sobre la respuesta inmune celular T CDS8".

Particularmente y siguiendo con el trabajo realizado en mi tesis de licenciatura se
profundizard sobre el tipo de respuesta celular que se induce luego de la co-administracién de
+

U-Omp19. Se evaluara la capacidad de U-Omp19 de inducir respuestas celulares de tipo T CD8

y CTLs.

Il. Estudiar la accién de U-Omp19 sobre las CPAs.

La interaccién directa o indirecta del adyuvante con las células presentadoras de Ag
profesionales, principalmente las células dendriticas cumple un rol fundamental en Ia
generacion de la respuesta inmune adaptativa [159]. Nuestra hipdtesis plantea que la
capacidad adyuvante de U-Omp19 podria estar relacionada con i) su funcidn biolégica como
inhibidor de proteasas lisosomales, ii) por ser una proteina inflamatoria y/o

inmunoestimulatoria o iii) es posible que ambas hipdtesis sean correctas.
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lla. Evaluar la actividad de U-Omp19 como inhibidor de proteasas lisosomales.

Especificamente, se estudiard la actividad inhibitoria de U-Ompl9 sobre proteasas
lisosomales comerciales in vitro. Se investigara la inhibicion de la protedlisis del Ag por parte de
U-Omp19 en ensayos de degradacién ex vivo utilizando CPAs purificadas o derivadas de medula
dsea y microsomas derivados de las mismas. Por ultimo se evaluara la capacidad de la proteina

de inhibir la degradacion de Ags in vivo luego de su co-administracion s.c.

llb. Investigar la capacidad inmunoestimulatoria de U-Omp19.

Por otro lado, se determinara in vivo la capacidad inflamatoria de U-Omp19 caracterizando
los infiltrados celulares que migran a los ganglios drenantes en respuesta a la inmunizacién por
via s.c. Del mismo modo, se evaluara la capacidad de U-Omp19 de inducir la activacion de DCs

in vitro.

lll. Determinar in vivo la capacidad adyuvante de U-Omp19 sobre formulaciones vacunales.

Se evaluard la capacidad adyuvante in vivo de U-Ompl9 para inducir respuestas i)
antitumorales utilizando un modelo de melanoma murino vy ii) anti-parasitarias utilizando un
extracto antigénico de Trypanosoma cruzi en un modelo murino de infeccion por este

patdégeno.
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MATERIALES Y METODOS

Declaraciones éticas

Todos los protocolos experimentales de esta tesis se llevaron a cabo en estricta
conformidad con las normas éticas internacionales para animales de experimentacion
(Declaraciéon de Helsinki y sus modificaciones, Protocolos de bienestar y proteccion de los
animales de Amsterdam (Holanda) y los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de EE.UU, las
directrices: Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio). Siempre se tratd de
minimizar el sufrimiento al que los animales fueron expuestos y se utiliz6 el nUmero minimo de
animales experimentales para asegurar resultados estadisticamente significativos. Los
protocolos de este estudio fueron aprobados por nuestro Comité Institucional para el Cuidado y

Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad de Buenos Aires.

Animales

Se emplearon ratones hembras BALB/c (H—2d) y C57BL/6 (H—Zd) de 8 semanas de edad
adquiridos en el Bioterio de la Universidad Nacional de La Plata (La Plata, Argentina). Los
ratones transgénicos OTI (animales transgénicos cuyas células T CD8" expresan el receptor T
para un epitope especifico de OVA -el péptido OVA,s; SIINFEKL-) y OTII (animales transgénicos
cuyas células T CD4" expresan el receptor T para un epitope especifico de OVA -el péptido
OVA3,3.339 ISQAVHAAHAEINEAGR) fueron provistos por el Bioterio de la Fundacién Instituto
Leloir en colaboracién con el proyecto. Los ratones se mantuvieron en condiciones y cuidados
adecuados de acuerdo a las normativas internacionales requeridas para experimentacién en

animales.

Antigenos y adyuvantes

Como antigeno modelo se utilizé la ovoalbumina (OVA) de grado V (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Esta fue disuelta en buffer fosfato salino (PBS) estéril o medio de cultivo completo
(RPMI 1640 con el agregado de 10 / de suero fetal bovino (SFB), 2mM de L—glutamina vy

piruvato, 25 mM de HEPES, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina).
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Como adyuvante se utilizé a la proteina recombinante no lipidada (U-) Omp19 que fue
expresada y purificada como fue descripto previamente [132, 160]. Brevemente, el polipéptido
U-Omp19 fue clonado sin la secuencia consenso de lipidacion en el vector pET22+ con el
agregado de una cola de histidinas en el extremo carboxilo terminal (Novagen, Madison, WI,
USA). Con esta construccion se transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) y se indujo la expresién de la proteina con isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) (Gibco/Invitrogen). La proteina recombinante U-Omp19 fue aislada
del citoplasma bacteriano mediante sonicacién y centrifugacién, recuperando el sobrenadante
donde se encontraba la proteina soluble. Posteriormente fue purificada mediante
cromatografia de afinidad con una resina Ni-NTA (Qiagen, Dorking, UK) utilizando el método de
batch. Luego de cada paso de elucién la proteina fue neutralizada a pH 7 con NaOH 10N. La
expresidon y purificacién de la proteina se evalué mediante SDS-PAGE, seguido de una tincion
con Coomassie blue. Para confirmar la identidad de U-Omp1l9 se realizd un Western blot
utilizando un anticuerpo polioclonal especifico anti-Omp19 hecho en conejo y se revelé con un
anticuerpo anti-lgG acoplado a peroxidasa (Sigma-aldrich). La concentracién de proteina se
determiné mediante el método del acido bicinconinico (BCA, Pierce, Rockford, IL). La
contaminacion por lipopolisacarido (LPS) fue eliminada mediante la adsorcion de las muestras
purificadas a una resina de sefarosa-Polimixina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). La
determinacién de trazas de endotoxina se llevé a cabo mediante un ensayo cromogénico de
amebocitos de Limulus -LAL- (LONZA, Argentina). Todas las preparaciones de U-Omp19
purificadas utilizadas en esta tesis contenian menos de 0,10 unidades endotdxicas (UE)/mg de
proteina.

En varios experimentos realizados en esta tesis afiladimos como control la proteina
degradada con proteinasa K (U-Omp19PK). Este control nos permite observar el efecto de
cualquier contaminante no proteico que pudiera resultar de la purificacion. La proteina se
incuba con proteinasa K agarosa (0.005 unidades enzimaticas (UE)/100ug de proteina) durante
1 hora a 379C y luego se inactiva la enzima remanente incubando 2hs a 602C. Se confirmé la
degradacion de la proteina mediante un gel SDS-PAGE 15/ tefiido con Coomasie Blue.

Se utilizaron el Adyuvante de Freund completo (CFA) o incompleto (IFA) (Sigma-Aldrich)

como adyuvantes controles y se administraron en igual volumen que U-Omp19.
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I.LESTUDIO DE LA CAPACIDAD ADYUVANTE DE U-OMP19 SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

CELULAR

Inmunizaciones

Ratones C57BL/6 (n/grupo=5) fueron inmunizados por via subcutanea (s.c.) en tres
ocasiones cada 7 dias con i) 60ug de OVA, ii) 60ug de OVA + 100ug de U-Omp19, iii) 60ug de
OVA+ 100ul de CFA o iv) solucion fisiologica (SF). Tres semanas después de la ultima
inmunizacion los animales fueron sacrificados y se evaludé la respuesta inmune celular

desencadenada.

Obtencion de suspensiones de bazo

Los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical. Se practicd una incisién
adecuada, abriendo la cavidad peritoneal, para poner en descubierto el bazo, el cual se extrajo
con pinzas vy tijeras en condiciones asépticas. Se triturd en fragmentos pequefios usando una
tijera de punta curva. Se agregaron 3 ml de RPMI 1640 y se homogeneizd. La suspension se
llevéd a 8 ml con RPMI 1640 y se filtré mediante filtros de nylon estériles de 70 um (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ) para retener los detritos celulares y restos de tejidos. Luego se
realizé un lavado con RPMI 1640 y las células se incubaron con buffer lisis ACK durante 5
minutos a temperatura ambiente. A continuacion fueron lavadas con medio RPMI 1640 y se
realizé el recuento celular mediante la técnica de Azul de Tripan. Finalmente fueron lavadas y
se resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo completo (RPMI 1640 con el agregado de 10/
de suero fetal bovino (SFB), 2mM de L—glutamina y piruvato, 25 mM de HEPES, 100 U/ml de

penicilinay 100 pug/ml de estreptomicina).

Obtencion de suspensiones celulares de ganglios linfdticos drenantes

Se extrajeron los érganos en condiciones de esterilidad. Se disgregaron mecanicamente
con tijeras estériles y luego se incubaron con colagenasa Tipo IV (Gibco) (2,5 mg/ml)

suplementada con suero fetal bovino (SFB) (Gibco) 2/ y 50 pg/ml DNasa durante 15 minutos. A
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continuacién se retird la colagenasa y se trituraron los érganos en fragmentos pequenos
usando una tijera de punta curva y se homogeneizaron mecdnicamente. Las suspensiones se
llevaron a 10 ml con RPMI 1640-SFB 2/ vy se filtraron mediante filtros de nylon estériles de 70
um (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) para retener los detritos celulares y restos de tejidos.

Las células fueron lavadas dos veces con PBS-SFB 5/ estéril.

Recuento de células viables

Para determinar el numero de células viables se utilizd el método de exclusién de Azul
de Tripan. Se prepard una solucién de Azul de Tripan 0,2/ en PBS. Se tomaron 10 pl de la
suspension celular a contar y se agregaron 10 ul de Azul de Tripan. Se cargd en una camara de

Neubauer y se determiné el nimero de células viables utilizando un microscopio éptico.

Determinacidn de IFN-yintracelular en linfocitos T CD8"

Tres semanas luego de la udltima inmunizacion se obtuvieron suspensiones de
esplenocitos (4x10° células/ml) que fueron estimuladas con: i) medio completo u ii) OVA (500
ug/ml) mas células presentadoras de Ag en una relacidn 25 esplenocitos:1 célula presentadora
(células A20J estimuladas previamente con OVA y tratadas con mitomicina C) mas péptido
OVA;57-264 (SIINFEKL) (5 pg/ml) por 18 hs. Ambos estimulos fueron suplementados con IL-2
recombinante (10 U/ml) (Peprotech. Inc., Rocky Hill, USA). Durante las ultimas 6hs de cultivo se
agregaron 10 pg/ml de brefeldina A (Sigma-Aldrich). Las células estimuladas se lavaron con PBS
y se marcdé con el anticuerpo monoclonal anti-CD8 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) durante
30 minutos en hielo. Subsecuentemente, las células fueron fijadas con 100 ul de
paraformaldehido al 4/ y seguidamente permeabilizadas con buffer saponina (0.2/ ) (Sigma-
Aldrich). La marcacidn intracelular se realizéd con anticuerpos anti-IFN-y PE o su Isotipo (BD
Biosciences). Las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo (FACsAria Il, BD

Biosciences) y los datos se analizaron utilizando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR).
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Ensayo de proliferacion in vivo mediante transferencia adoptiva de células transqgénicas

Se obtuvieron suspensiones celulares de bazo y ganglios linfaticos (axilares e inguinales)
de ratones OTl o OTII y se llevaron a una concentracién de 20x10° células/ml en PBS y se les
agregd carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE, Invitrogen) en una concentracién final de
5uM en PBS. Se incubaron las células por 15 a 37°C y se lavaron extensivamente con PBS (3
lavados). Se contaron nuevamente las células por el método de exclusién de Azul de Tripan. Se
transfirieron 10x10° células/ratén via endovenosa en PBS a ratones C57BL/6 salvajes. Al dia
siguiente los animales fueron inmunizados con i) SF, ii) OVA (30ug), OVA (30ug)+U-Omp19
(60ug), OVA+U-Omp19PK (30ug), u OVA (30ug)+LPS (1ng). Tres dias después se obtuvieron
células de bazo y ganglios drenantes (GLD) de los ratones inmunizados y se analizo la dilucion
de CFSE por citometria de flujo (FACsAria Il) y se analizaron los resultados obtenidos utilizando

el programa FlowlJo.

Ensayo de presentacion cruzada de OVA por DCs

Se purificaron DCs de bazo y ganglios axilares e inguinales de ratones C57BL/6 mediante
seleccién negativa con un kit comercial (BD IMag, BD Biosciences) siguiendo las especificaciones
del fabricante. Se chequed la pureza de la purificacion marcando las células obtenidas con
anticuerpos anti-CD11c y anti-MHCII, se consideraron DCs a la poblacién doble positiva (CD11c*
MHCII*). Se utilizaron suspensiones celulares con un porcentaje mayor al 80/ de pureza.
Posteriormente, 1x10° DCs se estimularon con: i) medio de cultivo completo, ii) OVA (50 pg/ml),
iii) OVA (50 pg/ml), +U-Omp19 (100 pg /ml), u iv) OVA (50 pug/ml), +U-Omp19PK (100pg/ml)
durante 18hs. Al dia siguiente se obtuvieron suspensiones celulares de bazo y ganglios linfaticos
de ratones OTI. Las DCs fueron lavadas y co-incubadas con células provenientes de ratones OTI
(2x10°) durante 12hs. Durante las ultimas 6hs de cultivo se agregaron 10 pg/ml de monensina
(BD Biosciences). Posteriormente, las células fueron lavadas y marcadas con anti-CD8, anti-
CD62L, anti-CD107a y las células fueron fijadas con 100 pl de paraformaldehido al 4/ vy
permeabilizadas con buffer saponina (0.2/) (Sigma-Aldrich). La marcacion intracelular se
realizé con anticuerpos anti-IFN-y PE o su Isotipo (BD Biosciences). Se determiné la produccidn

intracelular de IFN-y y la expresiéon de CD62L y CD107a en la poblacién de LT CD8" mediante

Pagina | 59



Materiales y Métodos

citometria de flujo (FACsAria Il) y se analizaron los resultados obtenidos utilizando el programa

FlowJo.

I1.ESTUDIO DEL ROL DE U-OMP19 COMO INHIBIDOR DE CISTEIN PROTEASAS

Antigenos utilizados para estudiar la actividad de inhibidor de proteasas

Para determinar la actividad proteolitica se utilizaron como Ags modelo OVADQ vy
caseina BODIPY FL (Invitrogen, Carsbad, CA). Estos poseen grupos fluorescentes quencheados
que luego de ser degradados son expuestos induciendo un incremento en la emisién de

fluorescencia (llustracién 10) [161, 162].

llustracion 10. Principio de deteccion de

E\\j actividad proteolitica utilizando los

" sustratos caseina BODIPY u OVADQ. En

proteasa presencia de actividad proteolitica las

) ,'\ moléculas son digeridas y exponen sus

N Oﬁ grupos fluorescentes (que se encontraban

- atenuados en el interior de la molécula)

Sustrato quencheado Productos clivados induciendo un incremento  en
intramolecularmente fluorescentes fluorescencia.

Determinacion de actividad de inhibidor de proteasas in vitro

Para evaluar la actividad de inhibidor de proteasas de U-Omp19 in vitro, se incubaron
diferentes cantidades (U/ml) de cada enzima (1x7.10'3 U/ml de catepsina L, 2U/ml de catepsina
B, 2U/ml de catepsina Cy 0.5 U/ml de papaina) con U-Omp19 en diferentes relaciones molares
(proteasa:inhibidor 1:1, 1:5, 1:10, 1:0). Las reacciones se realizaron al pH dptimo de cada
enzima. Como control positivo se utilizé un cocktail de inhibidor de proteasas eucariotas
(Sigma-Aldrich). La porcion proteica de la lipoproteina de membrana externa de Brucella
abortus de 16 KDa (U-Omp16) expresada y purificada de la misma forma que U-Omp19 fue
utilizada como control negativo. Todas las reacciones se incubaron a temperatura ambiente por

1h en placas de 96 pocillos (Corning Life Sciences, Acton, MA). Luego a cada mezcla de reaccidn
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se le adicionaron 1ug/ml de sustrato caseina BODIPY. Finalmente, se midié la emision de

fluorescencia en un fluorémetro (Victor3, Perkin Elmer, Waltham, MA).

Estudio de la estabilidad estructural de U-Omp19 mediante espectros de dicroismo circular

Las mediciones se realizaron en un espectropolarimetro (Jasco J-810) utilizando una celda de
control de temperatura Peltier. El espectro de dicroismo circular en el ultravioleta (UV) lejano
se realizé6 entre 193 y 240nm a una sensibilidad estandar con una velocidad de barrido de
200nm/min con 2s de tiempo de respuesta, 0.2 nm tono de datos y 2nm de ancho de banda. El
espectro es un promedio de nueve escaneos al cual se le sustrajo el espectro del buffer en las
mismas condiciones. Los datos crudos fueron convertidos a la elipticidad media de los residuos

utilizando la siguiente relacion:

[6]MRW (deg.cm2.dmol-1)= 0 (mdeg)

10.L(cm).[M] (M).N

Donde 0 es la sefial cruda en miligrados, L paso éptico en cm, [M] es la concentracion molar de
la proteina y N es el numero de uniones peptidicas (numero de aminodcidos -1). Para estudiar
el efecto del pH en la estructura secundaria de la proteina la solucién stock (pH 7.5) de U-
Omp19 fue expuesta a un buffer pH 2 o 5 utilizando filtros Amicon Ultra 0.5ml (Biopore,
Germany). El espectro fue medido antes y después del cambio de pH de la solucién. En cada
condicién U-Omp1l9 fue medida a aproximadamente 3uM en el buffer de dicroismo circular

conteniendo 10 mM sodio fosfato y 50 mM NaClapH 7.5,205a 20+ 0.1 °C.

Determinacion del mecanismo inhibidor y la constante de inhibicion (Ki)

El ensayo fue llevado a cabo utilizando como enzima catepsina L obtenida de higado
humana (Sigma-Aldrich) y Ac-HRYR-ACC (Calbiochem, San Diego,CA) como sustrato. El buffer de
reaccion consiste en 400mM de acetato de sodio, 4mM EDTA, pH 5,5 y se agrega en el
momento de la reaccion 8mM de dithiothreitol (DTT). La enzima (0.25nM) se pre-incuba en el

buffer por 15 min antes del inicio de la reaccion para asegurar que la enzima se encuentre
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reducida. Luego se incubd la enzima durante 1h a temperatura ambiente con distintas
concentraciones de inhibidor (U-Omp19, 6 puntos de diluciones seriadas a partir de una
concentracion de 10000nM). Cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Corning Life Sciences,
Acton, MA) contiene: 25ul de la enzima diluida en el buffer de reaccién y 50ul de las diluciones
seriadas del inhibidor. Luego se agregan 25ul de las diluciones seriadas del sustrato (8 puntos
de diluciones seriadas a partir de una concentracién de 16000nM). La cinética (0-2030seg A70s)
de la reaccidén enzimdtica es leida en un lector de fluorescencia de placas, la emisidn de sefial
de fluorescencia fue leida a una longitud de onda de emisién de 360nm +35 y de excitacién 450
nm. Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico GraphPad Prism (versién
5.0, GraphPad, San Diego, CA). Se graficaron las unidades de fluorescencia (UF) obtenidas en
funcién del tiempo para las distintas concentraciones de sustrato y fueron ajustadas segln una
regresion no lineal para obtener las pendientes de las curvas en la zona de linealidad de las
mismas. La pendiente de la curva del grafico UF vs tiempo se corresponde con la velocidad de Ia

reaccion para esa concentracion de sustrato e inhibidor.

Cultivo de macrofagos y células dendriticas derivadas de medula dsea

Se extrajo la medula ésea de tibias y fémures de los animales. Se las coloca en una placa
de petri con 10ml de RPMI 1640 y con la ayuda de un bisturi se extrae la piel y el muasculo.
Luego se cortan los huesos por los extremos y con una jeringa de 1ml conteniendo RPMI 1640
se les extrae la medula dsea en un tubo 15 ml Falcon®. Se resuspenden los agregados con
pipeta y se centrifuga 5 min a 1600 rpm. Al pellet se le lisan los rojos con 1 ml ACK durante 5
min, se lava el ACK y se cuentan las células con azul de Tripan. Se plaquearon 1x5.10° células
por pocillo en placa de 6 pocillos en un volumen final de 2ml de medio de cultivo completo
suplementado con 20ng/ml de GMCSF recombinante murino (Peprotech INC) para la
diferenciacién de dendriticas derivadas de medula ésea (BMDCs) o MCSF recombinante murino
(Peprotech INC) para la diferenciacion de monocitos/macréfagos derivadas de medula dsea
(BMMOs). Se renueva el medio de cultivo al dia 3 y 6 y al dia 9 se levantan las células con SF-
EDTA 0.2/ . Se chequea la diferenciacion a BMDCs marcando las células con Ac anti-CD11c y

anti-MHCIl y de BMMOs marcando las células con un Ac anti-F4/80. En todos los experimentos
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realizados en esta tesis doctoral se utilizaron suspensiones celulares con un porcentaje mayor

al 90/ de pureza.

Obtencion de microsomas derivados de CPAs

Los microsomas se obtuvieron por fraccionamiento diferencial mediante centrifugacion
en gradiente de sucrosa. Especificamente, los pellet de células BMDCs o macrdéfagos de la linea
celular J744 obtenidos por centrifugacion a 1000xg se resuspenden en 200ul buffer sucrosa
(0.25M, 1mM EDTA, 10mM HEPES, pH 7.4) y se homogenizan mecdnicamente con un
homogeneizador de vidrio. Se centrifugan los homogenatos a 6000xg para obtener el
sobrenadante. El sobrenadante luego se centrifuga a 10000xg y se obtienen los microsomas en
el sobrenadante. Se realiza una cuantificacién de las proteinas totales por el método del acido

bicinconinico (BCA, Pierce).

Ensayo de actividad proteolitica con microsomas derivados de CPAs

Se evalué la actividad proteolitica en microsomas de APCs in vitro. Se incubaron 50 o
100ug de microsomas solos o con distintas cantidades de U-Omp19 (1, 10, 50 o 100 pg). Como
control positivo se utilizé un cocktail inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich). U-Omp16 -una
proteina de Brucella con un peso molecular similar al de U-Omp19- fue utilizada como control
negativo. Las reacciones fueron incubadas durante 1h a temperatura ambiente en placas de 96
pocillos (Corning Life Sciences). Luego se agregd el sustrato caseina BODIPY (1pg/ml).
Finalmente se determinaron las unidades arbitrarias de fluorescencia (UA) en un fluorémetro

(Victor3, Perkin Elmer, Waltham, MA).

Determinacion de la capacidad litica de APCs in vitro

BMDCs y macréfagos de la linea celular J744 (5x10° células) se incubaron en placas de
48 pocillos con i) medio completo, ii) caseina BODIPY (25 ug/ml) u OVADQ (50 ug /ml) iii)
caseina BODIPY u OVADQ + U-Omp19 (50 o 100 ug/ml respectivamente) iv) caseina BODIPY
uOVADQ + leupeptina-(inhibidor de cistein proteasas, Sigma-Aldrich- (5 ug/ml) o v) caseina

BODIPY u OVADQ + BSA (50 o 100 ug/ml respectivamente) durante 1h a 37°C. Luego las células
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fueron lavadas y se determind la degradacion del Ag mediante citometria de flujo (FACsAria Il).

Los resultados se analizaron utilizando el programa FlowJo.

Ensayo de la actividad de catepsina L en APCs

BMDCs y BMMOs (5x10° células/ml) se incubaron en placas de 48 pocillos con i) OVA
(50ug/ml), ii) OVA (50pg/ml)+ U-Omp19 100ug/ml, u iii) OVA (50ug/ml)+Leupeptina 5ug/ml
durante 60 min en estufa a 37°C y 5/ CO,, luego se retird el Ag, se lavaron las células y se
incubaron en presencia de 10ug/ml del sustrato fluorogénico especifico de catepsina L (CBZ-
Phe-Arg), (Invitrogen Life Sciences). A distintos tiempos, las células se lavaron y se dispensaron
en placas de 96 pocillos (Corning Life Sciences) y se midié la fluorescencia en un lector de

fluorescencia de placas (Victor3, Perkin Elmer, Waltham, MA).

Western blot para la deteccion de catepsina L y C en extractos de APCs

BMDCs (1x10° células/ml) fueron incubadas con i) medio completo, ii) OVA (50ug/ml),
iii) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (100ug/ml), iv) OVA (50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml) durante 1h a
37°C. Luego se lavaron las células y se les agregd buffer de extraccidn (TBS 1X, cocktail inhibidor
de proteasas Inhibidor 1X, 1/ tritdn x-100). Se cuantificd la cantidad de proteina en los
extractos mediante el método de acido bicinconinico (Pierce) usando serodlbumina bovina
(BSA) como estandar. Luego se realizé electroforesis en los geles de poliacrilamida con SDS para
separar las proteinas presentes en los extractos, estas proteinas luego se electrotransfirieron a
papel de nitrocelulosa (Bio-Rad, CA, USA) utilizando el sistema Mini Protean (Bio-Rad). La
transferencia a nitrocelulosa se realizd a 300 mA durante 40min. El buffer de transferencia
utilizado fue Tris 0.025 M, Gly 0.193 M, metanol 20 / pH: 8.35. Los estandares de peso
molecular (Bio-Rad) se colorearon con Amido Schwartz y se decoloraron con metanol 90/,
acido acético 2/ . Se bloqued la membrana con PBS 0.1/ tween-20. Las incubaciones con los
Acs monoclonales especificos anti-catepsina L de ratén, anti-catepsina Cy anti-f3 actina murino
(Santa Cruz Biotechnology, CA) y el anticuerpo anti-inmunoglobulinas (Ig) G de ratdn
conjugados a peroxidada (HRP) (Sigma-Aldrich) se realizaron en buffer fosfato salino (PBS) con

0.05/ tween 20. Todas las incubaciones se realizaron durante 1 hora a temperatura ambiente
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con agitacién. Los lavados posteriores a las incubaciones se efectuaron por agitacion en
solucién salina tamponada Tris pH: 7.4, Tween 0.05/ . Finalmente, las membranas se lavaron y
se revelaron utilizando el reactivo quimioluminiscente ECL (GE Healthcare). Se realizé un
andlisis densitométrico de las bandas observadas utilizando el programa (National Institute of
Health, EEUU). Se evaluaron los niveles de expresién normalizando las bandas con respecto a

las bandas del control (B-actina).

Ensayo de determinacion del pH intracelular

Se utilizd una sonda sensible al pH conjugada con particulas de dextran 10000 MW para
permitir la endocitosis de la sonda (pHrodo Dextran, Invitrogen Life technologies). BMDCs
(1x10° células/ml) fueron incubadas con i) buffer Ph 7.4, ii) OVA 50ug/ml +pHrodo Dextran
10 pg/ml, iii) OVA 50ug/ml +pHrodo Dextran 10 pg/ml +U-Omp19 100 pg/ml, iv) OVA 50ug/ml
+pHrodo Dextran 10 pug/ml +Leupeptina 5 ug/ml, v) OVA 50ug/ml +pHrodo Dextran 10 ug/ml
+BSA 100 p /ml o vi) buffer pH 5 durante 1h. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en el
buffer especificado por el fabricante (Live cell imaging solution, 140mM NaCl2, 5mM KCl,
1.8mM CaCl2, 1.0mM MgCl2, 20mM HEPES, pH:7.4, mOsm: 300) excepto la condicidon con
buffer pH 5. Luego las células fueron lavadas, resuspendidas en 200ul de buffer y plaqueadas
en placas negras de 96 pocillos. Se analizd la sefial de fluorescencia en un lector de

fluorescencia de placas (Victor3, Perkin Elmer, Waltham, MA).

Ensayo de internalizacidn in vitro

BMDCs o BMMOs (1x10° células/ml) fueron incubadas con Ags proteicos: OVA Alexa
Fluor 647 (Invitrogen) y la proteina fluorescente verde (GFP) o no proteicos: Dextran Alexa
Fluor 647 (Invitrogen) y microesferas Yellow green (Polysciences) (50ug/ml) en presencia de i)
medio de cultivo completo, ii) U-Omp19 (100ug/ml), iii) Leupeptina (5ug/ml) o iv) BSA
(100pg/ml) durante 30 o 60 min. Luego se lavaron las células y se determind la presencia del Ag
mediante citometria de flujo (FACsAria Il). Los resultados se analizaron utilizando el programa

FlowJo.

Pagina | 65



Materiales y Métodos

Microscopia confocal

BMDCs (2x10°celulas/pocillo) se plagquearon en un portaobjetos compartimentalizado
de 8 pocillos (Nalge Nunc International, Rochester, NY) y se incuban durante 60 min con OVA-
AlexaFluor647 (50ug/ml) sola o en presencia de U-Omp19 (100 ug/ml). Luego se lavaron las
células con solucién fisiologica y se fijan con PFA 2/ durante 15 min. A continuacidn se
permeabilizaron con saponina 0.2/ durante 30 min y se marcaron con suero policlonal anti-
Omp19 obtenido de conejo (dilucién 1/2000) o con anti-Rab5 (diluciéon 1:250) o anti-Lamp-2
(dilucién 1:1000) (BD Biosciences). Como anticuerpos secundarios se utilizaron anti-IgG de
conejo AlexaFluor488 o anti-lg de ratén AlexaFluor 546 (Invitrogen). Luego se cubrieron los
portaobjetos con cubreobjetos, se sellaron utilizando liquido de montaje PolyMount
(Polysciences) y se analizaron usando un microscopio confocal FV-1000 con objetivo de
inmersién oleosa 60X NA1.42 (Olympus). Para el conteo de células OVA positivas y Rab-5 o
Lamp-2 positivas se utilizd el programa Image J (National Institute of Health, EEUU), se
analizaron aproximadamente 20 campos por condicidn y se contabilizaron un total de 500
células. Las fotos que se muestran en resultados ilustran algunas células representativas de las

examinadas.

Determinacion de la expresion de complejos OVA péptido-MHCI por parte de DCs

BMDCs (1x10° células/ml) se incubaron con OVA (50ug/ml) o OVA+U-Omp19
(100ug/ml) durante 3 hs a 37°C 5/ CO,. Luego se retira el antigeno y se lavan las células y se las
incuba a distintos tiempos (0, 2, 6, 12 y 18hs). La expresion de complejos H-2Kb-OVA (257-264)
en la superficie de las DCs se evalia marcando las células con el anticuerpo especifico 25D1.16
anti- H-2K unido al péptido SIINFEKL (eBioscience, San Diego, CA) Las muestras fueron
analizadas mediante citometria de flujo (FACsAria Il) y los resultados fueron analizados

utilizando el programa FlowJo.

Ensayo de degradacion e internalizacion in vivo

Ratones BALB/c (n/grupo=3) fueron inoculados por via subcutdnea (s.c.) una vez con

OVADQ (25ug) + OVAAlexaFluor647 (25 pug) solas o en presencia de U-Omp19 (100 pg). Se
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utiliz6 como control OVA + Aprotinina (lug) -inhibidor de serin proteasas comercial, Sigma
Aldrich-. La co-administracion con ambos Ags permitié evaluar la degradacién (OVADQ) vy la
internalizacion del Ag (OVA Alexa Fluor 647) simultaneamente. Doce horas post-administracion
se obtuvieron suspensiones celulares de los bazos y los ganglios axilares e inguinales de los
ratones inoculados. Luego las suspensiones celulares de dichos érganos fueron lavadas con
RPMI 1640-SFB 2/ y se centrifugaron a 1600 rpm para eliminar trazas de Ag extracelular
presente en las suspensiones (para determinar la internalizacién y degradaciéon del Ag

intracelular). Se realizé el recuento de células viables mediante Azul de Tripan.

Para evaluar la internalizacion y degradacién del Ag en diferentes subpoblaciones
celulares, se marcaron las suspensiones celulares (4x10° células) con anticuerpos monoclonales
especificos de ratén marcados anti-CD11c, anti-CD11b y anti-CD8a (eBioscience, San Diego, CA
y BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo

(FACsAria ll) y los resultados utilizando el programa FlowJo.

III.ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES INMUNOESTIMULATORIAS DE U-OMP19

Ensayo de reclutamiento de celular

Ratones BALB/c (n/grupo=3) fueron inoculados por via s.c. una vez con OVA 50ug solo o en
presencia de U-Omp19 (100 pg). Se utilizd6 como control un inhibidor de serin proteasas
comercial: Aprotinina (lug, Sigma-Aldrich). Doce horas post-administracién se obtuvieron
suspensiones celulares de los bazos y los ganglios axilares e inguinales de los ratones
inoculados. Luego las suspensiones celulares de dichos érganos fueron marcadas con Acs anti-
CD11c, anti-CD11b y anti-CD8a (eBioscience, San Diego, CA y BD Biosciences) y se analizé la
frecuencia de las distintas poblaciones celulares mediante citometria de flujo (FACsAria ll) y el

programa FlowlJo.
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Ensayo de activacion de DCs

La activacién de DCs in vitro luego de la co-incubaciéon con U-Omp19 fue evaluada
midiendo la expresién en membrana de las moléculas CD40 y CD86 mediante citometria de
flujo y el nivel de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a. e IL-1B3) producidas en el

sobrenadante de las células estimuladas fue evaluado mediante ELISA.

Andlisis de la expresion de las moléculas co-estimulatorias por las DCs

Se incubaron BMDCs (1x10° células/ml) con: i) medio de cultivo completo, ii) OVA 50
ug/ml, iii) OVA 50 pg/ml + U-Omp19 100 pg/ml, iv) OVA 50 pg/ml + U-Omp19 200 pg/ml, v)
OVA 50 pg/ml + U-Omp19 PK 200 pg/ml u vi) OVA 50 pg/ml + LPS 1ug/ml durante 18hs a 37°C
5/ CO,. Luego las células fueron marcadas con Acs anti-CD11c PE y anti MHCII FITC para definir
la poblacién de analisis y con Acs anti- CD40 y CD86 APC para evaluar la expresiéon de las
moléculas co-estimulatorias (eBioscience, San Diego, CA y BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).
Se analizé la intensidad de fluorescencia emitida por el fluorocromo APC en la poblacién de

células CD11c* MHCII".

Andlisis del nivel de citoquinas pro-inflamatorias secretadas por la DC

Se colectaron los sobrenadantes de cultivo de las celulas estimuladas con: i) medio de
cultivo completo, ii) OVA 50 ug/ml, iii) OVA 50 pug/ml + U-Omp19 100 pg/ml, iv) OVA 50 pg/ml +
U-Omp19 200 pg/ml, v) OVA 50 pg/ml + U-Omp19 PK 200 pg/ml u vi) OVA 50 pg/ml + LPS
1ug/ml durante 18hs a 37°C 5/ CO,. Se determind la concentracion (pg/ml) de IL-6, TNF-a e IL-
1B8) mediante ELISA de captura siguiendo las instrucciones del fabricante (OptEIATM,
PharMingen, San Diego, USA).

Ensayo de presentacion cruzada de las quimeras GFP-OT por DCs

Se purificaron DCs de bazo y ganglios axilares e inguinales de ratones C57BL/6 mediante
seleccién negativa con un kit comercial (BD IMag, BD Biosciences) siguiendo las especificaciones

del fabricante. Se chequed la pureza de la purificacion marcando las células obtenidas con
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anticuerpos anti-CD11c y anti-MHCII, se utilizaron preparaciones celulares mayores a 80/ de
pureza. Las quimeras: GFP-OTI (quimera entre la proteina GFP y el péptido SIINFEKL de OVA) y
GFP-OTIIl (gquimera entre la proteina GFP y el péptido SQAVHAAHAEINEAGRL de OVA) fueron
cedidas por el Dr. Sergio Trombetta [163]. Posteriormente, 1x10°%/ml DCs se estimularon con: i)
medio de cultivo completo, ii) GFP-OTI o GFP-OTII (50 ug /ml), iii) GFP-OTI o GFP-OTIIl +U-Omp19
(100 pg /ml), o iv) GFP-OTI o GFP-OTII +Leupeptina (5ug/ml) durante 12hs. Durante las ultimas
6hs de incubacion se agregé brefeldina A (10 ug/ml). Al dia siguiente se obtuvieron
suspensiones celulares de bazo y ganglios linfaticos de ratones OTIl e OTIl. Las DCs fueron
lavadas y co-incubadas con células provenientes de los ratones transgénicos (2x10°), durante
18 hs. Posteriormente, las células fueron lavadas y marcadas con anti-CD8, anti-CD62L, anti-
CD107a, las células fueron fijadas con 100 pl de paraformaldehido al 4% y seguidamente
permeabilizadas con buffer saponina (0.2/) (Sigma-Aldrich). La marcacion intracelular se
realiz6 con anticuerpos (Acs) anti-IFN-y PE o su isotipo (BD Biosciences). Se determind la
produccidn intracelular de IFN-y, la expresion de CD62L y CD107a en la poblacién de LT CD8*
mediante citometria de flujo (FACsAria Il) y se analizaron los resultados obtenidos utilizando el

programa FlowlJo.

IV.ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ADYUVANTE DE U-OMP19 EN FORMULACIONES

VACUNALES IN VIVO.

Desafio tumoral con células de melanoma murino MOS5

Ratones C57BL/6 (n/grupo =6) se inmunizaron por via subcutdnea con i) OVA 60ug, ii)
OVA + U-Omp19 100ug, iii) OVA + U-Omp19PK 100pug, u iv) OVA + CFA 100ul, al dia 0, 7 y 14.
Tres semanas luego de la ultima inmunizacidn se desafiaron los ratones por via s.c. con células
de melanoma murino que expresan OVA (MQO5). Las células MO5 fueron cedidas por el Dr. K.

Rock (Dana-Farber Cancer Institute, Boston,MA).

Las células MO5 fueron crecidas in vitro en medio de cultivo con genticina (1mg/ml) y se
cosecharon con tripsina 0.25/ EDTA (Gibco), luego se resuspendieron en PBS en una

concentraciéon de 5x10° células/100ul y se inyectaron subcutdaneamente 100 pl en el flanco
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izquierdo del raton utilizando una jeringa 25G (Terumo, Somerset, NJ, EEUU). Cuando los
tumores se hicieron palpables, aproximadamente una semana después de la inoculacidn, se
comenzo a medir el largo y el ancho de los mismos con un calibre de Vernier calculando tres
veces por semana el volumen tumoral. El volumen tumoral (mm3) se calculé con la siguiente
férmula: (Lx W2)/2, donde L=largo del tumor (mm), W=ancho del tumor (mm). Se monitoreé el
tamaiio del tumor y la supervivencia de los animales hasta el dia 40 o hasta que los animales
alcanzaran el punto final (Volumen tumoral >1000 mm>®) momento en el cual fueron

sacrificados.

Ensayo de proteccion frente al desafio con pardsitos de Trypanosoma cruzi

Se utilizd un extracto crudo de T. cruzi obtenido a partir de formas epimastigote del
parasito y preparado como fuera descripto en [164]. Ratones BALB/c (n/grupo =7) se
inmunizaron por via subcutdnea con i) F105 (50ug), ii) OVA (50ug)+U-Omp19 (100pg) u iii) OVA
(50ug)+CFA (100ul), al dia 0, 7 y 14. Tres semanas luego de la ultima inmunizacién se desafiaron
los ratones por via intradermoplantar con 1x10° parasitos de la cepa RA. Se realizaron
mediciones del peso de los animales y el nimero de parasitos en sangre. Se normalizd la
parasitemia a niUmero de parasitos/ml teniendo en cuenta el volumen de sangre extraido por
ratéon y se realizaron mediciones del hematocrito en las muestras de sangre de los animales. Por

ultimo se evalud la supervivencia de los animales hasta el dia 40 post-infeccidn.

Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos de estudio con respecto a los grupos control
especificados en cada ensayo fueron evaluadas mediante T test cuando se comparaban 2
grupos experimentales mientras que se utilizé ANOVA de una via seguido del test Bonferroni
cuando se compararon mas de 2 grupos experimentales. Cuando los datos de los grupos de
estudio no siguieron una distribucion normal, se realizé una transformacién logaritmica [Y=Log
(Y)] para normalizar a los mismos y se evalué dicha normalizacién mediante el test Shapiro-

Wilks. Finalmente los datos transformados se analizaron mediante ANOVA de una via seguido

Pagina | 70



Materiales y Métodos

del test Bonferroni. En el caso del andlisis estadistico de las curvas de supervivencia los datos
fueron evaluados utilizando una curva de supervivencia de Kaplan-Meier y la prueba estadistica
log Rank. Se consideré como nivel de significancia respecto al grupo control un valor P<0.05.
Para la realizacidn de los cdlculos se utilizd el programa estadistico GraphPad Prism (version

5.0, GraphPad, San Diego, CA.)
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RESULTADOS

EXPRESION Y PURFICACION DE U-OMP19

El primer paso para el estudio de la capacidad adyuvante de la proteina de membrana
externa de 19KDa de Brucella spp. (Omp19) fue obtenerla en cantidad y pureza suficiente.
Previamente, nuestro equipo de trabajo clond la proteina Omp19 sin la secuencia consenso de
lipidacién (U-Omp19) en un vector plasmidico (pET22) [160]. A partir de esta construccién se
transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3) y se indujo la expresion de la proteina

con IPTG, luego la misma fue aislada del citoplasma bacteriano mediante sonicacion.

La purificacion se realizé mediante cromatografia de afinidad en batch con una resina Ni-
NTA-agarosa debido a que la proteina recombinante posee una cola de histidinas (6xHis). La
expresion y grado de pureza de U-Ompl9 en las distintas fracciones obtenidas se evalué
mediante SDS-PAGE 15/, seguido de una tincién con Coomassie Blue. Ademads, se realizd un
western blot para confirmar la identidad de las fracciones seleccionadas utilizando un suero
policlonal de conejo anti-Omp19 (dilucién 1:2000) (Figura 1a). Se observan dos bandas
correspondientes a dos conformaciones de U-Omp19: mondmerica (19KDa) y dimerica (38KDa),
este es el patrdén tipico de bandas que se obtiene cuando a la proteina se le realiza un SDS-

PAGE (Figura 1a).

Luego de la purificacion la proteina fue depletada de LPS con una resina de sefarosa-
Polimixina B y mediante el test de Limulus amebocyte lysate (LAL) se analizd la concentracién
de endotoxina presente. Todas las preparaciones utilizadas en esta tesis doctoral poseen
menos de 0,1 unidades endotdxicas (UE)/mg de proteina. A continuacion la pureza de la misma

se corroboré mediante un gel SDS-PAGE 15/ teiiido con Coomassie Blue (Figura 1b).
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Figura 1. Purificacion de la proteina U-Omp19 de B. abortus en el extracto citosoluble de E. coli. Se

purificé la proteina U-Omp19 mediante cromatografia de afinidad obteniéndose distintas fracciones.

a. Se corrobord la identidad de la proteina a partir de un SDS-PAGE 15/ tefido con Coomassie Blue

seguido de un Western Blot de las fracciones purificadas de U-Omp19. Se utilizd un anticuerpo

policlonal anti-U-Omp19 hecho en conejo y se revelé con un anti-conejo conjugado a peroxidasa de

rabano (HRP). b. SDS-PAGE 15/ de U-Omp19 purificada y depletada de LPS.

En varios experimentos realizados en esta tesis
afladimos como control la proteina degradada con proteinasa
K (U-Omp19PK). Este control nos permite observar el efecto
de cualquier contaminante no proteico que pudiera resultar
de la purificacion. La proteina se incuba con proteinasa K
agarosa, se centrifuga, y luego se inactiva la enzima
remanente incubando a 602C el sobrenadante. El hecho de
gue la proteinasa K este inmovilizada en agarosa permite que
la enzima no contamine la mezcla de reaccidén. Se confirmd la
degradacion de la proteina mediante un gel SDS-PAGE 15/

tefido con Coomassie Blue (Figura 2).
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Figura 2. Degradacion de U-
Omp19 con proteinasa K. SDS-
PAGE 15/ tefiido con
Coomassie Blue de U-Omp19 vy
U-Omp19PK.
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I.ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ADYUVANTE DE U-OMP19 SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

CELULAR

U-Omp19 como adyuvante de OVA induce una respuesta inmune celular T CD8" antigeno

especifica in vivo

Resultados previos obtenidos durante mi tesis de Licenciatura demostraban que la co-
inmunizacion de U-Omp19 con OVA por via s.c. induce una respuesta celular T helper anti-OVA
in vivo con produccién de IFN-y en ratones BALB/c (H2d), lo que nos indicaba que esta proteina

posee propiedades adyuvantes sobre la respuesta inmune celular.

Para profundizar en el estudio de la capacidad adyuvante de U-Ompl9 sobre la
respuesta inmune celular en esta tesis se evalud la actividad adyuvante de esta proteina
utilizando otra cepa de ratones (C57BL/6, H2k) y particularmente se determiné la capacidad de
esta proteina de inducir respuestas inmunes que involucran células T CD8". En la actualidad
existe una mayor necesidad en el disefio de vacunas capaces de inducir fuertes respuestas
inmunes celulares del tipo Thl, T CD8" y citotdxicas (CTL) que puedan prevenir infecciones

crénicas virales, infecciones relacionadas con patdgenos intracelulares o el cancer [165].

Ratones C57BL/6 fueron inmunizados en tres oportunidades con i) OVA, ii) OVA+U-
Omp19, iii) OVA+CFA o iv) solucion fisioldgica (SF). A las tres semanas se evalué mediante
citometria de flujo la produccién intracelular de IFN-y por los esplenocitos de los ratones
inmunizados. Observamos que luego de la co-administracién de OVA con U-Ompl9 se
incrementa la poblacién de células T CD8" OVA especifica productora de IFN-y (1.40/) en
comparacion a las células provenientes de los animales inmunizados con OVA sin adyuvante
(0.64/ ). La co-administracidon del Ag con un adyuvante conocido como es el CFA incrementd
levemente el porcentaje de linfocitos T CD8" productores de IFN-y (0.90/ ). Si bien el CFA es
reconocido como un potente adyuvante estimulador de respuestas humorales y celulares falla

en la induccién de fuertes respuestas de tipo T CD8". Estos resultados indican que U-Omp19
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como adyuvante de OVA es capaz de inducir in vivo respuestas de tipo T CD8" especificas con

produccién de IFN-y en respuesta a la estimulacién con el antigeno (OVA) (Figura 3).

SF OVA OVA+U-Omp19 OVA+CFA

A -

10 0.55 0.64 1.40 0.90

1003

101 3
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‘Z*l- 2

T L T B T T T
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Figura 3. La co-administracion de U-Omp19 por via s.c. con OVA como Ag modelo induce la
produccién de IFN-y por células T CD8". Ratones C57BL/6 (n/grupo=5) fueron inmunizados por via s.c
al dia 0, 7 y 14 con i) SF, ii) OVA (60ug), iii) OVA (60ug)+U-Omp19 (100ug) u iv) OVA (60ug)+CFA
(100pl). Tres semanas después se obtuvieron los esplenocitos de los ratones inmunizados los cuales
fueron re-estimulados in vitro durante 18hs con OVA (500ug/ml) y luego marcados con Acs anti-CD8.
Posteriormente las células fueron permeabilizadas y se marcaron con Acs anti-IFN-y o control
de isotipo. Los nimeros expresan la frecuencia de células productoras de IFN-y de la poblacién CD8"

restado su control de isotipo. Representativo de tres experimentos con resultados similares.

U-Omp19 induce la proliferacién in vivo de células T CD8*

La activacién de las células T luego del reconocimiento del Ag en la CPA conduce, entre
otros fenédmenos, a la proliferacion clonal de la célula T activada aumentando la poblacién de
células efectoras especificas para el Ag reconocido. Este evento es crucial para el curso de la

respuesta inmune adaptativa celular.

Para poder analizar en detalle la respuesta inmune adaptativa T CD8" in vivo utilizamos
una fuente de células T CD8" con alta especificidad para OVA como son las células T de ratones

transgénicos OT-l. Los ratones OT-l poseen células T CD8" que expresan un unico receptor T
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especifico para el péptido SIINFEKL de OVA que es presentado en el contexto de moléculas co-

estimulatorias MHC | (H-2K") [166].

Para estudiar la respuesta proliferativa especifica que se desencadena luego de la
inmunizacidn del Ag con nuestro adyuvante se realizé un ensayo de proliferacion in vivo. Con
este propdsito, se realizd transferencia adoptiva por via endovenosa de células OT-I marcadas
con carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE) a ratones C57BL/6. Al dia siguiente se les
administrd por via s.c. OVA con: i) U-Omp19, ii) U-Omp19 PK (U-Omp19 tratada con proteinasa
K), iv) LPS u v) SF. Tres dias después se analizé mediante citometria de flujo el porcentaje de
células OT-l proliferantes por dilucion de marca de CFSE en las células de bazo y ganglios

linfaticos drenantes (GLD).

En los animales inmunizados con OVA+U-Omp19 se observé una mayor proporcién de
células en division comparado con el grupo OVA sin adyuvante tanto en bazo (OVA 30.27/ vs
OVA+U-Omp19 47.57/ ) como en GLD (OVA 59.8/ vs OVA+U-Omp19 88.5/) (Figura 4). En
células de bazo como de GLD se observa aproximadamente un 20/ mas de proliferacion de
células especificas para OVA cuando se co-administra con U-Omp19. El control con el
adyuvante degradado con proteinasa K indujo niveles de proliferacion comparables a los de la
inoculacidon de OVA sin adyuvante, indicando que el efecto observado se debe a la proteina y
no a la posible presencia de contaminantes no proteicos en la preparacion de U-Ompl9
utilizada. El control positivo con LPS aumentd los niveles de proliferacién hasta un 57.5/ en
bazo y un 92/ en GLD. Estos resultados demuestran que U-Omp19 es capaz de incrementar la

proliferacién de células T CD8" especificas in vivo contra el Ag co-administrado por via s.c.
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Figura 4. U-Omp19 aumenta la proliferaciéon de células T CD8" in vivo. Se marcaron con CFSE células de

bazo y ganglios linfaticos de ratones OTI y se transfirieron a ratones C57BL/6 (n/grupo=3) por via
endovenosa (10x10° células/ratén). Al dia siguiente los animales fueron inmunizados con i) SF, ii) OVA
(30ug), iii) OVA (30ug)+U-Omp19 (50pg), iv) OVA (30pg)+U-Omp19PK (50pg), u v) OVA (30ug)+LPS (1ug)
por via s.c. Tres dias después se obtuvieron células de bazo y de ganglios linfaticos drenantes (GLD) y se
analizé la dilucion de CFSE por citometria de flujo. En los histogramas se muestra el porcentaje de
células T CD8" CFSE' que sufrieron mas de una divisién. Representativo de 3 experimentos con

resultados similares.

U-Omp19 induce la presentacion cruzada de Ags exogenos

En conjunto, los resultados mostrados anteriormente indican que U-Omp19 induce
respuestas de tipo T CD8" especificas in vivo contra el Ag co-administrado. Teniendo en cuenta
que a los ratones se les co-administra una proteina soluble como Ag (OVA), la induccién de
respuestas de tipo T CD8" especificas contra OVA nos sugiere que esta ocurriendo presentacion
cruzada de péptidos derivados de esta proteina. La DC es la célula presentadora de Ags

profesional mas eficiente en realizar presentacion cruzada de Ags [167]. Entonces, decidimos
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evaluar si U-Ompl9 es capaz de actuar directamente sobre las DCs promoviendo la

presentacién cruzada de Ags a las células T CD8".

Con este propdsito, se purificaron DCs de bazo y ganglios linfaticos de ratones C57BL/6
mediante seleccién negativa utilizando un kit de perlas magnéticas. Luego, estas células fueron
estimuladas con i) OVA, ii) OVA+U-Omp19, iii) OVA+U-Omp19 PK u iv) OVA+LPS. Dieciocho
horas después se lavaron las células y se co-cultivaron con células provenientes de ratones OTI
durante 18 hs. Se estudid la activacién de las células T CD8" transgénicas mediante marcacion
intracelular de IFN-y y expresién del marcador CD62L (L-selectina). Los linfocitos T al activarse
dejan de expresar esta selectina, lo que les permite abandonar los ganglios linfaticos para

ejercer sus funciones efectoras en los tejidos periféricos [168].

Las DCs estimuladas con OVA+U-Omp19 indujeron un mayor porcentaje de células T
CD8" productoras de IFN-y (5.67/ ) comparadas con las DCs incubadas con OVA sola (1.20/)
(Figura 5a). Del mismo modo, las DCs estimuladas con U-Omp19 aumentan la proporcién de
linfocitos T CD8" efectores evidenciado por un mayor porcentaje de células T CD8" que dejan de

expresar L-selectina (49.5/ OVA vs 80.6/ U-Omp19) (Figura 5b).
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Figura 5. U-Omp19 induce la presentacion cruzada de OVA por DCs in vitro. DCs purificadas de bazo y

ganglios linfaticos de ratones C57BL/6 por seleccidén negativa utilizando un kit de perlas magneticas

fueron estimuladas con i) medio completo, ii) OVA (50ug/ml), iii) OVA (50pg/ml)+U-Omp19 (100ug/ml),

iv) OVA (50ug/ml)+U-Omp19PK (100ug/ml), u v) OVA (50ug/ml)+LPS (1ug/ml). Al dia siguiente estas DCs

fueron co-incubadas con células OTI (2x10° células/ml) por 18hs. Las células fueron marcadas con anti-

CD8, anti-CD62L y anti CD107a, se permeabilizaron y se marcaron con anti-IFN-y o control de isotipo. Se

determind el porcentaje de células T CD8" productoras de IFN-y (a), CD8" CD107a" y (b) CD8" CD62L" (c)

restado su correspondiente control de isotipo. Representativo de 3 experimentos con resultados

similares.
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También se evalud la capacidad de las DCs de inducir CTLs mediante un ensayo de
citotoxicidad por degranulaciéon de linfocitos T. Las células T al degranularse expresan la
proteina de membrana asociada a lisosoma LAMP-1 (CD107a) en membrana [169], por lo tanto,
la expresion de esta proteina en los LT especificos correlaciona con su capacidad litica [170,
171]. Las DCs fueron estimuladas por 18hs con i) OVA, ii) OVA+U-Omp19, iii) OVA+U-Omp19 PK
u iv) OVA+LPS, luego se co-incubaron con células OT-I durante 6hs en presencia de monensinay

anti-CD107a vy se evalud la expresién de este marcador en la poblacién de células T CD8".

Observamos un mayor porcentaje de LT CD8* CD107a" en el grupo incubado con DCs
estimuladas con OVA+U-Omp19 (15.9/) comparado con el grupo incubado con las DCs
estimuladas con OVA sola (9.16/ ) (Figura 5c). Las DCs incubadas con U-Omp19PK inducen

porcentajes de LT citotéxicos comparables a la incubacién con OVA sola (7.61/ ).

Estos resultados demuestran que U-Omp19 tiene la capacidad de actuar directamente
sobre las DCs, estimulando su capacidad de realizar presentacion cruzada de Ags a las células T
CD8" especificas, las cuales se activan y se transforman en células efectoras productoras de IFN-
Y y citotdxicas. Esta habilidad de U-Omp19 para inducir la presentacion cruzada de OVA
desaparece cuando la proteina es digerida con proteinasa K, confirmando que el efecto reside

en la proteina y no es debido a posibles contaminantes no proteicos.
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Il. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE U-OMP19 COMO INHIBIDOR DE PROTEASAS

LISOSOMALES

Los resultados obtenidos durante mi tesis de Licenciatura junto con los anteriormente
expuestos demuestran que U-Omp19 es capaz de actuar como adyuvante de OVA induciendo
respuestas de tipo Th1, T CD8" y CTL in vitro e in vivo. También observamos que U-Omp19 tiene
un efecto directo sobre la DC promoviendo la presentaciéon cruzada de Ags. Entonces,
decidimos caracterizar el mecanismo de accién de U-Omp19. Nuestra hipétesis plantea que su
capacidad como adyuvante podria estar relacionada con i) su actividad biolégica como inhibidor

proteasas lisosomales y/o ii) con su capacidad inmunoestimulatoria.

U-Omp19 es un inhibidor de cistein proteasas lisosomales

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que U-Ompl9 posee alta
homologia con inhibidores de proteasas bacterianos (30/ identidad, Z-score 112.7). Analisis
posteriores utilizando los programas PFAM y MEROPS nos revelaron que U-Omp19 pertenece a
una familia de proteinas con actividad de inhibidores de proteasas alcalinas y metaloproteasas

llamada inh (llustracién 11).

Se ha propuesto que la susceptibilidad de los Ags proteicos a la degradacién por
proteasas lisosomales determina en parte su inmunogenicidad [154]. Entonces, decidimos
estudiar la capacidad de U-Omp19 como inhibidor de cistein proteasas lisosomales. Se
determind la capacidad de U-Omp19 de inhibir la actividad proteolitica de proteasas
lisosomales comerciales. En estos ensayos se utiliz6 como sustrato caseina BODIPY FL, esta
proteina posee grupos fluorescentes quencheados que se exponen cuando el sustrato es
digerido. Por lo tanto, un incremento en la emisién de fluorescencia es proporcional a la

degradacion del sustrato [161, 162].
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llustracion 11. U-Omp19 posee homologia significativa con proteinas de la familia Inh. Analisis de
homologia de secuencias (BLAST) entre U-Omp19 de Brucella abortus e inhibidores de proteasas
miembros de esta familia: Aprin (inhibidor de metaloproteasas de Pseudomonoas aeruginosa), el
inhibidor de serralisinas de Serratia marcescens y el inhibidor de metaloproteasas de Erwinia
chrysanthemi. Esta homologia se encuentra especificamente entre los residuos de aminoacidos 61-
157. Se muestran en celeste los residuos con una identidad alta (score:3.0) y en gris los residuos con

baja identidad (score:0.5).

Dado que las proteasas lisosomales son en su mayoria cistein proteasas (catepsinas)
pertenecientes a la familia de las proteasas tipo papaina (papain-like cistein proteasas),
decidimos evaluar la actividad de U-Omp19 sobre distintas catepsinas y la papaina. La papaina
es un miembro de la misma familia de cistein proteasas presente en plantas (se encuentra en la

papaya).

Especificamente, cada enzima (catepsina L, C, B o papaina) fue incubada en diferentes
relaciones molares con U-Omp19 y luego se evalué la actividad de cada proteasa. Como control
negativo se utiliz6 U-Omp16, una proteina de Brucella spp. recombinante clonada, expresada y
purificada de igual forma que U-Omp19 pero que no posee actividad conocida de inhibidor de
proteasas. Mientras que como control positivo se utilizd un cocktail inhibidor de proteasas

comercial (Sigma Aldrich). Es importante destacar que estos ensayos se realizaron utilizando un
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buffer al pH 6ptimo de actividad de cada enzima, en este caso pH 5 para las catepsinas y pH: 6.2

para papaina.

U-Omp19 fue capaz de inhibir parcialmente la actividad de catepsina L a partir de la
relacion molar 1:5 (P<0.05 vs relacién 1:0) mientras que inhibe la actividad de la catepsina Cy B
cuando se utiliza la misma relacién molar inhibidor:enzima (1:1) (P<0.001, P<0.01 vs relacion
1:0). U-Omp16 en la maxima relacién molar (1:10) no fue capaz de inhibir la actividad de estas
enzimas demostrando la especificidad del ensayo. Como era de esperar el cocktail inhibidor de
proteasas disminuye significativamente la actividad proteolitica de todas las enzimas
estudiadas (Figura 6). Del mismo modo, U-Omp19 fue capaz de inhibir la actividad proteolitica
de la papaina (P<0.05, P<0.01 vs relacion 1:0). Estos resultados demuestran que U-Omp19

puede inhibir la actividad proteolitica de cistein proteasas comerciales.
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Figura 6. U-Omp19 inhibe parcialmente la actividad de cistein proteasas comerciales. Se determind la
actividad proteolitica utilizando un kit fluorométrico (Enzcheck) donde se usa caseina BODIPY como sustrato.
La emisién de fluorescencia es proporcional a la degradacién del sustrato. Especificamente, 1x7.10°U/ml de
catepsina L, 2U/ml de catepsina B o C y 0.5U/ml de papaina fueron incubadas en diferentes relaciones
molares con U-Omp19 (proteina: inhibidor); [1:1, 1:5, 1:10 (o 1:8) o 1:0 (sin inhibidor)]. Como control positivo
de inhibicién se utilizd un cocktail inhibidor de proteasas eucariota. U-Omp16 en la maxima relacion fue
utilizada como control negativo. Todas las reacciones fueron incubadas durante 1h a temperatura ambiente
y luego se les agregé 1ug/ml de caseina BODIPY como sustrato. Se midié la emision de fluorescencia en un
lector de fluorescencia de placas. Los datos representan la media + SEM de determinaciones realizadas por
duplicado. Los datos representan el porcentaje de la actividad proteolitica remanente tomando 100/ la
actividad de caseina sola (relacidn 1:0). ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 vs relacion 1:0. ANOVA de una via

seguido del test de Bonferroni. Representativo de 2 experimentos independientes con resultados similares.
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U-Omp19 mantiene su estructura secundaria a distintos valores de pH

Dado que U-Omp19 ejerce su actividad in vitro como inhibidor de catepsinas comerciales en
un ambiente acido (pH 5) decidimos evaluar la estabilidad estructural de la proteina a estos
valores de pH. Para ello, se realizé un espectro de dicroismo circular en el ultravioleta (UV)

lejano (200-240nm) cuando se expone U-Omp19 a distintos pH.

La técnica de dicroismo circular permite estudiar la estructura de proteinas en solucién
mediante el andlisis de la absorbancia de luz circularmente polarizada. Cuando la luz polarizada
atraviesa un medio dépticamente activo se producen desviaciones en el plano que estdn
expresadas mediante el parametro 0 (expresado en grados). La rotacién del plano vy la
diferente absorcidn de los componentes circularmente polarizados varian de acuerdo con la
longitud de onda, pudiéndose obtener espectros de estos fendmenos [172]. Los espectros de
dicroismo en la regidn del UV lejano, se deben principalmente a los enlaces amida que unen los
residuos de los aminodacidos entre si. La asimetria de estos croméforos se debe al arreglo
espacial de la cadena principal de la proteina, por lo cual, las sefales de dicroismo circular se
pueden interpretar en términos del contenido de estructuras secundarias presentes, es decir,

del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacidén estructural.

El espectro de dicroismo circular en el UV lejano obtenido para U-Ompl9 expuesta a
diferentes valores de pH (pH 2, 5 o0 7.5) no evidencia ningin cambio estructural importante
sobre las estructuras secundarias de la proteina (Figura 7). El espectro muestra una mezcla de
espectros entre los que se puede identificar un minimo intenso a 200nm, caracteristico de una
estructura desordenada (random coil). También se observa un maximo simple a 230nm
caracteristico de proteinas con estructura lamina B, aunque estos espectros son muy variables

porque las [dminas pueden ser paralelas o antiparalelas y variar en el largo y ancho.

Como control se expuso la proteina a una solucién de cloruro de guanidinio 6M, en este

buffer la proteina se desnaturaliza y se pierde la sefial caracteristica de dicroismo circular para
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una proteina estructuralmente estable que se encuentra entre 210 y 240 nm (Figura 7). Este
resultado indica que U-Omp19 es estructuralmente resistente a los cambios de pH lo que le

permitiria actuar como inhibidor de proteasas en ambientes extremos.
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U-Omp19 es un inhibidor competitivo de catepsina L

Con el fin de realizar una mejor caracterizaciéon de la capacidad de U-Omp19 como
inhibidor de cistein proteasas se determind el mecanismo de inhibicién y la constante de

inhibicién (Ki) para la catepsina L utilizando un sustrato fluorogénico especifico.

La enzima (catepsina L) fue incubada con distintas concentraciones de U-Omp19
durante 1h y luego se agregaron distintas concentraciones de sustrato (S) especifico (Ac-HRYR-
ACC). Se evalué la cinética de degradacion del sustrato mediante un lector de fluorescencia de
placas. A partir de los valores de las unidades de fluorescencia obtenidas a los distintos tiempos
para cada concentracion de sustrato se obtuvieron las velocidades (V) de la reaccién

enzimatica.

La cinética de Michaelis-Menten describe la velocidad de reaccién de muchas reacciones
enzimaticas donde: Vo= [S] Vmax/[S] Km. Graficando V, vs [S] y aplicando una regresion no

lineal se obtiene la hipérbola caracteristica de Michaelis Menten (Figura 8a) y los valores de
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KMaparente Y VMaXaparente Para cada concentracién de inhibidor (U-Omp19). La constante de
Michaelis-Menten (Km) corresponde a la concentracién de sustrato con la cual la velocidad de
reaccidn enzimatica alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad maxima, este valor cambia
con un inhibidor y se denomina Km aparente (Kmaparente). Mientras que la Vmaxaparente €S Ia

velocidad a la cual los sitios activos de la enzima estan saturados con sustrato.

En un mecanismo de inhibicion competitiva el inhibidor se une directamente al sitio de
la enzima compitiendo con el sustrato. Este tipo de inhibicion se puede superar con
concentraciones suficientemente altas del sustrato, es decir, dejando fuera de competicion al
inhibidor. En la cinética de la reaccidn enzimdtica con un inhibidor competitivo se observa que
el Kmyparente S€ incrementa con la concentracion de inhibidor, ya que la afinidad del sustrato al
sitio activo de la enzima decrece, mientras que la VmaXaparente Permanece constante.
Justamente, al graficar Kmaparente VS. [U-Omp19] y VMaXaparente VS. [U-Omp19] y realizar una
regresion lineal de las rectas obtenidas se observa que la Kmgparente aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de U-Omp19 (R2 0.9648) mientras que los valores de VmaXaparente

sufren pequenas variaciones (Figura 8b).

Los efectos de diferentes tipos de inhibidores en la actividad enzimdtica también
pueden ser visualizados usando la representacién grafica de la ecuacién de Michaelis—Menten
mediante los diagramas de Lineweaver-Burke al graficar las reciprocas de Vo y [S] (1/Vq vs.
1/[S]). En un modelo de inhibicién competitiva, como la Vmax no varia con la concentracion de
inhibidor todas las rectas se intersectan en 1/Vmax. El diagrama de Lineweaver-Burke obtenido

para U-Omp19 es consistente con un modelo de inhibicion competitiva (Figura 8c).

Utilizando el software del programa estadistico Graphpad se ajusté la curva de
Michaelis-Menten obtenida a los cuatro principales modelos de inhibicién (competitivo, no
competitivo, acompetitivo y mixto) obteniendo valores de Ki y Km para la cinética de reaccion

de catepsina L con U-Omp19 como inhibidor. Al analizar la bondad del ajuste observamos que
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el modelo que mejor se ajusta a nuestra curva es el de inhibicién competitiva (R* 0.9861). El
valor de la constante de inhibicién de U-Omp19 considerando que se ajusta a un modelo de

inhibicion esta en el orden micromolar (Ki= 2,4uM).

Otra forma de evaluar la potencia de un inhibidor es calculando la concentraciéon a la
cual inhibe un 50/ de la enzima (IC50). El valor de IC50 varia con la concentracion de sustrato y
depende de la Ki. Para obtener el valor de IC50 de U-Omp19 se graficé el porcentaje de
actividad proteolitica de catepsina L para cada concentracidon de sustrato en funcién de la
concentraciéon de U-Omp19 (Figura 8d). Los valores de IC50 obtenidos fueron graficados en
funcién de la concentracion del sustrato ([S]/Km), si los valores de IC50 aumentan con la
concentracién de sustrato esto sugiere un mecanismo competitivo de inhibicién (Figura 8e).
Ademas, es posible obtener un valor de Ki a partir de la pendiente de este grafico teniendo en
cuenta la siguiente ecuacién: Ki= IC50/(S/Km+1). El valor de Ki obtenido para U-Omp19 a partir
del gréfico de IC50 en funcion de [S]/Km fue de 1929 + 179.6 nM, este valor coincide con el

calculado utilizando el ajuste del programa Graphpad.

En conjunto, estos resultados indican que la cinética de reaccidon enzimatica de la
catepsina L incubada con U-Omp19 se ajustaria a un modelo de inhibicidn competitiva (Figura

8f) con una constante de inhibicion en el orden micromolar.
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Figura 8. U-Omp19 se ajusta a un modelo de inhibicion competitiva para la catepsina L. La enzima
(catepsina L, 0.25nM) fue incubada con distintas concentraciones de U-Omp19 (0-1000 nM) durante 1hy
luego se agregaron distintas concentraciones del sustrato fluorogénico (Ac-HRYR-ACC, 0-4000nM). Se
evalud la cinética (0-2000s, As=70s) de degradacion del sustrato (S) mediante un lector de fluorescencia de
placas. a. Hipérbola de Michaelis Menten de la cinética de la reaccidn enzimatica obtenida a partir de
regresidon no lineal del grafico de V vs [S]. b. Grafico de Km app vs [U-Omp19] y de Vmax vs [U-Omp19]. c.
Diagrama de Lineweaver Burk (1/Vy vs 1/S) a las distintas concentraciones de inhibidor (U-Omp19). d.
Determinaciéon de la IC50 a partir de las curvas obtenidas del grafico de / de actividad proteolitica en
funcién de la concentracién de inhibidor para las distintas concentraciones de sustrato. e. Regresion lineal
del grafico de los valores de IC50 en funcidn de la concentracion de sustrato (S/Km). f. Modelo esquematico

de una reaccidn enzimatica con un inhibidor competitivo.
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U-Omp19 reduce parcialmente la capacidad proteolitica de microsomas derivados de

CPAs

Dado que las diferentes CPAs presentan un contenido proteolitico particular, el cual
difiere en cuanto a la proporcién y actividad de las distintas proteasas [150], decidimos estudiar
la actividad inhibitoria de U-Omp19 sobre la actividad litica de extractos lisosomales

(microsomas) derivados de CPAs.

Microsomas obtenidos de células dendriticas derivadas de medula 6sea de ratones
(BMDCs) o de la linea celular 1744 de macréfagos murinos se incubaron con distintas cantidades
de U-Omp19 durante 3 horas y luego se analizé la degradacién del sustrato (CASEINA BODIPY)
mediante un lector de fluorescencia. U-Omp16 y el cocktail de inhibidores fueron utilizados

como controles.

Observamos que U-Omp19 fue capaz de reducir parcialmente la actividad proteolitica
de microsomas de células dendriticas y macréfagos murinos (P<0.001, P<0.01, P<0.5 vs Oug de
U-Omp19). Mientras que U-Omp16 no fue capaz de disminuir la degradacién del sustrato por
parte de los microsomas. Como era de esperar el cocktail disminuyd significativamente la

actividad litica de los mismos (Figura 9a y b).

Es sabido que sin procesamiento antigénico no hay presentacion a las células T e
induccion de la respuesta adaptativa. Por ello, es importante destacar que el efecto inhibitorio
de U-Omp19 sobre las proteasas lisosomales no es total, observdndose un maximo de 35/ de
inhibicidn sobre microsomas obtenidos de BMDCs y macréfagos cuando se agrega la mayor

cantidad de U-Omp19.
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Figura 9. U-Omp19 inhibe parcialmente la capacidad litica de microsomas derivados de CPAs in vitro. La
capacidad litica fue medida usando el kit fluorométrico con caseina BODIPY como sustrato (Enzcheck).
Especificamente, 50 o 100ug de microsomas de BMDCs (a) o derivados de macréfagos de la linea celular
J744 (b) fueron incubados con buffer o con distintas cantidades de U-Omp19 (1, 10 o 50ug) durante 3hs.
Como control positivo se utilizé un cocktail de inhibidor de proteasas. U-Omp16 (50ug) se utilizé como
control negativo. Los datos representan la media £ SEM de las determinaciones realizadas por duplicado del
porcentaje de la actividad proteolitica remanente tomando 100/ la actividad de caseina sola (Oug de U-
Omp19). ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 vs Oug de U-Ompl9. ANOVA de una via seguido del test de

Bonferroni. Representativo de 2 experimentos independientes con resultados similares.
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Es importante destacar que se obtuvieron resultados similares en ensayos de
degradacion realizados con células dendriticas derivadas de medula 6sea (BMDCs) — resultados
no mostrados- indicando que no hay variaciones importantes en los resultados obtenidos entre

estos dos tipos de células (DCs purifcadas o BMDCs).

U-Omp19 limita la actividad litica de APCs in vitro

El siguiente paso fue estudiar si U-Omp19 era capaz de inhibir la capacidad degradativa
de células presentadoras de antigeno in vitro. Para ello se utilizé OVADQ o CASEINA BODIPY
como Ag, estas proteinas son muy Utiles para estudiar la degradacion de un antigeno ya que el
incremento en su fluorescencia correlaciona con su nivel de degradaciéon y pueden ser

utilizadas tanto in vitro como in vivo.

Macroéfagos murinos derivados de medula ésea de raton (BMMOs) o DCs purificadas a
partir de bazo y ganglios de ratones fueron incubadas con OVADQ o CASEINBODIPY en
presencia o ausencia de U-Omp19 durante 1 hora, posteriormente se determiné la degradacion
de los sustratos mediante citometria de flujo. Como control positivo se utilizd un inhibidor de
cistein proteasas comercial (leupeptina) y como control negativo una proteina sin actividad

proteasa (albumina sérica bovina, BSA).

U-Omp19 reduce significativamente la degradacién del Ag co-incubado por parte de
BMMOs (P<0.001 vs caseina BODIPY) y DCs (P<0.01 vs OVADQ). De la misma forma, el inhibidor
de cistein proteasas leupeptina reduce significativamente la degradacién de estos Ags
(P<0.001) mientras que BSA no altera la protedlisis de los mismos (Figura 10a y b). Es
importante destacar que la inhibicion de la protedlisis del Ag por U-Omp19 es parcial (30-35/ ).
Estos resultados demuestran que U-Omp19 es capaz de limitar la degradacion intracelular del

Ag co-administrado en las CPAs.
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Figura 10. U-Omp19 limita la capacidad litica de APCs in vitro. a) DCs purificadas de bazo y ganglios
de ratones BALB/c o b) BMMOs (1x10° células/pocillo) fueron incubados durante 1hora con OVADQ o
CASEINA BODIPY (25ug/ml) sola o en presencia de U-Omp19 (100ug/ml). Un inhibidor de cistein
proteasas (leupeptina, 5ug/ml) o BSA (100ug/ml) fueron usados como controles. Se determiné la
degradacién de los antigenos mediante citometria de flujo. El incremento en la fluorescencia es
proporcional a la degradacién del Ag. Los resultados se representan en histogramas y en barras donde
se muestra el porcentaje de actividad proteolitica remanente tomando 100/ la actividad de caseina u
OVADQ sola + SEM de las determinaciones realizadas por duplicado. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05
vs. OVADQ o caseina BODIPY, ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni. Representativos de 3

experimentos con resultados similares.
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U-Omp19 inhibe la actividad intracelular de catepsina L in vitro

Hasta aqui demostramos que la co-administracion del Ag con U-Omp19 disminuye la
susceptibilidad del mismo a la degradacidon por CPAs. Entonces, decidimos analizar su efecto

sobre la actividad intracelular especifica de catepsina L en la CPA in vitro.

Para ello, BMDCs o BMMOs se incubaron con OVA, OVA+U-Omp19 u OVA+leupeptina
durante 1 hora. Luego el Ag fue removido y se incubd con un sustrato fluorogénico especifico
para catepsina L (CBZ-Phe-Arg), [173]. Se midié la actividad de la enzima a distintos tiempos en
un lector de fluorescencia de placas. Este sustrato, es permeable a la membrana celular y al
igual que las sondas utilizadas anteriormente, presenta fluorescencia luego de su protedlisis de
manera que permite determinar la actividad especifica de la catepsina L lisosomal dentro de la

célula.

Las células incubadas con OVA+U-Ompl9 mostraron una reduccién parcial en la
actividad proteolitica de la enzima tanto en DCs como en BMMOs luego de 20, 40 o 60 min de
incubacién con el sustrato especifico (P<0.001 vs OVA). Del mismo modo, la leupeptina redujo
la actividad de esta catepsina (Figura 11 a y b). En general, las catepsinas se sintetizan como
pro-enzimas y requieren la eliminacién de su dominio N-terminal para convertirse en proteinas
enzimaticamente activas. En el caso de la catepsina L el mecanismo de eliminacién del pro-
dominio implica una reaccidon autocatalitica iniciada por el ambiente acido de los
compartimientos endosomales/lisosomales [174]. Por lo tanto, estos resultados sugieren que
U-Omp19 estaria inhibiendo la forma activa de la catepsina L dentro del lisosoma de la célula

presentadora.
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Figura 11. U-Omp19 inhibe la actividad proteolitica intracelular de catepsina L. BMDCs y BMMOs
se incubaron en presencia de: i) OVA (50ug/ml), i) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (100ug/ml) u iii) OVA
(50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml) durante 60 min, luego el Ag es removido y se lavan las células.
Posteriormente, se incuban en presencia de 10ug/ml del sustrato fluorogénico especifico de
catepsina L (CBZ-Phe-Arg), durante 20, 40 o 60 min. Se determind la degradacion del sustrato
(proporcional al aumento de fluorescencia) en un lector de fluorescencia de placas. Los datos
representan la media + SEM de determinaciones realizadas por duplicado. El porcentaje de actividad
proteolitica se determina tomando como 100/ la actividad con OVA sola. ***P<0.001, *P<0.05 vs
OVA sola, ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni. Representativo de 3 experimentos

independientes con resultados similares.

U-Omp19 no afecta la expresion de catepsinas por la CPA

La actividad de las proteasas lisosomales se encuentra altamente controlada en las
CPAs. Las catepsinas pueden regularse a varios niveles, por ejemplo; a nivel de transcripcién y
expresion, modificaciones post-traduccionales, localizacién intracelular, pH, activaciéon de
zimégenos, presencia o ausencia de inhibidores endégenos, trafico e inactivacién por
degradacion [138]. Particularmente, se ha descripto que el nivel de expresidén de la catepsina L

puede ser aumentando por factores de crecimiento y hormonas [175].

Entonces, decidimos analizar el efecto de U-Omp19 sobre la expresién de las catepsinas
en las CPAs. BMDCs fueron incubadas con i) OVA, ii) OVA+U-Omp19, ii) OVA+Leupeptina o iv)

medio completo durante 1h y se realizaron extractos proteicos de estas células. Se identificé la
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presencia de catepsina L y C por western blot en dichos extractos utilizando anticuerpos
monoclonales especificos que detectan la procatepsina L y las distintas formas de la catepsina

C.

La catepsina L murina se sintetiza como una proteina entera que posee un propéptido
en su N terminal, la cual es denominada procatepsina L (39-42 KDa), la remocién de este
péptido de la procatepsina L puede generar dos formas de la proteina enzimaticamente activas
(la cadena simple de 25KDa y la cadena pesada de 28KDa) [176]. Nuestro objetivo fue analizar
la presencia de la proteina inmadura para evaluar posibles cambios en su expresién, por este
motivo utilizamos un anticuerpo monoclonal que detecta a la procatepsina L. Observamos que
la incubacidon con U-Omp19 no afecta la expresién de esta catepsina en las DCs (no hay
diferencias significativas en la densidad relativa respecto de OVA), lo cual indicaria que la
inhibicién de la actividad proteolitica intracelular de la catepsina L observada con U-Omp19 no
estd mediada por una variacion en la expresidon de esta catepsina. La incubacién con
leupeptina, otro inhibidor de cistein proteasas, tampoco modifica la cantidad de catepsina L

presente en los extractos (Figura 12a).
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Figura 12. U-Omp19 no modifica la expresion proteica de catepsina L y C en DCs. BMDCs fueron

incubadas con i) medio completo ii) OVA (50ug/ml), iii) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (100ug/ml) u iv) OVA

(50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml) durante 1 hora. Se obtuvieron extractos proteicos de estas células y se

realizé un Western blot para identificar la presencia de catepsina L y C utilizando Acs monoclonales

especificos. Como control de carga se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-B actina. Se reveld

utilizando un anticuerpo IgG acoplado a la peroxidasa de rabano (HRP). Se muestra en grafico de barras

un analisis densitométrico de la expresidon relativa de las catepsinas. Los resultados fueron

normalizados determinando arbitrariamente el valor 1 a la densitometria de la 3 actina. Se muestra la

media + SEM. n=2. ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni.
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También se detectd la presencia de catepsina C en los mismos extractos de DCs. La

catepsina C posee formas inmaduras de alto peso molecular (aproximadamente 55 KDa)
que luego del clivaje de un propéptido se obtiene su forma madura (aproximadamente 25 KDa).
Utilizamos un anticuerpo monoclonal que detecta tanto las formas inactivas como las activas
maduras. Observamos que no hay diferencias en la densidad relativa de esta proteina luego de
la incubacidon con OVA+U-Omp19 respecto de la incubaciéon con OVA sola, indicando que la
presencia de esta catepsina no varia entre estas condiciones experimentales (Figura 12b). Estos
resultados, en conjunto, indican que la incubaciéon con U-Ompl9 no afecta la expresion

proteica de las catepsinas L y C en extractos proteicos derivados de DCs.

U-Omp19 no afecta el pH de los compartimentos endosomales de la CPA

Es sabido que las CPAs regulan el pH de sus compartimentos endosomales, en el caso de
las DCs la maduracidon de las mismas permite la acidificacion del lisosoma generando un
ambiente proteoliticamente activo [177]. El pH en el cual las proteasas lisosomales se
encuentran activas es de alrededor 4.5-5. Incluso se ha propuesto que las DCs, gracias a la
acciéon de la NADPH oxidasa NOX2, pueden alcalinizar levemente sus compartimentos
lisosomales resultando en un ambiente menos acido que impide una total destruccién de los
péptidos antigénicos permitiendo su presentacion por las moléculas MHCI y MHCII [152].
Justamente, se ha descripto un agonista de TLR7 (4cido poliuridilico, polyU) con propiedades

adyuvantes que puede alterar la acidificacion de los endosomas y fagosomas de DCs [178].

Por ello, analizamos el efecto que pudiera estar teniendo U-Ompl9 sobre el pH
endosomal de las CPAs. Utilizamos una sonda fluorogénica (pHRodo, Invitrogen) la cual se
encuentra quencheada a pH neutro e incrementa su fluorescencia a medida que el pH
disminuye. Esta sonda se encuentra conjugada a particulas de dextran, lo que le permite ser

internalizada en los compartimentos endosomales de las CPAs. Entonces, BMDCs y BMMOs
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fueron incubados con i) medio completo, ii) OVA, iii) OVA+U-Omp19, iv) OVA+Leupeptina u v)
OVA+BSA durante 1 hora y se evalué la fluorescencia emitida mediante un lector de
fluorescencia de placas. Leupeptina (inhibidor comercial de cistein proteasas) y BSA (proteina
sin actividad inhibitoria de proteasas) fueron utilizadas como controles. Como control positivo y

negativos se utilizaron buffers a pH 5y pH 7 respectivamente.

La fluorescencia emitida por la sonda luego de la incubacién con U-Omp19 no mostré
diferencias significativas entre los distintos estimulos indicando que esta proteina no produce
cambios significativos en el pH de los compartimentos endosémicos de BMDCs y BMMOs.
Tampoco se encontraron diferencias luego de la incubacidén con BSA y leupeptina. La emision
de fluorescencia luego de una hora de incubacién con U-Omp19 fue similar a la observada
cuando la sonda es expuesta al buffer pH=5 indicando que la sonda, a ese tiempo, se encuentra

en un compartimento a este valor de pH, posiblemente el lisosoma (Figura 13).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con U-Omp19 no altera el pH intracelular
de las CPA, de este modo, la inhibicién de las proteasas lisosomales observada no estaria

relacionada con su imposibilidad para convertirse en proteasas enzimaticamente activas.

En conjunto, los resultados expuestos hasta aqui demuestran que U-Omp19: i) es un
inhibidor de cistein proteasas comerciales, ii) es capaz de inhibir la degradacién del Ag por las
CPAs vy iii) que no altera la expresidén de las catepsinas por la CPA ni el pH endosomal de las
mismas. Esto indicaria que la limitada degradacién del Ag por la CPA luego de su co-
administraciéon con U-Omp19 estd relacionada con su actividad bioldgica como inhibidor de

proteasas.
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Figura 13. U-Omp19 no altera el pH intracelular de la CPA. BMDCs y BMMOs (1x10° células/ml)
fueron incubados con: i) OVA (50ug/ml), ii) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (100ug/ml), iii) OVA
(50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml), iv) OVA (50ug/ml)+BSA (100ug/ml) o v) medio completo durante
1h y se agregd 10uM de dextran-pHrodamine. Como control se utilizaron un buffer a pH 5y 7. Al
basal no se le agregd la sonda. La fluorescencia emitida se determind mediante un lector de
fluorescencia de placas. Los resultados representan las unidades arbitrarias (UA) de fluorescencia
SEM realizado por duplicado. Se realizdé ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni.

Representativo de 2 experimentos independientes con resultados similares.

La co-administracion de U-Omp19 induce un aumento en la cantidad de Ag intracelular

en la CPA

Nuestra hipdtesis plantea que una reduccion en la degradacidon del Ag aumentaria su
disponibilidad dentro de la DC permitiendo una duradera y efectiva presentacién del mismo a
las células T. Con este propdsito, se evalud si la inhibicion de la protedlisis del Ag co-
administrado con U-Omp19 se refleja en un aumento en la presencia del mismo dentro de la

CPA.

Se utilizd como Ag OVA acoplada a un fluoréforo (Alexa Fldor 647) el cual nos permite

detectar su presencia dentro de la DC. Se incubaron BMDCs con el Ag durante 30 o 60 min en
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presencia de U-Omp19, leupeptina, BSA o medio completo y luego se analizé la presencia del
Ag (OVA-AF647) mediante citometria de flujo. A los 30 min de incubacion no hay diferencias en
la cantidad de Ag internalizado entre los distintos tratamientos, sin embargo luego de 60 min se
observa un aumento significativo de OVA en aquellas células incubadas con U-Omp19 (P<0,001)
y con leupeptina (P<0,05) respecto de OVA sola y OVA+BSA (Figura 14a). Este resultado sugiere
que una limitada protedlisis del Ag por U-Omp19 o leupeptina correlaciona con un incremento

en la cantidad de Ag dentro de la célula.

Para independizarnos de la particularidad del Ag decidimos realizar el mismo ensayo
utilizando otra proteina como Ag. Por ello utilizamos la proteina fluorescente verde (GFP) y
repetimos el ensayo de internalizacion co-incubando con medio completo, U-Omp19,
leupeptina o BSA. Observamos que la cantidad intracelular de GFP es similar en todas las
condiciones experimentales ensayadas a los 30 min mientras que luego de 60 min de
incubacién con U-Omp19 hay un aumento significativo en la presencia de GFP (P<0,05 vs GFP

sola) (Figura 14b).

En conjunto, estos resultados indican que la co-administracién con U-Omp19 aumenta
la cantidad de Ag dentro de la célula, sugiriendo que la inhibicién de la protedlisis del Ag
aumentaria su vida media lo cual se evidencia por una acumulacién intracelular del mismo

dentro de la CPA.
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Figura 14. La co-incubaciéon con U-Omp19 aumenta la cantidad de Ag en la DCs in vitro. BMDCs (1x10

células/ml) fueron incubadas con i) medio completo ii) OVA-AF647 o GFP (50ug/ml), iii) OVA-AF647 o GFP

(50ug/ml)+ U-Omp19 (100pug/ml), iv) OVA-AF647 o GFP (50ug/ml)+ Leupeptina (5ug/ml) u v) OVA-AF647 o

GFP (50ug/ml)+ BSA (100ug/ml) durante 30 o 60 min. Se determind la presencia del Ag por citometria de
flujo. Los datos estan representados en histogramas y en graficos de barras que muestran la MFI + SEM.

***¥Pp<0.001, **P<0.01,*P<0.05 vs OVA-AF647 o GFP. ANOVA de una via seguido del test Bonferroni.

Representativo de tres experimentos con resultados similares.
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Existen adyuvantes que actlan aumentando la internalizacion del Ag por la CPA, por
ejemplo se ha descripto que las sales de aluminio y el MF59 aumentan la eficiencia de
internalizacion del Ag por la DC [84, 179]. Para determinar si U-Omp19 podria tener un efecto
sobre la internalizacion del Ag y que este sea el responsable del aumento en la cantidad de Ag
observado en la figura 14 se realizdé un ensayo de internalizacién utilizando Ags no proteicos:
dextran (Alexa Fluor 647) y microesferas fluorescentes (yellow green-YG), los cuales son
internalizados mediante micropinocitosis y fagocitosis respectivamente pero al no ser de
naturaleza proteica no pueden sufrir degradacidn por proteasas.

Especificamente, se incubaron BMDCs con dextran-AF647 o particulas-YG en presencia o
ausencia de U-Omp19 durante 30 o 60 minutos y se analizd la cantidad de Ag internalizado

mediante citometria de flujo.

Observamos que no hay diferencias en la cantidad de Dextran-AF647 o microesferas YG
luego de la incubacién con U-Omp19 respecto de la incubacién con el Ag solo a los 30 o0 60 min.
Tampoco se observan diferencias significativas luego de la incubacion con leupeptina o BSA
(Figura 15a y b). A los 60 min se observa un leve aumento en las cantidades de Dextran-AF647
o microesferas YG en todas las condiciones experimentales. Por lo tanto, la internalizacién de
Ags no proteicos mediante pinocitosis y fagocitosis por la DC no se ve alterada por la incubacién

con U-Omp19.

Estos resultados sugieren que la mayor cantidad de Ag (OVA o GFP) observada en la
figura 14 a los 60 min post incubacién se deberia a una acumulacién del mismo dentro de la DC
como resultado de una inhibiciéon de su protedlisis y no a un efecto de U-Omp19 sobre la

internalizacion de los Ags por la CPA.
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células/ml) fueron incubadas con i) medio completo ii) Ag (Dextran-AF647 o YG , 50ug/ml), iii) Dextran-

AF647 0 YG (50ug/ml)+ U-Omp19 (100ug/ml), iv) Dextran-AF647 o YG (50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml) o

v) Dextran-AF647 o YG (50ug/ml)+BSA (100ug/ml) durante 30 o 60 min. Se determind la presencia de

Dextran-AF647 (a) o microesferas YG (b) por citometria de flujo. Los datos estdn representados en

histogramas y en graficos de barras que muestran la MFI £+ SEM. ANOVA de una via seguido del test

Bonferroni. Representativo de dos experimentos con resultados similares.
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U-Omp19 retiene el Ag en compartimentos endosomales LAMP-2 positivos luego de su

internalizacion por CPAs

Dado que observamos un incremento en la cantidad de Ag en el interior de la célula
luego de la incubacion con U-Omp19 decidimos investigar cual es el destino intracelular del Ag
luego de su co-administracion con U-Omp19. Con este propdsito, se analizé la presencia del Ag

en diferentes compartimentos subcelulares de las DCs por microscopia confocal.

BMDCs se incubaron durante 30 o 60 min con OVA-AF647 en ausencia o presencia de U-
Omp19, luego se fijaron las células y se marcaron con anticuerpos monoclonales anti el
marcador asociado a lisosoma (Lamp-2) y se identificé la presencia de U-Omp19 utilizando

como Ac primario un suero policlonal anti-Omp19.

Luego de 30 minutos de co-incubacidon con U-Omp19 se observa que OVA se encuentra
predominantemente en la periferia celular y muy poco Ag se superpone con la seial de Lamp-2
(207 células Lamp-2 OVA positivas) mientras que luego de 60 min en presencia de U-Omp19,
OVA se encuentra mayormente en compartimentos Lamp-2 positivos (50/ células Lamp-2 OVA
positivas) (Figura 16). Este resultado refuerza los resultados obtenidos por citometria de flujo
en donde recién a los 60 min se observa un incremento significativo en la cantidad de Ag en el

interior de la DC (Figura 14a).

En cuanto a las células incubadas solo con OVA se observa que su presencia en los
compartimentos Lamp-2 positivos es minima y no se incrementa con el tiempo (15/ células
Lamp-2 OVA positivas a los 30 min y 12/ a los 60 min). Nuestra hipdtesis con respecto al
comportamiento observado para OVA plantea que en ausencia de U-Omp19 el Ag estaria
sufriendo protedlisis dentro de los compartimentos endosomales lo que explicaria que se
pierda el efecto acumulativo observado con U-Omp19 (Figura 16). Entonces, estos resultados

indican que U-Omp19 aumenta la presencia del Ag co-administrado en compartimentos
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endosomales Lamp-2 positivos, efecto que puede ser explicado como resultado de la inhibicidn

de las proteasas presentes en este compartimento.
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Figura 16. U-Omp19 incrementa la cantidad de Ag en los compartimentos endosomales de la DC. a.
BMDCs (1x10° células/ml) se incubaron durante 30 o 60 min con OVA-AlexaFluor647 50ug/ml (azul)
sola o en presencia de 50ug/ml de U-Omp19. Luego el Ag fue removido y las células se fijaron, se
permeabilizaron y posteriormente se marcaron con suero policlonal anti-Omp19 obtenido de conejo y
Ac monoclonal anti-Lamp-2. Como Acs secundarios se utilizaron anti-lgG de conejo Alexa-Fluor488
(verde) o anti-lg de ratén Alexa-Fluor 546 (rojo) respectivamente. b. Conteo de células OVA-AF647
positivas y Lamp-2 positivas para determinar la localizacion subcelular del Ag. Los resultados
representan el nimero de células donde se superpone la seiial de OVA-AF647 y Lamp-2 + SEM de las
determinaciones. Se contaron un total de aproximadamente 500 células en 5 imagenes de diferentes

campos.*P<0,05 vs OVA, t test. Representativo de dos experimentos con resultados similares.
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Se ha propuesto que luego de la internalizacion de OVA soluble por el receptor de
manosa (MR) en la DC una fraccién de la misma puede traficar hacia los endosomas tempranos
[28, 180]. Por ello, decidimos estudiar si la incubacién con U-Omp1l9 tiene algin efecto
diferencial en el trafico regular de esta proteina luego de su internalizacién. En concordancia
con lo que se ha reportado para OVA, observamos que luego de la incubacién de las DCs
durante 60 min con OVA sola aproximadamente un 30/ de la proteina se encuentra presente
en compartimentos Rab-5 positivos (endosomas tempranos) dentro de la DC (Figura 17),
mientras que la co-incubacidon con U-Omp19 no modifica significativamente la presencia de

OVA en estos compartimentos (20/ OVA en compartimentos Rab-5 positivos).

En conjunto, los resultados obtenidos mediante microscopia confocal en la DC muestran
que en presencia de U-Ompl9 y luego de una hora de co-incubacién, OVA se concentra
principalmente en compartimentos Lamp-2 positivos (50/ de células OVA Lamp-2 positivas).
Incluso se observa que las sefiales de U-Ompl9 y OVA se superponen por lo que ambas
proteinas se encontrarian juntas en el lisosoma (Figura 16). Este resultado refuerza nuestra
hipdtesis ya que la presencia de U-Omp19 en el lisosoma junto con el Ag seria fundamental

para que cumpla su funcién biolégica como inhibidor de proteasas.

Estos resultados, en conjunto con los anteriormente expuestos nos permiten razonar
gue la accién bioldgica de U-Omp19 como inhibidor de catepsinas lisosomales conduce a una
limitada degradacion del Ag, la cual produce un “deposito antigénico” dentro de las células,
almacendndose en los compartimentos lisosomales Lamp-2 positivos en donde también se

encuentra a U-Omp19 luego de su co-administracion con el Ag.
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Figura 17. U-Omp19 no afecta el trafico de OVA hacia los endosomas tempranos. BMDCs (1x10°
células/ml) se incubaron durante 60 min con OVAAlexaFluor647 sola (50ug/ml) o en presencia de U-
Ompl19 (100ug/ml). Luego el Ag fue removido y las células se fijaron, se permeabilizaron y
posteriormente se marcaron con suero policlonal anti-Omp19 obtenido de conejo o con anti-Rab5. Se
utilizaron Acs secundarios anti-lgG de conejo Alexa-Fluor488 o anti-lg de ratén Alexa-Fluor 546. Se
realizé un conteo de células OVA-AF647 positivas y Rab-5 positivas para determinar la localizacion
subcelular del Ag. Se contaron un total de aproximadamente 500 células en 5 fotos de diferentes

campos. ns vs OVA, t test.
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U-Omp19 aumenta la expresion de complejos OVA péptido-MHCI en la superficie de las

DCs

Se ha reportado que la preservacién prolongada del Ag dentro del lisosoma multiplicaria
la oportunidad del mismo de acceder al citosol, donde estos péptidos pueden ser degradados
por el proteasoma en una longitud apropiada para unirse a moléculas MHCIl y ser presentados a

las células T CD8" [150, 154].

Con el fin de evaluar si la actividad como inhibidor de proteasas de U-Omp19 afecta la
expresion de complejos moléculas MHCI-péptido OVA en la superficie de la DC utilizamos un
anticuerpo monoclonal que reconoce el péptido de OVA SIINFEKL (257-264) unido a moléculas
H-2Kb (Ac 25-D1.16) [181]. BMDCs fueron incubadas con OVA en ausencia o presencia de U-
Omp19 durante 3hs, luego se lavaron las células y se determind a distintos tiempos post
remocion del Ag expresion de complejos OVA257-264/H-2Kb en la superficie de la DC mediante

citometria de flujo.

Las BMDCs incubadas con OVA soluble+U-Omp19 presentaron una mayor cantidad de
complejos OVA257-264/H-2Kb en la superficie celular desde el tiempo Oh (retiro del Ag,
P<0.001 vs OVA). Esta diferencia fue detectable hasta 12hs posteriores (P<0.001 a las 2hs y
P<0.001 a las 12hs vs OVA) (Figura 18). Por lo tanto, este resultado indica que U-Omp19
estabiliza y promueve una expresién sostenida de los complejos OVA257-264/H-2Kb en la

superficie de la DC.

Si las células incubadas con OVA+U-Omp19 son tratadas con el inhibidor de proteasoma
MG132 se previene la formaciéon de complejos MHCI-SIINFEKL (Figura 18), sugiriendo que la
fuente de péptidos que forman los complejos con las moléculas MHCI es el citosol. Estos
resultados indicarian que U-Omp19 afecta la via citosdlica de presentacién cruzada de Ags
exogenos ya que la expresiéon de complejos MHCI-SIINFEKL es sensible a la inhibicion del

proteasoma (Figura 18).

Pagina | 109



Resultados

En conjunto, los resultados hasta aqui expuestos demuestran que U-Omp19 aumenta la
capacidad de la DC de realizar presentacion cruzada de péptidos del Ag co-administrado (OVA)
en moléculas MHCI, evento que estaria relacionado con su actividad como inhibidor de
proteasas lisosomales. Una preservacién del Ag en los compartimentos endosémicos permitiria
una prolongada presentaciéon del mismo por la DC al sistema inmune, y en consecuencia un

aumento en la inmunogenicidad de los mismos [154].

4000 ® OVA
- OVA+U-Ompl9
—4— OVA+U-Omp19 MG132

0 2 4 6 8 10 4.2, 14 16 18 20

Figura 18. U-Omp19 aumenta la expresion de complejos MHCI-péptido OVA (257-264) por DCs. BMDCs
(1x10° células/ml) se incubaron con OVA (50ug/ml) u OVA (50pg/ml) +U-Omp19 (100ug/ml) en ausencia
o presencia de MG132 durante 3 hs. Luego el Ag es removido y se determina la expresidon de complejos
H-2Kb-OVA (257-264) en la superficie de las DCs utilizando el Ac especifico 25D1.16 (anti-H-2K unido al
péptido SIINFEKL). Se grafico la evolucidn de la intensidad de fluorescencia media (MFI) a través del
tiempo + SEM de determinaciones realizadas por duplicado. ***P<0,001,* *P<0,01 vs OVA. **P<0,01,
*%#% p<0,001 vs OVA+U-Omp19. ANOVA de dos vias seguido del test Bonferroni. Representativo de 2

experimentos con resultados similares.
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La co-administracion de U-Omp19 por via s.c. inhibe la degradacion del Ag in vivo y

aumenta la cantidad de Ag en las CPAs de los ganglios linfaticos drenantes

Hasta el momento demostramos que U-Omp19 es un inhibidor de proteasas lisosomales
y reduce parcialmente la actividad proteolitica de CPAs murinas in vitro, evidencidandose una
reduccion en la protedlisis del Ag co-administrado y un consecuente aumento de la cantidad de
Ag en los compartimentos endosomales. Asi también, observamos que U-Omp19 aumenta la
presentacion de péptidos derivados de OVA en moléculas MHCI. Sin embargo, para la induccion
de una eficiente respuesta adaptativa es importante que el Ag alcance los sitios inductivos del
sistema inmune en donde la CPA presentard el Ag a las células T. Por lo tanto, decidimos
evaluar si U-Omp19 efectivamente aumenta la cantidad de Ag en las CPAs en los ganglios

linfaticos drenantes luego de su administracion subcutanea (s.c) en ratones.

Con este propdsito, ratones BALB/c fueron inoculados por via s.c. con i) SF, ii)
OVADQ+0OVA-AF647, iii) OVADQ+OVA-AF647+U-Omp19 u iv) OVADQ+OVA-AF647 + aprotinina
(inhibidor de proteasas comercial). EIl Ag OVADQ permite evaluar la degradacion del mismo
mientras que el Ag OVA Alexa Fluor 647 permite rastrear su presencia dentro de la célula, de
esta forma, se evalud simultdneamente la internalizacion y degradacion del Ag en las distintas
poblaciones celulares presentes en los ganglios linfaticos drenantes (axilares e inguinales) a las

12hs post-administracion s.c. (Figura 19 y 20).

Se analizaron las diferentes poblaciones celulares marcando las células con Acs
monoclonales anti-CD11c, CD11b y CD8a.. Dentro de las DCs convencionales murinas se pueden
distinguir dos grandes poblaciones: las CD11c* CD11b CD8a* y las DCs CD11c’ CD11b". Las DCs
de fenotipo CD11c* CD8a"* se han asociado con una mayor eficiencia en la presentacién cruzada
de Ags [34, 182]. En el ganglio linfatico ademas se puede encontrar monocitos/macréfagos

(CD11b* CD11c) que internalizan y procesan Ag.
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Observamos por citometria de flujo que luego de 12hs de la administracién de OVA+U-
Omp19 la cantidad de Ag (OVA-AF647) presente en DCs CD11c” CD11b CD8a." y CD11c" CD11b*
aumenta significativamente (P<0.05 y P<0.001 respectivamente), pero no asi en la poblacion de
monocitos/macréfagos CD11b* CD11c (Figura 19a y b). La aprotinina también aumentd
significativamente la cantidad de OVA en las DCs CD11c" CD11b* (P<0.01) de los ganglios

linfaticos luego de su co-administracién.

Por otro lado, se analizo la sefial de OVADQ (proporcional a la degradacion del Ag) en las
mismas células de ganglios linfaticos drenantes obtenidas de los ratones luego de la co-
administracion con U-Omp19. Observamos que en todas las poblaciones analizadas: DCs
CD11c" CD11b CD8a’ y CD11c’ CD11b* y monocitos CD11b" CD11c existe una reduccidn
significativa en la degradacién de OVA luego de la co-administracion con U-Omp19 (P<0.001 y
P<0.001 vs OVA, Figura 20). La aprotinina también redujo la protedlisis de OVA en todas las

poblaciones analizadas) en una magnitud similar a U-Omp19 (P<0.001 y P<0.001 vs OVA).

Estos resultados indican que la co-administracion de U-Omp19 por via s.c. reduce la
susceptibilidad a la protedlisis del Ag lo que a su vez incrementa la vida media del Ag en las CPA
de los ganglios linfaticos drenantes. Entonces, la actividad como inhibidor de proteasas de U-

Omp19 demostrada en esta tesis aumentaria la disponibilidad de Ag en la CPA in vivo.

Pagina | 112



Resultados

a cD11b*tCD11c” cD11ct cD11b~ cD8at cpilct cpi1bt

SF (lleno)
— OVA
OVA+Aprotinina

%del max —— »

10! 102 10® 10* 10° 101 102 10° 10* 105 10! 102 103 10 10°
OVA-AF647 -
cp1ibteDilc” cD1ict cp11b” cD8at cb1ict cp1ibt
400+ 400 400 Tk
300+ 3004 300+
_ _ - -
= 200+ 2 200 x = 200
o 4, T 0-
o & o & ) @
v S \a > & < \s &
s QO@Q & Fo o & T & &
# XQ’ v\
F &F O\&"-x & W

Figura 19. La co-administracion de U-Omp19 por via s.c. aumenta la cantidad de Ag en la CPA in vivo.
Ratones BALB/c fueron inoculados con i) SF ii) OVADQ + OVA-AF647 (25ug de cada Ag), iii) OVADQ + OVA-
AF647 (25ug de cada Ag)+ U-Omp19 (100 pg) u iv) OVADQ + OVA-AF647 (25ug de cada Ag) + Aprotinina
(1pg). A las 12 post-inoculacion se extrajo el bazo y los ganglios drenantes (axilares e inguinales) de los
animales inmunizados y se obtuvieron suspensiones celulares de dichos drganos. Las células fueron lavadas
y luego marcadas con anticuerpos anti-CD11c, anti-CD11b y anti-CD8a. Se determind la presencia del Ag
(OVA-AF647) en las distintas poblaciones celulares mediante citometria de flujo. Los datos estan
representados en histogramas y en graficos de barras que muestran la MFI £ SEM. n/grupo=3. *P<0,05, **
P<0,01, ***P<0,001 vs OVA. ANOVA de una via seguido del test Bonferroni. Representativo de dos

experimentos con resultados similares.
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Figura 20. U-Omp19 reduce la proteélisis de OVA en las CPA in vivo. Ratones BALB/c fueron inoculados

con i) SF ii) OVADQ + OVA-AF647 (25ug de cada Ag), iii) OVADQ + OVAA-F647 (25ug de cada Ag)+ U-Omp19

(100 pg) u iv) OVADQ + OVA-AF647 (25ug de cada Ag)+ Aprotinina (1ug). A las 12hs. post-inoculacién se

extrajeron los ganglios drenantes (axilares e inguinales) de los animales inmunizados y se obtuvieron

suspensiones celulares de dichos drganos. Las células fueron lavadas y luego marcadas con Acs anti-CD11c,

anti-CD11b y anti-CD8a. En esta figura se determind la degradacién del Ag (OVADQ) en las distintas

poblaciones celulares mediante citometria de flujo. Los datos estan representados en histogramas y en

graficos de barras que muestran la MFI £ SEM. n/grupo=3. *P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001 vs OVA. ANOVA

de una via seguido del test Bonferroni. Representativo de dos experimentos con resultados similares.
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I1l. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOESTIMULATORIA DE U-OMP19

Nuestra hipdtesis planteaba que la capacidad como adyuvante de U-Omp19 sobre la
respuesta inmune celular podria estar relacionada con i) su actividad biolégica como inhibidor
proteasas lisosomales y/o ii) con su capacidad inmunoestimulatoria. Dado que ambas hipdtesis
no son excluyentes en esta seccion de la tesis estudiaremos la capacidad inmunoestimulatoria

de U-Omp19 sobre las DCs.

La co-administracion de U-Omp19 aumenta el trafico de células inmunes a los ganglios

linfaticos drenantes

La induccién de una apropiada respuesta inflamatoria local luego de la inyeccion del Ag
facilita la llegada a esa area de CPAs que endocitan y transportan el Ag desde el tejido
periférico hacia los ganglios linfaticos donde se dara inicio a la respuesta inmune adaptativa. Se
ha descripto que algunos adyuvantes, entre ellos las sales de aluminio y el MF59 pueden inducir
el reclutamiento de monocitos al sitio de inyeccidn que luego migraran a los ganglios linfaticos

[59].

Decidimos evaluar el efecto de U-Omp19 sobre el reclutamiento de CPAs a los ganglios
linfaticos drenantes luego de su co-administracién por via s.c. Con este propésito, se inocularon
animales con i) SF, ii) OVA, iii) OVA+U-Omp19 u iv) OVA+aprotinina y a las 12hs post-
administracion se extrajo el bazo y los ganglios linfaticos drenantes (axilares e inguinales) y se
obtuvieron suspensiones celulares. Luego las células se marcaron con Acs especificos para cada
subtipo celular (DCs CD11c’ CD11b” CD8a’, DCs CD1lc’ CD11b  y monocitos/macréfagos
CD11b*CD11c) y se estudié la frecuencia de las distintas poblaciones celulares mediante

citometria de flujo.
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La co-administracion del Ag con U-Omp19 indujo un aumento en el nimero de DCs
CD11c" CD11b CD8a." (P<0.01 vs OVA) y de monocitos/macréfagos CD11b*CD11c (P<0.05 vs
OVA) en los GLD a las 12 hs post-administracién (Figura 21a). La co-administracién con
aprotinina no fue capaz de aumentar el nimero de estas poblaciones en los GLD. Por otro lado,
en las células de bazo no se observd un aumento signficativo en ninguna poblacién en

particular a las 12hs post-inoculacién de OVA con U-Omp19 (Figura 21b).

La administracion de OVA+U-Omp19 indujo el reclutamiento diferencial hacia los GLD
de DCs del subtipo CD11c’CD8a'CD11b’, las cuales han sido asociadas con una capacidad Unica
para realizar presentacién cruzada de Ags e inducir respuestas de tipo T CD8" y citotdxicas [183,

184].

En conjunto estos resultados demuestran que U-Omp19 es capaz de inducir la migracion
de CPAs desde el sitio de inyeccidon a los érganos linfaticos secundarios, evento que sugiere la

capacidad inflamatoria de esta proteina.
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Figura 21. La administracion de U-Omp19 por via s.c. induce la migracion de DCs y macréfagos a los
ganglios linfaticos drenantes. Ratones BALB/c fueron inoculados con i) SF ii) OVA (50pg), iii) OVA (50ug)+U-
Omp19 (100ug) u iv) OVA (50ug)+Aprotinina (1ug). A las 12 hs. post-inoculacién se extrajo el bazo y los
ganglios drenantes (axilares e inguinales) de los animales inmunizados y se obtuvieron suspensiones
celulares de dichos érganos. Las células fueron lavadas y luego marcadas con Acs anti-CD11c, anti-CD11b y
anti-CD8a. Se determind el numero de células totales en las distintas poblaciones celulares: ganglios
drenantes (a) y bazo (b) mediante citometria de flujo. Los datos representan la media + SEM del nimero de
células totales por ratdn en las poblaciones celulares indicadas. n/grupo=3.*P<0,05, ** P<0,01 vs OVA.
ANOVA de una via seguido del test Bonferroni. Representativo de dos experimentos con resultados

similares.
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U-Omp19 promueve la activacidon de células dendriticas

Las DCs cumplen un rol esencial en el desarrollo de las respuestas inmunes adaptativas
como iniciadoras y moduladoras de estas respuestas [185]. De esta forma, la interaccidn directa
o indirecta del adyuvante con las APCs, principalmente las DCs, que promueva la activacidn de

las mismas es uno de los mecanismos de accidén mas reportado de los adyuvantes [186-188].

Nuestro grupo ya ha demostrado que la administracion de U-Ompl9 por via
endovenosa promueve la activacion de células dendriticas in vivo [189]. Teniendo en cuenta
este hecho junto con los resultados anteriores los cuales demuestran que U-Omp19 tiene un
efecto directo sobre las DCs que incrementa su capacidad de realizar presentacién cruzada de

Ags, decidimos analizar si U-Omp19 es capaz de producir la activacidn de DCs.

BMDCs fueron incubadas con: i) OVA, ii) OVA+U-Omp19, iii) OVA+U-Omp19PK, iv)
OVA+Leupeptina, v) OVA+LPS, o vi) medio completo. El LPS de E. coli fue utilizado como control
positivo de activacidon de DCs. Como control negativo se incubaron las células solo con medio
completo. Luego de 18 hs se evalué la expresién en membrana de las moléculas CD40, CD86 y
MHCII (como marcadores de activacion) en la poblaciéon de DCs mediante citometria de flujo. Se
selecciond la poblacién de DCs como aquella que expresa CD11c” y MHCII*. También se evalué
la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a) en los sobrenadantes de las

células estimuladas mediante ELISA.

Las incubacidon con OVA+U-Omp19 induce un incremento significativo en la expresidn en
membrana de las moléculas CD40 y CD86 en las DCs (P<0.001 vs OVA), comparada con la
expresion basal determinada en DCs incubadas con OVA sola, OVA+U-Omp19PK o con medio
completo (Figura 22) pero no se observd un aumento en la expresion de MHCII. El tratamiento
con LPS indujo un aumento en la expresién de las moléculas CD40 y CD86 (P<0.001 vs OVA). Se

incluyd como control un inhibidor de cistein proteasas comercial- Leupeptina- el cual si bien
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muestra un efecto en la inhibicidon de la degradaciéon del Ag no induce la activacién de las DCs

(Figura 22).
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Figura 22. Activacién de DCs por U-Omp19. BMDCs (1x10° células/ml) fueron estimuladas durante 18 hs
con i) OVA (50ug/ml), ii) OVA (50pg/ml)+U-Omp19 (100pg/ml), i) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (200ug/ml),
iv) OVA (50ug/ml)+U-Ompl9 PK (200ug/ml), v) OVA (50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml), vi) OVA
(50pg/ml)+LPS (1ug/ml), o vii) medio completo. a. Se determind la expresiéon en superficie de las
moléculas CD86, CD40 y MHCII mediante marcacidon con Acs monoclonales y posterior analisis por
citometria de flujo. Los resultados se representan en histogramas (a) y graficos de barras (b) en éstos
ultimos los valores representan la MFI + SEM de determinaciones realizadas por duplicado. ***P<0,001
vs OVA. ANOVA de una via seguido del test Bonferroni. Representativo de tres experimentos con

resultados similares.
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Por otro lado, se observd un aumento significativo y dosis dependiente en el nivel de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a) secretadas por las DCs co-incubadas con
OVA+U-Omp19 (100ug/ml y 200ug/ml, P<0.001 vs OVA) (Figura 23). El tratamiento con U-
Omp19PK no produce un aumento significativo en el nivel de las citoquinas producidas
respecto a la co-administracién del Ag con U-Omp19 confirmando que el efecto observado
reside en la proteina. Mientras que el control con leupeptina tampoco fue capaz de
incrementar la cantidad de citoquinas liberadas por la DC. El control positivo (LPS) aumentd

significativamente (P<0.001 vs OVA) la produccién de todas las citoquinas analizadas (Figura

23).
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Figura 23. Activacién de DCs por U-Omp19. BMDCs (1x10° células/ml) fueron estimuladas durante 18 hs
con i) OVA (50ug/ml), ii) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (100ug/ml), iii) OVA (50ug/ml)+U-Omp19 (200ug/ml),
iv) OVA (50pg/ml)+U-Omp19PK (200ug/ml), v) OVA (50ug/ml)+Leupeptina (5ug/ml), vi) OVA
(50ug/mI)+LPS (1ug/ml), o vii) medio completo. a. Se determind el nivel de las citoquinas IL-6, IL-1[3, TNF-
o secretadas en los sobrenadantes de las células estimuladas mediante ELISA. Los datos representan los
pg/ml + SEM de determinaciones realizadas por duplicado. *P<0,05 ***P<0,001 vs OVA. ANOVA de una via

seguido del test Bonferroni. Representativo de tres experimentos con resultados similares.

En conjunto, estos resultados demuestran que U-Ompl9 posee la capacidad de
estimular la activaciéon de DCs, aumentando la expresion de moléculas co-estimulatorias asi
como también la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias. Esta accion de U-Omp19 estaria

contribuyendo a su capacidad adyuvante.
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U-Omp19 actiia sobre la DC induciendo la activaciéon de células TCD4" y T CD8"

Resultados anteriores han demostrado que U-Ompl9 es capaz de inducir la
presentacién cruzada de péptidos de OVA por DCs y promover eficientes respuestas TCD8"
especificas (Figura 5). Se ha propuesto que el receptor de manosa contribuye a la
internalizacion y el destino intracelular de OVA influyendo en su capacidad para ser presentada
via moléculas MHCI [190]. Entonces, decidimos extender nuestros resultados utilizando como
Ags las proteinas quiméricas recombinantes GFP-OT [GFP-péptido SIINFEKL (257-264) restricto
a MHCI y GFP-péptido ISQAVHAAHAEINEAGR (323-339) restricto a MHCII] [163]. Estas proteinas

GFP-OT carecen de carbohidratos por lo cual su internalizacion es independiente de receptores

de lectinas, familia de receptores a la cual pertenece el MR.

DCs purificadas mediante seleccién negativa de bazo y ganglios de ratones se incubaron
con GFP-SIINFEKL (GFP-OTI) 6 GFP-ISQAVHAAHAEINEAGR (GFP-OTII) y luego se co-incubaron
con células T provenientes de ratones transgénicos OTl u OTIl durante 18hs, posteriormente se
analizé la produccion intracelular de IFN-y en las células transgénicas mediante citometria de
flujo. Observamos que luego de la incubacién de DCs con GFP-OTI+U-Omp19 aumenta el
porcentaje de células T CD8" productoras de IFN-y (5.05/ ) con respecto al grupo GFP-OTI solo
(1.83/ ). Como era de esperar, el control positivo con LPS también aumenté la produccion de
IFN-y (4.44/). En el caso de las células incubadas en presencia de GFP-OTI+Leupeptina se
observa un menor porcentaje de células T CD8" productoras de IFN-y (2.97/) respecto al
observado con U-Omp19 (Figura 24a). El hecho de que otro inhibidor de cistein proteasas como
la leupeptina no sea tan eficiente para inducir la activaciéon de las células TCD8" refuerza la idea
de que la inhibicion de la protedlisis del Ag por si sola no es suficiente para explicar la accidon

adyuvante de U-Omp19.
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Figura 24. U-Omp19 promueve la activacion de células T CD8" y CD4" especificas in vitro. DCs

purificadas mediante seleccidn negativa de ratones C57BL/6 fueron estimuladas con medio completo i)

GFP-OTI o GFP-OTII, ii) (GFP OTI o GFP OTIIl) +U-Omp19, iii) (GFP-OTI o GFP-OTII) +LPS, iv) (GFP-OTI o

GFP-OTII) +Leupeptina. Al dia siguiente, las DCs se lavaron y se co-incubaron con células OTI u OTII por

18hs. Las células fueron marcadas con anti-CD8, fijadas, permeabilizadas y posteriormente marcadas

con anti-IFN-y o isotipo y se determind el porcentaje de células CD8" productoras de IFN- y. Los valores

representan la frecuencia de células T CD8" (a) o T CD4" (b) que expresan IFN-y restado su

correspondiente control de isotipo. Los resultados son representativos de dos experimentos con

similares resultados.
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Asimismo, U-Omp19 fue capaz de inducir un mayor porcentaje de células T CD4"
productoras de IFN-y (1.32/) respecto de la estimulacién sélo con GFPOTI (0.63/ ), lo que
confirma su habilidad para estimular respuestas de tipo Th1 (Figura 24b). Las células CD4"
colaboradoras son importantes para la generacion de una eficiente respuesta inmune mediada
por células T CD8". La co-administracion del Ag con Leupeptina induce un porcentaje de células
T CD4" y productoras de IFN-y similar a la estimulacién con GFP-OTII sola, evidenciando la

incapacidad de este inhibidor de estimular respuestas inmunes celulares T CD4".

Estos resultados, en consistencia con los presentados anteriormente nos sugieren que
la accién de U-Omp19 sobre las DCs que resulta en la eficiente activacidn de células T se estaria
llevando a cabo por un mecanismo que no solo implica la inhibicion de las proteasas sino
ademads por un efecto directo de U-Omp19 sobre las DCs. Este hecho se corrobora al observar
qgue la co-administracién del Ag con Leupeptina, que es un potente inhibidor de proteasas no
tiene un efecto directo sobre la activacion de la DC (Figura 22 y 23) esto le impediria una

apropiada induccién de células T CD4" y CD8" productoras de IFN-y.

A modo de resumen de los resultados hasta aqui expuestos al respecto de la accion de U-

Omp19 sobre la DC realizamos la llustracién 12.
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Modelo de accidon de U-Omp19 sobre DCs
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llustracion 12. Resumen de los resultados obtenidos respecto de la acciéon de U-Omp19 sobre la DC. La
co-administracion de OVA con U-Omp19 como adyuvante: 1) no posee un efecto sobre la internalizacion
del Ag, 2) U-Omp19 posee actividad como inhibidor de cistein protesas lisosomales reduciendo la
degradacién de Ags por la CPA, 3) aumenta la vida media del Ag creando un deposito antigénico dentro
de compartimentos endosémicos Lamp-2 positivos, 4 y 5) aumenta la expresién de complejos MHCI-
péptido en la superficie de la DC por un mecanismo proteasoma dependiente (afecta la via citosdlica de
presentacién cruzada de Ags exodgenos). Por otro lado U-Ompl9 induce la activacion de DCs
aumentando la expresidon de moléculas co-estimulatorias (6) y el nivel de citoquinas pro-inflamatorias
secretadas (7). Estos efectos de U-Omp19 sobre la DC explicarian su capacidad adyuvante sobre Ags co-

administrados.
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Ill. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ADYUVANTE DE U-OMP19 EN FORMULACIONES

VACUNALES

La administracion s.c. de U-Ompl9 como adyuvante en una formulacion vacunal

aumenta la supervivencia de los animales luego del desafio con células tumorales.

En base a los resultados mostrados, U-Omp19 posee la capacidad de promover la
presentacién cruzada de Ags lo que lleva a la induccidn de eficientes respuestas T CD8" antigeno
especificas. Dado que uno de los mecanismos efectores de las células T CD8" es la citotoxicidad,
y que la induccién de una efectiva respuesta CTL es requerida para la erradicaciéon de tumores
[191] decidimos evaluar si U-Omp19 tiene la capacidad de inducir respuestas antitumorales in

vivo.

Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con OVA, OVA+U-Omp19, OVA+U-Ompl19PK u
OVA+CFA por via s.c. al dia 0, 7 y 14. Tres semanas después de la ultima inmunizacién los
animales fueron desafiados con células tumorales crecidas en cultivo y se monitored la
supervivencia de los animales. Las células tumorales utilizadas fueron de una linea celular de

melanoma murino que expresa OVA (MQ5).

Los ratones inmunizados con OVA en presencia de U-Omp1l9 presentaron un mayor
porcentaje de supervivencia respecto del grupo de animales inmunizados con OVA sola (P<0.05
vs OVA). Al dia 30, un 85/ de los animales inmunizados con OVA+U-Omp19 sobrevivieron con
respecto al 40/ de los ratones inmunizados con OVA sin adyuvante (Figura 25). La
inmunizacion de OVA con CFA también aumentd la supervivencia de los animales (P<0.05 vs
OVA). Mientras que el control inmunizado con U-Omp19PK induce un porcentaje de

supervivencia similar al observado con la inmunizacidon de OVA sola.

Estos resultados demuestran que la administracién de U-Omp19 con el Ag por via s.c. es

capaz de inducir una respuesta CTL antitumoral duradera in vivo. Estos resultados nos permiten
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proponer a U-Ompl9 como un adyuvante plausible de ser incorporado en formulaciones

vacunales contra tumores u otros patdgenos que requieran este tipo de respuestas.
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Figura 25. U-Omp19 aumenta la supervivencia de los animales luego del desafio con células
tumorales. Ratones C57BL/6 (n/grupo=6) fueron inmunizados 3 veces cada 7 dias por via s.c. con i)
OVA (60ug), ii) OVA (60ug)+U-Omp19 (100ug) u iii) OVA (60ug)+CFA (100ul). Tres semanas después de
la Ultima inmunizacién los animales fueron desafiados s.c. con 1x10° células de melanoma murino que
expresan OVA (MO5). Se monitored la supervivencia de los animales hasta el dia 40 post inoculacién
de las células tumorales.*P<0.05 respecto el grupo OVA, log-rank test. Representativo de dos

experimentos con resultados similares.

La administracion s.c de U-Omp19 como adyuvante de una formulaciéon vacunal induce

proteccidn frente al desafio con Trypanosoma cruzi

Finalmente, decidimos evaluar la capacidad adyuvante de U-Omp19 utilizando Ags
microbianos “reales”. Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario flagelado y es el agente
causante de la enfermedad de chagas. Se ha demostrado que la induccion de una respuesta de
tipo Th1 es clave en la respuesta inmune protectora frente a la infeccion por T. cruzi [192, 193].
Basados en los resultados obtenidos en mi tesis de licenciatura junto con los mostrados en esta

tesis que han demostrado que U-Omp19 es un potente adyuvante inductor de respuestas de
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tipo Th1 decidimos evaluar la capacidad de U-Omp19 como adyuvante sobre un extracto crudo

de Ags de T. cruzi en ratones luego de su co-administracidn por via s.c.

Utilizamos un extracto crudo de formas epimastigotes del parasito (F105), este extracto
contiene todos los Ags de T. cruzi. Ratones BALB/c fueron inmunizados en tres oportunidades
por via s.c con i) F105, ii) F105+U-Omp19 o iii) F105+IFA. Tres semanas luego de la ultima
inmunizacién se desafié a los animales por via intradermoplantar con 1x10° parasitos de la cepa
RA. Se registro el peso de los animales y la parasitemia en los animales el dia 15 post infeccién y

se monitoreo hasta el dia 30 post infeccidn la supervivencia de los ratones.

En los ratones inmunizados con F105+U-Omp19 se observa una menor pérdida de peso
qgue los animales inmunizados con el extracto sin adyuvante durante los dias 6 a 15 post
infeccidn (Figura 26a, P<0.05 vs. F105). Del mismo modo, la co-administracion de U-Omp19
disminuye la cantidad de pardsitos en sangre a los 15 dias post infeccién (Figura 26b, P<0.05 vs.
F105). Este resultado indica que la respuesta inmune inducida con U-Omp19 como adyuvante

promueve la eliminacién de los parasitos intracelulares.

Ademas, al analizar la sobrevida luego de la infeccidon en los animales inmunizados
observamos que la inmunizacién con F105+U-Omp19 induce una reduccién significativa en la
mortalidad de los animales en comparacion con los animales inmunizados con F105 sin
adyuvante (Figura 26¢c, P<0.05 vs. F105). Al dia 21 todos los animales (n/grupo=7) de los grupos
F105 y F105+IFA murieron mientras que 4 de 7 animales pertenecientes al grupo F105+U-

Omp19 permanecian vivos a ese tiempo (57/ de sobrevida al dia 21 post-infeccidn).

Estos resultados indican que la co-administracion de Ags de T. cruzi con U-Omp19 por
via s.c. fue capaz de inducir una respuesta inmune protectora in vivo ante el desafio con
tripomastigotes virulentos y sugiere que U-Omp19 como adyuvante podria ser incluido en

formulaciones vacunales contra agentes infecciosos en linea con los requerimientos actuales.
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Figura 26. La co-administracion s.c. de U-Omp19 con un extracto crudo de Trypanozoma cruzi induce
proteccién frente al desafio con parasitos virulentos. Ratones BALB/c (n/grupo=7) fueron inmunizados
3 veces cada 7 dias por via s.c. con i) F150 (50pg), ii) F105 (50ug) +U-Omp19 (100ug) o iii) F105 (50ug)
+IFA (100ul). Tres semanas después de la Ultima inmunizacidn los animales fueron desafiados por via
intradermoplantar con 1x10% parasitos de la cepa RA. Se monitored la pérdida de peso (a), parasitemia
(b) y supervivencia (c) de los animales hasta el dia 30 post infeccion.*P < 0.05 vs grupo F105, ANOVA de
una via seguido del test Bonferroni para los graficos a y b. P=0.0433, Chi cuadrado para el grafico de/ de

supervivencia.
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CONCLUSIONES GENERALES Y DISCUSION

Las nuevas vacunas recombinantes y sintéticas han surgido en el contexto de crear
formulaciones de vacunas que sean mas seguras que las vacunas tradicionales.
Lamentablemente la mayoria de las proteinas o péptidos en ausencia de adyuvantes generan
respuestas humorales y celulares muy débiles o inexistentes, por lo que es necesario que sean
administradas en combinaciéon con sustancias inmunoadyuvantes que sean capaces de
incrementar y/o modular la inmunogenicidad intrinseca de los antigenos [127]. Los cambios en
el tipo de componentes y vias de administracién de las vacunas estan imponiendo la necesidad
de nuevos adyuvantes. En el presente, hay una mayor necesidad en el disefio de vacunas
capaces de inducir fuertes respuestas inmunes celulares del tipo Th1, T CD8" y CTLs que puedan
prevenir infecciones crénicas virales o infecciones relacionadas con patégenos intracelulares

[165].

En mi Tesis de Licenciatura demostramos que U-Omp19 como adyuvante de OVA por via
s.c induce respuestas Thl OVA-especificas. En esta tesis doctoral, demostramos que la
administracién de U-Omp19 por via s.c. en ratones induce respuestas especificas de tipo T CD8"
con produccion de IFN-y y CTLs tanto in vitro como in vivo. En este sentido, U-Omp19 constituye
un promisorio adyuvante a ser incluido en formulaciones vacunales contra patdgenos que
requieran este tipo de respuestas para su eliminacién. Con respecto a la respuesta humoral,
resultados obtenidos en mi tesis de grado demostraron que la inmunizacién con U-Omp19
como adyuvante no parece tener un efecto significativo en la magnitud de la respuesta
humoral (titulo de anticuerpos IgG producidos) pero si podria inducir un cambio en la relacién
del perfil de isotipos especificos inducidos (disminucidn en la relacién de isotipos 1gG1/IgG2a
producidos) que coincide con la polarizacién de la respuesta inmune celular hacia el perfil Thl

evidenciada.
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Generalmente, dependiendo del compuesto adyuvante utilizado, la respuesta T helper
inducida se polarizara hacia un tipo determinado. Por ejemplo, adyuvantes como el MF59 y los
ISCOMs, asi como los ligandos de TLR5 estimulan respuestas humorales y celulares pero sin
alterar el balance Th1/Th2 especifico dado por el Ag. Mientras que se observan respuestas
polarizadas hacia el perfil Thl cuando se incorporan como adyuvantes vacunales ligandos de
TLR3, TLR4, TLR7-8 y TLR9. En contraste, las sales de aluminio y las emulsiones aceite en agua
inducen respuestas celulares de tipo Th2 fallando en la induccidon de respuestas de tipo Thl
[194, 195]. Hasta el presente desconocemos si los efectos moduladores de la respuesta
adaptativa de U-Omp19 estan relacionados con la unidn a un receptor de reconocimiento de
patrones, lo que sabemos es que la induccién de respuestas Thl contra ella misma continua
observandose en animales TLR4 KO [133] lo que indicaria que su accion adyuvante también es
independiente de este receptor. Estudios futuros con ratones KO para distintos RRPs o
moléculas adaptadoras de la sefial intracelular inducida por estos nos permitiran ahondar en

este aspecto.

Indagando en los posibles mecanismos de accion de U-Omp19 y a partir de analisis de
homologia de secuencias descubrimos que esta proteina poseia alta homologia con otros
inhibidores de proteasas bacterianos y que pertenece a una familia de proteinas con actividad
de inhibidores de proteasas alcalinas y metaloproteasas. Efectivamente, nuestro grupo ha
demostrado previamente (Tesis doctoral de Andrés Ibafiez) su accién como inhibidor de serin
proteasas presentes en el sistema gastrointestinal como la tripsina, a—quimotripsina, elastasa
pancredtica y aspartil proteasas como la pepsina y su accion adyuvante para OVA co-

administrada por via oral.

Se ha reportado que dos miembros de la familia de las serpinas (una familia de
inhibidores de serin proteasas), los inhibidores SSCA y CrmA, poseen también una potente

actividad inhibitoria sobre cistein catepsinas [196, 197]. También hay descriptos inhibidores de
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proteasas bacterianos de amplio espectro como el de Photorhabdus luminescens [158]. Por
ello, en esta Tesis decidimos abordar el estudio del rol de U-Omp19 como inhibidor de
proteasas lisosomales. Es sabido que sin procesamiento antigénico no hay presentacion a las
células T e induccién de respuesta adaptativa pero se ha propuesto que la susceptibilidad de los
antigenos proteicos a las proteasas lisosomales determina, en parte, su inmunogenicidad.
Efectivamente, se ha demostrado que una limitada protedlisis lisosomal incrementa la
inmunogenicidad de los antigenos in vivo [150, 154]. En consistencia con estos resultados, se ha
observado que las DCs poseen una menor capacidad degradativa de los Ags en los
compartimentos endosomales que los macréfagos [150]. Por lo tanto, esta habilidad de las DCs
de impedir la degradacion rapida de los antigenos internalizados contribuye a su singular

capacidad para procesar y presentar Ags eficientemente.

En esta Tesis demostramos que efectivamente U-Ompl19 es un inhibidor de cistein
proteasas lisosomales y esta actividad le permite reducir la actividad proteolitica de
microsomas derivados de CPAs. Del mismo modo, en ensayos de degradacién in vitro con
distintos Ags (OVA y caseina) U-Omp19 fue capaz de limitar parcialmente la protedlisis de los
mismos por la CPA. Inclusive, observamos que se inhibe la actividad intracelular de una
catepsina especifica (catepsina L) en las CPAs luego de la co-administracion de U-Omp19.
Asimismo, pudimos comprobar que la co-administracion de U-Omp19 induce un aumento en la
cantidad intracelular del Ag y que este efecto no esta relacionado con una mayor
internalizacién del Ag ya que la co-incubacion de U-Ompl19 fue capaz de incrementar la
cantidad de Ags proteicos (OVA, GFP) dentro de DCs pero no lo hace sobre Ags no proteicos
(dextran) (llustracion 13). Estos hechos nos permiten razonar que una mayor disponibilidad de
Ag dentro de la CPA como resultado de una limitada capacidad degradativa de las DCs,
favoreceria la diseminacién del Ag a través del sistema inmune optimizando su presentaciéon
antigénica lo que se traduciria en el aumento de inmunogenicidad observado (Thl y CTL)

cuando utilizamos U-Omp19 como adyuvante (llustracién 13).
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El hecho de que OVA soluble co-administrada con U-Ompl9 sea eficientemente
presentada a las células T CD8" por las DCs (ensayo in vitro de presentacién antigénica) nos
indica que existe un efecto directo de U-Omp19 sobre las DCs que favorece la presentacion
cruzada del Ag. Se ha reportado que la eficacia en la presentacién cruzada de Ags exégenos por
parte de las DCs estd relacionada con la capacidad de los antigenos a escapar de la degradacion
lisosomal y ser exportados al citosol donde seran procesados por el proteasoma u otras
proteasas citosdlicas y de esta forma ser presentados via MHCI a las células T CD8" [155, 156].
Efectivamente comprobamos que U-Ompl9 incrementa la expresion en membrana de
complejos MHCIl-péptido que perduran en membrana por mas tiempo y este efecto es
dependiente del proteasoma. Entonces la co-administracién de U-Ompl9 prolonga la
exposicién del Ag al sistema inmune y aumenta la inmunogenicidad del mismo. Se han
descripto adyuvantes que actuan estimulando la presentacién cruzada de Ags por la DC, por
ejemplo, el ISCOMATRIX es capaz de promover la presentacién cruzada de Ags exdgenos
mediante la via citosdlica en las DCs al promover una rapida translocacién de Ags al citosol
[198]. Hasta el presente no hay trabajos que describan el uso de inhibidores de proteasas
bacterianos como adyuvantes inmunes. Entonces, esta proteina es un patrén molecular

bacteriano poco convencional no explorado.

Ha sido reportado que cistein proteasas como la papaina o la bromelaina cuando son co-
administradas con OVA en animales, inducen la produccion de anticuerpos IgE e IgG1l
especificos para OVA e inducen respuestas de tipo Th2 anti-OVA con produccién de IL-4 [199].
En contraste, U-Ompl9 co-administrada con OVA estimula respuestas de tipo TCD4"
productoras de IFN-y (respuesta Thl OVA especifica). Estos hechos nos permiten hipotetizar
gue este tipo de proteasas podrian inducir algun tipo de sefial que es percibida por el huésped
como una seial de peligro que lo lleva a inducir respuestas de tipo Th2. U-Omp19 al inhibir la
actividad de las proteasas podria estar inhibiendo esta sefial permitiendo la induccién de una

respuesta Thl y de esta forma podria modular el perfil de la respuesta inmune celular. Para
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evaluar esta hipdtesis, en un futuro realizaremos experimentos in vivo inmunizando con OVA 'y
papaina o bromelaina en presencia o ausencia de U-Omp19 y evaluaremos el perfil de la

respuesta Th inducida.

Si bien la inhibicidn de la protedlisis puede favorecer en parte la inmunogenicidad del Ag
optimizando su presentacién por la CPA, la activacidon de las células T por parte de las DCs
requiere de la percepcion de dos sefales. La primera, deviene del reconocimiento del péptido
antigénico a través del TCR; la segunda, proviene del reconocimiento de moléculas co-
estimuladoras (CD80, CD86 y CD40) en la superficie de la DC. La percepcion de la sefial 1 en
ausencia de la sefial 2 conduce a la anergia de la célula T. Por lo tanto, la maduracién de las
DCs, evento que aumenta la expresidn de moléculas co-estimuladoras y secrecién de citoquinas
pro-inflamatorias es clave para una apropiada activacidon de la célula T e induccidén de la
respuesta adaptativa. En este sentido, U-Omp19 es capaz de promover la maduracion de DCs,
incrementando la expresion de CD86 y CD40 y los niveles de IL-6, TNF-a e IL-1-B secretadas
(llustracién 13). Asimismo, U-Omp19 es capaz de inducir respuestas inflamatorias promoviendo

el reclutamiento de DCs y monocitos/macréfagos in vivo.

Por lo tanto, el hecho de que la co-administracidon con U-Omp19 sea capaz de generar
potentes respuestas de tipo T CD8" Y CTLs puede ser explicada a partir de i) su capacidad
inmunoestimulatoria sobre la DC vy ii) su actividad inhibitoria sobre proteasas lisosomales que
permitiria incrementar la vida media del Ag intracelular promoviendo la presentacidn cruzada

de Ags por la CPA (llustracién 13).

Los inhibidores de proteasas han emergido como una poderosa clase de drogas
terapéuticas [200]. Entre ellos encontramos a los inhibidores de la angiontensina convertasa
(ACE), inhibidores de proteasas del HIV e inhibidores del proteasoma (Bortezomib) utilizados
para tratar el mieloma multiple. Las proteasas lisosomales han sido propuestas como blancos

terapéuticos dado que juegan importantes roles en la regulacion de una variedad de sistemas
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bioldgicos [201]. En estos casos (donde los inhibidores de proteasas son utilizados como drogas)
no se han observado respuestas inmunes, justamente la induccién de respuestas inmunes
contra la formulacién administrada seria muy contraproducente en el caso de una droga. La
mayoria de los estudios sobre las propiedades inmunomodulatorias de inhibidores de proteasas
se llevaron a cabo utilizando inhibidores eucariotas [199, 202] y algunos de origen viral, como
también inhibidores de nematodos [203], que en la mayoria de los casos presentaron perfiles
inmuno-regulatorios y anti-inflamatorios. De hecho, nuestros resultados demostraron que un
inhibidor de serin proteasas eucariota como la aprotinina o un inhibidor de cistein proteasas
como leupeptina pueden inhibir la degradacién de los Ags co-administrados pero no poseen la
capacidad de inducir respuestas inmunes Th1y T CD8", sugiriendo que la actividad de inhibidor
de proteasas no es suficiente para inducir una respuesta adaptativa luego de la administracion

S.C.

Es importante destacar que en esta Tesis realizamos estudios cinéticos enzimaticos
preliminares que demostraron que U-Omp19 es un inhibidor competitivo con actividad
inhibitoria moderada sobre cistein proteasas en comparacion con otros inhibidores proteicos
enddogenos (cistatinas) o exdgenos especificos (Leupeptina, E-64) los cuales poseen constantes
de disociacion en el orden nM [204] mientras que U-Omp19 posee una Ki en el orden uM para
la catepsina L (Ki=2uM). Sin embargo, se ha observado que estos potentes inhibidores de cistein
y serin proteasas con Ki en el orden nM como la leupeptina o la pepstatina A no inducen
respuestas inmunes celulares contra determinados Ags [205] por lo cual otra de nuestras
hipdtesis actuales es que una inhibicion muy fuerte sobre el procesamiento antigénico evitaria
una eficiente presentacion antigénica. Justamente, el hecho de que U-Omp19 posea una Ki
mayor a la de la mayoria de los inhibidores de cistein proteasas conocidos podria explicar que la
accion inhibitoria de esta se correlacione con un aumento en la inmunogenicidad del Ag ya que
permite una degradacion sostenida en el tiempo sin que resulte en un freno en la presentacién

antigénica. A esto hay que sumarle el hecho de que U-Omp19 es un inhibidor de proteasas
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bacteriano con propiedades inmunoestimulatorias, estas dos caracteristicas le permitirian
aumentar las respuestas inmunes adaptativas sobre los Ags co-administrados. Actualmente,
nos encontramos diseflando proteinas U-Omp19 mutantes que carezcan de actividad como
inhibidor de proteasas para poder evaluar el grado de contribucién de este mecanismo a la

accion adyuvante de la proteina.

El tipo de respuesta que se induce con U-Omp19 como adyuvante (Th1, T CD8"y CTL) nos
llevé a evaluar la capacidad de esta proteina en formulaciones vacunales in vivo en modelos de
enfermedades en los que se ha descripto la necesidad de este tipo de respuestas en la
induccion de una respuesta inmune protectora. Es por esto, que evaluamos el rol de U-Omp19
como adyuvante de OVA en un modelo tumoral murino, en donde U-Omp19 fue capaz de
inducir respuestas antitumorales in vivo aumentando la supervivencia de los animales ante el
desafio con células tumorales de melanoma murino luego de su co-administracién s.c. Si bien el
CFA, un adyuvante muy potente conocido, también aumenté la supervivencia de los animales
es importante mencionar que el CFA no podria ser incluido como adyuvante en una
formulacion vacunal para uso en humanos por los multiples efectos adversos que presenta su
administracién (por ejemplo: induccién de granulomas y dafo tisular provocado por una

exacerbada respuesta inflamatoria local).

Por otro lado, también probamos la eficacia de U-Ompl9 como adyuvante de Ags
microbianos reales utilizando un extracto de Trypanosoma cruzi. Se ha reportado que los
linfocitos T CD4" Th1l productores de IL-2 e IFN-y que puedan estimular la expansién de
linfocitos T CD8" citotdxicos son centrales en la proteccidn sistémica frente a la infeccién por T.
cruzi ya que inhiben el desarrollo de las formas intracelulares del parasito. Las células T CD8"
pueden actuar indirectamente secretando IFN-y que inducird activacion de los macréfagos y
directamente mediante su accién citotéxica [206]. Del mismo modo, las células T CD4" y CD8"

productoras de IFN-y del bazo son las responsables de la eliminacion de formas tripomastigotes
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del parasito en sangre [207]. En este sentido, la co-administracién de un extracto antigénico de
T. cruzi con U-Omp19 como adyuvante fue capaz de disminuir la parasitemia y aumentar la
supervivencia de ratones luego del desafio intradérmico con el parasito. Este resultado
demuestra la capacidad de U-Ompl9 para incrementar la respuesta inmune contra Ags
microbianos reales en formulaciones vacunales. Es importante mencionar que la capacidad
protectora de la formulacion con U-Ompl9 fue mas efectiva que la formulacién con el

adyuvante IFA (Sigma-Aldrich).

En todos los estudios in vivo e in vitro de esta Tesis incluimos compuestos
inmunoestimulatorios conocidos y muy potentes como el CFA, IFA y el LPS. Los resultados
presentados demuestran que las respuestas inmunes celulares inducidas (Thl y CTL) por U-
Ompl9 pueden ser comparables y en algunos casos mejores que las inducidas por estos
adyuvantes pero la respuesta humoral (IgG) e inflamatoria observada en el tejido siempre fue
mucho menor. Dado que hoy en dia se estan estudiando y utilizando multiples combinaciones
de adyuvantes en formulaciones vacunales para inducir todos los tipos de respuestas inmunes
como es el caso de AS04 (ej: vacuna contra el HPV) que combina hidréxido de aluminio con MPL
tenemos pensado en un futuro estudiar el efecto de combinaciones de distintos adyuvantes
conocidos con U-Omp19 para tratar de encontrar combinaciones sinérgicas. También es
importante destacar que en esta Tesis demostramos que U-Ompl9 es capaz de inducir la
produccion de IFN-y en las cepas C57BL/6 y BALB/c sugiriendo que U-Omp19 puede inducir una

respuesta Thl independientemente del contexto genético del huésped.

Otras consideraciones importantes que deben ser tenidas en cuenta en el desarrollo de
adyuvantes estan relacionadas con las caracteristicas que deben cumplir para que puedan ser
finalmente incluidos en formulaciones vacunales. Las formulaciones dptimas deben ser seguras,
estables, biodegradables, inertes y de bajos costos de produccidn. Por ello, es necesario que se
establezcan procedimientos estandarizados en su manufactura y registro de lotes asi como
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también procedimientos analiticos para evaluar el producto final. Al mismo tiempo, se deben
tener en cuenta los problemas con respecto a la utilizacion de compuestos derivados de
animales, los cuales estdn ajustados a rigurosas regulaciones. Mejoras en la seguridad,
tolerabilidad y potencia de las vacunas han llevado al desarrollo de una nueva generacién de
vacunas, las cuales si bien representan un avance en ciertos aspectos requieren procesos de

produccién muy demandantes y costosos [43].

Actualmente, los principales adyuvantes que han probado ser seguros y eficaces y han
sido aprobados para su uso en vacunas humanas incluyen: el Alum, el MF59® (emulsién) y
MPL® (agonista TLR-4). Sin embargo cada uno de estos compuestos poseen limitaciones, las
cuales deben ser tenidas en cuenta en el desarrollo de una nueva generacién de compuestos
inmunoadyuvantes. El MF59 es una emulsidén segura pero que ha demostrado eficacia parcial.
Ademads, uno de sus componentes (escualeno) se obtiene del aceite de tiburdn, un recurso no
renovable con limitada capacidad de produccién. De la misma forma, el MPL® es un efectivo
adyuvante pero su produccion implica un arduo proceso de fermentacién y purificacién que
dificulta su produccién a gran escala. A esto se le anade la compleja mezcla de componentes
que posee el MPL lo cual complica y encarece la estandarizacién del producto. Las sales de
aluminio, las cuales han probado ser altamente seguras, se alejan de la idealidad en términos
de la induccién de una respuesta inmune restringida a un perfil humoral y Th2, fallando en la
induccion de respuestas de tipo Thl y CTLs necesarias para conferir protecciéon contra muchas

enfermedades para las cuales no existen vacunas eficaces [208].

En este sentido, U-Omp19 es una pequena proteina bacteriana recombinante, soluble,
de facil expresion y purificacion que podria ser producida a gran escala sin grandes dificultades.
La purificacidon de la proteina se ha optimizado a la menor cantidad y duracién de pasos. Es
posible obtener hasta 40mg de proteina/litro de cultivo bacteriano con una alta pureza y
reproducibilidad. No posee componentes animales ni aditivos quimicos. Ademas, esta proteina

ha demostrado ser estructuralmente estable y mantener su actividad como inhibidor de
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proteasas a diferentes pH y temperaturas, lo que le permitira prescindir de una cadena de

refrigeracidn para su transporte o almacenamiento.

Desafortunadamente, una potente accion adyuvante esta frecuentemente relacionada a
un aumento en la toxicidad. Uno de los efectos adversos mas comunes es la generacion de
reacciones locales como consecuencia de la formacién del depdsito en el lugar de inyeccidn, el
efecto “depot” es un mecanismo de accién de varios adyuvantes, entre los que se incluyen
formulaciones tales como minerales, emulsiones oleosas, liposomas y microesferas de
polimeros biodegradables [205]. En el caso de U-Omp19, es de destacar que no se observaron
reacciones adversas visibles en el tejido inoculado en ninguno de los experimentos presentados
en esta Tesis. Resultados obtenidos durante mi tesis de grado en conjunto con los obtenidos
por otro estudiante de doctorado de nuestro grupo de trabajo han demostrado que esta

proteina no induce cambios patoldgicos en el sitio de inyeccidn ni en el tejido adyacente.

En conclusidn, en esta tesis hemos demostrado que U-Omp19 de Brucella spp. posee
dos actividades en una misma molécula: i) inhibe parcialmente la actividad proteolitica de las
proteasas lisosomales en las CPAs, aumentando la vida media del Ag co-administrado vy ii) tiene
un efecto inmunoestimulatoria sobre las DCs promoviendo su activacién. En conjunto, estas
propiedades se traducen en la induccién de eficientes respuestas inmunes adaptativas de tipo
Thl, T CD8" y CTLs Ag especificas. En base a estos resultados U-Omp19 podria ser utilizada
como adyuvante de aquellas vacunas que requieran este tipo de respuestas inmunes en

concordancia con los requerimientos actuales.

Nuestro trabajo incorpora un concepto original en el disefio racional de formulaciones
vacunales presentando a U-Omp19 como una nueva molécula con caracteristicas nunca antes

descriptas, un inhibidor de proteasas con capacidad inmunoestimulatoria.
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llustracion 13. Modelo de accion de U-Ompl19 como adyuvante. El antigeno con el adyuvante son
internalizados en compartimentos endosdmicos por la CPA presente en el sitio de inyeccidn, estos
compartimentos maduran acidificando su pH y convirtiéndose en lisosomas proteoliticamente activos. En
el lisosoma, U-Omp1l9 inhibe parcialmente la actividad proteolitica de cistein proteasas limitando la
degradaciéon del Ag co-administrado y aumentando su vida media dentro de la CPA. De esta forma, se
genera un depdsito antigénico dentro de la CPA que permite, por un lado, una prolongada y eficiente
presentacién via MHCII a las células T CD4" y por otro lado: aumenta la oportunidad de los Ags de escapar
al citosol, ser degradados por el proteasoma y los péptidos resultantes ser translocados al RE donde se
unirdn a las moléculas MHCI para ser presentados a las células T CD8". Ademads, U-Omp19 posee
propiedades inmunoestimulatorias que promueven la activacidon de las DCs, incrementando la expresidn
de moléculas co-estimulatorias (CD86 y CD40) y el nivel de citoquinas pro-inflamatorias secretadas. En
conjunto, el aumento en la presentacion antigénica y la activacién de las DCs inducida por U-Omp19 como
adyuvante permite la generacién de potentes repuestas inmunes de tipo Thl y T CD8" contra el Ag co-

administrado.
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