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RESUMEN

En la actualidad, las investigaciones y descubrimientos que se han centrado en encontrar
métodos mas efectivos para activar y potenciar la actividad inmunoldgica celular antigeno-
especifica asociada a tumores, han dado lugar a la llamada terapia de células T adoptivas
(TCA), una de las terapias mas prometedoras contra el cancer en los ultimos afios. Esta terapia
consiste en la generacion y transfusion de cultivos de linfocitos T CD8" autdlogos estimulados
con IL-2 ex vivo, lo que desencadena una fuerte activacion y les confiere una mayor
reactividad. Aunque el uso de IL-2 ha sido recurrente en los actuales protocolos clinicos, su
efectividad en el cultivo de células con actividad antitumoral puede verse disminuida debido a
que se ha demostrado que las células estimuladas con esta interleucina tienden a morir via
apoptosis, ademas de fomentarse su diferenciacion hacia un fenotipo regulatorio, factores que
disminuyen el efecto citotoxico antitumoral, por lo tanto, proponemos que el uso de IL-2 para
la estimulacion de cultivos ex vivo de células con reactividad especifica hacia tumores puede
ser reemplazado por IL-15 o IL-21, las cuales no solo pueden potenciar la actividad citotoxica
sino guiar el estado de diferenciacion celular de manera que se mantengan las capacidades
efectoras de las mismas, en este estudio in vitro serdn evaluadas las capacidades de estas
interleucinas para mejorar el potenciamiento de la actividad citotoxica correspondiente a los
linfocitos T CD8" contra la linea celular de cancer de mama MCF-7, utilizando un antigeno
tumoral de la proteina de WT1 para que la respuesta sea especifica. El efecto citotoxico
mediado por el estimulo de las citocinas IL-2, IL-15, IL-21 y la combinacion IL-15/IL-21 en
un contexto de restriccion por HLA y el antigeno especifico de WT1 fue del 100% para cada
caso, en comparacion con un control donde no existio especificidad antigénica (p<0.05), y se
observd que esta citotoxicidad es suficiente para detener el crecimiento de la linea tumoral
MCF-7. Por su parte, los mecanismos de activacion que estimulan cada citocina difieren en la
produccién de IFN-y, lo cual no tuvo un impacto en su capacidad efectora. Finalmente el
antigeno de 9 aa de WT1 (RMFPNAPYL) resulté ser un blanco eficiente con un gran
potencial para la inmunoterapia del cancer de mama e IL-21 un potencial modulador de la

respuesta celular antitumor.
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ABSTRACT

Outcoming investigations to find new and more effective methods to activate and enhance an
antigen-specific immunity associated with tumors has set up the field for adoptive T cell
therapy (TCA), one of the most promising therapies against cancer in the last years. This
therapy consist in the generation and transfusion of an ex vivo culture of autologous antigen-
specific CD8" T lymphocytes stimulated with I1L-2, which results in its strong activation and
reactivity against tumors. Although the use of IL-2 has been constant in the current clinical
protocols, its effectiveness may be diminished because it has been demonstrated that cells
stimulated with this interleukin tend to die via apoptosis and can also acquire a regulatory
phenotype that downregulates the cytotoxic effect against tumors, we proposed that the use of
IL-2 for the stimulation of the ex vivo cultures of tumor reactive cells can be replaced with IL-
15 or IL-21, for this reason, in this work we established an in vitro studio where we evaluated
the capacity of these interleukins to improve the cytotoxic activity of CD8" T cells against
MCF-7 breast cancer tumor cell line, using the WT1 antigen to make the cytotoxic response
specific to this cell line. The cytotoxic effect of the CD8" T cells cultured with IL-2, IL-15, IL-
21 and the combination IL-15/IL-21 within a context of HLA and antigen-specific restriction
(WT1 peptide) was of a 100% for each case, compared with their respective control that was
not antigen-specific restricted (p<0.05); furthermore, this cytotoxicity proved to be enough to
stop the growth of the MCF-7 tumor cell line. The mechanisms that activate the lymphocytes
for each stimulation differs in the IFN-y production, but this had no impact in the acquisition
of cell effector functions. Finally, the 9aa peptide of the WT1 protein (RMFPNAPYL)
resulted to be an efficient target with a great potential for breast cancer immunotherapy and

IL-21 a promising regulator of the immune response against tumors.
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1. INTRODUCCION

Existen a la fecha diferentes tipos de tratamientos contra el cancer como la quimioterapia
y la radioterapia, ademas de la inmunoterapia, en esta Gltima se ha utilizado la interleucina-2
(IL-2) administrada de manera exdgena como potenciador de la respuesta inmune tumoral en
los pacientes, sin embargo, estos tratamientos han demostrado una efectividad muy limitada,
ademas de impactar de manera negativa en la calidad de vida del paciente (Schwartzentruber,
2001; Schwartz et al., 2002; National Institutes of Health Clinical Center, 2012) El
conocimiento de las bases moleculares de la respuesta inmunolédgica en el cancer, y el
conocimiento de los mecanismos basicos de la inmunologia celular, han delimitado un campo
sumamente importante para la implementacion de inmunoterapias efectivas con el fin de
combatir esta enfermedad y al mismo tiempo no dafar la integridad fisica del paciente. Esto ha
dado como resultado la terapia de células T adoptivas, la cual es una forma de terapia
transfusional que consiste en la infusion de varias subpoblaciones de células T con actividad
antitumoral propias del mismo paciente, expandidas y capacitadas in vitro con el objetivo de

eliminar tumores y prevenir su reincidencia.

Dentro de esta terapia, llama la atencion el cultivo de las células que se extraen del
paciente para ser capacitadas ex vivo con el objeto de reaccionar contra tumores malignos y
posibles metastasis de los mismos, el uso de la citocina IL-2 como factor estimulante en los
cultivos linfociticos ha sido generalizado en los protocolos de investigacion , a pesar de que se
ha demostrado que su uso en cultivos estimula a las células a entrar en apoptosis vy al
desarrollo de células T reguladoras las cuales son incapaces de atacar al tumor. Sin embargo,
en los ultimos afios se han reconocido citocinas como IL-15 e IL-21 que pueden desarrollar la
misma funcién que IL-2, esto es estimular a los linfocitos T citotdxicos antigeno-especificos
para su proliferacion (Montes et al., 2005; Spolski and Leonard, 2008; Hinrichs et al., 2008), y
mucho mas aun aumentando también su capacidad citotoxica, disminuyendo la muerte por
apoptosis de los mismos, e incluso, guiando su desarrollo hacia un fenotipo de memoria, lo

cual confiere a estas células propiedades migratorias y efectoras de mas larga duracion una vez



que son transfundidas al paciente (Judge et al., 2002; Moroz et al., 2004; Zeng et al., 2005; Li
et al., 2005; Bolesta et al., 2006; Tagaya, 2010; Brincks and Woodland, 2010), todo esto
gracias a que las sefiales que brindan a las células estas citocinas, son dirigidas por una cadena
Yy comun presente en sus receptores los cuales a su vez presentan incluso una semejanza muy

cercana con el receptor de IL-2.

Por esta razon, nos resulté de gran interés desarrollar un proyecto que aporte un
beneficio y una mejora a este tipo de tratamiento que se ha considerado tiene una de las

perspectivas mas importantes y relevante para combatir el cancer.

Este trabajo tiene como objetivo, desarrollar un método de cultivo y la capacitacion de
linfocitos T citotoxicos in vitro haciendo uso de células dendriticas pulsadas con el antigeno
tumoral especifico de WT1, y utilizando IL-15 e IL-21 como factores de estimulacion, que
brinden una diferenciacion celular adecuada para reaccionar efectivamente en contra de la
linea celular de cancer de mama (MCF-7), con esto, esperamos proponer mejoras en el campo
de la terapia de células T adoptivas en la fases de cultivo in vitro, principalmente en la
estimulacion de la respuesta citotéxica mediada por células, con el fin de desarrollar una mejor

respuesta contra tumores en futuras terapias de aplicacion clinica.



2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER

El cancer comienza en las células, las cuales son las unidades basicas que
forman los tejidos, mientras que los tejidos forman los Organos del cuerpo.
Normalmente las células crecen y se dividen para formar nuevas células a medida que
el cuerpo las necesita, cuando las células envejecen, mueren, y son reemplazadas por
células nuevas. Algunas veces este proceso ordenado se descontrola y células nuevas
se siguen formando cuando el cuerpo no las necesita, mientras que las viejas no
mueren cuando deberian morir. Estas células que no son necesarias pueden formar una
masa de tejido, que es lo que se llama tumor (Fig.1) (National Cancer Institute, 2007).

A lo largo de la evolucion del conocimiento en el area de la investigacion del
cancer se ha llegado a dilucidar una amplia gama de cambios genéticos y dindmica
celular implicados en las neoplasias, desde la participacion de oncogenes y genes
supresores de tumor que caracterizan la alteracion de las funciones celulares normales,
hasta la compleja interaccion celular y el microambiente que dicha comunicacién
propicia dentro del organismo en el sitio donde se desarrolla un tumor (Hanahan and
Weinberg, 2000).

Al céncer como patologia, se le considera como un conjunto de enfermedades
en las cuales el organismo produce un exceso de células malignas conocidas como
cancerigenas o cancerosas, con crecimiento y division més alla de los limites normales,
que invaden el tejido circundante y pueden producir metastasis, o0 sea la propagacion
de células originarias del cancer a otras partes del organismo por via linfatica o
sanguinea, y la implantacion de nuevos tumores en drganos distantes, esto causa
recurrencia de la neoplasia después de tratamientos severos como la cirugia, vy
particularmente esta propiedad es una circunstancia considerada importante para

determinar el prondstico de la enfermedad en los pacientes (Young Park et al., 2009).



Se conocen muchos factores de riesgo que precipitan la aparicién de la
enfermedad, el principal factor de riesgo es la edad avanzada, ya que dos terceras
partes de todos los canceres ocurren bajo esta condicion. El segundo factor de riesgo es
el tabaquismo, y le siguen la dieta, el sedentarismo, la exposicion solar y otros estilos
de vida. Sin embargo, no podemos pensar en el cancer como una enfermedad de causa
Unica, sino mas bien como la consecuencia de una interaccion de multiples factores,
entre los que se incluyen el ambiente, los habitos dietéticos, la herencia genética, entre
otros. Por estas razones, el cancer se ha considerado la segunda causa principal de
muerte, detrds de las enfermedades cardiacas, sin embargo, las muertes por
enfermedades cardiovasculares estan disminuyendo, mientras que las muertes por
cancer estan aumentando (National Cancer Institute, 2007).

El cancer es generalmente clasificado segun el tejido a partir del cual las células
cancerosas se originan. Un diagndstico definitivo requiere un examen histoldgico,
aunque las primeras indicaciones de céncer pueden ser dadas a partir de sintomas o
radiografias.

Se estima que a lo largo del siglo XXI, el cancer serd la principal causa de
muerte en los paises desarrollados.

Figura 1. Probables vias de eliminacién de células tumorales o de escape para desarrollar
cancer. Se muestran las vias que puede seguir una célula mutada hasta la progresion a cancer.
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2.2 INMUNOLOGIA DEL CANCER

El papel del sistema inmunoldgico en el cancer consiste en erradicar las células
cancerigenas por medio de respuestas especificas del tipo adaptativo mediadas
principalmente por células T (Abbas, 2008).

Las dos formas en que el sistema inmune puede responder contra la presencia
de células tumorales son, ya sea respondiendo contra antigenos especificos de tumor
que son moléculas que se encuentran presentes Unicamente en las células
transformadas, o bien, contra antigenos asociados al tumor, que son moléculas que se
encuentran expresadas de forma diferente en las células tumorales que en las normales.
Las dos formas de respuesta estan mediadas por la interaccion del receptor de células T
activadas por células presentadoras de antigeno (CPA) con su contraparte en las células
tumorales que es el complejo principal de histocompatibilidad tipo I, por sus siglas en
inglés CMH | (Fig.2), encargandose de presentar a células T CD8+ dichos antigenos
resultantes del procesamiento de proteinas propias de las células, lo que a su vez es la
herramienta que el sistema inmunoldgico utiliza para distinguir cualquier dafio o
alteracion celular como lo es en el caso del cancer o bien para diferenciar entre lo

propio y no propio (Finn, 2008).
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Figura 2. Microambiente celular tumoral. Se muestran las células del sistema inmune

involucradas en la defensa contra el crecimiento descontrolado de células tumorales (Finn, 2008).



2.3 CANCER DE MAMA

El cancer de mama resulta el mas comuln entre las mujeres de paises
desarrollados, aproximadamente el 2% ocurre en mujeres jovenes de entre 20 a 34
afios, mientras que un 11% en mujeres de 35 a 44 afos de edad. La supervivencia a
este cancer en particular ha mejorado significativamente, y los potenciales efectos
secundarios de los tratamientos, asi como el impacto en la calidad de vida se han vuelto
cada vez més importantes (M. Hickey et al., 2009).

La mayoria de los canceres de mama son diagnosticados en etapas tempranas,
lo cual indica que son potencialmente curables y ain no han sufrido un proceso de
metastasis a nodos linfaticos axilares, sin dejar de lado los casos en los que el cancer ya
se ha disipado a otros sitios del organismo, dificultando con esto su tratamiento y por
ende la expectativa de vida del paciente, aumentando por consecuencia la agresividad
de los tratamientos utilizados cominmente (Young Park et al., 2009; M. Hickey et al.,
2009).

Muchos casos pueden ser tratados y algunos curados, dependiendo de la
localizacion, etapa o estado en el que se encuentre. Una vez detectado, se trata
generalmente con la combinacion apropiada de cirugia, quimioterapia y radioterapia.
Segun investigaciones, los tratamientos se especifican segun el tipo de cancer v,
recientemente, también del propio paciente (Gillmore et al., 2006). Ha habido ademas
un significativo progreso en el desarrollo de medicamentos que actdan especificamente
en anormalidades moleculares de ciertos tumores que se relacionan con las capacidades
que los mismos adquieren y que les confieren su caracter cancerigeno, tales como
evasion de la apoptosis, autosuficiencia de sefiales de crecimiento, metastasis, entre
otros (Fig.3), minimizando asi el dafio a las células normales, asi como tratamientos
basados en la inmunoterapia utilizando células aut6logas capacitadas ex vivo, o bien, la
administracion de citocinas de manera exdgena (IL-2) para potenciar la respuesta
inmunoldgica celular, propiciando un ataque especifico contra las células cancerigenas
(Zhou and Zhong, 2004; Hanahan and Weinberg, 2000).
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Figura 3. Caracteristicas del cancer. Se muestra a la izquierda el modelo del tejido canceroso
caracterizado por su constante interaccién con otras estirpes celulares, y a la derecha las
caracteristicas que adquieren las células tumorales y por las que se desencadena la progresion del
cancer (Hanahan and Weinberg, 2000).

2.4 INMUNOTERAPIA

La posibilidad de poder erradicar los canceres mediante respuestas inmunitarias
especificas ha impulsado muchos trabajos en el campo de la inmunologia tumoral. El
concepto de vigilancia inmunitaria, que fue propuesto por Macfarlane Burnet en los
afios cincuenta, afirma que una funcion fisiologica del sistema inmunitario es
reconocer y destruir clones y células transformadas antes de que se hayan formado
(Finn, 2008). Actualmente es evidente que el sistema inmunitario reacciona frente a
muchos tumores, y aprovechar estas reacciones para destruir especificamente los
mismos, sigue siendo un importante objetivo de los inmundlogos tumorales (Abbas,
2008).

En la actualidad, pese al desarrollo de modernas técnicas de cirugia y
transplantes, nuevas y mas efectivas drogas citotdxicas y mejores métodos de
irradiacion, que han permitido tratar con éxito algunas patologias neoplasicas, algunas
células malignas sobreviven a estas terapias y se diseminan en el organismo, haciendo
necesario el desarrollo de nuevos tratamientos complementarios a los actuales, una de

estas terapias esta basada en la modulacién del sistema inmunoldgico. A partir de la



década de los 80’s se logrd aislar linfocitos T citotoxicos (LTC) con actividad
antitumoral de sangre periférica, ganglios linfaticos y tejido tumoral de pacientes con
melanoma, y a raiz de esto, se ha producido un creciente interés por utilizar el sistema
inmune como herramienta en el tratamiento del cancer. Citocinas como IL-2, interferdn
alfa (IFN-a) son comunmente utilizadas como terapias adyuvantes en algunas
neoplasias, al igual que terapias adoptivas utilizando LTC estimulados in vitro con el

fin de atacar de manera especifica a las células cancerigenas (Lopez et al., 2004).

2.5 INMUNOTERAPIA DE CELULAS T ADOPTIVAS

La terapia de celulas T adoptivas utilizada para el tratamiento de cancer
consiste en la infusion de varias subpoblaciones de células T propios del mismo
paciente con actividad antitumoral, expandidas y capacitadas in vitro con el objetivo de
eliminar tumores (Fig.4) y prevenir su reincidencia (Rosenberg, 2001, 2004, 2005;
Gattinoni et al. 2006).
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Figura 4. Esquema general de la Terapia de células T adoptivas. Se muestra las etapas de la
terapia comenzando por la extraccién y seleccion de células T del paciente (A, B), el cultivo in
vitro de las mismas para seleccionar clonas antigeno especificas (C), su expansién para obtener
la cantidad de células suficiente (D) para finalmente ser transfundidas nuevamente al paciente
(E, F).



Las células utilizadas para esta terapia pueden ser obtenidas de varios sitios
anatémicos, incluyendo sangre periférica e incluso del mismo tumor, siendo las
principales células de interés los linfocitos T CD8", conocidos como linfocitos T
citotoxicos (LTC). Dada la potente actividad citolitica de éstos y su especificidad
asociada al reconocimiento de antigeno por medio del complejo principal de
histocompatibilidad de tipo I (CMH 1), convierte a esta poblacion celular en la de
mayor interés para su uso en la inmunoterapia de células T adoptivas (June, 2007 a;
Yee, 2002).

El cultivo y la proliferacion de estas células in vitro, una vez que se han
extraido del paciente y se han aislado con éxito, representa un punto de gran interés
gue ofrece nuevas perspectivas para el mejoramiento de la terapia, por ejemplo, el uso
de la I1L-2 como factor de desarrollo en los cultivos linfociticos ha sido generalizado
en todos los protocolos actuales de cultivo celular para la terapia de células adoptivas,
ademas de ser administrada de manera exdgena para el mantenimiento de las células in
Vivo en etapas posteriores a la transfusion, sin embargo, el uso de otras citocinas que
junto con la IL-2 comparten una cadena y comun en su receptor, tales como IL-15 e
IL-21 (Crawley et al., 2008), propone ser un punto importante a considerar para
mejorar tanto el cultivo ex vivo, como su persistencia in vivo, ya que a diferencia de
IL-2, el cultivo con estas citocinas no solo promoveria una respuesta citotoxica mas
eficaz, sino también estimularia una diferenciacion celular hacia un fenotipo de
memoria que conserva en la célula las caracteristicas de proliferacion, activacion,
funciones efectoras y de supervivencia sin que se vea influenciada por procesos
propios de inmunosenesencia (Berger et al., 2008; Klebanoff et al., 2006, 2005), se
cree ademas que a diferencia del cultivo con IL-2, el uso de estas citocinas no estimula
la tendencia a apoptosis de las células en cultivo.



2.6 ANTIGENOS TUMORALES

Una de las caracteristicas de las células malignas es que sufren cambios en la
expresion de las moléculas que se ubican en la membrana celular. Estos cambios
determinan una pérdida en la tolerancia inmunoldgica, lo que propicia que se induzcan
respuestas inmunologicas contra ellas. Para que se desarrollen mecanismos
inmunitarios contra tumores tiene que existir como requisito previo que las células
tumorales contengan moléculas que sean reconocidas como extrafias. Estas moléculas
son conocidas como antigenos tumorales y como ya se explicé antes aparecen como
una consecuencia de la transformacién maligna (Fig. 5).

Aungue estas transformaciones pueden ser identificadas tanto en el interior
como en la superficie de las células malignas, el campo de la inmunologia tumoral
abarca fundamentalmente los antigenos ubicados en la superficie de la célula tumoral,
sin embargo, la TCA también puede ser dirigida contra antigenos intracelulares
producidos por las células cancerigenas, dada la capacidad de toda célula de presentar a
los mismos mediante el CMH | como parte del mecanismo que el sistema

inmunoldgico utiliza para reconocer antigenos propios (Batista, 2003).

ion Overexpression Post-Tr

Figura 5. Origen de antigenos tumorales a partir de antigenos propios. Muestra las 3 formas en
las cuales un antigeno propio puede convertirse en un antigeno tumoral. (A) Una mutacion puede
producir el origen de una proteina mutante que exprese péptidos anormales en la superficie celular,
(B) Una sobreexpresion de una proteina normal que ocasionaria niveles anormales de sus péptidos
presentados en la superficie celular o (C) pueden ocurrir cambios post-traduccionales que den como
consecuencia una proteina modificada con un repertorio anormal de péptidos presentados en la
superficie celular (Finn, 2008).
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2.7 PROCESAMIENTO DE ANTIGENOS Y HLA

La funcion basica del sistema inmunolégico en el ser humano incluye la
generacion de respuestas a diferentes tipos de organismos, como las bacterias y los
virus, basadas principalmente en la manera en la que estos infectan el organismo y el
cdmo son reconocidas por las células del sistema inmune. Estas respuestas se clasifican
en términos generales en dos tipos: La respuesta humoral, que involucra la activacion
de los linfocitos B, que lleva a la consiguiente formacion de anticuerpos, y la respuesta
celular, que incluye la activacion y respuestas efectoras de citotoxicidad especifica que
conducen a la destruccion de la célula blanco, mediada por el linfocito T citotoxico
(LTC). La activacion de células, T y B, depende de la accion del linfocito T cooperador
(LTh). Usualmente, éste se activa al fijar varios determinantes antigénicos presentes
sobre las células presentadoras de antigeno (CPA), y esta interaccién también es
Ilevada a cabo por los linfocitos T citotoxicos (LTC) para su activacion directa por las
CPA (Jaime Pérez, 2001).

La regulacion de esta red de interacciones del sistema inmunoldgico, se logra a través
de moléculas codificadas por mas de 200 genes de un complejo especifico localizado
en el brazo corto del cromosoma 6, denominado CMH. Los genes del CMH participan
en el reconocimiento de antigenos por los linfocitos T, en un proceso que incluye el
reconocimiento de determinantes antigénicos particulares en asociacion con antigenos
propios, constituidos por las moléculas del sistema de antigenos leucocitarios humanos
por sus siglas en inglés HLA (Human Leukocyte Antigens), codificadas por el CMH.
Este fendbmeno (reconocimiento de antigeno asociado con moléculas HLA) es conocido
como “restriccion en el reconocimiento de antigenos”. Esto permite al sistema
inmunitario responder a antigenos extrafios, al mismo tiempo que reconoce y no
responde a los antigenos propios del individuo, a lo cual se le conoce como tolerancia
(Bioarrayanes, 2001).

Las moléculas producidas por el CMH constituyen el sistema de antigenos
leucocitarios humanos HLA. Existen dos tipos de moléculas en este sistema, las de

11



clase I, denominadas HLA-A, -B y -C, y de clase 1l, HLA-DR, -DQ, y —DP. Estas son,
estructural y funcionalmente diferentes (Fig. 6). Todas son proteinas que evolucionaron
de la familia de las inmunoglobulinas en un periodo de miles de afios. Cada célula del
organismo posee en su superficie entre 200 mil y 300 mil moléculas HLA cargadas con
péptidos enddgenos (clase 1) o exdgenos (clase 11) que pueden ser reconocidos por el
receptor de célula T e iniciar una respuesta inmune (Dzik, 2010).
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Figura 6. Complejo mayor de histocompatibilidad. Muestra las diferencias estructurales entre el
CMH clase | (izquierda) y el CMH clase 11 (derecha) (Abbas, 2008).

Los antigenos de la clase | se expresan en la superficie de todas las células nucleadas
del organismo y estan ligadas a la regulacion de las respuestas de células T a las
infecciones virales y también contra las células tumorales, las cuales presentan un
crecimiento fuera de lo normal y que a su vez esto genera mutaciones que producen
cambios en diferentes niveles de la sintesis de proteinas los cuales llevan a la expresion
de los llamados antigenos tumorales, que son reconocidos por las células T citotdxicas,
llevando a las células afectadas a su destruccion. En contraste, los antigenos de la clase
Il tienen un papel determinante en el reconocimiento de antigenos por los linfocitos T

cooperadores. Esto se debe a que los antigenos de organismos extrafios, como
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bacterias, son procesados y expresados en la membrana de las CPA, en asociacion con
las moléculas de la clase Il del sistema HLA, formando un complejo que es reconocido
por el receptor de células LTh. De esta manera se puede decir que el tipo de respuesta
inmunolégica estard determinada por el tipo de antigenos que son reconocidos y
procesados, ya sea extracelulares (bacterias) o intracelulares (virales, células
tumorales) (Tabla 1) (Starck and Shastri, 2011).

\ Caracterisitica \ Via del CMH de la clase Il \ Via del CMH de la clase | \
Composicion del complejo Cadenas a y 3 polimorfas, péptido Cadena a polimorfa, B,- microglobulina, péptido
péptido-CMH estable

Peptide Peptide
0
.\J :JEI. B‘ I )
o «l Bo-microglobulin
Tipos de CPA Células dendriticas, fagocitos mononucleares, Todas las células nucleadas
linfocitos B; células endoteliales, epitelio timico.
Linfocitos T ibl Linfocitos T CD4" Linfocitos T CD8"
Origen de los antigenos Proteinas endosdmicas/lisosémicas Proteinas citosdlicas (principalmente sintetizadas en la
proteicos (principalmente interiorizadas a partir del célula; pueden entrar en el citosol desde los fagosomas),
ambiente extracelular) péptidos solubles pequefios.
Enzimas responsables de Proteasas endosdmicas y lisosomicas. Proteosoma citosdlico
la generacion del péptido
Lugar de carga del Compartimiento vesicular especializado Reticulo endoplasmico
péptido en el CMH

Tabla 1. Diferencias entre las moléculas del CMH. Resume las diferencias mas relevantes en
cuanto a funcionamiento y estructura entre el CMH | y el CMH Il (Abbas, 2008).

2.8 HLA-A*0201 EN INMUNOTERAPIA

La prediccién de epitopes asociados a células T se ha convertido en un tema de
gran importancia para el desarrollo de nuevas terapias contra el cncer y enfermedades
infecciosas, todo esto en conjunto con el incremento de secuencias de aminoacidos
publicadas en bases de datos tanto de patdgenos como de proteinas asociadas al
desarrollo y la progresion de cancer (Pelte et al., 2004).
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La molécula HLA-A2 es la mas cominmente encontrada en la poblacién caucésica
y su alelo HLA-A*0201 es el que se presenta con mayor frecuencia, al igual que fue el
primer alelo humano para el cual se desarroll6 un sistema de prediccion de unién a
péptidos, lo cual ha sido una herramienta de gran importancia para el desarrollo de
mejoras en el campo de la inmunoterapia en concreto para el cancer de mama
(Hawkins et al., 2007; Gatz et al., 2000).

La importancia de este alelo ademés de su asociacidn con el proceso de
presentacion de antigenos propios a los linfocitos T CD8", que son las células
responsables de la identificacion y eliminacion de células tumorales o infectadas con
virus, es su presencia en diferentes lineas celulares tumorales de cancer de prostata y
mama, que son un blanco utilizado de manera representativa en modelos
inmunoterapéuticos in vitro, ya que pueden presentar una amplia gama de péptidos
antigénicos relacionados con el proceso del desarrollo del cancer, lo cual ha servido
para mejorar los distintos enfoques de esta terapia, en concreto la identificacion de
antigenos asociados a tumor, el cual es uno de los puntos clave a mejorar en la TCA
para poder tener una respuesta mas especifica dirigida a células malignas sin afectar a
las normales. En el caso particular de la linea celular MCF-7 se comprobd que ésta
resulta ser una candidata ideal para el desarrollo de experimentos con estos fines ya
que se ha detectado en ella la expresion de estas moléculas HLA-A de manera
constitutiva, asi como el aumento de su expresion en presencia de estimulos de IFNy,
lo cual ayudard de manera significativa a estudiar las respuestas inmunolégicas
derivadas de una terapia celular adoptiva con especificidad de antigeno en cancer de

mama (Carlsson et al., 2007).

2.9 WT1 EN CANCER DE MAMA

Hoy en dia, en la terapia celular adoptiva, las respuestas inmunoldgicas que se
busca que monten los linfocitos T CD8" y que brindan proteccion antitumoral han sido

dirigidas contra antigenos asociados a tumor, que pueden originarse de distintas
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maneras en una célula cancerigena como se menciona con anterioridad en este
documento, esto representa uno de los aspectos claves para mejorar la especificidad y
efectividad de esta terapia, ya que al dirigir la respuesta contra una proteina especifica
y exclusiva de las células tumorales, el dafio a tejido normal causado por la actividad
citotdxica de los linfocitos T CD8" sera nulo y por ende mejorara la calidad de vida del
paciente. Uno de los antigenos que en la actualidad esta siendo investigado como
potencial blanco para el tratamiento de distintos tipos de cancer, incluido el cancer de
mama, es la proteina del tumor de Wilms (WT1), del cual se ha reportado con
anterioridad su papel oncogénico principalmente en pacientes con leucemia; asociando
sus altos niveles de expresion con un diagnostico negativo, lo que ha llevado a
proponer potenciales regimenes de vacunacion utilizando péptidos derivados de la
proteina WT1 (Oka et al., 2000; Sugiyama, 2010, Ochsenreither et al., 2011).

En base al conocimiento adquirido acerca de la relevancia y funcién de WT1, esta
proteina se ha convertido en un atractivo antigeno blanco para el desarrollo de
inmunoterapia dirigida contra el cancer de mama, en primer lugar debido a que se
encuentra sobreexpresado en méas del 90% de los casos de cancer de mama en
contraste, por ejemplo, con el oncogen Her-2/neu que solo esta expresado en alrededor
del 25 al 30 % de los casos, mientras que la expresion en tejido normal solo ocurre
durante etapas de desarrollo embrionario, mas no en una etapa adulta, salvo en
circunstancias posteriores a un infarto al miocardio donde condiciones de hipoxia o
isquemia estimulan la expresién de WT1 (Gillmore et al., 2006). En segundo lugar,
WT1 puede estar asociado de manera importante con el mantenimiento de un fenotipo
maligno, ya que existen evidencias de que la perdida de la expresion de WT1 en las
celulas tumorales impacta de manera negativa su proliferacion y las lleva a su eventual
muerte, esto se comprueba en estudios que se han realizado en un panel de diversas
lineas celulares de cancer de mama, en donde al dirigir oligonucleétidos antisentido
contra WT1, se observo un decremento en el indice de crecimiento en 8 de 10 lineas
celulares tratadas, dentro de las cuales se encuentra la linea MCF-7 (Zapata-Benavides,
et al., 2002; Driessche et al., 2012).
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Finalmente existe evidencia de que WT1 esta sobreexpresado en una gran variedad
de tumores soélidos, incluyendo ovario, colon, pulmén, entre otros, lo que sugiere que
una inmunoterapia contra el cancer de mama podria no solo ser dirigida contra WT1,
sino que tendria éxito en el tratamiento de un mayor grupo de pacientes con diversos
tipos de cancer lo que le ha valido ser considerado como un antigeno potencial para el
desarrollo de vacunas de carécter universal (Gillmore et al., 2006).

Todos estos datos sugieren que seria poco probable que las células tumorales
escaparan a un tratamiento basado en inmunoterapia dirigida contra el antigeno WT1.

2.10 CITOCINAS

Las citocinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y
adaptativa y se producen en respuesta a microorganismos y otros antigenos. Diferentes
citocinas estimulan diferentes respuestas en las células que participan en la inmunidad
y la inflamacién. En la fase de activacion de las respuestas inmunitarias adaptativas, las
citocinas estimulan el crecimiento y la diferenciacion de los linfocitos, y en las fases
efectoras de la inmunidad innata y adaptativa activan a diferentes células efectoras para
que eliminen a los antigenos.

Como muchas citocinas son sintetizadas por los leucocitos y actlan sobre otros
leucocitos, se les denomind interleucinas, y aunque se ha demostrado en los Gltimos
afios que existen citocinas que no son producidas por leucocitos pero que tienen accion
sobre estos, se sigue utilizando el mismo término con fines practicos.

Siendo las citocinas proteinas de suma importancia en los distintos tipos de
respuestas inmunoldgicas, son cada vez mas utilizadas en situaciones clinicas y en
estudios en animales para estimular o inhibir la inflamacién o la inmunidad en distintos
tipos de enfermedades como las infecciones causadas por microorganismos, el cancer y

enfermedades autoinmunes entre otras (Abbas, 2008; Bioarrayanes, 2001).
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2.11 CITOCINAS DE CADENA GAMMA COMUN

Las citocinas de cadena y comdn (yc) son una importante familia de las
citocinas de tipo | y estd conformada por IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 y mas
recientemente IL-21, se nombro a este grupo de esta manera debido a que los
receptores para todas estas citocinas comparten la cadena y.. Todas estas cumplen con
funciones fundamentales en el desarrollo, proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion
de multiples linajes celulares tanto de la inmunidad innata como de la inmunidad

adaptativa.

La cadena y. fue identificada por primera vez en el receptor de la IL-2 (IL-2R)
que ha servido como el prototipo para el estudio de esta familia, de esta manera y
conociendo ya las estructuras de los receptores de algunas de las citocinas que forman
parte de este grupo, se tiene una visién de como cada una de éstas interactian con la ye,
lo cual ha llevado a identificar mutaciones en el gen que codifica esta cadena, como
en el caso de la inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X (IDCS-
X), la cual lleva a padecimientos mas severos que la falta Unicamente de alguna de las
citocinas de esta familia en especifico (Fig.7) (Rochman et al., 2009).

IL-2 IL-4 IL-21 IL-7 IL-8 IL-15
Produced
by: Teells T celis coe T Stromal cells T eells Monocytes
Y DCs NKT NKT Epithelial cells DCs
Eosinophils Fibroblasts Epithelial cells
Mast cells
IL-2Rex IL-15Ra
IL-2 -4 @ -9 IL-15
Mutant =

5 IL-2RB IL-4R IL-9R IL-2RB
XSCID

= B cell proliferation + T cell development * NK cell development
» Th2T cell development in humans and mice + CD8* memory T cell
« Ig class switch * B cell development homeostasis

in mice

+ Memory T cell
= Tcell proliferation development * Mucus production

= Antigen-induced + Mast cell proliferation
cell death « Comitogen for T cell

« Boosting of cytolitic proliferation
activity of NK cells = Cooperative expansion of

» Development of Treg cells CD8* T cells

= Antitumor agent
« Plasma cell differentiation
= Implicated in autoimmunity

Figura 7. Citocinas de cadena gamma comun. Muestra el origen celular, la conformacién de su

receptor y los efectos de cada una de las citocinas de cadena y. (Spolski and Leonard, 2008).

17



2.12 Receptor de IL-2

La expresion de receptores funcionales de IL-2 (IL-2R) es inducida por la
activacion de los linfocitos T reguladores, que pueden estar en un estado constante de
activacion por los antigenos propios por lo que siempre se expresan receptores de IL-2.
Este receptor estd formado por tres proteinas asociadas no covalentemente que
incluyen IL-2Ra. (CD25), IL-2/15RB y y.. De las tres cadenas, solo la primera es
exclusiva del IL-2R. La cadena y es compartida con los receptores de la IL-4, IL-7, IL-
15 e IL-21 (Rebollo and Silva, 1994), por lo tanto se denomina cadena gamma comun.
Por accion de esta cadena comun, es que citocinas como IL-15 y 21 son capaces de
generar sefiales de proliferacion y diferenciacion en los linfocitos T citotdxicos
utilizados en la terapia de células adoptivas, ademas de potenciar la actividad anti-
tumoral de los mismos, sin necesidad de la interaccion con IL-2 (Santos, 2006;
Sivakumar et al., 2004; Savia, 2006).

213 IL-2

Esta citocina es un factor de crecimiento, supervivencia y diferenciacién para

los linfocitos T, y tiene una funcion importante en la regulacion de las respuestas de los
linfocitos T efectores mediante su interaccién con la subpoblacién de linfocitos T
reguladores (Abbas, 2008).
Es sintetizada principalmente por los linfocitos T CD4", su sintesis es transitoria, y la
secrecion maxima se produce aproximadamente 8 a 12 horas después de la activacion.
Se describi6 inicialmente como un factor de crecimiento de los linfocitos T, basandose
en estudios in vitro, aunque estudios mas recientes indican que in vivo pueden
predominar otras funciones, como lo es la estimulacion del fenotipo T regulador
CD4'CD25'FOXP3" que inhibe la accién de linfocitos CD8+ anti-tumorales, ademas
de promover la via de apoptosis en células activadas (Dejaco et al. 2006).

Es necesaria para la supervivencia y para la funcion de los linfocitos T

reguladores, que suprimen las respuestas inmunitarias frente a los antigenos propios y a
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otros antigenos. La expresion constitutiva de los receptores de IL-2 sobre los linfocitos
T reguladores es compatible con su necesidad de IL-2 a fin de sobrevivir, estimula
también la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T activados
por el antigeno (Abbas, 2008).

En la actualidad, es la Unica citocina utilizada clinicamente para el tratamiento
del céancer, con el fin de potenciar las respuestas inmunoldgicas de los pacientes, sin
embargo, ha demostrado tener efectos adversos no deseados al ser aplicada en altas
dosis como suele ser costumbre en pacientes con diversos tipos de cancer, por lo que
no difiere mucho de la quimioterapia. Su uso también es generalizado en los protocolos
de capacitacién de cultivos linfociticos en la terapia de células adoptivas para su
proliferacion y diferenciacion (Rosenberg et al., 2008), en donde ha presentado
desventajas importantes que representan inconvenientes significativos para la TCA,
siendo el primero su capacidad de estimular el fenotipo regulador de los linfocitos T, y
el segundo, la activacidn de sefiales de apoptosis en las células en cultivo (Dejaco et al.
2006).

2.14 IL-15

La interleucina-15 (IL-15) es una citocina que esta involucrada en el desarrollo
y mantenimiento de células efectoras, las cuales median los mecanismos de defensa del
hospedero. Se plantea que actda en la inmunidad innata, mediada fundamentalmente
por neutréfilos, monocitos/macréfagos y por células asesinas naturales (NK), y en la
inmunidad adaptativa, mediada por linfocitos T y B activados por antigenos. Realiza
otras funciones importantes como la de inhibir la apoptosis y actla sobre células que
no pertenecen al sistema inmunitario (Santos, 2006).

Uno de los principales papeles de la IL-15 ademas de los ya mencionados, es el
hecho de que estimula la proliferacién de células T humanas de memoria CD4 y CD8,
principalmente en aquellas que presentan el marcador CD44", que a diferencia de las
celulas normales que regulan su sobrevivencia de manera dependiente de su contacto

con antigenos presentados por el CMH, éstas son capaces de regularla
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independientemente de su interaccidn con el antigeno y de manera mas dependiente de
su interaccion con citocinas como IL-15, lo cual abre un campo potencialmente
importante para el tratamiento de diferentes enfermedades, como el cancer en donde se
busca una respuesta antitumor eficiente y el establecimiento de un sistema de
vigilancia inmunoldgica mediada por células de memoria en caso de probables
reincidencias (Judge et al., 2002; Brincks and Woodland, 2010).

IL-15 también favorece el incremento de los linfocitos T citotdxicos, de células
asesinas inducidas por citocinas y de células T asesinas naturales citoliticas, las cuales
son altamente efectivas en la citotoxicidad, favoreciendo su proliferacién y activacion,
aumenta la produccion de IFN-y por éstas células asi como la expresidn de granzimas y
perforinas, ademéas favorece la diferenciacion hacia un fenotipo de memoria y a
diferencia de IL-2 no fomenta la proliferacion ni la diferenciacion de células T
reguladoras de fenotipo CD4" CD25" FOXP3", las cuales en el contexto de la terapia
celular adoptiva disminuyen la efectividad de respuesta antitumoral (Santos, 2006).

Es muy importante mencionar que la IL-15, funciona también como un potente
inhibidor de la apoptosis inducida por la sefializacion de TNF-a, 0 bien contra sefiales
de muerte inducida por activacion mediante el RCT.

Dadas estas importantes caracteristicas se ha planteado su uso como un posible
sustituto de la IL-2, en la capacitacion in vitro de células aut6logas para el tratamiento
del cAncer (Rosenberg et al., 2008; Brincks and Woodland, 2010).

215 IL-21

IL-21 es un tipo de citocina que al igual que IL-15 comparte la cadena gamma
comun del receptor de IL-2. Es producida por linfocitos CD4 activados, células NK y
células de la subpoblacion Thl7, y tiene acciones pleiotropicas en un amplio rango de
linajes celulares linfoides (Spolski and Leonard, 2008).

Tiene la capacidad de expandir linfocitos CD8" y llevar a cabo la diferenciacion
de las células Th17, no tiene efecto alguno sobre células de tipo regulador y existen
reportes que indican su participacion en la inhibicion de la presentacion de antigeno
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por las células dendriticas, y puede ser pro-apoptotica para linfocitos B y células NK.
Sin embargo, tiene un potente efecto antitumoral ya que la sefializacion a través de su
receptor en células NK y linfocitos T CD8" deriva en la expresion de genes como
perforinas y granzima B que son moléculas importantes en la actividad citolitica de
estas células (Sivakumar et al., 2004) y se cree estd implicada en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos B, ya que en estudios realizados en
modelos murinos de lupus eritematoso sistémico, se encuentra una correlacion entre la
progresion de la enfermedad y el aumento en los niveles de IL-21 en suero, misma que
promueve la diferenciacion, proliferacion y formacion de anticuerpos autoreactivos de
alta afinidad por linfocitos B (Spolski and Leonard, 2008). Se cree que regulando la
accion de IL-21, se puede tener un potencial clinico para una amplia gama de
enfermedades, incluidas entre ellas el cancer, por lo que es un area de investigacion
realmente activa.

Al igual que IL-15, IL-21 ha sido propuesta como una probable alternativa para
la capacitacion de linfocitos T CD8" antigeno-especificos in vitro para su uso en la
terapia de células T adoptivas, y aunque se desconoce mucho aun sobre su accién, se
propone que quizas actuando de manera simultanea con IL-15 puede potenciar la
actividad citotoxica de estas células y propiciar la diferenciacién al fenotipo de
memoria que es el ideal para aumentar la eficacia de la terapia, ya que prolongaria la
viabilidad celular in vivo permitiendo atacar mas eficazmente los tumores y sus

metastasis (Rosenberg et al., 2008; Sivakumar et al., 2004).
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3. HIPOTESIS

El empleo de linfocitos T CD8" estimulados con un antigeno especifico y las citocinas IL-15
e IL-21, aumenta la actividad citotdxica antitumoral contra la linea celular MCF-7 de cancer

de mama in vitro en comparacion con las células estimuladas con IL-2.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Demostrar la efectividad de las citocinas IL-15 e IL-21 para estimular la actividad citotdxica
de los linfocitos T CD8" especificos de antigeno in vitro contra células tumorales de cancer de
mama MCF-7.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar un donador sano que sea positivo para el alelo de histocompatibilidad
HLA-A*Q2.
2. Generar células presentadoras de antigeno (CPA) especificas a partir de monocitos

de sangre periférica del donador HLA-A*02".

3. Generar linfocitos T CD8" antigeno-especificos mediante cultivo conjunto con
CPAs utilizando estimulos de I1L-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21.
4, Evaluar la eficacia citotoxica de los cultivos linfociticos resultantes frente a la linea

celular de cancer de mama MCF-7, con y sin la estimulacién de las citocinas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Linea celular tumoral MCF-7

Esta linea celular se ha empleado como modelo para la investigacion de nuevos
tratamientos en la terapia del cancer de mama.

La linea celular MCF-7 es de origen epitelial, derivada de un adenocarcinoma
mamario humano (mujer caucasica de 69 afios). Estas células muestran una
morfologia epitelial y conserva demasiadas caracteristicas de epitelio mamario
diferenciado, entre las cuales incluye la habilidad de procesar estradiol via
citoplasmatica, receptor de estrégenos y la capacidad de formar domos.

Requiere de estradiol para la formacion del tumor in vivo, su crecimiento es

estimulado por estradiol y es inhibido por anti estrégenos in vitro.

5.2 Citocinas y Péptido WT1

Las citocinas GM-CSF, IL-4, IL-1B, TNFa, IL-2, IL-15 e IL-21 fueron adquiridas
con la compafiia Peprotech (México, D.F.) mientras que la PGE; fue adquirida a la
compafiia Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos estos reactivos vinieron en
presentacion liofilizada y fueron reconstituidos con medio completo RPMI 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO, invitrogen),
alicuotadas segun las concentraciones necesarias para realizar la estimulacion de
los cultivos experimentales y almacenados a -20°C hasta el momento de su

utilizacion.

El péptido WTL1 correspondiente a la secuencia de aminoacidos 126 a 134
(RMFPNAPYL) de la proteina codificada por el factor de transcripcion WT1
correspondiente al tumor de Wilms, fue adquirido con la comparfiia GeneScript

(Piscataway, NJ, USA) como un liofilizado libre de endotoxinas y con una pureza
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>98%. Para su reconstitucion, se afiadieron 10uL de dimetil sulféxido (DMSO) y
190 pL de agua bidestilada estéril por cada mg del péptido liofilizado, posteriores
diluciones para alcanzar la concentracion deseada se llevaron a cabo en medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB (GIBCO, invitrogen), se hicieron
alicuotas de 25uL que contenian 50ug del péptido y se almacenaron a -20°C hasta

Su uso.

5.3 Tipificacion de HLA-A

Las muestras de los donadores sanos fueron tipificadas para el alelo de
histocompatibilidad HLA-A en el departamento de hematologia del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez de Monterrey, NL, México, con la gentil
colaboracion de la M.C. Michelle de Jests Zamudio Osuna.

Brevemente, para realizar esta tipificacion se realiz6 una extraccién de &cidos
nucleicos a partir de muestras de sangre total de los donadores por medio del
equipo automatizado Maxwell® 16 system (Promega Corporation, USA), que
consiste en el aislamiento del ADN de forma automatizada en muestras de sangre
total y capa leucocitaria humanas, mediante el principio de separacion de lisis
celular y la unién de los acidos nucleicos a particulas de silice magnetizadas.

La calidad y concentracion del ADN extraido fue verificada
espectrofotométricamente con el equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Inc) que cuantifica acidos nucleicos y proteinas para medir la
concentracion y la pureza de las muestras, con una relacion entre ambas de 1.65-
1.80 y una concentracion final de 100 ng/uL. de muestra.

Posteriormente la tipificacion del HLA se realiz6 por la técnica de PCR-SSP
(Micro SSP™ HLA ADN Typing Trays, ONE LAMBDA, INC, Canoga Park, CA)
a partir de 100 ng/uL de muestra por el personal del departamento de hematologia

del Hospital Universitario.
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5.4 Deteccion de WT1 en la linea MCF-7

Extraccién de proteinas:

Se cultivaron 1 x 10° células MCF-7 en cajas de cultivo de 25 cm?, posteriormente,
las células fueron lisadas con 100 pL de buffer de lisis (Triton 1%, NaCl 150 mM,
Tris 25 mM pH 7.6) y las proteinas obtenidas fueron cuantificadas con el kit DC
Protein Assay (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) para lo cual se mezclaron 19 partes
del reactivo A con una parte del reactivo S para cada una de las muestras y se
agregaron los 20 pL a cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos,
posteriormente se agregaron 5 uL. de las proteinas en una dilucion 1:5 y finalmente
se agregaron a cada pozo 175 pL del reactivo B, se incubaron a temperatura

ambiente y se analiz6 la placa a 595 nm en un lector de ELISA.
Western Blot:

Una vez cuantificadas las muestras de proteinas de la linea MCF-7, se corrieron 50
pg mas 4 pL de buffer de carga 6X (Tris base, SDS, azul bromofenol, B
mercaptoetanol) y se ajustod el volumen a 20 pL con buffer de lisis en un gel de

poliacrilamida al 12%.

Se corrio el gel en camara de electroforesis con buffer de corrida (Tris 25 mM
Base, glicina 250 mM pH 8.3 y SDS al 1%) por 20 minutos a 46V y después a
100V por aproximadamente 1 hora 40 minutos.

Para la transferencia en membrana de nitrocelulosa, se formé un “sandwich” de la
siguiente manera: se colocan esponjas, papel filtro y la membrana de nitrocelulosa
en buffer de transferencia (Buffer de transferencia 10X: 30 grs Tris-Base y 144 grs
de glicina. Solucion de trabajo: 100 mL de stock 10X mas 200 mL de metanol y
700 mL de agua) y se colocan en el siguiente orden: esponja, papel filtro, gel de
acrilamida, membrana de nitrocelulosa, y de nuevo papel filtro y esponjas. Se
corrid en la cdmara himeda de transferencia a 26V por 2 horas.
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Para la inmunodeteccion, se coloco la membrana de nitrocelulosa en una solucién
bloqueadora compuesta de TBS-Tween con leche descremada al 5% durante 1
hora, posteriormente, se incubd con el anticuerpo WT1-C19 (1:1000) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA) y como control constitutivo con el
anticuerpo de G3PDH (1:1000).

Se lavé la membrana tres veces con TBS-Tween y se agrego el segundo anticuerpo
(anti-conejo) en una dilucién 1:5000 y se incubd por 2 horas.

Las proteinas fueron visualizadas utilizando el sistema de quimioluminiscencia
Lumi-Light Western Blotting (Roche, Pleasanton, CA, USA).

5.5 Preparacion de células T

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de donadores sanos HLA-A*02" por
puncion venosa, luego, se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) aislandolas por un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) por centrifugacion a 400 x g por 30 minutos a
20°C. Las CMSP fueron lavadas dos veces con PBS 1X, la primera vez a 400 x g
por 10 minutos a 20°C y la segunda ocasion a 200 x g por 10 minutos a 20°C para
eliminar la mayor parte de probable contaminacion plaquetaria, y finalmente fueron
resuspendidas en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino
(GIBCO, Invitrogen) ajustadas a 1.8 x 10° células por pozo en placas de 12 pozos e
incubadas por 2 horas a 37°C en ambiente de 5% de CO,. Tras el tiempo de
incubacion, las células que quedaron sin adherirse a la placa de cultivo, fraccion
correspondiente a los linfocitos de sangre periférica (LSP), fueron colectadas y
transferidas a una nueva placa de 12 pozos en donde fueron cultivados bajo cuatro
diferentes e independientes condiciones: en medio suplementado con 10 ng/mL de
IL-2, otro con 100 ng/mL de IL-15, otro con 100 ng/mL de IL-21 y un cuarto con
una combinacion de IL-15 e IL-21 (PeproTech) en las mismas concentraciones que
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para los tratamientos individuales, y conservados asi hasta el momento en el que se

realizaron los co-cultivos con las células presentadoras de antigeno especificas.

5.6 Obtencion de células dendriticas (CD) a partir de monocitos de sangre
periférica

De las células obtenidas tras la separacion por gradiente de densidad, la fraccion
adherente (principalmente monocitos y macréfagos) que quedd en la superficie
plastica de las placas de cultivo de 12 pozos fueron colectadas e incubadas a 37°C
y una atmosfera de 5% de CO, por un periodo de 48 hrs con medio RPMI 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino, en donde las primeras 24 hrs.
recibieron estimulos con 1000 U/mL de factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) y 500 U/mL de IL-4 (PeproTech),
transcurridas las primeras 24 hrs se agreg6 el péptido WT1 para su captacién por
las células dendriticas inmaduras en una concentracion de 10pg/mL por 2 hrs,
tiempo tras el cual se agregd el cocktail final de estimulacién, que const6 de 1L-1f
a una concentracion de 10 ng/mL, TNF-a a una concentraciéon de 1000 U/mL, IL-6
a una concentracion de 10 ng/mL y PGE; en una concentraciéon 1 pM (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se incubaron por 24 hrs méas. Las celulas que se
generaron después de recibir estos estimulos fueron células dendriticas maduras
que presentaban de manera especifica el antigeno de interés para el estudio que se

utilizaron para la generacion de linfocitos T CD8" especificos de antigeno.

5.7 Andlisis de fenotipo de las células dendriticas obtenidas a partir de monocitos
de sangre periférica

Tras la incubacion de 48 hrs bajo los estimulos de GM-CSF, IL-4, IL-1f, TNF-q,
IL-6 y PGE;, las células se lavaron 2 veces con PBS (1600 rpm por 10 minutos), se

ajusto la cantidad de células a 1x10° y se resuspendieron en 100 uL de PBS en un
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tubo de poliestireno de 5 mL y se incubaron por lapsos de 20 minutos en hielo y en
obscuridad con SuL de anticuerpo. Tras la incubacidn con el primer anticuerpo, se
da un lavado con 1 mL de PBS 1X centrifugando a 1600 rpm por 10 minutos, se
descarta el sobrenadante para eliminar el exceso de anticuerpo, se resuspende el
pellet nuevamente en 100pulL de PBS 1X y se agrega el siguiente anticuerpo, este
procedimiento se repite hasta tefiir las células con cada uno de los 4 anticuerpos, y
el orden en que estos se incuban no afecta el resultado final del ensayo, sin
embargo, con fines de estandarizacion el orden de tincion es el que se menciona a
continuacién. El panel de anticuerpos para citometria que se usaron para la
fenotipificacion de células dendriticas estan dirigidos contra HLA-DR/FITC,
CD80/PE, CD83/TC y CD14/PE-TR (Invitrogen). Como control negativo, se
leyeron tres tubos con 5x10° células marcadas con un anticuerpo de raton anti-
humano IgG1/FITC e IgG2/PE (BD Bioscience), con esto se determinaron las
zonas de positividad y negatividad de los histogramas para los marcadores antes
mencionados. Las muestras fueron lavadas, fijadas en un volumen final de 500 uL
de paraformaldehido al 1% y finalmente fueron sujetas a un andlisis fenotipico
por Citometria de flujo (Beckman Coulter EPICS).

5.8 Ensayo de Fagocitosis de FITC-Dextran

La capacidad fagocitica de las células dendriticas fue evaluada mediante la
capacidad de captacion del reactivo FITC-Dextran (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

2 x 10° células fueron cultivadas en placas de 12 pozos con 1mL de medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO). Una
serie de pozos seran incubados por 1hr en presencia de 20pug/mL de FITC-Dextran
a 37°C con un ambiente de 5% de CO,.

Como controles, una serie de pozos con la misma concentracion de células

dendriticas fueron incubados en medio sin FITC-Dextran (con H,O) por 1lhr a
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5.9

37°C, y a la vez una serie de pozos mas con la misma concentracién celular seran
incubados con 20pg/mL de FITC-Dextran a 4°C.

Después del tiempo de incubacién, las células fueron sometidas a 3 lavados con
PBS 1X frio suplementado con 1% de suero fetal bovino para eliminar el exceso
de FITC-Dextran que se encuentre en el medio o adherido inespecificamente a la
superficie de las células. Posterior a los lavados, las células se resuspendieron en
un volumen final de 500 uL de paraformaldehido al 1% en tubos de poliestireno de
5 mL y fueron analizadas por citometria de flujo (Beckman Coulter EPICS).

Generacidn de linfocitos T CD8" antigeno-especificos productores de IFNy.

Los LSP previamente separados y que se encontraban bajo los estimulos de IL-2,
IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21 fueron co-cultivados en medio completo RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB en conjunto con las células dendriticas pulsadas
con 20pg/mL de antigeno WTL1 en una relacion efector:estimulador de 10:2
durante 7 dias, durante este tiempo los cultivos se mantuvieron bajo los estimulos
de IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/I1L-21 y cada tercer dia se remplazaba la mitad del
medio y se daban nuevamente estimulos de las citocinas antes mencionadas. Tras
los 7 primeros dias de incubacién, se dio un reestimulo con 2 x 10° células
dendriticas frescas pulsadas con el antigeno por un lapso de 24 hrs. Al concluir
esta Gltima incubacion, se colectaron los sobrenadantes y se evalud la produccién
de IFNy por medio de un ensayo de ELISA (Invitrogen) segun las instrucciones
del fabricante. Con base en esta caracteristica, se seleccionaron los pozos que
contenian LSP activados que mostraron produccion de IFNy, los cuales fueron
sometidos a una separacién magnética por seleccion negativa con el kit Dynabeads
Untouched Human CD8 T cells (Invitrogen) seguln las instrucciones del fabricante,
brevemente, la muestra se incuba con una mezcla de anticuerpos monoclonales
biotinilados dirigidos contra todas aquellas células que no son linfocitos T CD8"
(células B, NK, monocitos, células dendriticas, linfocitos T CD4" y granulocitos)
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una vez que estos anticuerpos se unen a estas células, se agregan las perlas
magnéticas Dynabeads que se unirén a las células marcadas con los anticuerpos,
posteriormente las células unidas a las perlas magnéticas seran separadas y
descartadas usando un magneto y las células que permanecen en el sobrenadante
después de utilizar el magneto seran Gnicamente los linfocitos T CD8", mismos
que se mantuvieron en cultivo bajo la estimulacion de IL-2, IL-15, IL-21 e IL-
15/IL-21 en las concentraciones previamente mencionadas y en presencia de 0.1
ug/mL de anticuerpo anti-CD3 (Abcam, Cambridge, MA) para fomentar su
proliferacion hasta el momento de la evaluacion de la citotoxicidad en contra de la
linea MCF-7 de cancer de mama. La pureza de la separacion magnética se analiz
mediante citometria de flujo (Beckman Coulter EPICS) utilizando anticuerpos
simultest CD3(FITC)/CD8(PE) (BD Bioscience).

Evaluacion de citotoxicidad mediada por células utilizando el kit CytoTox 96
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Se utiliz6 el kit CytoTox 96 non-radioactive assay (Promega) para medir la
actividad citotdxica segun las instrucciones del fabricante. Este es un ensayo
colorimétrico usado como alternativa al ensayo de liberacion de Cr*'. Mide
cuantitativamente la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), que es liberada al
medio después de la lisis celular, de la misma manera que se libera el Cr*’. La
LDH liberada en el sobrenadante de los cultivos es medida en un lapso de
incubacion de 30 minutos usando un ensayo de acoplamiento enzimatico. La
densidad del color formado es proporcional al nimero de células lisadas. Se
colectan datos de absorbancia usando una placa de cultivo de 96 pozos de fondo
plano. 4,000 células MCF-7 fueron plaqueadas por triplicado para cada tratamiento
e incubadas por 4 horas en presencia de 4x10* linfocitos T CD8" antigeno
especificos para el péptido de WT1, que fueron obtenidos bajo los estimulos de IL-
2, IL-15, IL-21 y la combinacién de IL-15 e IL-21, asi como también con 4 x10*
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linfocitos que no fueron especificos del antigeno de WT1 y que estuvieron en
presencia de los mismos estimulos de cada una de las citocinas. Después de la
incubacion se centrifugd la placa y se tomaron alicuotas de 50uL de cada pozo y
fueron transferidos a una nueva placa de 96 pozos. A cada pozo de la placa se le
agregaron 50ulL del mix de substrato y se incubd la placa por 30 minutos a
temperatura ambiente protegida de la luz. Antes de hacer la medicion, se
agregaron 50 uL de la solucion de paro a cada pozo de la placa. La cantidad
maxima de liberacion de LDH de las células blanco, en este caso la linea MCF-7,
fue alcanzada agregando solucién de lisis proporcionada en el kit 45 minutos antes
de recolectar el sobrenadante, y los controles negativos fueron pozos de células
efectoras (linfocitos T CD8") solas, asi como de las células blanco (MCF-7), que
seran considerados como controles de liberacion espontanea de LDH para ambos
tipos celulares. Finalmente se llevd a cabo la lectura de absorbancia de la placa a

490 nm dentro de la primera hora después de la adicién de la solucién de paro.
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Figura 8. Disposicién recomendada de la placa para el ensayo de citotoxicidad usando el

kit CytoTox 96 non-radioactive assay de Promega.
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El porcentaje de citotoxicidad fue calculado utilizando los promedios de las

lecturas de absorbancia para cada tratamiento mediante la siguiente formula:

% Citotoxicidad =

_ ( Exp.— LE cel.efect.— LE cel.blanco ) 0
(max.LDH cel. blanco — LE cel.blanco x

Donde:

Exp. = Promedio de las lecturas de los pozos experimentales
LE cel. efect. Promedio de las lecturas de la liberacion espontanea
de LDH de las células efectoras.
Promedio de las lecturas de la liberacion espontanea
de LDH de las células blanco.
Promedio de las lecturas de la liberacién maxima de
LDH de las células blanco

LE cel. Blanco

max. LDH cel. blanco

5.11 Andlisis Estadistico

Cada experimento fue realizado dos veces por triplicado. Se utiliz6 el analisis de
varianza (ANOVA) vy las pruebas de Tuckey y Dunnett para discernir si existia
diferencia entre las distintas estimulaciones, tomandose valores de p <0.05 como

significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacién del alelo de histocompatibilidad HLA-A*02

Para llevar a cabo los ensayos in vitro en el contexto de una terapia celular
adoptiva, se tuvo como objetivo determinar el tipo de HLA-A de los probables
donadores en busca del alelo HLA-A*02, asi como confirmar la expresion del
mismo en la linea celular MCF-7 que con anterioridad ya se ha reportado en la
bibliografia. Para este fin se conté con la gentil colaboracion de la M.C. Michelle
de Jesus Zamudio Osuna del departamento de hematologia del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez de Monterrey, NL, México.

Se encontrd que de 6 donadores sanos voluntarios, 3 mujeres y 3 hombres, solo 2
presentaron el alelo HLA-A*02, ambos mujeres de entre 23 y 27 afios de edad y
heterocigotos para la expresion del mismo, siendo para los dos casos la mas
probable tipificacion especifica de este alelo HLA-A*0201, lo cual con fines de la
terapia celular adoptiva, resultaba indicado para la realizacion de los posteriores
experimentos in vitro. Ademas, se confirmo que la linea celular tumoral MCF-7 de
cancer de mama con la que se contaba en el laboratorio, efectivamente expresaba el
alelo de histocompatibilidad HLA-A*02 siendo la tipificacion especifica del mismo
HLA-A*0201 al igual que para los dos donadores seleccionados.
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MCEF-7 A*o2 Afo2 A*o201

‘ 1 A*02 A*24 A*0201 A*2402 ‘
2 A*24 A*68 A*2402 A*6801
3 A*24 A*3n A*2402 A*3101

‘ 4 A*02 A*68 A*0201 A*6801 ‘
5 A*24 A*31 A*2402 A*3101
6 A*o1 A*36 A*o101 A*3604

Tabla 2. Tipos de HLA-A de los donadores y la linea celular MCF-7. Se tom6 una muestra de 6
mL de sangre periférica en tubos heparinizados por puncion venosa de cada uno de los donadores,
posteriormente se obtuvieron las CMSP de cada muestra por gradiente de densidad Ficoll-Hypaque
centrifugando a 400 x g por 30 minutos a una temperatura de 20°C, las CMSP se lavaron 2 veces
con PBS 1X centrifugando a 400 x g por 10 minutos y el pellet celular fue entregado en el
departamento de hematologia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez, en donde se

purificé el ADN y se secuencié el alelo HLA-A de cada muestra.
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6.2 Generacion de células dendriticas a partir de monocitos de sangre periférica
de donadores HLA-A*02"

Con el fin de obtener celulas presentadoras de antigeno para estimular la
generacion de linfocitos especificos del antigeno WT1, los monocitos de sangre
periférica de los donadores HLA-A*02" fueron sometidos a un periodo de
incubacion de 48 horas en medio completo RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, en presencia de
estimulos de las citocinas GM-CSF e I1L-4 las primeras 24 horas, y de IL-1p, TNF-
a, IL-6 y PGE;, por 24 horas mas, tiempo tras el cual los monocitos maduran a
celulas dendriticas. La maduracion se confirmd mediante 3 criterios, el primero,
una tincion de Wright que muestra la evolucién morfoldgica de las células durante
el periodo de maduracién de 48 horas el segundo, un andlisis de fenotipificacién
por citometria de flujo utilizando 4 marcadores de superficie indicadores de
maduracion (HLA-DR/FITC, CD83/TC, CD80/PE y CD14/PE-TR) y el tercero, un
ensayo de funcionalidad fagocitica utilizando el reactivo FITC-Dextran y analizado
también por medio de citometria de flujo. Los resultados indicaron que los
monocitos de sangre periférica de los donadores HLA-A*02" presentan una
maduracién a células dendriticas en un periodo de 48 horas en presencia de
estimulos con las citocinas antes mencionadas, lo cual es evidente
morfolégicamente (Fig. 9), asi como en el patron de expresion de marcadores de
superficie en donde CD14 que es un marcador de linaje monocitico disminuye su
expresion hasta en un 70%, HLA-DR homogeniza su expresion en 99% de la
poblacion y CD80 y CD83 muestran un perfil de expresion homogéneo y
consistente de alrededor de 83 y 72% respectivamente (Fig. 10). Finalmente en el
ensayo de fagocitosis se observd que 34% de las células dendriticas inmaduras
(CDi) fagocitan el antigeno soluble en un lapso de 1 hora, 10 % mas que lo que lo
hacen las células dendriticas maduras (CDm), siendo mejor este tiempo para
pulsarlas con el antigeno de WT1 a la par con el segundo estimulo de maduracion
con citocinas en las 24 horas finales del proceso (Fig. 11).
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Monocitos Frescos CD’s inmaduras (24 hrs.) CD’s maduras (48 hrs.)

Figura 9. Evolucidn de la morfologia en la maduracién de monocitos de sangre periférica
a células dendriticas. Se cultivaron 2 x 10° monocitos por pozo en placas de 12 pozos en un
volumen final de 1 mL de medio completo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal
bovino. Se destinaron 2 pozos para realizar una tincion de Wright para observar la morfologia
de los monocitos frescos (A), el resto de los pozos recibieron un estimulo inicial de 24 horas
con GM-CSF en una concentracion de 1000 U/mL e IL-4 en una concentracion de 400 U/mL,
transcurrido este tiempo se destinaron 2 pozos para realizar la tincién de Wright y observar la
morfologia de las células dendriticas inmaduras (CDi) (B), el resto de los pozos recibieron el
estimulo final de 24 horas con IL-1p en una concentracion de 10 ng/mL, TNF-o en una
concentracion de 1000 U/mL, IL-6 en una concentracion de 10 ng/mL y PGE, en una
concentracion de 1uM, transcurrido el tiempo de incubacion con el segundo estimulo, los dos
pozos restantes se destinaron a la tincién de Wright para observar la morfologia de las células
dendriticas maduras (CDm) (C).
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Figura 10. Fenotipificacién de las células dendriticas generadas a partir de monocitos de
sangre periférica de donadores HLA-A*02". Se cultivaron 2 x 10° monocitos por pozo en
placas de 12 pozos en un volumen final de 1 mL de medio completo RPMI 1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino. Se recolectaron una serie de pozos por triplicado cada uno en un
tubo de poliestireno para citometria que consistian en monocitos frescos los cuales se habian
adherido a la superficie plastica por una previa incubacion por dos horas a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO,, se retiré el medio de cultivo por centrifugacion a 1600 rpm a 20°C
por 10 minutos, y el pellet fue resuspendi6 en 100uL de PBS 1X, y a cada tubo se afiadieron 5ul
de cada anticuerpo asociado a los fluorocromos dirigidos a los 4 marcadores de superficie
elegidos para la fenotipificacion: HLA-DR/FITC, CD14/PE-TR (marcadores de linaje
monocitico), CD83/TC y CD80/PE (marcadores de activacion) (Invitrogen), se incubaron por
un lapso de 20 minutos en obscuridad a 4°C y finalmente las células se lavaron 2 veces con
PBS 1X centrifugando a 1600 rpm a 20°C por 10 minutos y resuspendiendo por ultimo el pellet
en 500 pL de una solucién de paraformaldehido al 1% para fijar las células y leidas
inmediatamente en el citdmetro 0 a més tardar dentro de las 24 horas posteriores a la tincion.
Por su parte otra serie de pozos por triplicado fueron sometidos al proceso de maduracion de 48
horas para células dendriticas descrito previamente, y concluido el tiempo de estimulacion,
fueron tefiidos de la misma manera que la descrita previamente para los monocitos frescos. Se
muestran los histogramas representativos de 1 de 3 experimentos independientes, donde se
muestra el dot plot donde se selecciono el gate de la poblacion que se analiz6 (A), y los
histogramas de la expresion de los diferentes marcadores tanto para monocitos (B) como para
CDm (C).
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Figura 11. Ensayo de fagocitosis con FITC-Dextran. Se cultivaron 2 x 10° monocitos por pozo
en placas de 12 pozos en un volumen final de 1 mL de medio completo RPMI 1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino, se sometieron al protocolo de maduracién de 48 horas previamente
descrito, bajo las siguientes condiciones. Tras las primeras 24 horas de estimulacion se agreg6
FITC-Dextran solubilizado en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino en
una concentracion de 20 pg/mL a pozos por triplicado y se incub6 por 1 hora a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO,, se utilizaron como controles una serie de pozos por triplicado a los que se
afiadieron 20 pL de agua bidestilada estéril bajo las mismas condiciones de incubacién, y
finalmente una serie de pozos por triplicado a los que se afiadio FITC-Dextran en una
concentracion de 20 pg/mL incubados a una temperatura de 4°C, ya que a esta temperatura el
proceso de fagocitosis se ve inhibido. Se presentan los gréficos representativos de 1 de 3
experimentos independientes en donde se aprecian el dot plot y el plot de densidad (A) usados para
establecer el gate de la poblacidn a analizar segun tamafio y granularidad, asi como los histogramas
para la fluorescencia de FITC-Dextran traslapados con su control representado por el area de color

gris clara (B).
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6.3 Deteccion de la expresion de la proteina WT1 en la linea celular tumoral de
cancer de mama MCF-7.

Con el fin de detectar la presencia de la proteina de WT1 que se plantea como
blanco para los ensayos de citotoxicidad de LTCD8" en las células MCF-7, se
realizd un ensayo de Western Blot en donde se logré observar una banda en el
rango de los 52 kDa correspondiente a la proteina de WT1 teniendo como control
el gen constitutivo G3PDH.

WTI G3PDH

Figura 12. Expresion de la proteina WT1 en la linea celular MCF-7. Se corrieron 50 pg de
proteinas obtenidas de la linea MCF-7 en un gel de poliacrilamida al 12% por 20 min a 46V y
después por 1 hora 40 minutos a 100V, una vez que termind de correr el gel, se realizé la
transferencia a membrana de nitrocelulosa corriendo en camara himeda a 26V por 2 horas,
posteriormente se bloqued la membrana con TBS-Tween con leche descremada al 5% durante
1 hora, luego se incub6 con el anticuerpo WT1-C19 en una dilucion 1:1000 y como control con
el anticuerpo de G3PDH en una dilucién 1:5000 por 1 hora 30 minutos, al finalizar la
incubacién, se lavo la membrana tres veces con TBS-Tween y se agregd el segundo anticuerpo
(anti-conejo) en una dilucién 1:5000 y se incub6 por 2 horas. Finalmente la proteinas fueron
visualizadas utilizando el sistema de quimioluminiscencia Lumi-Light Western Blotting de
Roche.
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6.4 Produccion de IFN-y por los LSP estimulados con células dendriticas y en
presencia de IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21.

Para determinar la activacion de los LSP mediado por las CD, se llev6 a cabo un
ensayo de ELISA para la deteccion de IFN-y en los sobrenadantes de los co-
cultivos después de un tiempo de estimulacion de 7 dias para el priming de los
linfocitos y 24 horas extra en presencia de CD frescas para su completa activacion.
Los resultados indican que la activacion de LSP utilizando células dendriticas
pulsadas con el antigeno de WTL1 deriva en una produccién de IFN-y mayor a
aquella que se detecta para LSP que fueron estimulados con CD que no fueron
pulsadas con ningun antigeno, esto para el caso particular de los cultivos que
fueron estimulados con IL-2, IL-15 e IL-21, mientras que para el caso particular de
la combinacion de IL-15/IL-21 la produccion de IFN-y de LSP estimulados con CD
con o sin el antigeno de WT1 no mostro6 diferencias entre si (Fig. 13), sin embargo,
los linfocitos de los pozos que contenian el estimulo I1L-15/IL-21 fueron tomados
en cuenta para realizar los futuros ensayos de citotoxicidad mediante la evaluacion

de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).
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Figura 13. Evaluacion de la produccién de IFN-y por LSP estimulados con células
dendriticas. Se co-cultivaron LSP que se mantenian en cultivo en presencia de IL-2 en una
concentracion de 20 ng/mL, IL-15 100 ng/mL, IL-21 100 ng/mL e IL-15/IL-21 100 ng/mL de
cada una, junto con células dendriticas pulsadas o no con 20 pg/mL del péptido de WT1 en una
relacion de 10:2, esto quiere decir, 1 x 10° LSP con 2 x 10° CD en placas de 12 pozos en un
volumen final de 1 mL de medio completo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal
bovino y la citocinas antes mencionadas en las concentraciones correspondientes. Se
mantuvieron estos cultivos por 7 dias a 37°C en atmosfera de 5% de CO,, para permitir que
ocurriera el priming o pre-activacion de los LSP, durante este periodo de tiempo, cada tercer dia
se sustituia la mitad del medio y se volvia a estimular con los 4 diferentes esquemas de
citocinas en las concentraciones mencionadas para cada una. Al finalizar el séptimo dia, se
realiz6 el proceso de activacion de los LSP, reestimulandolos con 2 x 10° CD frescas pulsadas o
no con el péptido de WT1 incubando a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, por 24 horas mas.
Al finalizar el periodo de 24 horas, se recolectaron 500uL del sobrenadante de los diferentes
pozos y se analizo la produccion de IFN-y por medio de ensayos de ELISA. Se tomd como

significativo un valor de p <0.05 (*, 1).
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6.5 Separacion magnética de LT CD8".

Para seleccionar los LT CD8" antigeno especificos generados previamente por co-

cultivo con células dendriticas pulsadas con el péptido de WT1, se llevo a cabo

unas separacion magnética por seleccion negativa de los mismos utilizando el kit

Dynabeads untouched human CD8 T cells de invitrogen. Se obtuvieron como

resultado de la separacion magnética, los LT CD8" de cada uno de los patrones de
estimulacion con las diferentes citocinas: 1L-2, I1L-15, IL-21 e IL15/IL-21. El

porcentaje de pureza celular tras la seleccion negativa es de alrededor del 90% (Fig.

14). Estos linfocitos fueron mantenidos en cultivo bajo los estimulos de las

diferentes citocinas antes mencionadas y en presencia de 0.1 ug/mL de anticuerpo

anti-CD3 (Abcam) hasta el momento de realizar el ensayo de citotoxicidad.
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Figura 14. Separacion magnética de linfocitos T CD8". Tras llevar a cabo la activacion de

LSP, se colectaron las células de cada pozo correspondiente a la estimulacion con las diferentes

citocinas y se sometieron a la separacion magnética de seleccién negativa Untouched human

CD8 T cells de invitrogen y fueron tefiidas con 5 pL de anticuerpos simultest

CD3(FITC)/CD8(PE) para verificar la pureza de la separacién por citometria de flujo. Se

muestran las graficas de citometria correspondientes al analisis de pureza de la separacion de

los LT CD8" asi como una fotografia de la tincion por naranja de acridina de las células para

apreciar su viabilidad. Resultados representativos de 1 de 3 experimentos independientes.
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6.6 Evaluacién de la citotoxicidad de LT CD8" en contra de la linea celular
tumoral de cancer de mama MCF-7.

Para evaluar la eficacia de la activacion especifica de los LT CD8" contra el
péptido de 9 aminoacidos correspondiente a la proteina de WT1 que sabemos se
expresa en la linea celular de cancer de mama MCF-7, se llevo a cabo un ensayo de
citotoxicidad mediada por células utilizando el kit CytoTox 96 non-radioactive
assay de Promega segun las especificaciones del fabricante y como se describe en
la seccién de materiales y métodos. Se realiz6 un ensayo preliminar en donde se
obtuvieron LT CD8" frescos sin ninguna estimulacion con el antigeno especifico de
WT1, manteniéndolos solo en cultivo por tres dias en presencia de las citocinas IL-
2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21, tras este periodo de incubacion se realizo el ensayo
de citotoxicidad en contra de la linea tumoral MCF-7. Los resultados demuestran
que los LT CD8" frescos que no reciben estimulacion alguna con el antigeno
especifico solamente con las diferentes citocinas propuestas en este trabajo,
presentan un porcentaje de citotoxicidad muy bajo incluso en el caso de los
linfocitos que se mantuvieron sin estimulo de citocinas no se detecta efecto
citotoxico (Fig. 15 A), el minimo porcentaje detectado para los LT CD8" puede ser
debido a la aloreactividad de algunos linfocitos del donador que se sabe fue
heterocigoto para el alelo de histocompatibilidad HLA-A*02 por lo que esta
citotoxicidad puede ser inespecifica, de igual manera se realizd una tincion con
naranja de acridina para evaluar viabilidad de las células MCF-7 en presencia de
estos linfocitos, observandose que el efecto citotdxico de éstos no es suficiente para
evitar el crecimiento de la linea tumoral (Fig. 15 B).

Por su parte el ensayo de citotoxicidad realizado para los LT CD8" que pasaron
por el proceso de activacion de 8 dias previamente descrito en presencia de CD con
y sin el antigeno de WT1, presentan un aumento en su efecto citotoxico contra la
linea celular MCF-7 (Fig.16), por un lado los LT CD8" que estuvieron en contacto
con las CD que no presentaban el antigeno de WT1 presentan un aumento en su
citotoxicidad que en promedio es de un 50% presentando ligeras variaciones entre
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los diferentes estimulos con las citocinas, este aumento es propio de la
aloreactividad potenciada por la activacion de los linfocitos pero sin llegar a ser
una respuesta especifica. Por el contrario, los LT CD8" que estuvieron en contacto
con CD que presentaban el antigeno de WT1 muestran una citotoxicidad promedio
del 100% sin diferencia estadistica entre cada uno de los estimulos con las
diferentes citocinas (Fig. 16), lo cual confirma una respuesta especifica y dirigida
contra la linea celular, en especifico contra el antigeno de WT1 que es presentado
mediante el alelo de histocompatibilidad HLA-A*0201 en la linea MCF-7.

Para confirmar este proceso de citotoxicidad y su impacto sobre la viabilidad de la
linea celular MCF-7, se mantuvieron los co-cultivos de LT CD8" y células MCF-7
en una relacién 10:1 respectivamente, por 48 horas adicionales para observar el
comportamiento celular de ambas poblaciones. Tras ese periodo de 48 horas se
realiz6 una tincién con naranja de acridina para observar la viabilidad celular de las
poblaciones presentes en los co-cultivos (LT CD8" y MCF-7). Se observo que en
los pozos que contenian LT CD8" no especificos para WT1 tras un periodo de 48
horas no detuvieron el crecimiento de la linea celular tumoral MCF-7, este
fendmeno se presentd en cada una de las condiciones de estimulo de las diferentes
citocinas (IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21), por su parte en los pozos que
contenian LT CD8" especificos del antigeno WT1 tras el periodo de 48 horas, se
aprecia que no existen células MCF-7 viables debido al efecto citotoxico especifico
dirigido contra WT1. Estos resultados se pueden apreciar en la Figura 17, donde se
muestran fotografias representativas tanto de los controles de células MCF-7 y LT
CD8" cultivados por separado asi como de la interaccion de ambas ya sea si
estuvieron o no activadas contra WT1 y bajo los estimulos de las distintas
citocinas. Las diferencias en cuanto a viabilidad observadas en los pozos cuyos LT
CD8" no estuvieron activados contra WT1 con los que si lo estuvieron, se debe a
que los primeros presentan una reaccion citotdxica inespecifica la cual no es
suficiente para detener la proliferacion de las células tumorales que tras 48 horas

escaparon de esa respuesta inespecifica y continuaron su crecimiento.
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Finalmente, con el fin de corroborar la morfologia de las células en co-cultivo, LT
CD8" y MCF-7, se realizo una tincion de Wright para evidenciar la presencia de
ambas células en el co-cultivo.

En la figura 18 se aprecian las fotografias del control de la linea celular MCF-7, y
también fotografias donde se aprecia la presencia tanto de linfocitos como de la
linea en co-cultivo, mismas que solo pudieron obtenerse en los pozos donde los
linfocitos no eran especificos y la linea MCF-7 continud su crecimiento, ya que
para los pozos donde los linfocitos eran especificos contra el antigeno WT1 no
presentaban células viables y los linfocitos se encontraban en suspension, al
realizar la tincion de Wright con los distintos lavados que implica, todos los
residuos y linfocitos fueron arrastrados en los lavados y las células que se
distinguen tras la tincion son casi nulas a excepcion de algun linfocito residual, lo

cual indica la efectividad citotoxica de los LT CD8" especificos de WT1.
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Figura 15. Ensayo de citotoxicidad de LT CD8" frescos estimulados con I1L-2, IL-15, IL-
21 e IL-15/1L-21 contra la linea tumoral MCF-7. Se cultivaron 1 x 10° LTCD8" que se
habian mantenido por 3 dias bajo estimulos de IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21 junto con 1 x
10* células MCF-7 en placas de 96 pozos en un volumen final de 100 pL de medio completo
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, se incubaron a 37°C en una
atmdsfera de 5% de CO, por 4 horas y transcurrido ese tiempo se recolectaron 50 pL de
sobrenadante de cada uno de los pozos en la placa de 96 pozos dispuesta para el ensayo como
se especifica en la seccion de materiales y métodos y se realizo el ensayo de citotoxicidad segin
el protocolo indicado en el kit CytoTox 96 non-radioactive assay (A). Para la tincién con
naranja de acridina se sembraron 1x10° LT CD8" frescos que se mantuvieron con y sin
estimulos de las citocinas antes mencionadas por 3 dias, con 1 x 10* células MCF-7, se
cultivaron a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, por 48 horas y se realiz6 la tincion por
naranja de acridina, se muestran fotos representativas del control de LT CD8" y el co-cultivo de
2 experimentos independientes realizados por triplicado. Se tomé como significativo un valor
de p <0.05 (*).
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Figura 16. Ensayo de citotoxicidad de LT CD8" antigeno especificos estimulados con 1L-2,
IL-15, 1L-21 e IL-15/IL-21 contra la linea tumoral MCF-7. Los LT CD8" especificos para
el antigeno WT1 caracterizados previamente por la produccién de IFN-y y aquellos que no
fueron especificos para WT1 fueron aislados utilizando el kit Dynabeads Untouched human
CD8 T cells de invitrogen y fueron estimulados con IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21 mas 0.1
pg/mL del anticuerpo anti-CD3 por 3 dias, luego se ajustaron a 4 x 10° LT CD8" y fueron
cultivados junto con 4 x 10% células MCF-7 en placas de 96 pozos en un volumen final de 100
uL de medio completo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, se incubaron
a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, por 4 horas y transcurrido ese tiempo se recolectaron 50
uL de sobrenadante de cada uno de los pozos en la placa de 96 pozos dispuesta para el ensayo
como se especifica en la seccion de materiales y métodos y se realiz6 el ensayo de citotoxicidad
segln el protocolo indicado en el kit CytoTox 96 non-radioactive Assay. Se tomdé como
significativo un valor de p <0.05 (*), siendo no estadisticamente significativa la diferencia en
cuanto a porcentaje de citotoxicidad entre cada citocina, solo la diferencia entre cada estimulo y

su respectivo control.
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Figura 17. Tincién de naranja de acridina para evaluar viabilidad celular de la linea

tumoral MCF-7 en presencia de linfocitos estimulados con células dendriticas. Tras colectar
los 50uL de sobrenadantes para el ensayo de citotoxicidad, los co-cultivos de las células MCF-7 y
LT CD8" especificos de WT1 asi como los que no estuvieron en contacto con el antigeno se
mantuvieron en incubacion por 48 horas en 100 pL. de medio completo RPMI 1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino, transcurrido este tiempo, se tifié con naranja de acridina cada
pozo correspondiente a los LT CD8" especificos o no del antigeno WT1 que se activaron bajo los
diferentes estimulos de las citocinas I1L-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21 y se observé la viabilidad

de ambas poblaciones con sus respectivos controles.
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Figura 18. Morfologia celular en los co-cultivos de LT CD8" estimulados con células
dendriticas y la linea tumoral MCF-7. Tras colectar los 50uL de sobrenadantes para el ensayo
de citotoxicidad, los co-cultivos de las células MCF-7 y LT CD8" especificos de WT1 asi como
los que no estuvieron en contacto con el antigeno se mantuvieron en incubacién por 48 horas en
100 pL de medio completo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino,
transcurrido este tiempo, se realiz una tincién de Wright cada pozo correspondiente a los LT
CD8" especificos 0 no del antigeno WT1 que se activaron bajo los diferentes estimulos de las
citocinas IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/1L-21 y se observo la morfologia de las células en cultivo,
donde se apreci6 el control de células MCF-7 solas (A) y la interaccion entre linfocitos y células
MCEF-7 (B), excepto en los pozos donde la citotoxicidad fue del 100% correspondiente a la accion
de los LT CD8" especificos del antigeno WT1, en donde tras realizar los distintos lavados para la
tincion, no se observan mas que unos cuantos restos celulares y algunos linfocitos residuales (C).
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7. DISCUSION

Siendo el cancer una de las principales causas de muerte a nivel mundial y a su vez el cancer
de mama el que mayor indice de casos presenta en mujeres anualmente (Zhou and Zhong,
2004), muchos estudios se han basado en comprender los mecanismos biolégicos y
moleculares implicados en la evolucion multifactorial de tumores en los seres humanos
(Hanahan and Weinberg, 2011), dentro de los cuales se ha encontrado el elucidar la
interaccidn que estas células tumorales establecen con el sistema inmunoldgico y sus diversos
componentes (proteinas, anticuerpos y células de respuesta especializada) el cual se sostiene
como el principal y Unico mecanismo de defensa natural de nuestro organismo contra las
enfermedades, y que es capaz de montar una serie de respuestas contra la generacion de
tumores que implica diversas conexiones e interacciones a nivel molecular y celular tan
importantes de comprender como complejas de descifrar y que se establecen de diferentes
maneras dependiendo de los factores que originan este tipo de neoplasias y las células que
participan en este proceso (Finn, 2008).

Todos estos esfuerzos han sido guiados hacia la generacién de terapias que potencien esta
respuesta inmunoldgica sin impactar negativamente la calidad de vida de los pacientes, a
diferencia de los tratamientos actualmente establecidos como los pilares historicos para
combatir esta enfermedad (Kirkwood et al., 2012), debido a esto ha surgido la hoy llamada
terapia de células T adoptiva, desarrollada como una terapia transfusional autéloga cuyo
objetivo es aumentar de manera especifica la respuesta del sistema inmunologico propio del
paciente contra procesos de evolucion tumoral, llevando a cabo para esto una capacitacion ex
vivo de las células T, principalmente del linaje CD8, bajo los estimulos de diferentes factores
solubles pleiotropicos (citocinas), antigénicos y moleculares (Rosenberg et al., 2008; Restifo
et al., 2012).

Nuestro trabajo se enfocd principalmente, en la estandarizacion y establecimiento de los
protocolos in vitro de este tipo de terapia en nuestro laboratorio para lograr la capacitacion
especifica de células T del tipo CD8 utilizando células dendriticas restringidas a la
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presentacion del antigeno especifico WT1 y bajo estimulos de las proteinas solubles IL-2, IL-
15 e IL-21, con el fin de buscar diferencias en cuanto a la funcionalidad adquirida en concreto
a la citotoxicidad celular especifica mediada contra el cancer de mama de los linfocitos
cultivados en estas condiciones, esto con referencia a la informacion presentada por Rochman
et al. en 2009 que expone las diferentes vias de diferenciacion y capacitacion de linfocitos por
citocinas que pertenecen a la familia de la cadena y., siendo esto de gran importancia para la
TCA cuyo éxito radicara en que se logre mejorar las caracteristicas efectoras y de permanencia
de los LT CD8" después de su transfusion en el organismo de los pacientes, procurando
evadir cualquier influencia de tipo reguladora (Antony and Restifo, 2005) y de muerte celular
por activacion, la cual se puede alcanzar mediante la adquisicion de un fenotipo de memoria
(Bolesta et al., 2006).

Como primera parte de este trabajo se tipificd el alelo de histocompatibilidad HLA-A tanto
para la linea tumoral MCF-7, como de 6 donadores sanos previo consentimiento informado, en
busca de el alelo especifico HLA-A*02" el cual es importante para desarrollar el trabajo in
vitro bajo las condiciones adecuadas para la evaluacion y estudio de una TCA como lo reporta
Gatz et al. en su trabajo de 2000 el cual sostiene la importancia de la tipificacion de este tipo
de alelo para estudios inmunoterapéuticos de respuesta especifica restringida a antigenos
ligados al CMH I; mientras que por su parte Hawkins et al. en 2007 reafirma la importancia de
la identificacion de péptidos ligados a esta molécula para la inmunoterapia enfocada al cancer
de mama. Los resultados obtenidos tras la secuenciacion de este alelo especifico arrojaron que
de los 6 donadores sanos evaluados, solo dos presentaron el alelo de histocompatibilidad
HLA-A*02, siendo heterocigotos en la expresion de esta molécula en particular, y siendo la
supertipificacion mas probable del mismo HLA-A*0201 que como lo reporta Pelte et al. en
2004 es el alelo mas frecuente para la molécula HLA-A*02 en la poblacion caucésica, y segun
informacion del departamento de hematologia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzalez en Monterrey, N.L., uno de los alelos que con mayor frecuencia se presentan en las
muestras analizadas en el mismo. Por su parte, la tipificacion de la linea tumoral MCF-7
resultd ser HLA-A*02" con la supertipificacion mas probable HLA-A*0201 lo cual concuerda
con la literatura reportada para la misma, asi como con los trabajos que postulan el uso de esta
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linea para desarrollo de trabajos experimentales que emplean inmunoterapias basadas en la
utilizacién de células T (Carlsson et al., 2007).

Estos resultados nos dieron razén para continuar el trabajo experimental in vitro con la certeza
de contar con un modelo adecuado para evaluar la respuesta citotdxica especifica de linfocitos
T CD8" contra la linea tumoral MCF-7 en un contexto propio de inmunoterapia celular
adoptiva.

El siguiente aspecto considerado fue detectar la presencia de la proteina de WT1 en la linea
tumoral MCF-7 mediante la técnica de Western Blot. Los resultados indicaron que la linea
tumoral efectivamente expresa la proteina de WT1 como ya se habia reportado previamente
(Zapata et al., 2002). Este resultado mostro que la proteina de WT1 puede ser utilizada como
blanco especifico para este estudio, considerando el hecho de su sobreexpresion en la linea
MCF-7, y la caracteristica de que adicionalmente se puede incrementar a pasajes celulares
elevados (\Wang and Wang, 2009), ademas, considerando que mas alla de que existen reportes
de su presencia en aproximadamente el 90% de los casos de pacientes con cancer de mama,
esta proteina también tiene la particularidad de que al ser procesada para su presentacion en el
CMH | da origen a un péptido antigénico de 9 aminoacidos que esta restringido
particularmente al alelo HLA-A*0201 (Novellino et al., 2004), el cual elegimos para
desarrollar este trabajo debido a que se ajustd a las caracteristicas de restriccion de HLA-A de
nuestro modelo in vitro, y que ademas ha sido ampliamente utilizado en estudios
inmunoterapéuticos, ya sea en su secuencia nativa que comprende los aminoacidos del 126-
134 (RMFPNAPYL) o modificada en un solo aminoacido (YMFPNAPYL) para tratar de
aumentar su antigenicidad (Borbulevych et al., 2010), se ha evaluado adicionalmente la
utilidad del mismo y otros péptidos relacionados a WT1 asociados a diferentes alelos tanto de
CMH clase | y clase Il en diversos trabajos enfocados a la inmunoterapia celular especifica
(Oka et al., 2000; Stauss et al., 2007; Oka and Sugiyama, 2010; Ochsenreither et al., 2010;
Shirakata et al. 2012; Driessche et al., 2012).

Para continuar con el trabajo secuencial de nuestro modelo, se realiz6 la estandarizacion del

protocolo de maduracion de células dendriticas a partir de monocitos de sangre periférica de
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nuestros donadores sanos en un periodo de 48 hrs. Los resultados mostraron que la
diferenciacion tanto morfolégica como fenotipica y funcional de las células dendriticas
generadas a partir de monocitos de sangre periférica de los donadores sanos HLA-A*02" fue
la adecuada para que éstas células fungieran como presentadoras de antigeno con los fines
propuestos en nuestro trabajo. Por su parte, la diferenciacion morfolégica fue la esperada en
base a lo reportado por Landi et al. en 2007, donde se evalla la diferenciacién de monocitos a
células dendriticas, y donde podemos encontrar diferencias visuales minimas debido a que en
este trabajo se reporta un protocolo de estimulacion de 72 horas, mientras que el utilizado
para este trabajo fue el protocolo reportado por el equipo de Dauer et al. en 2003 y 2005 en
donde la diferenciacion en un lapso de 48 hrs demostr6 ser suficiente para que las células
tuvieran capacidades fenotipicas y efectoras propias de una célula presentadora de antigeno,
de esta forma logramos eficientizar los tiempos de cultivo para nuestro trabajo, sin embargo,
dadas estas diferencias morfoldgicas minimas, se confirmd la total maduracion de nuestras
celulas dendriticas mediante una fenotipificacion por citometria de flujo en donde los
marcadores de linaje monocitico CD14 y HLA-DR muestran un patrén de expresion
consistente con la maduracién celular observando que la expresion de CD14 se pierde tras la
maduracion y HLA-DR aumenta y se homogeniza como se reporta en trabajos como los de
Jarnjak-Jankovic et al. en 2007 y de Birdek et al. en 2010, por su parte los marcadores claves
de activacion CD80 y CD83 presentan una expresion sostenida de aproximadamente entre 70
y 80% durante el tiempo de maduracién, situacion que difiere de los trabajos antes
mencionados, ya que estas dos moléculas de superficie tienden a no estar presentes en etapas
inmaduras de las células dendriticas y en monocitos, sin embargo esta expresion que se detecta
desde etapas inmaduras puede deberse a la interaccion con plaquetas residuales que pudieron
estar en contacto con las células desde el momento de su separacion en el gradiente de
densidad, la incubacién para la separacion por adherencia al plastico, asi como durante todo el
periodo de maduracion de 48 horas, este efecto sobre la expresion de estos dos marcadores de
superficie especificos esta reportado en el trabajo de Martinson et al. de 2004, donde la
interaccion del ligando de CD40 (CD40L) presente en plaquetas activadas aut6logas, con
celulas precursoras de células dendriticas incrementa la expresion de CD80, CD83 y CD86
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hasta en un 80% en cortos periodos de tiempo. Sin embargo, el hecho de que en nuestro
trabajo se hayan detectado las expresiones desde etapas inmaduras de las células, esto no
interfiere con su maduracién ni con la adquisicion de sus funciones inmunoldgicas efectoras
de presentacion antigénica, como lo reportan en el trabajo antes mencionado y como lo

pudimos observar en nuestros experimentos.

Finalmente el ensayo de funcionalidad de fagocitosis se realiz6 para corroborar la capacidad
de nuestras células dendriticas para captar antigenos solubles, como seria el caso de nuestro
péptido de 9 aa de WTL, para esto utilizamos el reactivo FITC-Dextran. Los resultados
demuestran que las CDm obtenidas después de 48 hrs de estimulacion son capaces de
fagocitar exitosamente antigenos solubles, lo cual concuerda con trabajos reportados con
anterioridad donde este ensayo es utilizado para evaluar esta caracteristica particular de las
celulas dendriticas (von Euw et al., 2007; Burdek et. al, 2010).

Esta serie de resultados fue de gran utilidad para estandarizar el protocolo de maduracion y
caracterizacion fenotipica de las células dendriticas bajo las condiciones de nuestro
laboratorio, ademas, en base a ellos se nos facilitd determinar el mejor tiempo para la
pulsacién de nuestro antigeno soluble de 9aa de WT1, que fue en la etapa inmadura de las CD,
que como se reporta, es la etapa donde nuestras células tienen mayor capacidad fagocitica
(Platt et al., 2010).

Continuando con el siguiente punto en la secuencia de nuestro trabajo, una vez que contamos
con la poblacién tanto de células presentadoras de antigeno, como con los linfocitos de sangre
periférica, proseguimos a generar linfocitos antigeno-especificos contra WT1, realizando para
esto co-cultivos de CD y LSP, y evaluando la activacion de nuestros linfocitos por un ensayo
de ELISA para IFN-y. Los resultados muestran que fue posible obtener una activacion de los
LSP mediante un co-cultivo con CD, y que esta activacion esta acomparfiada por la produccién
de IFN-y como lo refiere Wilde et al. en 2009 y Burdek et al. en 2010. Los niveles detectados
de esta citocina producida por linfocitos activados después de llevar acabo el proceso de
presentacion antigénica concuerdan con los reportados por estos trabajos, en el caso particular

de los LSP estimulados con IL-2 e IL-15 se obtiene una produccion muy elevada de IFN-y en
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comparacion con aquellos que no se vieron sometidos a una activacion especifica con el
antigeno de 9aa de WT1 y que fueron tomados como control, ya que las células dendriticas
con que se co-cultivaron no fueron pulsadas con ningun antigeno. Estos niveles de produccion
de IFN-y estan asociados a la similitud que existe en las vias de sefializacion de estas dos
citocinas que pertenecen a la familia de la cadena y. como lo reporta el trabajo de Hinrichs et
al. en 2008 en donde especifica que la estimulacion de linfocitos T CD8 con cualquiera de
estas dos citocinas incrementara la produccion de IFN-y, granzima B y perforina debido a que
utilizan a las proteinas activadoras de transcripciébn STAT5a y STAT5b, y aunque ambas
utilizan la misma via, IL-2 es la Unica citocina que estimula la supervivencia, proliferacion y
expansion clonal de las células T reguladoras (Rochman et al.,2009) mientras que IL-15
fomenta solamente la expansion y funciones efectoras de linfocitos antigeno especificos, a su
vez que estimula la adquisicion de un fenotipo de memoria caracterizado por la expresion del
marcador de superficie CD44, lo cual confiere a las células un mayor tiempo de sobrevivencia,
mientras que estimulos de IL-2 inducirdn la muerte celular inducida por activacion,
disminuyendo el tiempo de vida de linfocitos activados y por ende la duracion de sus
capacidades efectoras (Waldmann et al. 2001) (Fig. 19).
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Figura 19. Diferencias en el ciclo de vida y muerte celular entre IL-2 e IL-15 (Waldmann et al., 2001)
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Por otro lado pese a que trabajos como los de Skak et al. en 2008 indican que la estimulacion
con IL-21 aumenta la produccion de IFN-y, el comportamiento observado en nuestros
experimentos de los LSP estimulados con IL-21 o la combinacién IL-15/IL-21, muestran una
produccion de IFN-y significativamente menor que los LSP estimulados ya sea con IL-2 o IL-
15 por separado. Por su parte, nuestro resultado concuerda con lo reportado por Parmigiani et
al. en 2011 en el cual reporta que la citotoxicidad mediada por linfocitos estimulados con IL-
21 es independiente de la produccion de IFN-y y consecuencia del aumento en la produccion
de perforina y granzima B la cual es inducida por la activacion de las vias STAT1 y STATS3,
ya que a pesar de que IL-2 e IL-15 también promueven la activacidn de los genes de expresion
de estos granulos, solo IL-21 aumenta la concentracion de estos a nivel de proteina, para los
trabajos que reportan que IL-21 aumenta la produccién de IFN-y, el grupo de trabajo de Skak
et al. menciona que este aumento puede estar mas bien relacionado con el aumento de la
cantidad de células productoras de IFN-y mas que por el aumento en la produccion de esta
citocina por las células, mientras que Sivakumar et al. reporta en 2004 que los estimulos de
IL-21 previenen la expresion desmedida de IFN-y como mecanismo de regulacion de la
respuesta inmune, este argumento propone una explicacion para nuestro resultado en el que
una sinergia de estimulos entre IL-15 e IL-21 no aumenta la produccion de IFN-y, ni en
comparacion con estimulos de IL-21 sola, ni tampoco con el control de LSP activados con CD
sin antigeno, por lo que hipotetizamos que mientras IL-15 estimula la proliferacion de células
efectoras de memoria caracterizadas por la expresion de CD44 y su produccién de IFN-y, IL-
21 funge como reguladora impidiendo que esta produccion sea mayor a la normal,
manteniendo asi la homeostasis de la respuesta inmunoldgica y fomentando a su vez el
fenotipo de memoria central caracterizado por la expresion conservada del marcador CD28 el
cual le permite reaccionar de manera potente en reincidencias tumorales (J.S Yi et al., 2010).
Finalmente como lo reporta Collins et al. en 2003, los efectos de I1L-21 sobre la produccion de

IFN-y variaran dependiendo del estado de diferenciacion de las células que responden.

Estos resultados pese a la complejidad molecular de los mismos, nos indican que los
estimulos de citocinas utilizados en este trabajo, son capaces de activar a los LSP de manera
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especifica contra un antigeno tumoral, y que de esta activacion en donde participan IL-2, IL-
15 e IL-21 dependera las caracteristicas fenotipicas de los mismos asi como sus capacidades
efectoras que pueden afectar a varios niveles la calidad y eficacia de la respuesta anti-tumoral
enun TCA.

El criterio final a evaluar en este trabajo fue la actividad citotoxica de los LT CD8" antigeno-
especificos estimulados bajo la influencia de IL-2, IL-15, 1L-21 e IL-15/IL-21. Los resultados
mostraron que la citotoxicidad mediada por estas células restringidas a un antigeno Unico de
WT1 es del 100% y ademas contiene el crecimiento desmedido de la linea tumoral MCF-7,
pese a que los LT CD8" obtenidos de la activacion con CD sin antigeno mostraron una
citotoxicidad de entre 40 y 60%, éstos fueron incapaces de controlar el crecimiento de la linea
tumoral MCF-7, por lo que concuerda con lo reportado en el trabajo de Kim et al. en 2002 y
Wilde et al. en 2009 en donde se reporta que puede manifestarse un porcentaje de
aloreactividad, lo cual corresponde a una respuesta no especifica pero activada por los
estimulos tanto de las citocinas como de la interaccion con las CD y sus moléculas co-
estimuladoras, sin embargo, esta aloespecificidad va en decremento conforme pasa el tiempo,
lo que confirma el hecho de que nuestras células no especificas no tuvieron la capacidad de
detener el crecimiento de la linea tumoral MCF-7 tras un periodo de 48 hrs dado que nuestros
donadores sanos resultaron ser heterocigotos en la expresion de sus alelos HLA-A, no siendo
el alelo HLA-A*02 el Gnico expresado en sus células, esta reaccion por lo tanto era de
esperarse, como se logro percibir en la estimulacion de LT CD8" frescos solo bajo los
estimulos de las citocinas, donde se presentaron niveles de citotoxicidad inespecifica bajos y
que debido al estimulo activador de las CD por consecuencia se vio aumentado tras la
incubacion con las mismas, pese a que no presentaban el antigeno de WT1.

Por su parte se demostr6 que los LT CD8" antigeno-especificos estimulados con la
combinacion IL-15/IL-21 pese a no incrementar su produccién de IFN-y notablemente, si
adquirieron capacidades citotoxicas especificas siendo capaces de eliminar a las células
tumorales e impedir su proliferacién tras un periodo de 48 hrs.
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Al finalizar podemos concluir que tanto IL-15 como IL-21 dadas sus capacidades de
estimulacion pueden ser usadas para promover la citotoxicidad de las células destinadas para
llevar a cabo una terapia de células T adoptiva contra el cancer, siendo WT1 un antigeno
prometedor para usarse como blanco en particular contra tumores solidos como el cancer de
mama. Es de vital importancia asimismo tomar en consideracion las probables implicaciones
favorables de ambas citocinas para futuros trabajos no solo en el aspecto de funcién efectora
citotoxica sino también en el aspecto de diferenciacion celular y evasion de respuestas
inmunes reguladoras como un futuro importante dentro de las mejoras en la TAC, por ser
potenciales precursoras de fenotipos de memoria con capacidades efectoras conservadas y su
baja influencia en promover el fenotipo regulador en el proceso del cancer (Hinrichs et al.,
2008; Neela and Carson 111, 2009).

Finalmente, tras los resultados obtenidos y la sustentacion bibliografica acerca del
conocimiento de 1L-21, habré que poner particular atencion a la funcionalidad de esta citocina
que mas alld de fungir como potenciadora de la funcion efectora anti-tumoral, es también un
posible regulador de la respuesta inmunoldgica, utilizando como probable mecanismo el
retraso de la adquisicion de un fenotipo efector de los LT CD8" sin interrumpir su
diferenciacion, lo cual le hara adquirir capacidades de células de memoria central que en teoria
inhibira la senescencia celular prolongando su permanencia en el organismo logrando efectos

anti-tumorales mayores tras la transfusion adoptiva y en probables reincidencias (Fig. 20).
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Figura 20. Potencial fenotipico y efector de células estimuladas con IL-21 (Tagaya, 2009; Darcy, 2008)
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8. CONCLUSIONES

Se lograron detectar 2 pacientes con el alelo de histocompatibilidad HLA-A*02
indicado para ensayos de inmunoterapia celular adoptiva.

Se estandariz6 el método de maduracion de células dendriticas en un periodo de 48

hrs., a partir de monocitos de los donadores HLA-A*02.

Se comprob6 la maduracion de monocitos a células dendriticas in vitro por medio de
fenotipificacion y ensayo de funcion fagocitica utilizando citometria de flujo, lo cual

permitio estandarizar el mejor tiempo para que éstas fagociten un antigeno soluble.

Se desarrollaron cultivos de linfocitos T CD8" antigeno especificos contra el antigeno
WT1 mediante co-cultivo con células dendriticas en un periodo de 8 dias.

Se comprobo la eficacia citotoxica de los LTCDS8" antigeno especificos estimulados
con IL-2, IL-15, IL-21 e IL-15/IL-21 contra la linea tumoral MCF-7.

Se comprobd que la proteina de WTL1, en especifico el péptido de 9 aminoacidos
comprendido en la region 126-134 de la proteina (RMFPNAPYL) es un blanco
terapéutico especifico de gran potencial para ser usado en terapia celular adoptiva

contra cancer de mama.
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9. PERSPECTIVAS

La capacidad de las citocinas IL-15 e IL-21, asi como su combinacién, confieren
capacidades citotdxicas similares a los linfocitos estimulados con IL-2, lo cual sugiere

que podrian usarse en sustitucién de esta ultima en la estimulacién ex vivo de la TCA.

Futuros trabajos deberan enfocarse en evaluar si los estimulos con IL-15 e IL-21
confieren a los LTCD8" un fenotipo de memoria que les permita perdurar mas en el
organismo y combatir futuras reincidencias, lo cual sumado al potenciamiento de la
citotoxicidad justificaria el uso de estas citocinas en sustitucion de la IL-2 comiunmente

utilizada en estos procesos.
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"A la piel le aflado marcas nuevas,
a los ojos futuros distintos.
Hoy soy todo, incluso eso que no he vivido."

Edel Juéarez
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