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RESUMEN

“Estrategias de inmunoterapias contra tumores murinos durante el estado

de inmunosupresion inducido por el tumor”

Aunque los animales pueden ser inmunizados contra el crecimiento de algunos
tumores, la mayoria de los intentos por aplicar estas inmunoterapias para
causar la regresion en tumores humanos y de animales una vez que estos se
encuentran establecidos no has sido exitosos, aun cuando los tumores son
fuertemente inmunogénicos. En esta tesis, nosotros demostramos que el inicio
de la refractariedad a los tratamientos inmunol6gicos coincidié con el comienzo
de un estado de inmunosupresién conocido como “eclipse inmunoldgico”
caracterizado por una pérdida o bloqueo de la respuesta inmune antitumoral
después que el tumor ha superado cierto volumen critico (500 mm?®). A su vez
el inicio del eclipse se correspondié con el comienzo de un proceso de
inflamacion sistémica progresiva caracterizado por un aumento en el nimero
de neutréfilos circulantes y en bazo, un alto numero células mieloides
inmaduras (GR1/CD11b) y una elevada concentracién sérica de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-18 e IL-6, proteina C reactiva y proteina A
Amieloide. En ratones portadores de tumor, la aplicacién de una sola dosis
(0.75 mg/Kg) de un corticoide sintético como la dexametasona (DX) redujo
significativamente los pardmetros de inflamacion sistémica y revirtio
simultdneamente el eclipse inmunolégico, lo cual fue demostrado por la
recuperacion de ciertos indicadores de respuesta inmune antitumoral. Otros
dos tratamientos anti-inflamatorios (inodmetacina o receptor para TNF-a)
revirtieron parcialmente el eclipse inmunol6gico, aunque el efecto no fue tan
efectivo que el observado con DX. La reversién del eclipse inmunoldgico no fue
suficiente por si solo para inhibir el crecimiento de un tumor primario. Sin
embargo, cuando usamos la estrategia de dos pasos inoculando DX para
revertir el eclipse inmunoldgico y células dendriticas (CDs) estimuladas con



antigeno tumoral, como un Booster de inmunizacién, se observd una inhibicion
significativa tanto en el crecimiento de tumores establecidos como en células
remanentes luego de una operacién de un tumor grande establecido, a pesar
de que la vacunacién con CDs solamente no tuvo efecto o incluso, a veces,
produjo un aumento del crecimiento tumoral. Asimismo, cuando a la estrategia
de dos pasos le adicionamos un tratamiento adicional (transferencia pasiva de
linfocitos nadive o administracion de ATRA), si bien se observé una mayor
inhibicion del crecimiento de los tumores, la sobrevida de los animales no fue
significativa.

Por lo tanto, los datos presentes en esta tesis demuestran que es necesario
eliminar o mejorar el eclipse inmunol6gico como condicién previa para permitir
gue una terapia inmunoldégica anti-tumoral pueda ser efectiva.

Palabras Claves: Células Dendritas, fibrosarcoma MCC, inmunologia tumoral,

inflamacion sistémica e inmunoterapia



“Immunotherapy strategy against murine tumors during state of

immunosuppression induce for the tumor”

Although animals can be immunized against the growth of some tumor
implants, most of the attempts to use immunotherapy to cause the regression of
animal and human tumors once they have become established have been
disappointing even when strongly immunogenic tumors were used as target. In
this paper, we demonstrate that the failure to achieve an efficient immunological
treatment against an established strongly immunogenic murine fibrosarcoma
was paralleled with the emergence of a state of immunological
unresponsiveness (immunological eclipse) against tumor antigens observed
when the tumor surpassed the critical size of 500 mm3. In turn, the onset of the
immunological eclipse was coincidental with the onset of a systemic
inflammatory condition characterized by a high number of circulating and
splenic polymorphonucleated neutrophils displaying activation and myeloid
suppressor cell (Gr1/CD11b) and an increasing serum concentration of the pro-
inflammatory cytokines TNF-a, IL-13 and IL-6 cytokines and C-reactive protein
and serum A amyloid phase acute proteins. Treatment of tumor-bearing mice
with a single low dose (0.75 mg/kg) of the synthetic corticoid dexamethasone
(DX) significantly reduced all the systemic inflammatory parameters and
simultaneously reversed the immunological eclipse. Two other anti-
inflammatory treatments by using indomethacin or dimeric TNF-a receptor, also
partially reversed the immunological eclipse although the effect was not as
striking as that observed with DX. The reversion of the immunological eclipse
was not enough on its own to inhibit the primary growing tumor. However, when
we used the two-step strategy of inoculating DX to reverse the eclipse and then
dendritic cells loaded with tumor antigens (CDs) as an immunization booster, a
significant inhibition of the growth of both established tumors and remnant
tumor cells after excision of large established tumors was observed, despite the
fact that the vaccination alone (CDs) had no effect or even enhanced tumor

growth in certain circumstances. Also, when we add an additional treatment



(passive transfer of naive lymphocytes or administration of ATRA), although
there was a greater inhibition of tumor growth, but survival was not significant.
Therefore, these data that we present is based on the rationale that it is
necessary to eliminate or ameliorate the immunological eclipse as a
precondition to allow an otherwise ineffective anti-tumor immunological therapy
to have a chance to be successful.

Key words: dendritic cells, MCC fibrosarcoma, antitumor response, systemic

inflammation and immunotherapy
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Introduccion

1. NEOPLASIAS

1.1. Introduccion

Las células de los organismos pluricelulares se diferencian y proliferan
siguiendo un programa geneético que esta regulado por estimulos extracelulares.
Alteraciones en este sistema de regulacién que, a pesar de todos los adelantos en
las dltimas décadas no se conocen completamente, parecen constituir la base
genética del cancer, que el cual se entiende como una acumulacion de
mutaciones que afectan a las células somaticas durante la vida de un organismo y
hacen que estas proliferen de forma incontrolada. Segun esta interpretaciéon, que
ha sido aceptada por la mayoria de los investigadores, varios pasos serian
necesarios para transformar una célula normal en una célula cancerosa. La

mayoria de ellos, si no todos, parecen incluir mutaciones genéticas.

La mayoria de los canceres comienzan de una sola célula, la cual, ha tenido que
acumular mutaciones en varios genes diferentes antes de llegar a formar un
cancer. El que una determinada célula se convierta en cancerosa en un momento
determinado dependera de varias causas posibles, tales como la accion de ciertos
agentes quimicos o ionizantes, errores durante la duplicacién celular del DNA,
interaccién de ciertos agentes virales con el genoma de la célula huésped,
factores hereditarios, etc.

1.2. Definicidn y caracteristicas generales.

El término neoplasia significa de acuerdo a sus raices etimoldgicas; "tejido de
nueva formacién". Esto nos dice poco sobre la naturaleza biol6gica de la
neoplasia. Entre las definiciones explicativas, la mas aceptada es la que formuld
Ewing en los afios 30’ (Ewing 1930). Segun ésta, una neoplasia es un crecimiento



proliferativo, relativamente autonomo de un tejido (Pitot 1978) (Hanahan and
Weinberg 2000). Esta definicion contiene tres elementos esenciales: el caracter de
crecimiento proliferativo; el caracter tisular y el caracter de autonomia relativa. El
caracter de “crecimiento proliferativo” implica un aumento en el numero de células
debido a una tasa mayor de division y/o a una tasa menor de muerte que la de los
tejidos normales. El caracter de “tisular” significa que el término neoplasia es
definido para entidades pluricelulares. De este modo, por esta definicién, los
organismos unicelulares estarian libres de esta enfermedad. El caracter de
“autonomia” hace referencia a que las células neoplasicas se dividen sin estar
sujetas o reguladas por los mecanismos que controlan la division de células
normales en el mismo organismo. El adjetivo “relativo” aplicado al término
autonomia suaviza su caracter, destacando que si bien las células que proliferan
no se ajustan por completo al control de los mecanismos reguladores de los
organismos, ello no significa que desconozcan todas las sefales que en él operan.
Hay casos en los cuales el caracter autbnomo de una neoplasia es muy tenue y
solamente relativo al tejido en el cual ha surgido. El caracter de autonomia relativa
es el rasgo distintivo de las neoplasias por el que se diferencian de otras
proliferaciones como las inflamaciones, las regeneraciones y las hiperplasias
(Agius 2005). Los crecimientos proliferativos compensadores como las
regeneraciones o inflamaciones, contribuyen a la preservaciéon y a la defensa del
organismo, por lo que no pueden considerarse ajenos a las reglas que controlan la
proliferaciéon celular y la organizacion del individuo. Las hiperplasias constituyen
una respuesta a una carencia de tejido o a una mayor demanda de él, o a un
efecto de una alteracién hormonal. En cualquier caso la hiperplasia no posee el
caracter de autonomia ya que depende de un estimulo funcional para su aparicién
y desaparece cuando aquél desaparece (Hanahan and Weinberg 2000).

Debe senalarse que lo que hemos analizado en los parrafos que preceden es
la interpretacion convencional del cancer que se basa en los conceptos de Ewing y
que ha sido tacitamente aceptada por la mayoria de los investigadores. Sin
embargo hay otras interpretaciones de los procesos malignos (Zajicek 1996;

Sonnenschein and Soto 2000; Ruggiero and Bustuoabad 2006) que han



cuestionado algunos aspectos de la teoria convencional y que pueden ser
importantes no sélo desde el punto de vista teérico sino también para desarrollar
nuevas estrategias de tratamientos. No obstante la discusion de estas teorias
alternativas se encuentra mas alla de los alacances de esta Tesis.

De acuerdo a sus caracteristicas y a su comportamiento en el organismo se
pueden diferenciar dos tipos de neoplasias, las benignas o tumores benignos y las
malignas o canceres. Las primeras permanecen localizadas estrictamente en su
tejido de origen y, en la mayoria de los casos, no amenazan la vida del individuo y
pueden ser removidas por cirugia. Por otro lado las neoplasias malignas tienen la
capacidad de invadir tejidos distintos al de origen, ya sean éstos contiguos o
distantes; en este ultimo caso, cuando el tumor se ha diseminado a tejidos
distantes, sin contigliidad con el tejido de origen, se habla de metastasis.

1.3. Tipos de canceres.

Las neoplasias malignas o canceres pueden ubicarse en tres grupos
diferentes (Cairns 1976; Cairos 1978; Society 2010) de acuerdo a su origen

histoldgico: carcinomas, sarcomas y leucemias y linfomas.

» Los carcinomas tienen su origen en los epitelios, es decir en las capas de
células que recubren la superficie del cuerpo y revisten las diversas glandulas.
Se trata sin duda del tipo de cancer mas comun y responsable del mayor
namero de muertes, calculandose que alrededor de un 85% de los procesos
malignos son carcinomas (Maugh 1975; Horner MJ, Ries LAG et al. 2009). En
los seres humanos los canceres mas frecuentes como el de pulmén, mama,

colon, etc. son todos carcinomas.

» Los sarcomas son canceres menos frecuentes que tienen su origen en las
estructuras de sostén derivadas del mesodermo, como huesos, musculos,

vasos sanguineos, etc. Si el sarcoma tiene su origen en el hueso se llama



sarcoma osteogénico u osteosarcoma; si deriva de un cartilago se denomina

condrosarcoma y si se origina en tejido fibroso se llama fibrosarcoma.

» Las leucemias y linfomas son neoplasias malignas que tienen su origen en
las células hematopoyéticas derivadas de la médula ésea.

Hay clasificaciones mucho mas especificas y rigurosas de los tipos de
canceres, en los cuales se toma como criterio el 6rgano en el cual se originaron y
el tipo de células implicadas dentro de este 6rgano. De acuerdo a estas
clasificaciones, hay aproximadamente unas doscientas variedades de la
enfermedad (Society 2010).

A diferencia de las leucemias, que crecen en forma diseminada, los carcinomas,
sarcomas y linfomas crecen como una masa relativamente compacta, por lo que
se los denomina tumores “sélidos”. Estos tumores, como también los tumores

benignos, tienen dos componentes basicos en su estructura:

» Las células neoplésicas proliferantes que constituyen el parénquima.
» Su estroma de sostén, constituido por tejido conectivo y vasos

sanguineos.

El estroma es esencial para el crecimiento y la propagacion del tumor dado
que le provee de nutrientes, factores de crecimiento y citocinas. También se ha
sugerido que en algunos casos el estroma podria actuar como una barrera para la
presentacion antigénica y el reconocimiento por parte del sistema inmune.



2. ETIOLOGIA.

Dada la distribucién del cancer en una amplia variedad de vertebrados e
invertebrados (Ruggiero and Bustuoabad 2006), no es extraiio que hayan muchas
causas conocidas para diferentes procesos malignos.

Ciertamente, un gran numero de agentes fisicos -como rayos X o luz
ultravioleta- y quimicos —como metilcolantreno, metano, nitrosaminas, arsénico,
componentes del humo del tabaco, etc.- se encuentran asociados etiolégicamente
a diversos canceres, tanto en el hombre como en animales (Carbone, Klein et al.
2004).

En algunos casos, la asociacién ha sido indiscutiblemente determinada pero
en otros, principalmente en seres humanos, donde, por razones éticas, no es
posible la experimentacion directa, la relacion causa — efecto no se encuentra
establecida de una manera tan concluyente, aunque para ciertos agentes haya
indicios epidemiolégicos muy poderosos en ese sentido. Debe agregarse también,
la capacidad oncogénica de diversos virus sobre todo en mamiferos (incluidos
primates) y aves. En los seres humanos hay algunos virus que se consideran
asociados causal o co-causalmente a algunos tumores malignos. Por ejemplo el
virus de Epstein Barr al linfoma de Burkitt y al carcinoma nasofaringeo, el virus del
papiloma humano a canceres urogenitales, el virus de la hepatitis B a tumores
hepatocelulares, el virus HTLV (human T leukemia virus) a la leucemia de células
T en adultos, etc. (Lajer and von Buchwald ; Tsai WL 2010).

Desde principios de los afos 70°, el advenimiento de las técnicas de genética
molecular permitié elaborar una interpretacion unificada del cancer, segun la cual
todas sus causas mediatas (esto es, carcindégenos fisicos, quimicos o virales)
tendrian una causa inmediata comun, a saber la mutacion de ciertos genes
celulares (oncogenes y anti-oncogenes) que participarian en el control de la
proliferacién celular (Hahn and Weinberg 2002). Es decir, de acuerdo a esta
hipotesis, el cancer es concebido como la combinaciéon de dafos y cambios que
inducen a una célula normal de un individuo sano a crecer en forma auténoma,

aun cuando el estimulo inicial haya desaparecido y a pesar de los sistemas que



vigilan y modulan la division celular. Los mecanismos que inician este proceso
involucran una serie de alteraciones irreversibles en la maquinaria genética de la
célula normal que se trasladan a las sucesivas generaciones de células hijas.
Luego de un periodo de tiempo variable la poblacion celular de los tumores
malignos se torna heterogénea y ello permite la seleccion o evolucion de variantes
cada vez mas agresivas e incontrolables para los sistemas de defensa propios del
organismo y para las terapias que se desarrollan para controlar la enfermedad,

fenémeno que se conoce como progresion tumoral.

3. TRATAMIENTOS CONVENCIONALES CONTRA EL CANCER

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cancer: la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.

La cirugia es el método mas empleado para tumores pequefios y localizados
en un lugar concreto. Para que sea completamente eficaz se precisa extirpar parte
del tejido que rodea el tumor para asegurar asi que todas las células cancerosas
han sido extirpadas. Si el cancer se ha extendido a otras zonas, a través de la
sangre o de la linfa, habra que realizar otros tratamientos, bien sean afiadidos a la
cirugia o unicos y distintos a ella.

La radioterapia utiliza particulas de alta energia capaces de penetrar al
cuerpo. A través de una maquina, llamada acelerador lineal, se genera y dirigen
esas particulas hacia el lugar concreto donde se tengan que aplicar. La
radioterapia utiliza particulas similares a los rayos X, que se utilizan para hacer
una radiografia normal, lo que ocurre es que en éstas Ultimas, la cantidad
suministrada es muy pequefia. Las células cancerosas son especialmente
sensibles a la radiacién. La radioterapia puede utilizarse como tratamiento Unico
en aquellos casos en que los tumores son especialmente sensibles a la radiacion
y no hay sefiales de que se hayan extendido a sitios distantes del organismo.
Puede emplearse como tratamiento suplementario a la cirugia, aplicandolo antes

de esta, con el objetivo de disminuir el tamafno tumoral y facilitar de ese modo su



extirpacién o después para eliminar las células residuales que hubieran quedado
in situ luego de la operacion.

La quimioterapia actia sobre las células que tiene una alta tasa de division.
Esto hace que muchos tumores sean sensibles a la quimioterapia. Sin embargo,
por un lado, existen células tumorales que se encuentran en estado de reposo y
por otro lado, existen células normales que exhiben una alta tasa de division. Esto
significa que si bien la quimioterapia es util tiene la limitacién de que no es
especialmente eficiente ni especifica contra las células tumorales. Un problema
adicional lo constituye el hecho de que tarde o temprano los tratamientos
quimioterapéuticos terminan seleccionando variantes tumorales resistentes a esas
drogas, todo lo cual limita su aplicacion terapéutica (Westwood, Berry et al. ; Bailar
and Gornik 1997; Nakanishi, Karp et al. 2003).

En los Ultimos afnos, se estdan empleando combinaciones de drogas
quimioterapéuticas porque se ha comprobado que su accién conjunta es mas
eficaz para destruir el cancer (Fukuda, Saikawa et al. ; Shi, Yao et al.). Se suelen
combinar medicamentos anticancerigenos con modos de accidén distintos vy
capacidad para producir diferentes efectos. Estas combinaciones pretenden ser
mas eficaces sobre las células cancerosas y menos daninas para las células
normales.

Los enfermos con cancer son habitualmente tratados con una combinacién de
cirugia, radioterapia y quimioterapia. Pero aun asi, este tratamiento combinado no
es suficiente en una multitud de casos (Cimini and Ippoliti), especialmente en
aquellos tumores que han invadido tejidos adyacentes y distantes. Prueba de ello
es que, en la actualidad, el cancer es la segunda causa de muerte en el mundo
luego de las enfermedades cardiovasculares, lo que impulsa a médicos e
investigadores a encontrar nuevas modalidades terapéuticas contra esta terrible
enfermedad. Este esfuerzo esta dirigido al perfeccionamiento de los sistemas
tradicionales de tratamiento y/o a través de la introduccién de nuevas formas
terapéuticas, como la hormonoterapia (aplicada por ejemplo a ciertos canceres de
mama (Gotay and Dunn ; Trinh, Sas et al.) o las terapias moleculares (Arrieta,

Hernandez-Pedro et al. ; Arrieta, Villarreal-Garza et al. ; Cimini and Ippoliti), que



tienen por objeto afectar caminos de sefializacion presumiblemente especificos de
las células de ciertos tumores, aunque en su gran mayoria estas nuevas terapias
se encuentran en etapa de experimentacion.

En resumen, las terapias convencionales contra el cancer, tales como la
cirugia, la radiacién y la quimioterapia estan limitadas porque su aplicacion se
restringe a tumores localizados (cirugia) o por su carencia de especificidad tumoral
y sus efectos toxicos colaterales (radiacion y quimioterapia).

Una terapia ideal deberia combinar tanto especificidad como eficacia,
actuando selectivamente y siendo atdxica, lo cual implicaria sélo la eliminacion de
las células tumorales sin causar perjuicio a las células normales. La inmunoterapia
pareceria ser, en principio, ese tratamiento ideal ya que mediante la estimulacion
del propio sistema inmune del paciente (inmunoterapia activa) o mediante la
inoculacién eventual de anticuerpos o células inmunes (inmunoterapia pasiva)
podrian reconocerse y eliminarse las células tumorales sin afectar al resto del
organismo (Westwood, Berry et al. 2010).

Sin embargo, como veremos en el punto siguiente, aun cuando la
inmunoterapia fuera propuesta hace mas de un siglo como tratamiento contra el
cancer, no ha sido, al menos hasta hoy, la eficaz herramienta antitumoral que

imaginaron sus primeros impulsores.



4. INMUNOLOGIA TUMORAL: Resena historica

4.1. Inicios de la Inmunologia Tumoral

La historia de la inmunologia tumoral se remonta a principios del siglo XX
cuando Loeb y Jensen en América y Ehrlich en Europa, comenzaron a trasplantar
tumores en animales de experimentacion (Ehrlich 1909). Ellos observaron que si
un animal sanaba espontaneamente de un tumor trasplantado, se hacia resistente
a un inéculo posterior con células de ese tumor. La misma resistencia se
observaba cuando el tumor se extirpaba quirdrgicamente. Se interpretaron estos
hechos asumiendo que el animal se habia inmunizado contra el tumor como
resultado de la presencia de antigenos especificos presentes en sus células, lo
que parecia abrir las puertas para la fabricacion de vacunas contra el cancer.

Sin embargo, la expectativa de un rapido éxito de la inmunoterapia antitumoral
fue pronto desalentada cuando se comprendié que si bien un animal podia
hacerse inmune contra un tumor de trasplante, no era porque detectaba en él
antigenos especificos del tumor, sino porque reconocia antigenos de
histocompatibilidad normales del animal donante del tumor, que diferian de los
propios (Old and Boyse 1964; Suss R 1973). Debe recordarse que en la primera
década del siglo XX no se habian desarrollado aun las cepas endocriadas de
ratones y los trasplantes se hacian entre animales exocriados que, como los seres
humanos difieren en sus antigenos de histocompatibilidad. Esto trajo como
consecuencia un profundo descrédito en la Inmunologia Tumoral que duré casi 50

anos.

4.2. “La Edad de Oro”

En 1957, Prehn y Main publicaron un trabajo que se hizo célebre (Prehn and
Main 1957). Los autores utilizaron cepas estrictamente endocriadas de ratones y
fibrosarcomas inducidos por metilcolantreno, un hidrocarburo policiclico con gran

poder cancerigeno. Se mostrd que los ratones a los que se les habia implantado y



extirpado un tumor eran capaces de resistir implantes posteriores de células del
mismo tumor, aunque injertos de tejido normales del mismo donante eran
aceptados sin ningun inconveniente. Mas aun, cuando el desafio se realizaba con
células de un tumor distinto al que habia sensibilizado al animal, aquellas crecian
sin oposicion. Estos resultados demostraron en forma inequivoca que la respuesta
inmune desarrollada contra estos tumores estaba dirigida contra antigenos
presentes en las células tumorales que no sélo diferian de los antigenos normales
sino de los presentes en otro tumor inducido por el mismo carcin6geno quimico.
En 1960, Klein y colaboradores demostraron que el pre-tratamiento con células
tumorales muertas por radiacién, también inmunizaba contra fibrosarcomas
inducidos por metilcolantreno con la misma eficiencia que lo hacia la implantacion
y la extirpacién del tumor (Klein, Sjogren et al. 1960). Ambos métodos son
considerados los dos procedimientos clasicos de vacunacién contra tumores.

Esto inicid6 lo que puede ser llamada “La edad de oro de la Inmunologia
Tumoral”, que se extendié por espacio de veinte anos. En efecto, entre 1960 y
1980, la expectativa despertada por la inmunologia oncolégica fue de tal magnitud
que muchas de las mejores revistas especializadas en cancer dedicaban casi
todas sus paginas a trabajos de aquella disciplina. En este periodo se documenté
la inmunogenicidad de una gran variedad de tumores de ratén, rata y hamster
inducidos  por diferentes agentes quimicos (como  metilcolantreno,
dimetiloenzatraceno, nitrosaminas, etc.), fisicos (rayos ultravioleta, rayos x) vy
virales (retrovirus, polioma, adenovirus, herpes, etc.), lo que daba una idea de la
generalidad del fenémeno (Old and Boyse 1964; Hellstrom and Hellstrom 1969).
En estos afos ademas se formularon muchos de los conceptos basicos de la
inmunologia tumoral. En primer lugar, se demostr6 que los ratones que habian
sido inmunizados contra un tumor, podian transferir pasivamente ese estado
inmune con linfocitos (especialmente linfocitos derivados del timo) pero no con
anticuerpos, indicando que la respuesta inmune contra tumores se llevaria a cabo
principalmente a través de la rama celular y no humoral (Hellstrom and Hellstrom
1969). Esto es valido para la mayor parte de los tumores de ratdn, salvo algunas

leucemias donde los anticuerpos cumplen un rol antineoplasico. En segundo lugar,



se disefaron diferentes ensayos in vitro destinados a determinar la antigenicidad
de los tumores en cultivo. En tercer lugar, Thomas y Burnet formularon la teoria de
la inmunovigilancia (Burnet 1957). Segun ésta, el sistema inmune, a través de sus
linfocitos T, tiene como funcién ademas de proteger contra agentes patdogenos
externos como virus, patrullar el organismo a la busqueda de células tumorales
para eliminarlas antes de que se manifiesten como tumores clinicos. Esta teoria
estaba avalada por un hecho: ratones o pacientes inmunodeficientes, cualquiera
sea el origen de esta inmunodeficiencia exhiben un numero mayor de tumores
que su contraparte normal. Por otra parte, la mera existencia de un tumor en un
organismo con un sistema inmune aparentemente normal, debia ser la
manifestacion de una falla especifica en el sistema de vigilancia. Por lo tanto para
curar un tumor, de acuerdo a esta teoria, deberia previamente comprenderse la
naturaleza de esa falla y corregirla.

La idea resumida en la triada: un tumor-un antigeno-una vacuna fue el centro
de todos los esfuerzos de la época. Sin embargo esas grandes expectativas, como

veremos, no se vieron correspondidas por la realidad.

4.3. El fin de la edad de oro. Diferencia entre tumores espontaneos e
inducidos

En 1976, Hewitt y colaboradores publicaron un trabajo que hoy es considerado
un punto de inflexién en la historia de la inmunologia tumoral (Hewitt, Blake et al.
1976). A diferencia de la mayoria de los trabajos anteriores que utilizaban tumores
experimentales inducidos por dosis masivas de carcindbgenos quimicos, fisicos o
virales, Hewitt empleé exclusivamente tumores de origen espontaneo. Los
resultados de su investigacién, basados en el estudio de 27 tumores espontaneos
de ratén revelaron que, a diferencia de lo observado con tumores inducidos, los
tumores espontdneos no exhibian ninguna inmunogenicidad detectable, aun
cuando Hewitt y colaboradores utilizaron las mismas técnicas de inmunizacién que
habian permitido demostrar la fuerte inmunogenicidad de los tumores inducidos.
En 1981, la misma conclusion fue alcanzada por Middle y Embleton trabajando
con 32 tumores espontaneos de rata (Middle and Embleton 1981). Estos



resultados completaban un trabajo anterior en el que no se hallaba
inmunogenicidad en tumores murinos inducidos con pequefas y sucesivas dosis
de agentes fisicos y quimicos que parecian simular, mucho mas realistamente que
los tumores generados por dosis unicas y masivas de carcindgenos, la génesis de
los tumores surgidos espontaneamente en los diversos animales y seres
humanos.

Ademas de estos experimentos, otros tres hechos ayudaron a marcar la
finalizacién de la Edad de Oro de la inmunologia tumoral. El primero fue la
comprobacidn de que si bien pacientes y animales inmunodeficientes exhibian una
mayor proporcion de tumores, éstos eran en gran medida, derivados del sistema
linforreticular pero no eran los tumores mas comunes como el de pulmén, mama,
etc. Si la vigilancia inmunolégica hubiera sido el mecanismo antitumoral universal
que se habia propuesto, todos estos tumores deberian haber aumentado su
frecuencia en individuos inmunosuprimidos.

El segundo hecho fue la comprobacién de que los ratones nude,
genéticamente timoprivos no exhibian una mayor frecuencia de tumores
espontaneos que los ratones convencionales, o que sugeria que, aun cuando
pudiera existir, la vigilancia inmunoldgica no estaba mediada por linfocitos T
derivados del timo, como habian postulado los creadores de la teoria.

El tercer hecho fue el sistematico fracaso de las terapias inmunoldgicas
aplicadas en esos afios contra tumores en crecimiento o aplicadas a pacientes
cuyos tumores habian entrado en remisiéon y que recibian el tratamiento para
evitar una recidiva.

Por estas razones el comienzo de los 80’ encontré a la inmunologia tumoral en
una situacion de descrédito reflejado en el escasisimo numero de trabajos
publicados en la especialidad. Este estado de cosas se prolong6 hasta mediados
de la década siguiente.



4.4. Renacimiento de de la Inmunologia Tumoral.

En los 90 comenzaron a conocerse con mas detalle los distintos pasos
celulares y moleculares del reconocimiento antigénico y de la activacién de la
respuesta inmune celular. De primordial importancia fue la comprensién del papel
que cumplen las células dendriticas como células presentadoras de antigenos.
Todos estos estudios llevaron a considerar la posibilidad de elaborar nuevas, mas
finas y eficaces vacunas antitumorales, lo cual resulté en un renacimiento de la
inmunologia tumoral.

Por otro lado, la extension del concepto de vigilancia inmunoldgica, mas alla
de la orbita exclusiva de los linfocitos T, la revaloracion del rol que cumplirian las
células denominadas Natural Killers (NK) y la posibilidad de contar con ratones
knock-out para diferentes componentes del sistema inmune, permitié despertar el
interés sobre ciertos aspectos de la teoria de Thomas y Burnett, sobre la base de
que en diferentes ratones privados de uno u otro componente asociado a la
respuesta inmune se evidenciaba la aparicién de un espectro de tumores que si
bien no abarcaba en general a los canceres mas comunes, no se restringia solo a
tumores hematopoyéticos.

Es decir que a partir de la década del 90 y después de quince afos de gran
escepticismo se comenzé a plantear nuevamente la posibilidad de que el cancer

pudiese ser abordado por medio de terapias inmunolégicas.

5. LA INMUNOEDICION DEL CANCER: Redefinicion de la teoria de la

inmunovigilancia

La teoria de la inmunovigilancia del cancer ya no es suficiente para describir
con precision las complejas interacciones que se producen entre un tumor en
desarrollo y el sistema inmune del huésped. Inicialmente, se pensé que la
inmunovigilancia cumplia la funcion de proteger al organismo, a través del
sistema inmune adaptativo, en las etapas muy tempranas(o pre-clinicas) del

cancer. Contrariamente, hoy en dia se sabe que tanto la inmunidad innata como



adaptativa participan en el proceso y funcionan no solo como protectoras del
hospedador contra el desarrollo de tumores sino también para esculpir, o editar, la

inmunogenicidad que eventualmente puede generar el tumor. Por lo tanto, se ha

propuesto el uso del término mas amplio " inmunoedicion del cancer " para
enfatizar la forma mas adecuada del doble papel de la inmunidad, no solo en la
prevencion, sino también en el re-arreglo de la enfermedad neoplasica
(Shankaran, lkeda et al. 2001; Dunn, Bruce et al. 2002). Inmunoedicién del cancer
por lo tanto representa un perfeccionamiento de la hipotesis original de la
inmunovigilancia del cancer, pero es mas amplia en su alcance. Es por ello que la
hipotesis de la inmunoedicion contempla las 3 etapas del tumor, o como las
denominaron los autores Dunn y col (Dunn, Old et al. 2004) “las tres E de la

Inmunoedicién del cancer”: eliminacion, equilibrio y escape.

Eliminacion

La fase de eliminacidn representa el concepto original de la inmunovigilancia
(Figura I-A y Figura 1l). Si en esta fase se erradica satisfactoriamente el desarrollo
del tumor, representa el proceso de inmunoedicion sin llegar a la progresion y las
fases subsiguientes. El rechazo inmunolégico de un tumor en desarrollo, como la
defensa contra patégenos microbianos, requieren una respuesta integrada que
involucre las armas tanto de una respuesta inmune innata como adaptativa
(Janeway 1989). El primer paso de una respuesta inmune antitumoral (Figura I-A)
ocurre cuando las células del sistema inmune innato se alertan con la presencia
de un tumor en desarrollo, al menos en parte debido a la interrupcion del tejido
local que se produce como resultado de los procesos de remodelacién del
estroma, parte integral de la fisiologia basica de desarrollo de tumores soélidos. El
estroma remodelado durante los procesos de angiogénesis (Carmeliet and Jain
2000; Hanahan and Weinberg 2000; Sternlicht and Werb 2001) e invasion
(Sternlicht and Werb 2001) puede producir moléculas proinflamatorias que, junto
con las citoquinas generadas por las células tumorales (Vicari and Caux 2002),

convocan a las células del sistema inmune innato mediante las nuevas senales de



“dano” local (Matzinger 1994; Wrenshall, Stevens et al. 1999). Una vez reclutados
en la masa tumoral, las células NKT, NK y/o macréfagos reconocen ciertas
moléculas en el tumor que fueron inducidas por la inflamacién o por los procesos

de transformacién celular.

A. Eliminacién B. Equilibrio C,

Epitelio Normal 7

Figura I: Las tres E de la inmunoedicion del cancer: eliminacién, equilibrio y
escape. Las flechas rojas indican que tanto en la fase de eliminacién como de
equilibrio el sistema inmune puede eliminar el tumor, retornando al epitelio normal.
(Dunn, Old et al. 2004)

En el segundo paso (Figura 1I-B), los efectos de la inmunidad innata sobre el
tumor se amplifican. Los productos generados durante la remodelacién de la
matriz extracelular pueden inducir a que macréfagos que han infiltrado el tumor
produzcan bajas cantidades de IL-12 (interleuquina-12) (Hodge-Dufour, Noble et
al. 1997) que estimulan a las células NK que han infiltrado el tumor a generen
bajas cantidades de IFN-y (interferon-y), que a su vez activan a los macréfagos a
producir mas cantidad de IL-12, lo que aumenta la produccion de IFN-y generadas
por las células NK. En este sistema de retro-alimentacion (feedback) positiva
(Bancroft, Schreiber et al. 1991), se activan una serie de mecanismos
dependientes de IFN-y, tales como, efectos antiproliferativos (Bromberg, Horvath
et al. 1996), pro-apoptéticos (Kumar, Commane et al. 1997) y anti-angiogénesis



(Luster and Leder 1993; Coughlin, Salhany et al. 1998; Qin and Blankenstein
2000), que terminan por eliminar parte de la masa tumoral. Como resultado de
estos procesos, una fuente de antigenos de células tumorales muertas esta
disponible y el sistema inmune adaptativo es reclutado dentro del proceso.

En el tercer paso (Figura II-C), los antigenos liberados por el tumor por los
efectos producidos por la inmunidad innata generan una respuesta inmune
adaptativa especifica de tumor. En este paso se reclutan las células dendriticas
(CDs) inmaduras (CDi) al sitio del tumor y se activan ya sea por la exposicion al
entorno de citoquinas creado durante el ataque en curso sobre el tumor de la
inmunidad innata o mediante la interaccién con células NK que han infilirado el
tumor (Gerosa, Baldani-Guerra et al. 2002). Las CDs pueden adquirir antigenos
tumorales, mediante la endocitosis de células muertas del tumor o por la
interaccién con los complejos de HSP-antigenos tumorales (Heat shock protein)
(Li, Menoret et al. 2002; Srivastava 2002). Una vez activadas, las CDs migran a
los ganglios drenantes (Sallusto, Mackay et al. 2000), donde inducen la activacion
de linfocitos T CD4 helper 1 naive (Th1) y CD8 citotéxicas (CTL, de sus siglas en
inglés cytotoxic T lymphocyte) especificas del tumor.

En el cuarto y ultimo paso (Figura II-D), tanto las células CD4 como CD8
especificas de tumor se dirigen al sitio tumoral donde participaran de la eliminacion
del mismo. Las CD8 reconoceran eficientemente al tumor e induciran la muerte de
las células tumorales mediante mecanismos directos e indirectos. Por lo tanto, la
fase de eliminacién en la inmunoedicién del cancer es un proceso permanente que
se debe repetir cada vez que se presentan antigenos tumorales distintos. Por esta
razén, es particularmente digno de mencién que el cancer es mas frecuente en
una poblacion de ancianos, donde la funcion del sistema inmune, y por lo tanto, la

inmunovigilancia del cancer, comienzan a declinar.
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Figura II: Modelo propuesto para la fase de eliminacién de la hipo6tesis de la
inmunoedicién del cancer. Los eventos de la figuras son descriptos en el texto.
CD: células dendriticas, MAC: macréfagos, NK: natural killer, NKT: natural killer
tipo linfocito T. (Dunn, Old et al. 2004)

Equilibrio

En la fase del equilibrio (Figura I-B), el sistema inmune del hospedador y las
células tumorales que han sobrevivido a la fase de eliminacién entran en un
equilibrio dinamico. Es probablemente la fase mas larga y puede durar por anos
en los seres humanos. De hecho, se ha estimado que para muchos tumores
solidos humanos puede haber un intervalo de 20 afios entre la exposicion inicial al
carcindégeno y la deteccion clinica del tumor (Loeb, Loeb et al. 2003). Se requiere
una comprension completa del mecanismo de la fase de equilibrio en nuevos
modelos tumorales para entender mejor los mecanismos intrinsecos que generan
nuevos fenotipos tumorales y para identificar los responsables de “esculpir’ el
sistema inmune.



Escape

En la fase de escape (Figura 1), las células tumorales adquieren la capacidad
para evadir el reconocimiento del sistema inmune y/o impedir que éste las
destruya. La progresion desde el equilibrio hasta el escape podria ocurrir porque
una poblacion de células tumorales produce un cambio en respuesta al sistema
inmune.

Algunas de éstas alteraciones son probablemente el resultados de mutaciones
genéticas en las células tumorales (Dunn, Bruce et al. 2002; Khong and Restifo
2002). Mediante un proceso de seleccion darwiniana, las células tumorales poco o
no inmunogénicas seran seleccionadas porque son “invisibles” para el sistema
inmune y por lo tanto adquirian la capacidad de crecer progresivamente.

La clasificacién continua de las tres E de la inmunoedicion del cancer tiene
importantes implicaciones para la inmunoterapia del cancer en los seres humanos.
Al obtener una mejor comprension de los procesos celulares y moleculares que
conducen al rechazo inmunologico del tumor en la fase de eliminacion, sera
posible identificar qué fuerzas inmunes necesitan ser aumentadas para facilitar la
proteccion natural contra los tumores. Mediante el estudio de la fase de equilibrio,
sera posible entender los procesos genéticos que llevan al desarrollo de los
tumores con inmunogenicidad reducida e identificar los objetivos moleculares de
los proceso de inmunoedicion dle cancer con el fin de comprender mejor al tumor
y ver como se puede prevenir mediante la estabilizacion del genoma de las células
tumorales. Por ultimo, al dilucidar cémo los tumores escapan a la deteccidon
inmunolégica a través de la generacién de variantes poco o no inmunogénicas
generado por el tumor, sera posible desarrollar métodos para determinar el grado
en que se ha editado un tumor y disefar estrategias para revertir estos
mecanismos de encubrimiento, permitiendo asi el ataque inmunoldgico contra el

tumor.



6. TERAPIAS MODIFICADORAS DE LA RESPUESTA BIOLOGICA:
INMUNOTERAPIAS

Como ya hemos mencionado anteriormente los tratamientos convencionales
contra el cancer (como la radioterapia, la cirugia y la quimioterapia) no son
eficientes en una multitud de casos, sobre todo en tumores que han invadido otros
tejidos y han dado metéastasis. Es por ello que, en la actualidad, el cancer es la
segunda causa de muerte (Finn 2004; Lotze and Papamichail 2004). Esto ha
motivado a médicos e investigadores a encontrar nuevas terapias contra esta
enfermedad, dirigiéndose al perfeccionamiento de los sistemas tradicionales, pero
también y cada vez con mayor énfasis, a la introduccién de nuevas formas
terapéuticas, en especial a la inmunoterapia. Ello hace que nuevos esfuerzos de
investigacién interdisciplinaria sean necesarios, al objeto de conocer mejor la
maquinaria celular responsable de la malignizacion celular y de los mecanismos
inmunoldgicos responsables de su eventual destruccién.

Las nuevas estrategias de inmunoterapia tienen como objetivo potenciar la
respuesta inmune frente al tumor, e incluyen:

» Activacion inespecifica del sistema inmune, por ejemplo con BCG (Vita,
Siracusano et al. ; Foss 2002).

» Utilizacion de citoquinas, como es el caso de la IL-2 (Salgaller 2001; Finn 2004).

» Utilizacion de anticuerpos monoclonales sin modificar 0 unidos a toxinas,
enzimas o radioisétopos que poseen capacidad citolitica de las células
tumorales (Salgaller 2001; Finn 2008).

» Vacunas utilizando virus oncogénicos a partir de células tumorales modificadas
o alteradas genéticamente (Lotze and Papamichail 2004).

» Terapia génica introduciendo genes capaces de modular la actividad tumoral
(supresion de genes mutados) o genes dirigidos a amplificar la produccion de
citoquinas moléculas co-estimuladoras en las células tumorales (Foss 2002;
Lotze and Papamichail 2004).



» Estimulacion de células dendriticas (CDs) que han incorporado antigenos del
propio tumor y luego son administradas al individuo (Figura Ill) (Ballestrero, Boy
et al. 2008; Melief 2008; Vulink, Radford et al. 2008)

Reinyeccidn jﬂ X
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Figura lll: Células dendriticas (CDs) cargadas con antigenos procedentes del
tumor pueden ser utilizadas para tratar enfermos portadores de tumor.

Aunque estos tratamientos pueden realizarse de forma segura, es decir sin
efectos secundarios, y pueden ser efectivos en algunos casos particularmente
sobre tumores experimentales incipientes, en general hasta hoy no han sido
eficaces para tratar tumores establecidos que han superado cierto tamano critico.
Sin embargo muchos investigadores esperan que el perfeccionamiento de alguna
de estas estrategias pueda jugar un rol importante en el futuro tratamiento contra
el cancer.

De todas las estrategias de inmunoterapias modernas, la que permite abrigar
mayores esperanzas es la inmunoterapia basada en CDs. Por tal motivo
dedicaremos en esta Tesis un espacio que incluya la descripcion mas detallada
del origen y funcion de estas células.



7. CELULAS DENDRITICAS:

7.1. Breve introduccion: origen, clasificacion y funcion

Las células dendriticas (CDs) fueron descubiertas hace aproximadamente 32
anos por Steinman y col (Steinman and Cohn 1973). Pasd mas de un siglo desde
su descubrimiento hasta que se les adjudicé una funcién en el sistema inmune; y
fueron Steinman y Cohn quienes identificaron en base a su morfologia a las CDs
presentes en los o&rganos linfoides y descubrieron que éstas células
desempenaban un rol crucial en la estimulacion de los linfocitos T virgenes y en el
desarrollo de una respuesta inmune primaria (Stingl, Katz et al. 1978; Braathen
and Thorsby 1980).

Las CDs representan una familia heterogénea de células muy mdéviles y de
forma irregular. Mas recientemente, se ha demostrado que estas células poseen
gran plasticidad tanto desde el punto de vista ontogénico como funcional, como lo
demuestran las diferencias observadas en su origen, en sus caracteristicas
fenotipicas, localizacion topografica y en la regulacidén de la respuesta inmunitaria
(Maugh 1975). Estas células pueden originarse de diferentes precursores en
medula 6sea (mieloides o linfoides) ademas de que diferentes tipos funcionales de
CDs pueden obtenerse de un mismo precursor (CDs regulatorias, tolerogénicas,
semi-maduras, etc.) lo que determina que sus diferentes subpoblaciones se
encuentren en la sangre, 6rganos linfoides secundarios (Bailar and Gornik 1997) y
en los sitios que son puerta de entrada de patdgenos (piel y mucosas)
(Banchereau, Briere et al. 2000). Inicialmente se demostr6 que es una célula
presentadora de antigeno con habilidad para activar a los linfocitos T virgenes
(Steinman and Witmer 1978; Inaba, Steinman et al. 1983). Sin embargo, esta
nocion se amplié, puesto que se demostré que las CDs, dependiendo de su
origen, pueden activar o tolerizar a los linfocitos T (Ardavin, Wu et al. 1993). Esta
plasticidad funcional ha permitido, entre los inmunédlogos y otros investigadores, la
generacién de dos puntos de vista aparentemente contradictorios en cuanto al
papel inmunorregulador de estas células: unos piensan que cada tipo de célula



dendritica tiene un papel inmunorregulador que le es particular, en tanto que otros
sugieren que lo importante es que la presentacién del antigeno depende de la
activacion y maduracién de la CDs, independientemente de su origen o subtipo.
Cualquiera que sea el caso, es evidente que los nuevos conocimientos sobre el
papel de estas células en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa han
revolucionado nuestra visién sobre el sistema inmunitario y su fisiologia a tal punto
que, han puesto en evidencia, las debilidades de teorias tan aceptadas
universalmente como la de la seleccién clonal (Burnet 1959) y apuntalado el
surgimiento de otras, como la teoria del peligro (Matzinger 1994), segun la cual el
sistema inmunitario responde mas bien a "sefales de alarma o peligro"
independientemente si el antigeno es exégeno o enddgeno (propio o extrafno).

Sin importar su origen y su funcion, las CDs presentan dos estadios en los
cuales difieren sustancialmente en su fenotipo y funcionalidad, CDs inmaduras
(CDi) y CDs maduras (CDm) (Figura Ill). Las células que se encuentran en su
estado inmadura, en ausencia de procesos inflamatorios y de respuesta inmune,
se encuentran recorriendo y censando los tejidos periféricos, el sistema
circulatorio sanguineo y linfatico y los o6rganos linfoides secundarios
(Guermonprez, Valladeau et al. 2002).

CD inmadura CD madura
<a :
'
Ubicacién Tejidos periféricos Organos linfiticos
secundarios
Capacidad endocitica 4+ +/-
Capacidad de procesamiento +++ +/-
Expresion de moléculas coestimulatorias y i +++
de presentacion

Capacidad estimulatoria de linfocitos T +/- +++

virgenes

Figura lll: Caracteristicas generales de las CDs.



Las CDi responderan incrementando su maquinaria de procesamiento frente al
reconocimiento directo de PMAPs (patrones moleculares asociados a patdégenos)
0 a través del reconocimiento via receptores Fc y/o receptores del complemento.
También se activaran indirectamente al reconocer sefiales de alerta en el
microambiente, tales como mediadores de la respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-1,
PGE-2, etc.) o moléculas intracelulares (senales de alerta) provenientes de células
necréticas o danadas (HSP, ATP, UTP, acido drico) (Gallucci and Matzinger
2001). En respuesta a estas sefales, las CDs inician un programa de
diferenciacion llamado “maduracion” a través del cual se convertiran en células
presentadoras de antigeno (CPA) profesionales capaces de activar linfocitos T
virgenes. El proceso de maduracion se asocia con una serie de eventos:

» Incremento en la expresion de receptores de quimioquinas y consecuente

migracion de las CDs a los érganos linfaticos.

» Decrecimiento notable de su capacidad endocitica

» Incremento de la expresién en superficie de moléculas coestimulatorias

CD40, CD80 y CD86.
» Incremento en la expresién de complejos péptido-antigénico/MHC clase |y

Il (complejo mayor de histocompatibilidad clase | y clase I, respectivamente).

7.2. Citoquinas: un papel esencial

Las CDs juegan un papel regulatorio en el sistema inmune, funcionan como
nexo entre la inmunidad innata y la respuesta adaptativa. Uno de los mecanismos
que es de suma importancia en la actividad inmunoregulatoria de las CDs en dicho
nexo, es la produccion de citoquinas. La produccion de citoquina contribuye a una
homeostasis normal, dando como resultado una estimulacién eficiente. Diferentes
subpoblaciones de CDs exhiben la capacidad de producir distintas citoquinas, que
pueden estar vinculados con funciones especializadas en el sistema inmunoldgico.
Las citoquinas mencionadas a continuacién (IL-12 y TNF-a), son algunas de las
citoquinas liberadas por las CDs, pero cabe mencionar que existen muchas mas,

con importantes roles pero que no mencionaremos en esta tesis.



IL-12 es una citoquina esencial para la activaciéon/maduracion de las CDs,
que promueve la producciéon de IFN-y de las células T, lo que sugiere que juega
un papel importante en la induccién de una respuesta de tipo Thi1 (ver més
adelante). La habilidad de las CDs de producir o no IL-12 depende de muchos
factores. Un ejemplo de ello es, la expresion de IL-12 en respuesta a la activacion
CD40 parece ser dependiente del estado de las CDs frente a una senfal
microbiana (Mosca, Hobeika et al. 2000; Schulz, Edwards et al. 2000), mientras
que la expresion de IL-12 mediante CDs estimuladas puede ser modulada por
otras muchas citoquinas (IL-4, IL-10, IL-13, GM-CSF, IFN-y, CCL2, TGF-B (Koch,
Stanzl et al. 1996; Geissmann, Revy et al. 1999; Tada, Asahina et al. 2001; Luft,
Luetjens et al. 2002; Heystek, den Drijver et al. 2003; Sauma, Michea et al. 2004).
Vale destacar, que la expresion de IL-12 también puede estar influenciada por los
métodos de purificacion (Elkord, Williams et al. 2005). Bajo ciertas condiciones, la
activacion de las células natural killer (NK) depende de la produccion de IL-12 de
la CDs. Otras citoquinas importantes de la familia de IL-12, son las IL-23 e IL-27.

TNF-a es una citoquina por-inflamatoria sumamente poderosa que tiene
multiples efectos en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa (McDeuvitt,
Munson et al. 2002). Su expresion mediante las CDs parece ser una respuesta
relativamente comun a los estimulos de maduracién / activacién. Ademas cumple
una funcién tanto autécrina como paracrina (Sallusto, Cella et al. 1995; Kadowaki,
Antonenko et al. 2000; Asselin-Paturel, Boonstra et al. 2001), ya que también
induce la migracién de las CDs desde los tejidos periféricos a los ganglios
drenantes(Koide, Inaba et al. 1987; MacPherson, Jenkins et al. 1995; Hanahan
and Weinberg 2000; Bauman, Huffnagle et al. 2003).

Existe un montdn de evidencia de las que las CDs producen varias citoquinas,
incluyendo IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, IFN-y, APRIL y BAFF,
como muchas otras quemoquinas. La capacidad de produccién de estas
citoquinas esta de acuerdo con el papel clave que juegan las CDs para regular la
respuesta inmune, ya que el rango de citoquinas expresadas puede tener un
impacto sobre numerosos aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, deseadas

y no deseadas, como veremos a continuacion.



7.3. El rol de las CDs en la respuesta inmune

7.3.1. Activacion de los linfocitos T

La interaccion de las CDs con los linfocitos T virgenes pueden perfilar la
respuesta inmune hacia diferentes fenotipos o incluso inducir tolerancia de los
linfocitos T. Esto dependera de: a) el subtipo de CDs, b) los receptores
estimulados, c) el tipo y la dosis del antigeno, d) la via de inmunizacién y e) el
microambiente circundante a la CPA (Guermonprez, Valladeau et al. 2002). El
linfocito T, que se encuentra en contacto cercano con la CDs madura, requiere dos
sefales muy importantes para activarse eficazmente: sefial 1, dada por el
reconocimiento del péptido antigénico presentado por las moléculas de MHC | y I,
a través del TCR. Involucra, ademas, el reconocimiento de sitios no polimérficos
de las moléculas de MHC | y Il por parte de los receptores de CD8 y CD4,
respectivamente. La sefal 2, por otro lado, es provista por moléculas
coestimulatorias expresadas en las CDs (CD80 y CD86), que interactian con sus
ligandos, expresados en el linfocito T (CD28) (Fainboim 2005). Si bien las
citoquinas TNF-a e IL-12 no se encuentran mencionadas cuando se habla de las
sefales necesaria para una eficaz activacidén de las CDs hacia las células T
virgenes, es sabido que son de suma importancia (Manfred B. Lutz and
Steinkasserer 2006), tanto para la correcta maduracién/activacion de las CDs,
como para una correcta proliferacion y activacion de los linfocitos T, como
veremos mas adelante.

La presentacion antigénica ocurre cuando un fragmento del antigeno
(peptidico) asociado con moléculas de clase Il del HLA en la membrana de la CD
se pone en contacto con el linfocito T (CD4) virgen a través de su receptor para el
antigeno (TCR)(Inaba, Metlay et al. 1990; Mayordomo, Zorina et al. 1995). No
existe otra célula en el organismo, que cumpla la funcién de presentacién del
antigeno de manera mas eficaz que la célula dendritica. Ellas son 100-300 veces
mas eficientes que cualquier otra célula presentadora de antigeno(Croft, Duncan
et al. 1992). Esta capacidad de las CDs mieloides para activar a los linfocitos T, in

vivo, ha sido directamente demostrada en experimentos de transferencia celular



en ratones. Asi, la reinyeccion en la almohadilla plantar o por via intravenosa, de
CD estimuladas, in vitro, con antigenos proteicos, induce respuestas de linfocitos
T especificas, del antigeno (Inaba, Metlay et al. 1990; Levin, Constant et al. 1993).

Si durante el proceso de maduracion de CDs resulta ser inmunogénica, los
clones T se diferenciaran a linfocitos T cooperadores o helper (Th) en el caso de
una células T CD4 y a linfocitos T citotéxico (CTL) en el caso de una células T
CD8. Los CTL desempeian un papel central en la erradicacién o control de
infecciones virales y en la respuesta inmune antitumoral. Los linfocitos Th, a su
vez no constituyen una poblacibn homogénea sino que luego de la activacién
puede diferenciarse en diversas subpoblaciones efectoras, entre las cuales
pueden mencionarse los linfocitos Th1, Th2 y Th17 a las cuales recientemente se
ha sumado la poblacion Th9. Estas subpoblaciones difieren en la forma de
induccion, los patrones de circulacion, el perfil de citoquinas que producen y los
mecanismos efectores que activan (Janeway C 2005). Ademas, las citoquinas
caracteristicas de cada perfil promueven la diferenciacion de la propia
subpoblacién y en algunos casos pueden inhibir el desarrollo de otras (O'Garra
and Arai 2000).

Si la CDs produce IL-12 en ausencia de IL-4 o citoquinas inmunosupresoras,
las células T CD4 se diferenciaran hacia un perfil Th1. Los linfocitos Th1 se
describen como células productoras de IFN-y, IL-2 y lifotoxina- y son esenciales
en la activacibn de una respuesta inmune mediada por célula fagociticas,
especialmente frente a patégenos intravesiculares. ElI IFN-y producido por los
linfocitos Th1 estimula la actividad microbicida de las células fagociticas, lo cual
favorece la destruccion intracelular de los microorganismos fagociticos. El IFN-y
también estimula la sintesis de anticuerpos IgG opsonizados y fijadores de
complemento, que facilitan la fagocitosis. Asimismo, las células Th1, a través de la
interaccibn CD40-CD40L (ligando), aumentan la capacidad de las CDs de
estimular células T CD8 facilitando la respuesta citotéxico (Abbas AK 2004).

Por el contrario, en la diferenciacién hacia un perfil Th2 es importante la

presencia de IL-4 (producidas por células NKT y en menor grado mastocitos) y en



este caso las CDs estimulan al linfocito T CD4 en ausencia de IL-12. Esta
respuesta emerge luego del desafio con helmintos y alérgenos, que generalmente
producen una estimulacién crénica de los linfocitos T. los mecanismos efectores
asociados a este perfil linfocitario se hallan principalmente asociados a las
reacciones inmunes mediadas por IgE, eosindfilos y mastocitos, a su vez, los
linfocitos Th2 colaboran con las células B a los fines de promover la diferenciacion
a células plasmaticas involucradas en la sintesis de anticuerpos y son importantes
en la erradicacion de parasitos helmintos y otros patdgenos extracelulares. Estas
células se encuentran implicadas en el desarrollo de patologias alérgicas
(Abbas AK 2004; Janeway C 2005).

Ademas las CDs pueden inducir la diferenciaciéon a células T de memoria de
una parte de los clones activados. Estas células persistiran por prolongados
periodos de tiempo, permitiendo responder rapidamente a una futura exposicién al
antigeno (Janeway C 2005). En este sentido, en ausencia de colaboracién de
células T CD4 con CDs, el establecimiento de memoria en la respuesta T CD8 se
halla severamente comprometido (Badovinac, Messingham et al. 2005;
Trumpfheller, Finke et al. 2006).

7.3.2. El rol de las CDs en la tolerancia central y periférica

Conjuntamente con el papel fundamental que poseen las CDs en el inicio de la
respuesta inmune y la generaciéon de memoria inmunolégica, también cumplen un
papel critico en la induccién y mantenimiento de tolerancia, tanto central como
periférica. En la tolerancia central las CDs de la medula del timo, junto a las
células del epitelio timico cumplen un papel central en la seleccion negativa,
presentando antigenos propios a timocitos en desarrollo (Brocker, Riedinger et al.
1997). Como la tolerancia central no es totalmente eficiente, la tolerancia periférica
es necesaria a los fines de complementarla. Mecanismos eficaces de tolerancia
son importantes especialmente en los focos infecciosos y tejidos inflamados, sitios
en los cuales las CDs captaran y procesaran antigenos propios y extranos para
luego ser presentados en 6rganos linfaticos secundarios. Entre otros, la tolerancia



periférica implica procesos como: a) la anergia clonal, proceso a traves del cual la
presentacion del antigeno en el contexto de moléculas MHC induce una eficiente
estimulacién del TCR (sefial 1), pero en ausencia de una coestimulacion suficiente
(senal 2) por parte de CDs, este efecto tendra como resultado la inhibicién de la
proliferacion y de las funciones efectoras, y b) células T regulatorias con actividad
supresora, las cuales pueden generarse en el microambiente timico dando lugar a
las células T regulatorias naturales (Treg; CD4-CD25-Foxp3) o en periferia
inducidas por CDs tolerogénicas (Szabo, Sullivan et al. 2003; Greenwald, Freeman
et al. 2005; Adler and Steinbrink 2007; Steinman and Banchereau 2007).

7.3.3. La otra cara de la moneda de las CDs

Hoy sabemos que las CDs inmaduras residentes en los tejidos periférico
migran constantemente hacia los ganglio linfaticos en ausencia de sefales
inflamatorias; tradicionalmente estas células se han caracterizados por
presentarse en forma inmadura, semimadura o en estados estacionario. Las CDs
semimaduras expresan niveles reducidos de CD40, de CD80 y CD86, una
capacidad limitada para producir IL-12 y un aumento en la produccion de IL-10
(Lutz and Schuler 2002). La presentacion antigénica por parte de estas CDs
conduce al silenciamiento del clon activado (anergia clonal) (Rutella, Danese et al.
2006). En este sentido, recientemente se ha demostrado que CDs semimaduras
son capaces de inducir la expresidbn de las moléculas inhibitorias PD-1
(programmed death-1) y CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4) a
los fines de promover tolerancia periférica en células T CD8 (Probst, McCoy et al.
2005). Por lo tanto, se cree actualmente que el efecto neto de la dosis de Ag, el
linaje de las CDs y su estado de maduracion, la estimulacion de las CDs por
derivados de patégenos y/o citoquinas (productos del entorno en los sitios de
inflamacion), determinara si se desarrollard una respuesta de células T
inmunogénica o tolerogénica (Banchereau and Steinman 1998; Steinman, Hawiger
et al. 2003).



Otro subtipo de CDs son las CDs tolerogénicas (TDC), que son células que
pueden encontrarse en diferentes estadios de maduracion y activacion y pueden
inhibir la polarizacion de la respuesta inmune hacia perfiles inflamatorios, a la vez
que facilitan la proliferacion de Treg naturales o generan células Treg como las
Treg inducibles CD4-CD25Foxp3 (iTreg), los linfocitos Th3 productores de TGF-
a nivel de mucosas y las células Tr1 (poblacion de células T regulatorias
relevantes en autoinmunidad, cancer e infecciones, (Roncarolo, Gregori et al.
2006)) productoras de IL-10 (Dubsky, Ueno et al. 2005; Rutella, Danese et al.
2006; Morelli and Thomson 2007; Steinman and Banchereau 2007). Esta citoquina
produce la disminucién de la expresién de las moléculas coestimulatorias y de
citoquinas proinflamatorias en CPA, e inhibiendo la produccién de IL-2 y TNF-a en
células T CD4 (Roncarolo, Gregori et al. 2006). Las CD tolerogénicas inducen
tolerancia periférica a través de la maduracion de células T regulatorias utilizando
diferentes mecanismos: través del factor de crecimiento transformante-g (TGF-B)
(Ghiringhelli, Puig et al. 2005), a través del contacto célula-célula o por una
combinacién de ambos mecanismos (Walker, Chodos et al. 2003) (Figura Ill). A su
vez, tanto las Treg como el tumor, liberan IL-10, TGF-B, y expresan IDO
(indoleamina 2,3-dioxigenada), generando aun mas CDs tolerogénicas (Munn,
Sharma et al. 2002; Steinman, Hawiger et al. 2003; Lewkowich, Herman et al.
2005).

Asimismo, las CDs deficiente en moléculas coestimulatorias o que expresan
niveles incrementados del ligando de PD-1 favorecen la diferenciacién de iTreg
(Benson, Pino-Lagos et al. 2007; Wang, Pino-Lagos et al. 2008). Ademas, las CDs
al endocitar cuerpos apoptéticos producen altos niveles de TGF-f los cuales
favorecen la diferenciacion de iTreg (Perruche, Zhang et al. 2008). En este
sentido, se ha demostrado que diferentes subpoblaciones de CDs en diferentes
compartimientos generan iTreg a través de TGF-B (Belkaid 2008).
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Figura 1V: Mecanismos que subyacen a las funciones tolerogénicas de las
TCD. TDC pueden promover una mala presentacion de las células T Ag-
especifico mediante varios mecanismos, incluyendo la conversion de las células
T virgenes a células Treg, liberando citoquinas inmunosupresoras, y mediante la
expresion de IDO con la subsecuente deplecion del triptofano, dando como
resultado un aumente en la generacion de células Treg.

Las células tumorales pueden expresan factores que estimulan a las CDs a
producir TGF-B, y de esta formar desviando su eficaz maduraciéon y provocando
aun mas la proliferacién de las Treg. Asimismo, se sabe que las quemoquinas
producidas por las células tumorales reclutan Treg dentro del lecho tumoral
(Curiel, Coukos et al. 2004).

Las Treg representan el 5-10% de las CD4 en roedores y expresan moléculas
de superficie asociadas con la activacibon/memoria de las células (CD25,
CD45Rb™", CD62L, CD103, CTLA-4 y GITR), asi como también el factor de
transcripcion Foxp3 (Brunkow, Jeffery et al. 2001). Bajo condiciones normales, las
Treg se encuentran en estado de anergia, ya que fallan en proliferar o producir IL-
2 en respuesta al estimulo convencional de las células T. Esta anergia puede ser
eludida por la adicion exdgena de altas dosis de IL-2, anti-CD28 o expuestas a
CDs maduras (Takahashi, Kuniyasu et al. 1998; Thornton and Shevach 1998;



Yamazaki, lyoda et al. 2003; Thornton, Upham et al. 2004). Sin embargo, se vio
que las CDs maduras también pueden inhibir la funcién inhibitoria de las Treg
(Pasare and Medzhitov 2003). En humanos, las células Treg se acumulan en el
tumor, ganglio drenante y sangre (Liyanage, Moore et al. 2002; Curiel, Coukos et
al. 2004) y similares observaciones se vieron en modelos de tumores de roedores
(Ghiringhelli, Larmonier et al. 2004).

A su vez, las células Treg son capaces de impedir una respuesta producida por
células T efectoras por medio de citoquinas supresoras como IL-10 y TGF-$ o por
contacto célula-célula a través de moléculas como CTLA-4 (Sakaguchi 2005).
CTLA-4 es el receptor inhibitorio principal en células T activadas y se une
fuertemente a B7.1 y B7.2 (CD80 y CD86, respectivamente) en CDs con mayor
afinidad que su receptor de activacion, CD28 (Egen, Kuhns et al. 2002). A Por lo
tanto, las Treg pueden inhibir la expresion de las moléculas coestimulatorias CD80
y CD86 via CTLA-4 y/o LFA-1 (lymphovyte-function associated antigen-1)(Onishi,
Fehervari et al. 2008). De manera similar, via CTLA-4, las Treg aumentan la
actividad de la enzima IDO en CDs (von Boehmer 2005). La disminucién del
triptéfano, causa en células T CD4 un aumento en la produccién de IL-10 y TGF-
(von Boehmer 2005; Fallarino, Grohmann et al. 2006) y consecuente supresion de

la respuesta inmune.

7.3.4.Posible rol de las CDs en la respuesta inmune antitumoral y

en la inmunoterapia contra el cancer

La inmunidad protectora hacia tumores y patdégenos, implica la coordinacién
de la inmunidad innata y adaptativa. Sin embargo, las células tumorales son
generalmente pobres en cumplir el papel de células presentadoras de antigeno, y
por lo tanto son incapaces de iniciar por si mismas una respuesta mediada por
células T (Steinman and Dhodapkar 2001; Pardoll 2003). Una correcta respuesta
hacia estos antigenos dependera de la adquisicion y presentacion de estos por las
CPAs derivadas de medula ésea (Heath and Carbone 2001). Las CDs son las

CPA por excelencia ya que tienen una alta capacidad para adquirir y procesar



antigenos exdgenos derivados de tumor o de células infectadas por virus y
generar una respuesta de células T CD4 y CD8 (Banchereau and Steinman 1998).
La inmunizacién activa mediante la transferencia adoptiva de CDs se vio facilitada
por el desarrollo de nuevos métodos por generar CDs in vitro (Banchereau,
Schuler-Thurner et al. 2001).

Existen distintos protocolos para cargas a las CDs con antigenos tumorales.
Esto incluye el uso de vectores virales, ARN derivado de tumor, ADN, complejos
inmunes, células tumorales apoptoticas, lisado de células tumorales, o proteinas
de choque térmico (HSP, Heat Shock protein) (Banchereau, Schuler-Thurner et al.
2001; Zhou, Bosch et al. 2002).

En la mayoria de los tumores de seres humanos, los blancos antigénicos
expresados por las células tumorales no son del todo conocidos. Aun asi, en
aquellos casos que los antigenos son conocidos, es posible que los antigenos
tumorales de cada paciente difieran o sea diferentes entre pacientes (Dhodapkar,
Krasovsky et al. 2002). Estas consideraciones llevaron a utilizar el total de las
células tumorales, ya sea lineas celulares o células tumorales aut6logas como
fuentes de antigenos tumorales. La mayoria de los estudios se han enfocado en
usar células muertas, usando también células irradiadas o lisados derivados de
estas células para cargar a las CDs (Berard, Blanco et al. 2000; Hoffmann,
Meidenbauer et al. 2000; Jenne, Arrighi et al. 2000; Shimizu, Thomas et al. 2001).

Estudios en humanos han demostrado que CDs derivadas de monocitos y
progenitores CD34" maduradas con células tumorales irradiadas, pueden generar
una respuesta mediada por células T in vitro (Fujii, Fujimoto et al. 1999; Berard,
Blanco et al. 2000; Hoffmann, Meidenbauer et al. 2000; Jenne, Arrighi et al. 2000;
Spisek, Chevallier et al. 2002). Otros estudios demostraron lo mismo, pero con
lisado de células necréticas o células infectadas con virus (Kotera, Shimizu et al.
2001; Larsson, Fonteneau et al. 2002; Wen, Min et al. 2002). También se vio en
ratones que la inoculacién de CDs cargadas con antigenos tumorales inducian un
inmunidad especifica de tumor y generaba proteccién a futuros desafios tumorales
(Kotera, Shimizu et al. 2001; Goldszmid, Idoyaga et al. 2003).



Las CDs desempefnan un papel importante en la iniciacién, programacion y
regulacion de una respuesta inmune tumor especifica (Steinman and Banchereau
2007), pero todavia hay mucho por aprender de su funcién. Sin embargo, la mayor
parte de los esfuerzos se han centrado en la utilizacion del poder
inmunoestimulante de las CDs para utilizarlas en inmunoterapia contra el cancer
(Palucka, Ueno et al. 2007; Lesterhuis, Aarntzen et al. 2008).






Obijetivos

En 1957, hace mas de 50 anos, Prehn y Main (Prehn and Main 1957) demostraron
que la extirpaciéon quirargica de un tumor murino inducido quimicamente dejaba a
los ratones inmunes contra implantes (de otro modo letales) con células vivas de
ese tumor. En 1960 este hallazgo fue confirmado por Klein y colaboradores (Klein,
Sjogren et al. 1960) quienes mostraron que un sistema de vacunacién igualmente
eficaz contra tumores inducidos quimicamente, era el pretratamiento con células
tumorales irradiadas. Desde entonces, estos experimentos in vivo y también
numerosos ensayos in vitro han sido reproducidos por muchos investigadores que
demostraron, mas alla de toda duda razonable, que algunos tumores de animales
y seres humanos, expresan antigenos que pueden producir una respuesta T
dependiente contra el tumor. Sobre esta base, surgio la idea de que el cancer tal
vez pudiera ser eliminado por terapias inmunolégicas, que tendrian la virtud de ser
especificas contra el tumor sin tener los indeseables efectos toxicos colaterales de
la radio y la quimioterapia. Sin embargo, una enorme proporcidbn de ensayos
clinicos realizados en los ultimos 40 afos, han dado resultados desalentadores.

El fracaso de los tratamientos inmunolégicos contra el cancer se ha atribuido a
diversas causas. En primer lugar, se ha invocado la falta de inmunogenicidad o la
poca inmunogenicidad de los tumores tratados, sobre la base de que tumores
espontaneos de ratén, de rata, y presumiblemente humanos, exhiben por lo
comun una inmunogenicidad mucho menor que la de tumores experimentales
inducidos por dosis masivas de carcinégenos quimicos y virales (Hewitt, Blake et
al. 1976; Middle and Embleton 1981). Otra posibilidad es que los tumores, aun
cuando pueden ser inmunogénicos al iniciar su crecimiento, pueden sufrir
mutaciones a medida que crecen, dando como resultado la pérdida o la
disminucion de la expresion de sus antigenos, evadiendo de este modo el sistema
inmunolégico (Janeway C 2005).

Implicita en estas causas, invocadas para explicar la refractariedad de los tumores
establecidos a los tratamientos inmunolégicos, subyace la idea de que la eficacia
de estos tratamientos dependeria basicamente de la inmunogenicidad del tumor,



independientemente del estado del organismo donde éste se desarrolla. Por tal
motivo la gran mayoria de los protocolos de inmunoterapia antitumoral han
procurado y procuran mejorar la forma de presentar los antigenos tumorales al
sistema inmunolégico de manera tal de estimular mas eficazmente la respuesta
inmune destinada a rechazar el tumor, antes de que éste pudiera modular su
expresion antigénica.

Pero, ¢son necesariamente vélidas estas consideraciones? Si un tumor es muy
inmunogénico, y persiste como tal durante todo su crecimiento, jva a ser
relativamente sencillo eliminarlo con terapias inmunologicas? , O por alguna
razébn un organismo portador de tumor se hace refractario a las terapias

inmunolégicas independientemente de la inmunogenicidad del tumor?

Objetivo General:

El objetivo general de los experimentos realizados en esta Tesis es el de
responder a estas preguntas, para lo cual hemos utilizado un fibrosarcoma de
raton de la cepa BALB/c, inducido por el carcinbgeno quimico metilcolantreno al
que hemos denominado MCC, similar a los usados por Prehn y Main en sus

experimentos pioneros de 1957.

Objetivos Especificos:

a) Caracterizar el tumor MCC desde el punto de vista de su dindmica de
crecimientos y de su inmunogenicidad. Para esto Ultimo se utilizaran diversas
técnicas de vacunacion preventivas. También se emplearan estas mismas
técnicas no ya en forma preventiva, sino de manera terapéutica, con el objetivo de
determinar sus efectos sobre tumores establecidos, entendiendo como
establecido, siguiendo a Schreiber y col. (CITA), el tumor que tiene al menos 400-
500 mm®y 14 dias de evolucién.

b) Caracterizar durante el crecimiento del tumor MCC las modificaciones
producidas en las poblaciones celulares de bazo, sangre y medula ésea y las

alteraciones en la concentracion sérica de diversas citoquinas.



c) También se evaluaran los efectos producidos por el tumor MCC sobre la
diferenciacion de las células dendriticas a partir de precursores de la medula ésea,
ya sea usando medios condicionados de tumor o suero de portadores de tumor.

d) Silas terapias inmunoldgicas que servian como vacunas preventivas no fueran
utiles como vacunas terapéuticas para tratar tumores establecidos, entonces, se
estudiara la naturaleza de la refractariedad del organismo portador de tumor frente
a esas terapias.

Sobre la base de este conocimiento se intentara eliminar o atenuar la accién
de los agentes causales de esa refractariedad para, después de esto, aplicar
terapias inmunoldgicas que estimulen el sistema inmune del hospedador
para dirigirlo contra el tumor.






Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratones BALB/c de ambos sexos, entre 2 y 4 meses de edad. Los
ratones fueron provistos por nuestro bioterio de la Divisibn de Medicina
Experimental de la Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires y fueron
mantenidos con pellets Cooperation (San Nicolas, Bs. As.) y agua ad libitum.
Los animales fueron equiparados por sexo y edad en cada experimento y su
cuidado se realizé de acuerdo a las normas éticas del Nacional Institute of
Health (NIH Guide and Use OF Labotarory Animals) seguidas por la Academia
Nacional de Medicina, lugar donde se realiz6 este trabajo.

Tumor

MCC: Fibrosarcoma, inducido en un ratébn macho de la cepa BALB/c de 5
meses de edad, 3 meses después de la implantacién subcutanea de un pellet
de 3-metilcolantreno. Es un tumor de crecimiento lento que se conserva en
nitrégeno liquido y se mantiene por pasajes singenéicos subcutaneos. En este
trabajo se uso6 entre los pasajes 20 y 30. Mas detalles de este tumor han sido
reportados previamente (Franco, Bustuoabad et al. 1996; Franco, Bustuoabad
et al. 2000).

Medio de cultivo

Para los cultivos celulares se utilizd6 medio RPMI-1640 (Gibco, Grand Island,
NY, USA). Cuando fue necesario el medio fue suplementado con 10% de suero
fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA) (inactivado por calor, 56°C por 30
minutos), 2mM L-Glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml de
estreptomicina y suplementado con 5x10° M 2-mercaptoetanol (medio

completo).



Calculo del volumen tumoral.

Se calcul6 de acuerdo a la férmula de Attia y Weiss (Attia and Weiss 1966)
utilizando un calibre para hacer las mediciones. Volumen tumoral= a x b® x 0,4,
donde a y b son los diametros mayor y menor respectivamente. Dicha férmula
permite calcular el equivalente a la masa tumoral sin el sacrificio de los

animales.

Dosis Tumoral 50

La dosis tumoral 50 (DT s0) es definida como el nimero de células tumorales
capaz de crecer en el 50 % de los ratones. Se la calcula utilizando el método

de Reed y Muench. Cada tumor tiene una DT 5, caracteristica.

Analisis Histologico

Se utilizaron cortes histologicos de piel incluyendo el tumor a analizar, fijados
con 10% de formaldehido en PBS e incluidos en parafina Leica histowax,
mezclando con polimeros aditivos. Se obtuvieron secciones semi-seriadas (3-5

um) que fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E).

Preparacion de Extracto Acelular de Tumor

Se realizé la extraccién del tumor MCC, agregando por cada gramo de tumor
7-10 ml de PBS estéril. Luego los fragmentos fueron disgregados pasandolos a
través de Mesh (malla metalica). Alicuotas del filtrado fueron tomadas para
contar el nimero de células y verificar la viabilidad celular, coloreandolas con
Trypan Blue. Las células luego fueron lisadas mediante 4 ciclos de
congelamiento (inmersion en nitrégeno liquido por 60 segundos) Yy
descongelamiento (inmersién en agua a 40 °C por 5 minutos). Posteriormente
se realizaron dos centrifugaciones, la primera a 1000 rpm durante 10 minutos y
la segunda a 2500 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron



sonicados durante 40 minutos, luego pasados por filtro de 0.2 um vy
posteriormente ajustados para contener 7,5 ug/ml de proteinas. La
determinacién del contenido proteico se hizo por el método de Bradford
(Bradford 1976). Por ultimo los extractos, se fraccionaron en alicuotas de 1 ml
para ser conservados a -70° C (Nestle, Alijagic et al. 1998).

Obtencion de medio condicionado con GM-CSF murino

Se empleo la linea celular J558 descripta por Zal y col. (1994), que proviene
de células del mieloma X63-Ag8 transfectadas con el vector de expresion
BCMGNeo (Karasuyama and Melchers 1988) y que contiene el ADNc que
codifica para el factor estimulador de colonias de granulocito-macréfago (GM-
CSF) murino. Las células se cultivaron en IMDM suplementado con penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, L-glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 59
UMy 10% SFB (IMDM-10). Periédicamente se realizo una seleccidn positiva
del stock de células J558 con G418 (sigma), ya que el vector transfectado
incluye un casete de resistencia a dicho compuesto. El cultivo de seleccion se
realizo en IMDM-10 conteniendo 1mg/ml de G418. El stock de J558 se
preservo alicuotando en ampollas en N liquido sin G418 en una mezcla de
1/10 partes de dimetilsulféxido (DMSQO) en SFB. Para la preparacién periédica
de medio condicionado, se descongelados ampollas de stock, y se cultivaron
en suspensién en IMDM-10 en presencia del factor de seleccion en botellas de
cultivo de 25 cm? (Corning). Luego de 72 hs de cultivo, las células se repicaron
en botellas de 75 cm? en una concentracién de 2x10° células/ml de medio sin
G418 y 72 hs mas tarde (fase estacionaria) se recolecto el sn de cultivo. El
medio condicionado asi obtenido fue fraccionado y conservado a -80°C hasta

su utilizacién.



Obtencion de Células Dendriticas

Se obtuvieron las células dendriticas (McDevitt, Munson et al.) a partir de
medula 6sea (MO) procesandolas de acuerdo a la técnica descripta por Inaba y
col (1992). Las células de medula ésea se extrajeron del fémur y de la tibia de
ratones BALB/c de 4-6 semanas de edad y se resuspendieron en medio RPMI
solo. Se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm y el pellet se
resuspendié en medio completo (1x10%ml) adicionandole 10-15% de medio
condicionado de la linea celular J588, productora de factor estimulante del
crecimiento-granulocito-macréfago (GM-CSF) (Inaba, Inaba et al. 1992). Al
tercer y sexto dia se levantaron las células con tripsina-EDTA (0,25%), se
centrifugaron 10 minutos a 1200 rpm y el pellet se volvié a resuspender en
medio completo conteniendo GM-CSF. Al cabo de 8 dias de cultivo, se obtuvo
una poblaciéon con mas del 80% de CD (CD11c") como se puede observar en
la Figura V.
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Figura V: Obtencion de CD. A) Dot Plot de la poblacion celular obtenida luego de 8
dias de cultivo en presencia de GM-CSF. B) Porcentaje de expresion de CD11c de
la poblacién total.



Para comprobar la funcionalidad de las CD obtenidas se incubaron
1x10°células/ml durante 24 horas con 5 pg/ml de LPS (un conocido inductor de
la maduraciéon de las CD). Como se observa en la Figura VI, la estimulacion
de las CD con LPS E. Coli 0111:B4 (Sigma- Aldrich) produce un aumento en la

expresion de CD86, CD40 y MHC Il (marcadores de maduracién) respecto de
las CD sin estimular (CDi).
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Figura VI: Las CD estimuladas con LPS (CDm) o sin estimular (CDi) se incubaron con

anticuerpos monoclonales especificos segun se describe en Materiales y Métodos (ver
mas adelante).

Maduracion de células dendriticas con extracto acelular de tumor MCC

La maduracién de las CD (1x10%/ml) se llevé a cabo incubandolas durante 24h
con extracto acelular del tumor MCC en relacién 4:1 (volumen de células

dendriticas: volumen de extracto acelular de MCC) en medio completo en tubos
de polipropileno.

Medio condicionado de tumor MCC

Para obtener medio condicionado de tumor primero se extrajo quirdrgicamente
tumor MCC vy luego fue disgregado en Mesh. Las células obtenidas fueron
resuspendidas en medio completo y centrifugadas por 10 min a 1200 rpm a

4°C. El pellet de células fue resuspendido nuevamente en medio completo y



cuantificado su concentracién. En placas de petri (Corning) se sembraron a
razén de 5x10° células/ml. A las primeras 24 hs y luego cada 48 hs la mitad el
medio fue reemplazado por medio completo fresco. En cada recambio, el
medio extraido fue centrifugado a 15 min a 1500 rpm a 4°C y el sn fue
alicuotado y guardado a -80°C para su posterior uso. El pellet de células fue

descartado.

Obtencion de linfocitos de ganglio linfatico

Para los ensayos que requirieron poblaciones celulares de ganglio linfatico, se
extrajeron por cirugia ganglios inguinales, axilares y laterales, eliminando
cuidadosamente el tejido graso circundante. Los ganglios fueron disgregados
a 4°C en Mesh en condiciones de esterilidad con medio de cultivo RPMI-1640
(Sigma) suplementado con 5% SFB (medio RPMI-5%). Los restos de tejido
capsular fueron removidos. Posteriormente la suspension celular fue
centrifugada 10 min a 1200 rpm en frio. El sedimento celular fue resuspendido
en medio RPMI-5%. La viabilidad y la concentracion celular fueron evaluadas
por recuento en camara de Neubauer y utilizando como colorante de exclusion

azul tripan-blue en una dilucién 1/20.

Citometria de flujo

Para la evaluacién de los diferentes fenotipos celulares en los diferentes
ensayos, las células obtenidas se lavaron dos veces en solucion FACS (PBS
suplementado con BSA 1% y NaNj3; 0,1%) a 4°C y fueron resuspendidas en
FACS suplementados con 2% SFB. Luego se incubaron las suspensiones
celulares con sus respectivos ac por 30 min a 4°C. Como control de marcacion
inespecifica, las células fueron incubadas simultaneamente con los
correspondientes isotipos (dependiendo de cada anticuerpo y fabricante).
Pasado el tiempo de incubacion las células fueron lavadas con FACS por 10
min a 1200 rpm a 4°C para quitar el ac sobrante. Luego las células fueron
fijadas a temperatura ambiente con paraformaldehido (PFA) al 0,5% en PBS y



conservadas en oscuridad a 4°C hasta ser adquiridas en el citbmetro de flujo.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa FCS Express (De
novo software, Los Angeles, CA).

Los ac utilizados (ver Tabla A) fueron ac monoclonales (mAb) conjugados con
fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) dependiendo cada caso (BD
Pharmingen, SanDiego, CA).

Tabla A: Anticuerpos monoclonales utilizados para el analisis de
citometria de flujo.

Anticuerpos
CD11c CD45/B220
MHCII (IAb) | CD19
CD80 CD11b
CD86 GR1
CD40 CD4
F4/80 CD8

CD25

Analisis morfologico de la activacion de los polimorfonucleares (PMN):

El procedimiento de citometria de flujo se basa principalmente en que los PMN
se pueden estimular de forma artificial, utilizando un compuesto no
fluorescente, el cual debe ingresar al interior del fagocito, para ser
transformado en fluorescente por parte de diversas especies reactivas
derivadas del oxigeno (ERDOQO). La fluorescencia asi emitida, es detectada por
el citbmetro de flujo. El fluorocromo mas utilizado para medir H202 (per6xido
de hidrogeno) intracelular es 123-Dihidrorodamina (123-DHR). Esta molécula
es directamente oxidada a 123 Rodamina la cual es excitable a 488nm y emite
a 515nm. El ingreso a la célula de 123-DHR es como un cromégeno permeable
que es convertido a 123-Rodamina y subsecuentemente localizado en las



mitocondrias. La conversion de molécula no fluorescente a fluorescente
depende completamente de los productos de oxidacién y no requiere catalisis
enzimatica (Robinson 1998).

Para ello de cada raton experimental se obtuvieron los PMN de periferia.
Mediante la separacion por gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (Coligan J
1994) PMN purificados (2,5x10° células) se incubaron con 123-DHR 1mM
(Sigma) a 37°C en 5% CO.. Luego las células fueron analizadas por citometria

de flujo.

Obtencion de suero de raton

Ratones normales o portadores de tumor fueron sangrados por el plexo retro-
orbital. La sangre fue guardada a 37°C por 1 hs para su coagulacion. El suero
fue obtenido luego de la centrifugacidén de la sangre y guardada a -20°C hasta
su uso. Para los ensayos de timidina tritiada, los sueros fueron

descomplementados a 56°C por 30 minutos.

Preparacion de células tumorales irradiadas

Células tumorales en suspensién (1x10° células/ml) fueron irradiadas con 90
Gy en una camara de plastico para irradiacion; rayos X fueron generados en un
aparato de radioterapia Philips 250/15 a 220 kV, 14 mA, y con un filtro de 1 mm

A1. La dosis de radiacion fue de 3.15 Gy min™ a una distancia de 29 cm.



Técnicas de inmunizacion: Activas

A.

Implantacidén y extirpacion del tumor

Los tumores fueron extraidos quirdrgicamente de los ratones cuando el
volumen alcanzado fue de 400-600 mm3. Dos semanas mas tarde, los

ratones se desafiaron en el franco opuesto con células tumorales vivas.

. Células tumorales irradiadas

Los animales fueron pre-tratados con dosis subcutaneas (s.c.) de 2-4 x 10°
células tumorales irradiadas, 7 y 14 dias antes del desafio con el tumor.

. Células tumorales inactivadas por calor

Se obtuvieron trozos de tumor de aproximadamente 1 mm?® para luego
calentarlos a 80-90°C por 30 segundos. Los animales luego fueron
pretratados subcutdaneamente con dichos fragmentos 7 y 14 dias antes del

desafio con el tumor.

. Células dendriticas pulsadas con lisado de tumor o con células

tumorales irradiadas

Luego de obtener CD maduras con el extracto acelular de MCC o con
células irradiadas, las células son centrifugadas a 300g por 10 minutos. El
pellet es resuspendido en medio RPMI-1640. Posteriormente los ratones
normales (sin tumor) fueron inoculados con dos dosis de 3 x10° DC en la
almohadilla plantal (intra foot pad, i.f.p), una por semana, dos semanas. A
los 7 dias post inoculacion de las células, fueron inoculados con células

tumorales vivas.

. Dosis sub-letales de tumor

Los ratones que luego de una primera dosis baja de células tumorales (<
5x10* células vivas de MCC) no presentaron crecimiento tumoral, fueron re-

inoculados con células vivas del mismo tumor.



Técnicas de inmunizacion: Pasiva

A. Ensayo de transferencia adoptiva.

Ratones normales fueron inoculados via intra-peritoneal (i.p.) con 10°
células de esplenocitos de ratones normales, inmunizados y portadores de
tumor. Para el tratamiento de vacunacién, la transferencia adoptiva fue
realizada 2 horas antes de la inoculacién s.c. del tumor. El indice de
sobrevida (IS) fue calculado como el cociente de los dias de sobrevida del
animal con el mdltiplo del nimero de ratones muertos y el numero de
ratones totales inoculados. El IS mide porcentaje de sobrevida y de
mortalidad

Tratamiento con anti-inflamatorios

Se inocularon 20 pg/raton (0.75 mg/kg de peso de ratén) de Dexametasona
(DX) fosfato sodico (Decadron Shock, SIDUS) por via i.p.

Indometacina (Sigma) fue diluido en 0.015 M de NaCl para obtener una dosis
de 0.5 mg/kg de peso de raton (10 pg/ratdén) y los animales recibieron dos

pequefas dosis por via i.p.

TNFR (proteina recombinante compuesta por el receptor dimérico soluble
humano p80 del factor de necrosis tumoral-a) ligado a la regién humana Fc de
lgG (TNFR:Fc, etanercept) fue cedido por John Wyeth (Buenos Aires,
Argentina). Cada raton recibié dos dosis i.v. de 100 ug de TNFR:Fc en 0.1ml de
solucién salina, descripto previamente (Mohler, Torrance et al. 1993;
Bustuoabad, Ruggiero et al. 2005).

Para poder neutralizar la interaccién de DX con el receptor de glucocorticoide
(GC), se ultimé RU-486 (Sigma), el cual es un andlogo de GC. RU-486 fue
inoculado en una sola dosis de 3mg/ml en 1,2 propanediol via i.p. 5 horas
antes de la inoculacién de DX.



Ensayo de inmunidad concomitante

Animales recibieron implante tumoral s.c. en el flanco derecho seguido, en
diferentes intervalos, por un segundo implante s.c. del mismo tumor en el flanco
izquierdo. Los controles son animales que solo reciben el implante del lado
izquierdo. El titulo de la inmunidad concomitante fue definido como el cociente
entre la TD50 del segundo desafio en animales portadores de tumor y la TDsg
de animales controles y expresado en funcion del volumen del tumor primario al
dia del desafio con el tumor secundario(Franco, Bustuoabad et al. 1996).

Estrictamente, la inhibiciobn de un segundo desafio del tumor en un anfitrién
portados de tumor no es en si mismo un indice de una inmunorespuesta
concomitante porque los ratones que llevan tumores grandes (en el caso del
MCC cuando el tamafio de tumor es > 2500 mm?®) a la hora del segundo
desafio del tumor son capaces de inhibirlo por un mecanismo no-inmunolégico
enteramente diverso, incluso, junto con el mecanismo inmunoldgico, concepto
mas amplio de la resistencia concomitante antitumoral (Ruggiero, Bustuoabad
et al. 1990; Prehn 1993; Franco, Bustuoabad et al. 1996; Ruggiero and
Bustuoabad 2006). Sin embargo, en este trabajo, probamos la inhibiciéon de un
segundo desafio del tumor inoculado en los ratones que llevaban tumores
primarios de MCC < 2500 mm®y en consecuencia, el efecto inhibitorio (cuando
era presente) se podrian asociar solamente dicho fenomeno inmunolégico, es

decir, la inmunidad concomitante.

Ensayo de parabiosis

Ratones parabidticos fueron preparados juntando pares de ratones con unién
parabidtica descripta previamente (50); la circulacién cruzada fue establecida a
los 7 dias, de acuerdo con experimentos anteriores (50). Los animales fueron
equiparados por sexo y edad en cada experimento y su cuidado se realiz6 de
acuerdo a las normas éticas del Nacional Institute of Health (NIH) y las propias

de nuestra institucion



Test Winn

La actividad antitumoral de células esplénicas de ratones normales,
inmunizados y portadores de tumor fue realizado mediante el test Winn in vivo
(Winn 1961), el cual consiste en la mezcla de dichos esplenocitos con células
tumorales en una relacibn 100:1. Las células tumorales luego fueron

inoculadas s.c y se midié el crecimiento tumoral.

Ensayo de citotoxicidad mediado por células

Células marcadas con °'Cr en 0.1 ml de medio completo fueron inoculadas en
diferentes suspensiones de células esplénicas en una proporcién 100:1 por 4
hs a 37°C en atmédsfera humidificada con 5% de CO.. Luego, se centrifugaron
las células y se midi6 la radiactividad tanto en el pellet como en el
sobrenadante en un contador Gamma (Beckman). El porcentaje de lisis
especifica se calculd como: [cpm sobrenadante/ (cpm pellet + cpm
sobrenadante)] x100. Mayores detalles de esta técnica fueron reportados
previamente (Franco, Bustuoabad et al. 1996). El ensayo se realizo por

cuadruplicado.

Determinacion de marcadores de inflamacion sistémica

Se obtuvo sangre por punciéon del plexo retrorbital. Se separé suero por
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min. Dicho procedimiento se realizé tanto
para medir la producciéon de TNF-a, IL-6 e IL-1B, como también de proteina C
reactiva (CRP) y proteina A amieloide (SAA). Una vez obtenidos las soluciones
se cuantificaron mediante la técnica ELISA (ver a continuacién).

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assaay) de captura

La técnica ELISA se utilizé para detectar las citoquinas IL-12p70, TNF-a, IL-10
(Ready-Set-Go, eBioscience), IL-1B e IL-6 (RD System, Minneapolis, MN,



USA), y las proteinas de fase aguda SAA y CRP (Immunology Consultants
Laboratory, Inc.; Newberg, OR; USA), dependiendo del ensayo y en todos los
casos se utilizo el protocolo detallados por el fabricante.

Tratamiento con acido all-trans retinoico (ATRA)

Para el protocolo con ATRA se utilizo de Roche Farma, Vesanoid®. El
Vesanoid se presenta en forma de cépsulas blandas de dos colores: amarillo
anaranjado / marrdn rojizo. Cada envase en frascos contiene 100 capsulas. El
Vesanoid® pertenece a un grupo de medicamentos conocidos como retinoides,
estructuralmente relacionados con la vitamina A.

Esta indicado para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (un tipo
de enfermedad de la sangre). La tretinoina (compuesto principal) reduce el
crecimiento de cierto tipo de células sanguineas enfermas. Se comercializa en
envases blister y frascos, con 100 capsulas.

Para poder administrar el contenido a los animales, cada capsula fue dividida
en dos mediante el uso de un bisturi. La solucién dentro de cada capsula fue
extraida mediante lavados con vaselina (2 ml por cada capsula). Durante todo
el proceso se trabajo en oscuridad. Una vez obtenida la mezcla, la solucién fue
suministrada via oral a cada animal experimental mediante el uso de jeringas
especiales. A cada animal se le suministro diariamente 1mg durante 15 dias,
comenzando con la primer dosis de DX y terminando 3 dias después de la
segunda dosis de CDs.

Western blotting

Las células fueron lavadas y lisadas con un buffer compuesto por 20 nMTris
(pH 8), 150 mM de NaCl, el 1% Nonidet P-40, EDTA de 200 uM, pirofosfato de
sodio, y 100 mM de fluoruro del sodio con inhibidores de proteasa. El lisado
correspondiente a la muestra enriquecida con 4x10° células T fue separada en
un gel del 10% SDS-PAGE en 200 V por 45 Min. El material luego es
transferido a una membrana de PVDF. Primero se realizo el bloqueo con 5%



BSA, y luego de sucesivos lavados, la membrana fue incubada con un
anticuerpo primario anti-p56'® (biotecnologia de Santa Cruz) a temperatura
ambiente por 2 hs y luego con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa. p56'* es una kinasa de la tirosina de la proteina de la familia del
src que se expresa en células de T y tiene un papel significativo en la
transduccion de la senal a través del receptor de la célula de T (Salvadori,
Martinelli et al. 2000).

Analisis estadistico:

Los valores se expresan como la media + error estandar (ES). Se utilizaron los
test T de student, Chi cuadrado (X?) y ANOVA de una sola via, post test de

Bonferroni, considerandose significativas las diferencias con p< 0.05.






Resultados

CAPITULO 1

1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL TUMOR MCC.

1.1. Cinética de crecimiento del tumor MCC.

Doce ratones recibieron 5x10° de células tumorales MCC por via
subcutanea (s.c.) en el flanco derecho. Como se observa en la Figura 1 el
crecimiento del tumor MCC fue relativamente lento al comienzo hasta el dia 25
aproximadamente, después de lo cual exhibié una brusca aceleracion hasta el dia
40. A partir del dia 40 el tumor continia su crecimiento de forma mas lenta hasta
producir la muerte del animal. Este tipo de curva — llamada Gompertziana- es
comun a una gran variedad de tumores. La sobrevida de los ratones portadores
del tumor MCC fue de 6116 dias (media * error estandar, ES)
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Figura 1: Cinética de crecimiento del tumor MCC en funcion del tiempo (dias)
luego de la inoculacién de 5x10° de células tumorales MCC por via subcutanea
(s.c.) en el flanco derecho.



1.2. Histologia del tumor MCC.

La Figura 2 muestra el analisis histopatolégico del fibrosarcoma MCC
donde se distinguen células fusiformes neopldsicas con marcada actividad

mitdtica.

Figura 2: Fibrosarcoma murino MCC. Tumor viable fusicelular con elevado
numero de mitosis (flechas) (H&E, 400x).

1.3. Caracteristicas de la inmunogenicidad del tumor MCC

Para evaluar la inmunogenicidad del tumor MCC se realizaron diferentes
estrategias activas y pasivas de inmunizacion: implantacion y extirpacién del
tumor, pre-tratamiento con dosis subletales de células tumorales, pre-tratamiento
con células irradiadas, pre-tratamiento con células muertas por calor, pre-
tratamiento con células dendriticas estimuladas con lisado tumoral o con células
tumorales irradiadas, y transferencia pasiva de linfocitos inmunes. El propdsito de
estas técnicas es impedir el crecimiento de un futuro implante de células tumorales
vivas de MCC. Medimos la DT50 (DTsp) del tumor (definida como el nUmero de
células tumorales inoculadas s.c. capaces de crecer en el 50% de los ratones)
tanto en ratones inmunizados como en ratones controles. A continuacién en la
Tabla 1 se muestran los resultados de los distintos ensayos de inmunizacién, ya

sean activos como pasivos.



Tabla 1: Inmunogenicidad del fibrosarcoma murino MCC expresado como
aumento de la DTsy en ratones pre-tratados con diferentes procedimientos de

inmunizacion respecto de la DTs, observada en ratones controles.

Ensayos de Inmunizacion DTs (n) ? DTso
tratados/control®

Activos: Estrategias de Vacunacion

-Implantacion y operacion > 5% 10°(4)" >100

-Dosis sub letales > 5x 10%(4)” >100

-Células irradiadas con rayos-X > 5x 10°(4)” >100

-Células inactivadas por calor 8x 10° (2)° 16

-CD pulsadas con lisado tumoral > 5x 10°(4)” >100

-CD pulsadas con células irradiadas con > 5x 10%(2)" >100

rayos-X

Pasivos:

-Transferencia de esplénocitos inmunes 2.8 x 10°(2)° 5.6
Control 5x 10*(6) 1

a: DTsp: Numero de células tumorales inoculadas s.c. capaces de crecer en
el 50% de los ratones; (n)= numero de experimentos; en cada experimento
hubo 12-24 ratones controles y 12-24 ratones que recibieron el
procedimiento de inmunizacion, que luego fueron desafiados con diferentes
dosis s.c. de células tumorales MCC, con lo cual se calculo la DTso en cada
caso. El error estandar (ES) nunca excedio el 10% del valor medio.

b: Relacion o cociente entre: DTsy del grupo tratado/ DTsy del grupo control

*: p< 0.01 comparado con el control

**: p< 0.001 comparado con el control

Los resultados de estos experimentos revelaron que el tumor MCC es fuertemente
inmunogénico dado que los diferentes métodos de vacunacién empleados fueron
capaces de impedir el desarrollo de implantes de MCC, incluso cuando el numero
de células tumorales implantadas fue muy alto (5x10° células).

Sin embargo, estos mismos procedimientos utilizados no ya como vacunas
preventivas sino como posibles herramientas o vacunas terapéuticas para tratar el
mismo tumor MCC una vez que se encuentra en crecimiento, no tuvieron ningun
efecto aun cuando el tamano del tumor a tratar fue muy pequeno. La Unica

excepcién fueron las células dendriticas estimuladas in vitro con extracto acelular



del tumor MCC. En efecto, cuando 3x10° de estas células fueron inoculadas en la
almohadilla plantar de ratones que albergaban un tumor MCC de 10-70 mm®, se
observo un retardo del crecimiento tumoral y una mayor sobrevida (76.0 + 8.4
dias; n= 6) que la observada en ratones controles portadores de MCC de igual
tamano inoculados con células dendriticas inmaduras o solucién fisiologica (60.1
+ 3.2 dias; n= 11, p< 0.05).

Sin embargo tumores poco mayores a 100 mm?® no fueron afectados por ninguna
de las terapias inmunoldgicas utilizadas, incluida la terapia con células dendriticas
maduras (Chiarella, Reffo et al. 2008).

1.4. Inicio y decaimiento de la inmunidad anti-tumoral durante el crecimiento
progresivo del tumor MCC

Al comienzo de su crecimiento (iniciado por la inoculacién s.c. de 5x10°
células tumorales), el tumor MCC genera una respuesta inmune anti-tumoral que
va creciendo progresivamente durante las primeras dos semanas después de su
inoculaciéon. Mas tarde, cuando el tumor supera los 500 mm?® esta respuesta
inmune desaparece bruscamente, por mecanismos que aun no han sido
comprendidos (Figura 3 A-E).

La inmunidad anti-tumoral durante el crecimiento del tumor MCC fue evaluada
usando 5 ensayos diferentes:
» Capacidad de un ratén portador de tumor de inhibir el crecimiento de un
segundo implante (Inmunidad Concomitante, Figura 3A).
» Habilidad de células esplénicas para transferir pasivamente inmunidad anti-
tumoral a ratones naive (Transferencia Adaptativa de inmunidad, Figura 3B).
» Habilidad de células esplénicas para contrarrestar la capacidad tumorogénica
de células tumorales cuando las células esplénicas son mezcladas con células
tumorales in vitro y luego inoculadas en ratones normales (Test de Winn,
Figura 3C).



» Habilidad de células esplénicas para matar especificamente a células
tumorales marcadas con °'Cr in vitro. (Citotoxicidad mediada por células,
Figura 3D)

= El nivel de tirosina kinasa p56'™, una proteina de transduccién de sefales
que se expresa en células T y que es activada luego de la unién del ligando al
TCR (Figura 3E).

Como se observa en la Figura 3A-D, cada uno de los pardmetros anteriores, se
expresa y luego decae después de que el tumor ha superado los 500 mm®. Del
mismo modo como se muestra en la Figura 3E, observamos que mientras células
T de ratones normales y ratones portadores de tumor <500 mm?® exhiben altos
niveles de p56'*, las células T de ratones portadores de tumor >500mm? exhiben
una profunda reduccion de la expresion de la proteina.

La temprana y transitoria respuesta anti-tumoral demostré ser especifica de tumor
y fue observada en ratones eutimicos pero no en nude (Franco, Bustuoabad et al.

1996) lo cual significa que es un mecanismo dependiente de células T.
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Figura 3: A) Inmunidad concomitante: expresada como la DTs, de un tumor
secundario MCC en ratones portadores de tumor MCC/DTsy en animales controles.
El gje de abscisa indica el volumen del tumor primario al momento del desafio del
tumor secundario. Cada punto representa la media + ES de 5 experimentos. * P <
0.002 comparado con ratones controles y ratones portadores de tumor MCC de
1,500 y 2,000 mm®; P < 0.05 comparados con ratones portadores de tumor MCC
de 800 mm®. ** P < 0.001 comparado con ratones controles y ratones portadores



de tumor MCC de 800, 1,500 y 2,000 mm®; P < 0.02 y P < 0.05 comparados con
ratones portadores de tumor MCC de 600 mm® y 100 mm®, respectivamente. B)
Ensayo de transferencia adoptiva. Ratones normales recibieron por via i.p. 1x10°
células esplénicas provenientes de ratones normales o ratones portadores de
tumor MCC de diferentes tamarios; 2 hs después del desafio s.c. con 5x10° células
tumorales viva. Cada barra representa la media + ES de 6 experimentos. I1S=
tiempo de sobrevida / t / n, donde t= numero de animales muertos y n= numero de
animales inoculados. *P < 0.01 comparado con ratones controles y ratones
portadores de tumor MCC de 1,100 y >2,000 mm>. ** P < 0.001 comparado con
ratones controles y ratones portadores de tumor MCC de 1,100 y >2,000. C) Test
de Winn. 50x10° células esplénicas de ratones normales o de ratones portadores
de tumor de diferente tamafio que fueron mezclados in vitro con 5x10° células
tumorales MCC y luego la mezcla inoculada s.c. en ratones néive. Cada barra
representa la media + ES de 5 experimentos. *P <0.001 comparado con ratones
controles y ratones portadores de tumor MCC de 1,500 y >2,000 mm?®. ** P < 0.001
comparado con ratones controles y ratones portadores de tumor MCC de 1,500 y
>2,000 mm®; P < 0.002 y P < 0.01 comparado con ratones portadores de tumor
MCC de 300 mm® y 800 mm®, respectivamente. D) Citotoxicidad mediada por
células. Se midié la actividad citotéxico de 2x10° células esplénicas de ratones
normales o ratones portadores de tumor de diferente tamafio sobre 2x10* células
tumorales marcadas con °'Cr. Cada barra representa la media + ES de 4
experimentos. * P < 0.01 comparado con ratones controles y ratones portadores de
tumor MCC de >2,000 mm°. ** P < 0.001 comparado con ratones controles y
ratones portadores de tumor MCC de >2,000 mm°® y P < 0.05 comparado con
ratones portadores de tumor MCC de 100 y 800 mm>. E) Niveles de p56"CK: en
esplénocitos T (4 x 10° células/calle) a través del crecimiento del tumor MCC. La
figura es representativa de uno de los dos experimentos realizados. Calles: M=
marker de peso molecular, J= células Jurkat (control positivo de expresion de
p56-°%), N= esplénocitos de ratones normales, TC=esplénocitos de ratones
portadores de tumor chico (<500 mm°®), TG= esplénocitos de ratones portadores
de tumor grande (1,500-2,000 mm®)



1.5. Evaluacion de las distintas poblaciones esplénicas durante el
crecimiento del tumor MCC

Durante el crecimiento del tumor MCC se pudo observar que las distintas
poblaciones esplénicas se fueron modificando. Tanto los linfocitos T (CD4" y
CD8"), los linfocitos B (CD19*/B220%) como las células dendriticas (CD11c")
exhibieron una reduccion significativa entre ratones controles (ratones sin tumor) y
ratones portadores de tumor chico (volumen tumoral <500 mm?®) con respecto a
los ratones portadores de tumor grande (volumen tumoral >500 mm?®) (Figura 4A).
Los ratones portadores de tumores chicos no mostraron diferencias significativas
con respecto a los ratones normales, aunque se observdé un aumento de células
dendriticas (CD11c*) que luego disminuyé en ratones portadores de tumores
grandes. Sin embargo los linfocitos T regulatorios (CD4*CD25") se vieron
aumentados. En la Figura 4B se muestra un grafico de puntos (Dot plot) de
citometria de flujo representativo del porcentaje de células dendriticas (CDs) de
bazo.

Contrariamente a lo observado con los linfocitos y las CDs, se observé un
aumento significativo en células GR1*/CD11b" en ratones portadores de tumor
grande. Estas células denominadas células supresoras o células mieloides
inmaduras (MDSC de sus siglas en inglés), se caracterizan por ser
fenotipicamente grandes y granulosas. En la Figura 5 se puede observar como
esta poblacién va aumentando a medida que el tumor crece (circulo), desde los
dias 7 y 15 post inoculacién de células tumorales MCC (tumores chicos, <500
mm?, TC) hasta los dias 23 y 30 (tumores grandes, >500 mm?®, TG).
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Figura 4: Evaluacion de las distintas poblaciones esplénicas durante el
crecimiento del tumor MCC. A) Porcentaje de distintas poblaciones esplénicas
obtenidas de ratones controles (normales, N), ratones portadores de tumor chico
(TC, volumen <500 mm?®), ratones portadores de tumor grande (TG, volumen
>500 mm®). La estadistica se realizé6 comparando los ratones normales vs. los de
tumor grande. Comparacion entre TG vs. N: * p<0.001; **p<0.01; *** p<0.05. Los
resultados representan la media + ES de 4 experimentos independientes. Los
numeros absolutos de esplénocitos de bazo fueron: TG [(5.53+ 0.80) x 10°, n=4
experimentos]: N [(1.3320.17) x 10°, n=4, p<0.01 vs. TG] y TC (<500 mm’)
[(2.0520.37) x108, n=4, p<0.05 vs. TG]. B) Dot plot representativo mostrando el
porcentaje de células dendriticas CD11c*de ratones normales y ratones portadores
de tumor grande
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Figura 5: Evaluacion del aumento de células mieloides inmaduras
(GR1/CD11b) en bazo durante el crecimiento del tumor MCC. E| grafico de
barras muestra los resultados representando la media = ES de 4 experimentos
independientes, donde N= ratones normales, TC= tumores chicos, <500 mm?® y
TG= tumores grandes, >500 mm?>. Los gréficos de punto son representativos de
uno de los cuatro experimentos. La estadistica se realizo comparando los ratones
normales vs. los tumor grande (*p<0.001).



En nuestro laboratorio también se evaluaron las modificaciones de las distintas
poblaciones de ganglio drenante y no drenante del tumor (Maglioco, Machuca et
al.), obteniéndose resultados similares a los observados en bazo.

Conclusion parcial

El fibrosarcoma MCC es un tumor fuertemente inmunogénico que despierta una
respuesta inmune antitumoral durante las primeras etapas de su crecimiento. Esta
inmunidad desaparece bruscamente cuando el tumor supera los 500 mm?.
Asociada a esta pérdida de inmunidad (conocida histéricamente como eclipse
inmunoldgico) se observd una absoluta incapacidad de cualquier estrategia
inmunolégica para afectar el crecimiento tumoral, aunque estas mismas
estrategias son muy eficaces para prevenir el crecimiento del tumor cuando se
aplican antes del implante tumoral. Coincidente con el eclipse inmunolégico, se
observé una significativa alteracién de las poblaciones de células esplénicas, a
saber una disminucion de la proporcion de los linfocitos T y B y de las células
dendriticas y un aumento de los linfocitos T regulatorios y de las células mieloides
inmaduras con fenotipo GR1/CD11b (MDSC).




CAPITULO 2

2. CELULAS DENDRITICAS Y SU RELACION CON EL TUMOR

2.1. Extracto acelular del tumor MCC induce la maduracion de células
dendriticas

En primer lugar se demostro que el extracto acelular de MCC (eaMCC)
induce la maduracién de las CDs, elevando los marcadores de maduracion
clasico: MHCII, CD80, CD86 y CD40 (Figura 6A) y produciendo las citoquinas IL-
10, TNF-a e IL-12p70 (Figura 6B).

2.2. Evaluacion fenotipica de las distintas poblaciones de médula 6sea
durante el crecimiento del tumor MCC

Quisimos evaluar el estado de los precursores de médula 6sea, para ver si

el problema de la falta de respuesta inmune hacia el tumor (cuando éste supera
los 500 mm®) estaba asociado, al menos en parte, a la inhibicién de la
diferenciacion de precursores mieloides a CDs.
Para ello obtuvimos las células de médula 6sea de animales normales, animales
portadores de tumor chico y portadores de tumor grande. Como el objetivo de esta
Tesis no se basa en la caracterizacidén de las distintas poblaciones celulares en los
distintos 6rganos, solo sefialaremos que en médula 6sea se observa un cambio
poblacional importante, al igual que el observado en bazo y ganglio (Maglioco,
Machuca et al.). A medida que el tumor MCC crece se modifican las poblaciones
(Figura 7A), dando como resultado una disminucién en macréfagos (F4/80), en LB
inmaduros y maduros (CD19/B220) y en CD plasmocitoides (CD11¢/B220) (Figura
7B) y un aumento significativo de las MDSC (Figura 7C). Por otro lado no se
observé una modificacion significativa en la proporcién de las CDs mieloides
(Figura 7D).
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Figura 6: Extracto acelular de MCC madura eficazmente a las CDs. A) Las CDs
(1x10°ml) se incubaron con: LPS (5 ug/ml) (como control positivo, CD-LPS) y
extracto acelular de MCC (1:4, CD-eaMCC) durante 24 hs para observar los
marcadores de maduracion y ademas se utilizaron CDs sin estimular (como control
negativo, CDs(-)). La expresion de CD40, CD86 y MHC Il se determind mediante
citometria de flujo. Los resultados expresan la media de intensidad fluorescencia
(MF1) como valores relativos + ES de tres experimentos representativos. * p<0.001
respecto del control. B) Evaluacion de la concentracion de TNF-a, IL-12p70 e IL-10
en los sobrenadantes de cultivo de CD(-), CD-LPS y CD-eaMCC. Los resultados se
expresan como la media = ES de tres experimentos. * p<0.001; **p<0.0001
respecto del control.
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Figura 7: Caracterizacion de las distintas poblaciones en médula ésea. A) Dot
plot mostrando las distintas poblaciones hematopoyéticas en ratones controles
(normal), ratones portadores de tumor chico (TC) y ratones de tumor grande (TG).
B) Analisis de las distintas poblaciones mediante la expresion de los marcadores
caracteristicos de cada poblacion: macrofagos (F4/80), linfocitos B (CD19/B220) y
células dendriticas plasmocitoides (CD11c/B220). C) Porcentaje de células
mieloides inmaduras de fenotipo GR1/CD11b de 3 experimentos independientes.
**0<0,001 con respecto al normal y TC. D) Porcentaje de CDs (CD11c) de 3
experimentos independientes.

2.3. Diferenciacion y maduracion de células dendriticas provenientes de
ratones con tumor

A partir de los resultados obtenidos de médula ésea (MO), en donde no se
observaron cambios en las proporciones de los precursores de las CDs mieloides,
decidimos evaluar el estado de dichas células en ratones portadores de tumor,
para ver si la falta de una respuesta anti-tumoral se debe, entre otras cosas, a la
dificultad de estos precursores de diferenciarse en CDs. Para ello se obtuvieron
precursores de CDs a partir de MO, de animales normales y animales portadores
de tumor grande y se diferenciaron en presencia de GM-CSF durante 8 dias.
Luego las CDs diferenciadas se maduraron con LPS por 24 hs, y se caracterizaron
los marcadores de maduracion (MHCII y CD40) y las moléculas co-estimulatorias
(CD86 y CD80).

Los resultados fueron analizados por citometria de flujo y demostraron que los
precursores de CDs a partir de MO de un animal con tumor diferencian y maduran
de igual forma que los precursores de ratones normales (Figura 8).
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Figura 8: Evaluacion fenotipica de precursores de médula osea de ratones
portadores de tumor. Caracterizacion del fenotipo de CDs derivadas de MO de
ratones normales (CD-N) y de ratones portadores de tumor (CD-T), obtenidas tras
8 dias de cultivo en presencia de GM-CSF y maduradas luego por 24 hs con LPS
(+LPS). Se analizé el perfil de expresion de los distintos marcadores de
maduracion por citometria de flujo. Las células fueron marcadas con anticuerpos
monoclonales conjugados con distintos fluorocromos. Los porcentajes de las
distintas poblaciones celulares fueron analizados a partir de una region enriquecida

en CDs (CD11c?). El presente es un experimento representativo de 3.



Del mismo modo cuando obtuvieron precursores de MO de ratones
portadores de tumor y se diferenciaron por 8 dias con GM-CSF y luego se
maduraron con eaMCC por 24 hs, la maduracion de las CDs fue tan efectiva que
cuando fueron maduradas con LPS (Figura 9). Las CDs diferenciadas de un raton
normal y de un ratén portador de tumor que no fueron maduradas con eaMCC
exhibieron curvas muy similares por lo que se decidié mostrar solo una (linea azul)

por cuestiones de claridad.
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Figura 9: Evaluacion fenotipica de precursores de médula 0sea de ratones
portadores de tumor. Caracterizacion del fenotipo de CDs derivadas de MO de
ratones normales (CD-N) y de ratones portadores de tumor (CD-T), obtenidas tras
8 dias de cultivo en presencia de GM-CSF y maduradas luego por 24 hs con
extracto acelular de MCC (eaMCC). Se analizé el perfil de expresion de los
distintos marcadores de maduracion por citometria de flujo. Las células fueron
marcadas con anticuerpos monoclonales conjugados con distintos fluorocromos.
Los porcentajes de las distintas poblaciones celulares fueron analizados a partir de



una region enriquecida en CDs (CD11c’). El presente es un experimento
representativo de 3.

Asimismo cuando se realiz6 la vacunacién con CDs derivadas de MO de
ratones portadores de tumor y maduradas in vitro con eaMCC, los resultados
fueron similares a los obtenidos con CDs provenientes de un ratéon normal
maduradas con eaMCC. Estos es, la vacunacion fue tan efectiva con CDs

derivadas de ratones portador de tumor como de ratones normales (Figura 10).
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Figqura 10: Vacunacion con células dendriticas provenientes de ratones
normales (CD-N) y ratones con tumor (CD-T). Evaluacion del crecimiento
tumoral y sobrevida. A) Los ratones recibieron una vacunacion almohadilla plantal
(intra food pad, i.f.p) con 3x10° CDs (N o T) (previamente estimuladas in vitro con
eaMCC) 10 dias antes de la inoculacién s.c. de 5x10° células MCC vivas El
crecimiento de MCC inoculados en ratones que recibieron CD(-) o solucion
fisiologica sirvieron como controles. *P<0.01; **: P<0.001. B) Curva de sobrevida
de ratones controles y ratones que recibieron la vacunacion con CDs (N o T). La
curva de las CD-N y CD-T fueron iguales y es por eso que se graficaron juntas.




2.4. ¢Son los factores tumorales responsables de la generacion de CDs

defectuosas?

2.4.1. Diferenciacion de las células dendriticas en presencia de factores

tumorales

Con el objeto de evaluar la posibilidad de que la falla en la respuesta

inmune antitumoral en ratones portadores de tumores grandes sea debido, entre
otras cosas, a factores liberados por el tumor que pueden generar una falla en la
diferenciacion en MO de precursores mieloides a CDs se llevo a cabo el siguiente
experimento. En primer lugar obtuvimos precursores de MO de ratones normales,
los cuales se diferenciaron en medio completo normal o medio condicionado de
tumor (al 50% o 100%), en presencia de GM-CSF. Al cabo de 8 dias de cultivo las
células obtenidas fueron marcadas con anticuerpos monoclonales para estudiar su
perfil (Figura 11A). Ademdas se tomaron los sobrenadante para evaluar las
citoquinas mediante la técnica de ELISA (Figura 11B). Los mismos resultados
fueron obtenidos al estudiar los precursores de MO provenientes de ratones
portadores de tumor grande.
Como puede verse en la Figura 11A las células que estuvieron en presencia del
medio condicionado de tumor no diferenciaron a CDs, por ser CD11c negativas.
Lo interesante fue que estas mismas células marcaron de forma positiva para
GR1/CD11b, dando como resultado MDSC. Al analizar los niveles de IL-10, TNF-a
e IL-12p70 en los sobrenadantes de estos cultivos, se pudo observar niveles altos
de IL-10 y de TNF-a y a su vez bajos niveles o nulos de IL-12p70 (Figura 11B).
Los datos revelados por los ELISAS corroboran que las células presentes en el
cultivo eran MDSC.
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FIGURA 11: Caracterizacion del fenotipo de precursores de MO en presencia
de medio condicionado de tumor MCC. A) Precursores de MO diferenciadas en
presencia de medio normal (Control), 50% medio condicionado (50% MC) o 100%
de medio condicionado (100% MC) tras 8 dias de cultivo con GM-CSF y
maduradas luego con LPS por 24 hs. Las células fueron marcadas con distintos
anticuerpos monoclonales. Los porcentajes de las distintas poblaciones celulares
fueron analizadas de una region enriquecida en células CD11c. Solo se muestran
los graficos con anti-GR1 y anti-CD11b. Ademas se muestra un histograma de GR1
con su respectivo grafico de barras. Tanto el Dot Plot como el histograma son
representativos de 5 experimentos independientes. B) De los mismos cultivos
fueron recolectados los sobrenadantes a los cuales luego se les midieron por la
técnica de ELISA distintas citoquinas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
(100% vs LPS).



Cuando los precursores de MO fueron incubados con medio condicionado de
tumor (al 50% o 100%) se observé que se diferenciaban menos a CDs,
observando menos nidos (caracteristicos de que las CDs se estan diferenciando
correctamente), asi como también se observaron mas células adherentes. A cabo
de 8 dias de diferenciacion la mayoria de las células eran fenotipicamente mas
grandes y granulosas que CDs, o con vacuolas. Asimismo se observé una mayor
citotoxicidad cuanto mayor era el porcentaje de medio condicionado. Esta
citotoxicidad no era debida a la falta de nutrientes, ya que los medios fueron
suplementados con aminoacidos esenciales asi como también con SFB.

Esto demuestra que los precursores de CDs son afectados claramente por los
factores liberados por el tumor, no solo impidiendo la diferenciacion hacia células
dendriticas, sino ademas favoreciendo la expansién de las células mieloides
inmaduras o supresoras (MDSC) con fenotipo GR1/CD11b.

Asimismo cuando los precursores de MO fueron incubados en presencia de suero
de ratones portadores de tumor, se observd una significante disminucion en la

diferenciacion de los precursores obtenidos de MO a CDs (dato no mostrado).

Conclusion parcial

El extracto acelular del tumor MCC madura eficazmente a las células dendriticas
provenientes de precursores de médula 6sea tanto de ratones normales como de
ratones portadores de tumor. Por otro lado se demostré que los precursores de
MO tanto de ratones normales como de portadores de tumor no se diferencian
eficazmente a CDs en presencia de factores liberados por el tumor, desviandose
en este caso la diferenciacion hacia células mieloides supresores inmaduras
(MDSC). Esto significa que, la pérdida de respuesta inmune antitumoral en
portadores de tumor grande podria deberse, al menos en parte, a que el tumor
produce factores que son liberados a la corriente sanguinea y que afectarian la
diferenciacion de precursores de MO a CDs. Esta falta de CDs dificultaria la

induccion de una respuesta inmune antitumoral eficaz.




CAPITULO 3

3. INFLAMACION Y TUMOR

3.1. Evidencia que la des-regulacion de la inmunidad concomitante esta

asociada a la aparicion de mecanismos supresores activos

El estado de tolerancia hacia el tumor MCC observado en ratones portadores
de tumor cuando éste ha superado los 500 mm?® (eclipse inmunolégico, ver punto
1.4) podria ser atribuido a mecanismos de delecion clonal (por ejemplo de células T
inmunes al tumor) o a mecanismos de inmunosupresion activa. Para distinguir entre
ambas alternativas, se realizaron parabiosis entre ratones tolerantes e inmunes.
Como controles se efectuaron parabiosis entre ratones inmunes y normales y entre
normales y normales. Como ratones tolerantes empleamos portadores de tumor
MCC de mas de 500 mm?; como ratones inmunes utilizamos aquellos que habian
sido vacunados contra MCC usando células MCC irradiadas. Ratones normales
fueron aquellos sin tumor que no habian recibido ningun tratamiento. La parabiosis
es la unién experimental de dos individuos que a partir del establecimiento de la
unién, comparten una misma circulacion.

Si la delecién clonal jugara un papel importante, la transferencia de linfocitos de un
ratdbn inmune a un raton tolerante unido en parabiosis al primero, deberia revertir el
eclipse inmunolégico al reemplazar un tipo celular que habia sido eliminado del
ratdbn tolerante. Por otro lado, si mecanismos de supresion activa fueran
responsables del estado de tolerancia aquella transferencia seria incapaz de revertir
el eclipse, porque la inmunidad transferida seria esterilizada por esos mecanismos
supresores.

Para evaluar el estado de tolerancia o inmunidad, cada miembro del par en
parabiosis fue desafiado, en el dorso, con 2x10° células MCC vivas, 9 dias después
de haberse realizado la parabiosis.



Como puede observarse en la Tabla 2, en el par tolerante-inmune, las células
tumorales crecieron en todos los animales (6/6), tanto tolerantes como inmunes,
indicando que la parabiosis no solo fall6 en revertir el eclipse inmunoldgico en los
tolerantes, sino que convirtié a los inmunes en tolerantes. Por el contrario, en el par
inmune-normal, el estado inmune pudo ser transferido al ratén normal, ya que
cuando el ratébn normal fue desafiado con células tumorales MCC, estas no
crecieron. Estos resultados sugirieron fuertemente que el eclipse inmunolégico
puede estar mediado por mecanismos de supresidn activos. Si este fuera el caso,
se podria explicar la refractariedad a las terapias inmunolégicas en tumores
establecidos, porque cualquier mecanismo activo que suprima la respuesta inmune
en ratones portadores de tumor contra su propio tumor, puede también suprimir

cualquier intento activo o pasivo de una inmunoterapia antitumoral.

Tabla 2: Falla en la eliminacion de Ila tolerancia en ratones portadores de

tumor MCC en parabiosis con ratones inmunes

Ratones en Ratones con tumor MCC/ total®

parabiosis Tolerante Inmune Normal
Tolerante x Inmune 6/6 6/6 .
Inmune x Normal 0/4 0/4
Normal x Normal 9/9

a: numero de ratones a los cuales les crecio el tumor luego del desafio con células
tumorales vivas / numero total de animales inoculados. El desafio tumoral fue de
2x10° células tumorales MCC en el dorso de cada miembro del par de animales en
parabiosis, luego de 9 dias de haber sido realizada la parabiosis.

b: ratones tolerantes son ratones portadores de tumor MCC >500 mm?® , creciendo
s.c. en el flanco opuesto a la union en parabiosis. Ratones inmunes son animales
inoculados con células tumorales MCC irradiadas 14 y 7 dias antes de la
parabiosis. Ratones individuales (es decir no unidos en parabiosis) tanto tolerantes
como normales fueron incapaces de rechazar un implante con 2x10° células
tumorales MCC en 5/5 y en 9/9 casos respectivamente. Ratones inmunes
individuales rechazaron el implante tumoral en 6/6 casos.

**p<0.05

**:p < 0.01



3.2. El crecimiento del tumor MCC se encuentra asociados a un proceso de

inflamacion sistémica

Durante el crecimiento del tumor MCC hemos detectado dos picos de
inflamacion sistémica evidenciados por un aumento de polimorfonucleares (PMN)
circulantes, y en la concentracidén sérica de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-
a, IL-1B e IL-6 y de las proteinas de fase aguda CRP (C reactive protein) y SAA
(serum A amyloid).

El primer pico es relativamente pequeio y transitorio, ya que fue detectado sélo
durante la primera semana luego de la inoculacion del tumor. Posiblemente este
pico representa la respuesta del organismo ante el trauma de la inoculacién, ya
qgue un pico similar ha sido obtenido después de la inoculacion con fibroblastos
normales. Por otro lado, el segundo pico se observé luego de 14 dias, al mismo
tiempo que el tumor comenz6 a crecer exponencialmente, y coincidente con el
inicio del eclipse inmunoldgico. Este segundo pico fue, en general, mas
prominente que el primero y su intensidad fue proporcional al tamafno del tumor
(Figura 12A-F). Estudios histoldégicos mostraron que entre los dias 5y 14 después
de la inoculacién de las células tumorales, el tumor incipiente era infilirado
preferencialmente por linfocitos (Figura 12G). Sin embargo, a medida que el tumor
crecia y que los PMN aumentaban en circulacién, también aumentaba el

porcentaje de PMN que infiltraba el tumor (Figura 12H).
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Figura 12: El crecimiento del tumor MCC esta asociado a una condicion de
inflamacion sistémica. EL crecimiento subcutaneo del tumor MCC fue
acompanado por ciertos parametros de inflamacion sistémica, evidenciada tanto
por un aumento de neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) (A) como por un
aumento de la concentracion sérica de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a (B),
IL-18 (C), e IL-6 (D), y de las proteinas de fase aguda CRP (E) y SAA (F) (lineas
negras). En C1 Y F1 se observan los graficos completos, y en C2 y F2 se
descartan los dias 24 y 34, para observar mejor el pico inicial al dia 2 de IL-18 y al
dia 3 de SAA, respectivamente. Cada punto representa la media + ES de 2-4
determinaciones de citoquinas y proteinas de fase aguda y la media + ES de 3-10
determinaciones de conteo de PMN. Comparacion con valores normales: a P<
0.001, b P<0.01, c P <0.05, d P < 0.02. Comparacion entre el sequndo pico (dias
34-48) y el primer pico (dias 2-7) de inflamacién sistémica: °P < 0.002, FP <0.001;
YP <0.01. El infiltrado peritumoral en tumores pequenos (<500 mm3)
preferentemente esta compuesto por linfocitos (G) y en tumores grandes (1,500—
2,000 mm®) por PMN (H) (X400). Las lineas en color verde (flecha) representan
los valores observados luego del tratamiento con una sola dosis de dexametasona
(DX) (0.75 mg/kg ratén) via i.p. (ver mas adelante, punto 3.3). Comparacion entre
grupo control y el grupo con el tratamiento son: 'P < 0.05, °P < 0.002, °P < 0.001,
‘P <0.01.

En ratones portadores de tumor grande, no solo observamos un gran numero de
PMN maduros e inmaduros, sino que ademas pudimos observar un gran numero
de precursores mieloides en diferentes estados de diferenciacion que eluian
aproximadamente en el mismo lugar que los PMN en el gradiente de Ficoll-
Hypaque. Estos precursores mieloides y también muchos de los PMN circulantes
observados, pueden incluirse en lo que recientemente se ha dado en llamar
MDSC (Gabrilovich and Nagaraj 2009). Se tratan de células con fenotipo
GR1/CD11b (como ya estuvimos mencionando), con un tamafo mayor al de los
PMN observados en los ratones normales o portadores de tumor chico (Figura
13A), y exhiben un significativo nivel de activacidén. La activacion, asociada a la
liberacion de grandes cantidades de especies reactiva del oxigeno (ROS), se
evalué utilizando el croméforo 123-Dihidrorodamina (123-DHR), y como puede
observarse en la Figura 13B, los PMN y los precursores mieloides de tumor
grande generan mas cantidad de 123-Rodamina que los controles, indicativo de
una mayor produccion de ROS.



En contraste con el gran aumento de PMN circulantes, el numero de linfocitos
circulantes permanecié constante a través del crecimiento tumoral, con valores no

muy diferentes a los normales (6955 + 556 linfocitos/pl; n=6).
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Figura 13. Analisis morfolégico por citometria de flujo de polimorfonucleares
(PMN) y precursores mieloides circulantes. A) Cambio en el fenotipo de PMN y
precursores mieloides (elipse roja) circulantes a través del crecimiento del tumor
MCC. Ratones normales (control), portadores de tumor chico (< 500m°), y de tumor
grande (1500-2000 mm®). B) Determinacion de la activacién de PMN circulantes en
ratones controles y portadores de tumor MCC grande mediante la liberacion de
123-Rodamina. Figura representativa de 3 experimentos independientes.

Nota: desde el punto de vista de su ubicacién en el gradiente de Ficoll-Hypaque y de su
localizacién en el dot plot, no hemos podido distinguir entre PMN y precursores mieloides,
y de hecho cuando hablamos de PMN en esta Tesis incluimos a los precursores mieloides
(MDSC).



3.3. Tratamiento anti-inflamatorio con dexametasona revierte los parametros
de inflamacion sistémica asociados al crecimiento progresivo del tumor
Mcc

La correlacion temporal entre inflamacion sistémica y eclipse inmunolégico
observada durante el crecimiento del tumor MCC, sugiri6 la posibilidad de que
éste (el eclipse) pudiera ser causado, al menos en parte, por aquélla (inflamacion
sistémica). Los tres hechos siguientes dan mayor peso a esta posibilidad. En
primer lugar y segun se ha desarrollado en el capitulo anterior (ver punto 2.3) la
dramatica expansiéon de MDSC en circulacién y bazo observada durante el
crecimiento de MCC, es un reflejo de la incapacidad de precursores mieloides de
diferenciarse, entre otras cosas, a CDs. Esto indudablemente deteriora la
capacidad del animal portador del tumor para mantener una efectiva respuesta
inmune antitumoral. En segundo lugar, las células MDSC parecen ejercer, segun
datos de diversos laboratorios, un significativo efecto inmunosupresor a través de
la inhibicion de células CTL, la induccion de Treg y también como consecuencia
de su habilidad para diferenciarse en TAM (macrofagos inmunosupresores
asociados al tumor). En tercer lugar, la proliferacién de células esplénicas inmunes
contra el tumor MCC incubadas in vitro con antigeno tumoral (una medida in vitro
de respuesta inmune antitumoral) fue inhibida cuando estas células fueron co-
cultivadas con suero de ratones portadores de tumor grande, que exhibian una
alta concentracién de citoquinas pro-inflamatorias y de proteinas de fase aguda
(Tabla 3). No se observé tal inhibicion cuando las células inmunes fueron co-
cultivadas con suero de ratones normales o de portadores de tumor pequefio que

no exhiben una alta concentracion de moléculas pro-inflamatorias.

Para inhibir la inflamacion sistémica utilizamos varias estrategias anti-
inflamatorias. La primera fue a través del empleo de corticoide sintético
dexametasona (DX), que, utilizado en una dosis relativamente baja (0.75 mg/kg
por via i.p.), redujo significativamente los parametros de inflamacién sistémica,
observandose un efecto maximo en circulacion entre los 3 y los 5 dias después del

tratamiento [Figura 12 (linea verde)]. De igual modo, DX redujo significativamente



el numero de células MDSC de bazo mientras que por el contrario aumento el
namero de CDs y de linfocitos T y B esplénicos (Figura 14) y de ganglio
(Maglioco, Machuca et al.). Ademas el tratamiento con DX revirtio el efecto
inhibitorio del suero de ratones portadores de tumor grande sobre la proliferacion
in vitro de esplénocitos inmunes en presencia de antigeno tumoral (Tabla 3). Se
utilizaron otras estrategias anti-inflamatorias usando indometacina y el receptor
dimérico de TNF-a (TNFR), obteniéndose efectos anti-inflamatorios
cualitativamente similares a los observados con DX aunque cuantitativamente

menos importantes (Chiarella, Vulcano et al. 2008)

Tabla 3: Efecto del suero de animales portadores de tumor MCC grande
sobre la proliferacion in vitro de células esplénicas inmunes contra el tumor
MCC en presencia de antigeno tumoral (extracto de MCC)

Incorporacion de timidina *[H] por células esplénicas (CPM * SE)"
Dilucién MCC Normal MCC MCC Medio solo
final del 2000 mm® 2000 mm®+ 2000 mm°®+
suero DX-3 DX-7
--- 22117+ 981
1:2 3757 + 749° 8507 +730 10389 +213 3107 +217°
1:4 6072 +691° 13688+ 1267 14543 +1324 4567 + 234
1:8 9707 £1014° 15048+ 1219 14340 +677 11245+ 10059
1:16 10184 +784% 15367 +533 15485 + 1248 13034 + 1369
GlUse/ml > 160 28.1 22.9 78.5

(1)Cada valor es la media de 3-6 experimentos, excepto Medio solo (n=12) y para la
dilucién 1:2 de MCC 2000 mm® y MCC 2000 mm® + DX -3 (n=2)

a: p < 0.05 vs normal y P < 0.02 vs MCC 2000 mm® + DX-3

b :P < 0.001 vs normal y MCC 2000 mm® + DX-3

¢ :P < 0.05vs normal y P < 0.01 vs MCC 2000 mm® + DX-3

d :P < 0.001 vs normal y P < 0.05 vs MCC 2000 mm® + DX-3

e :P < 0.001 vs normal y MCC 2000 mm® + DX-3

f:P < 0.01 vs normal y MCC 2000 mm® + DX-3

g :P < 0.05 vs MCC 2000 mm® + DX-3
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Figura 14: Evaluacion de las distintas poblaciones esplénicas durante el
crecimiento del tumor MCC luego del tratamiento con dexametasona.
Porcentaje de distintas poblaciones esplénicas obtenidas de ratones normales (N),
ratones con tumor chico (TC, volumen < 500mma3), ratones con tumor grande (TG,
volumen > 500mma3) y ratones con tumor grande en donde 10, 7 y 3 dias antes de
la extraccion del bazo se les aplico una dosis de dexametasona i.p. (0.75 mg/kg,
DX-10, DX-7, DX-3, respectivamente). Comparacion entre TG vs. N: a p<0.001; b
p<0.01; ¢ p<0.05. Comparacion entre TG+DX-3 o TG+DX-7 vs. TG: a p<0.002. B p
<0.02; yp<0.001; 6 p <0.05 ¢ p <0.01. Los resultados representan la media *
ES de 4 experimentos independientes. Los numeros absolutos de esplénocitos por
bazo fueron similares TG [(5.53+ 0.80) x 10°, n=4 experimentos] y TG + DX-3, TG
+DX-7y TG + DX-10 [(5.37+ 0.82) x 10°, n=12]. Para propésitos comparativos, los
datos de N, TC y TG fueron reproducidos de la figura 4.



3.4. EIl tratamiento anti-inflamatorio con dexametasona revierte el eclipse

inmunoldgico

Uno de los métodos mas sencillos y directos para medir la respuesta
inmune anti-tumoral en un ratén portador de tumor es medir la inmunidad
concomitante contra un tumor secundario. Cuando el tumor primario MCC es
menor o igual a 500 mm?®, un implante es rechazado en el 100% de los casos. Sin
embargo cuando se hace un implante secundario en un ratén portador de tumor
que ha superado los 500 mm?®, éste implante secundario crece en todos los
casos, indicando que el organismo ha perdido la respuesta inmune antitumoral
que habia montado durante el crecimiento temprano del tumor: se dice entonces
que el animal ha entrado en un estado de “eclipse inmunolégico”. Ahora bien, para
evaluar si un tratamiento anti-inflamatorio era capaz de revertir tal eclipse se llevé
a cabo el siguiente experimento.

Ratones portadores de un tumor MCC grande (1500-2000 mm?®), que no habian
recibido ningun tratamiento adicional o que habian sido inoculados con DX (0.75
mg/kg por via i.p) tres dias antes, recibieron en el flanco contralateral del tumor
primario, un implante secundario de células tumorales MCC (5x10°).

Aunque el tratamiento con corticoides es inmunosupresor si se lo realiza en altas
dosis y en forma continuada, la utilizacién de una sola dosis baja, ha demostrado
ser eficaz para revertir la tolerancia a ciertos antigenos (Yoshihiko, 1989) y para
aumentar la inmunidad antitumoral en otros modelos de ratén (Yoichiro, 1987).

Como se muestra en la Figura 15A, se observd una inhibicion significativa del
tumor secundario en ratones tratados con DX, comparados con ratones controles.
La reversion del eclipse inmunoldgico mediada por DX dependia de la interaccion
de DX con los receptores de glucocorticoides, ya que ratones con DX que
recibieron al mismo tiempo RU-486 (antagonista de receptores de
glucocorticoides) no exhibieron tal reversiéon (Figura 15A).

A modo comparativo, también se utilizaron dos agentes anti-inflamatorios

distintos, la indometacina y el receptor dimérico de TNF-a (TNFR), inoculados 1 o



3 dias, respectivamente, antes del implante secundario del tumor. Ambos

revirtieron parcialmente el eclipse inmunolégico, pero la inhibicién del implante

secundario no fue tan marcada como la observada con DX (Figura 15B),

paralelamente a su menor efecto anti-inflamatorio (ver punto 3.3).

La reversion del eclipse en ratones tratados con DX fue evidenciada ademas por

los siguientes hechos:

>

Estudios histologicos mostraron una infiltracion abundante de células
mononucleares en el tumor secundario (Figuras 15C, D) mientras que, por
otro lado, en los ratones portadores de tumor sin tratar, el tumor secundario
crecio sin infiltracion linfocitaria (Figura 15E).

La inhibicion del implante secundario fue especifica, ya que cuando los
ratones fueron desafiados con dos tumores no relacionados
inmunolégicamente (el fibrosarcoma MC-B y el linfoma LB) no se observé tal
inhibicién (Chiarella, Vulcano et al. 2008).

Células esplénicas de estos mismos ratones recobraron la habilidad para
transferir inmunidad antitumoral a ratones néive. En efecto, el indice de
sobrevida de los ratones que recibieron el implante de células tumorales MCC
s.c. mas la inoculacion i.p. de células esplénicas de ratones portadores de
tumor tratados con DX, fue significativamente mayor (97,8 + 6.0 dias; n=3
experimentos) que el de ratones que recibieron MCC y células esplénicas de
ratones portadores de tumor sin tratar (62.5 + 4.0 dias; n=3 experimentos;
p<0.01).

La inhibicion dependié de la presencia de células T. En efecto, en los ratones
portadores de tumor tratados con DX que recibieron 100 pl de mAb anti-CD3
dos dias después de la inoculacién de DX y luego dos veces por semana
hasta terminar el experimento, no se observé inhibicion del crecimiento del
segundo implante tumoral (ver Figura 15A). La deplecion selectiva de células
T fue confirmada por citometria de flujo.

Los niveles de p56'* (una proteina de transduccion de sefales que se expresa
en células T y que es activada — fosforilada — después de que el ligando se ha



unido a su TCR) fueron normalizados o casi normalizados en células T

esplénicas después del tratamiento con DX. En efecto, usando Western

Blotting, pudimos demostrar que mientras los esplénocitos T de ratones

portadores de tumor exhibian un bajo nivel de p56'* comparado con ratones

normales, estos valores fueron aumentados a valores normales o casi

normales 3 y 8 dias después de tratamiento con DX (Figura 16).

Volumen Tumoral (mm?)

Volumen Tumoral (mm3)

800

TTEERE

400+

Eclipse + DEXA
Eclipse

Control

Control + DEXA
Eclipse + DEXA + RU

Eclipse + DEXA + Anti-CD3

200+

15

Dias post inoculacion Tumor Secundario

B

750

500+

-o— Eclipse + DX
- Eclipse + Indo

—4— Eclipse + TNFR
- Control

0 5 10

Dias post inoculacion Tumor Secundario

15

20

Figura 15: Tratamiento con DX retarda el crecimiento del tumor MCC. (A)
Reversion del eclipse inmunolégico mediante DX evidenciado por la restauracion
de la capacidad de ratones portadores de tumor grande MCC para retrasar el
crecimiento de un implante tumoral secundario MCC (inmunidad concomitante).
Ratones portadores de tumor MCC de 1500-2000 mm°® (tumor primario), que
habian recibido una dosis de DX (0.75 mg/kg por via i.p) tres dias antes, fueron




desafiados con 5x10° células tumorales MCC (tumor secundario) en el flanco
contralateral (eclipse + DX, n=14). Ratones con tumor primario sin tratar (eclipse,
n=16), como también ratones normales sin tratar (control, n=16) o tratados con DX
(control + DX, n=10) fueron también desafiados con 5x10° células tumorales MCC.
El crecimiento del tumor secundario también fue evaluado en ratones portadores
de tumor que recibieron ademas de DX, un antagonista de glucocorticoide, RU-
486 (eclipse + DX + RU; n=3) o anticuerpos anti-CD3 (eclipse + DX + anti-CD3;
n=6). La comparacion estadistica entre el grupo Eclipse + DX y los otros grupos al
dia 11 son: P < 0.01 vs eclipse y control + DX; P < 0.001 vs control y eclipse + DX
+ RU; P < 0.02 vs eclipse + DX + anti-CD3. Dia 16: P < 0.001 vs todos los otros
grupos. Dia 20: P < 0.01 vs control; P < 0.002 vs eclipse y control + DX; P <0.001
vs eclipse + DX + anti-CD3 y eclipse + DX + RU. (B) Reversion del eclipse
inmunoldgico mediante la utilizacion de indometacina (eclipse + indo) y el receptor
del factor de necrosis tumoral (eclipse + TNFR) como evidencia de la restauracion
de la capacidad de los ratones portadores de tumor grande (1500—-2000 mm3)
para retrasar el crecimiento de un implante tumoral secundario de 5x105 células
tumorales MCC via s.c. La comparacion estadistica entre el grupo Eclipse + DX vs
Control: dia 11: p < 0.01; dia 16: p < 0.001; dia 20: p < 0.002. Entre Eclipse + DX
vs Eclipse + TNFR: dias 11, 16 y 20: p < 0.01. Entre Eclipse + DX vs Eclipse +
indo: dia 20: p < 0.05. Entre Eclipse + TNFR y Eclipse + indo vs control: dias 16 y
20: p < 0.05. (C) Histologia de una seccion de piel donde se produjo el rechazo de
un implante tumoral MCC secundario en el grupo de ratones Eclipse + DX (25 dias
después del implante secundario). En la figura se puede observar una densa
infiltracion linfocitaria (L) seguido por una densa area fibrdtica (F) rodeando el
tumor MCC (T) (HE, X100). D) Aumento de la figura C mostrando una reaccion
inmunolégica con abundantes células mononuclares infiltrando el tumor (HE,
X400). E) Tumor MCC secundario en un ratén portador de tumor MCC sin tratar
(25 dias después de la implantacion del tumor secundario). Se pueden observar
células tumorales viables con alto grado de mitosis y sin infiltracion de linfocitos
(H&E, X400).
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Figura 16: Normalizacién o cuasinormalizacién de los niveles de p56 en células
T esplénicas de animales portadores de tumor MCC (1500-2000 mm®), 3 y 8 dias
post tratamiento con DX. Calles: J=células Jurkat (control positivo de expresion de
p56-°X), N=esplénocitos T de ratones normales, TG= esplénocitos T de ratones
portadores de tumor grande (1,500-2,000 mm°®), TG + DX-3 y TG + DX-8:
esplénocitos T de ratones portadores de tumor MCC grande pre-tratados con DX 3
u 8 dias antes, respectivamente.

Conclusion Parcial

El estado de eclipse inmunoldgico observado en ratones portadores de tumores de
méas de 500 mm?® fue correlacionado temporalmente con un estado de inflamacién
sistémica tipificado por un aumento en la concentracidbn de citoquinas pro-
inflamatorias y proteinas de fase aguda circulantes y de PMN y MDSC en
circulacion y bazo. Tratamientos anti-inflamatorios basados en DX y en menor
medida en Indometacina y TNFR consiguieron disminuir las manifestaciones del

eclipse inmunolégico.




CAPITULO 4

4. TRATAMIENTOS INMUNOTERAPUETICOS PARA REVERTIR EL
CRECIMIENTO TUMORAL

El fiorosarcoma MCC es un tumor fuertemente inmunogénico dado que
diferentes estrategias de vacunacién fueron capaces de impedir el crecimiento de
implantes de ese tumor (ver punto 1.3 y tabla 1). No obstante, la mayoria de estas
estrategias fueron incapaces de inhibir o aun de retardar minimamente el
crecimiento de MCC una vez que éste se encuentra establecido. En nuestra
experiencia, solo CDs estimuladas con extracto acelular de MCC in vitro lograron
retardar el crecimiento del tumor cuando fueron inoculadas en ratones portadores
de MCC de 10-70 mm?®. Sin embargo, como mostramos ya en el punto 1.3,
ninguno de estos tratamientos, incluido el de CDs, pudo afectar el crecimiento de
tumores MCC > 100 mm?®.

Ahora bien, la causa de esta refractariedad a los tratamientos inmunolégicos, no
puede atribuirse ni a la falta de inmunogenicidad del tumor (ya que, segun vimos
en el capitulo 1, punto 1.3, éste es fuertemente inmunogénico), ni tampoco a la
pérdida de sus antigenos por mutacién una vez que el tumor ha superado cierto
tamano, ya que independientemente del tamano del tumor del cual nosotros
obtenemos células tumorales, hemos demostrado que éstas son eficientemente
eliminadas in vitro por esplenocitos de ratones inmunes al tumor MC-C e in vivo en

animales previamente inmunizados contra el tumor MC-C (ver Figura 3).

Es probable que, el inicio de la refractariedad a los tratamientos inmunolégicos
esté asociado al establecimiento del estado de inmunosupresién conocido como
“eclipse inmunolégico” caracterizado por una pérdida o bloqueo de la respuesta
inmune antitumoral después de que el tumor MCC ha superado cierto volumen
critico (Franco, Bustuoabad et al. 1996). A su vez, como hemos visto en el



capitulo anterior, el inicio del eclipse se correspondié con el comienzo de un
proceso de inflamacion sistémica progresiva.

Sobre la base de que esta inflamacion sistémica podria ser uno de las causas del
eclipse y consecuentemente de la refractariedad a las terapias inmunoldgicas
observada en los ratones portadores de tumor, decidimos realizar un tratamiento
anti-inflamatorio con dexametasona como paso previo a una terapia inmunolégica
basada en CDs, ya que como vimos en el capitulo 3 y en la Figura 15B, DX fue el
agente anti-inflamatorio mas eficaz (entre los que probamos) y con el que
obtuvimos la mayor reversibn del eclipse inmunoldgico. Como terapia
inmunolégica, decidimos utilizar células dendriticas estimuladas con extracto
acelular del tumor MCC, ya que como mencionamos anteriormente, fue la

estrategia de vacunacion mas eficaz entre todas las que ensayamos.

4.1. Terapia mixta de dexametasona y células dendriticas estimuladas con
lisado de tumor MCC

El efecto terapéutico de un tratamiento combinado con dexametasona vy
células dendriticas fue evaluado en dos condiciones experimentales que
simulaban dos situaciones clinicas.

En el primer experimento, ratones portadores de MCC de 550 mm?® (en una etapa
donde ya se ha hecho claramente manifiesto el eclipse inmunoldgico) recibieron
DX y tres dias después células dendriticas estimuladas con extracto de tumor,
cuando el tumor habia alcanzado 600 mm?. Como se observa en la Figura 17A
los ratones que recibieron este tratamiento combinado mostraron una profunda
inhibicién del crecimiento tumoral. De hecho, en los primeros 7-10 dias de iniciado
el tratamiento, el tumor virtualmente no crecié. A partir de los 10-12 dias comenzé
a hacerlo pero a un ritmo mucho mas lento que el de los otros grupos resultando
en una sobrevida de 90.5 = 3.0 dias (n=6) lo que excedid significativamente
(p<0.001) la sobrevida de los grupos tratados sélo con células dendriticas (50.0 +

2.8 dias, n=8), so6lo con dexametasona (57.2 * 5.2 dias, n=6) o con solucién



fisiologica (50.5 + 0.6 dias, n=11). Adicionalmente, cabe notar que en los ratones
que recibieron solo células dendriticas, el tumor crecié mas rapido en la semana
posterior al tratamiento que en aquéllos que recibieron sélo dexametasona o
solucidn fisioldgica (p<0.05, dia 27), lo que sugiere que bajo ciertas condiciones,
cuando el tumor ha alcanzado cierto tamaro y el eclipse inmunolédgico no ha sido
eliminado, una terapia inmunoldgica puede exacerbar el crecimiento del tumor de
acuerdo a las predicciones de la teoria inmunoestimulatoria de Prehn (Prehn
2006).

Para comparar la eficacia del protocolo de inmunoterapia en dos pasos con un
tratamiento quimioterapéutico estandar, se agreg6 un grupo de ratones portadores
de tumor de 600 mm? el cual fue tratado con una sola dosis de vincristina (1mg/kg
por peso de ratén) por la via i.p. La vincristina es usada como tratamiento
convencional contra fibrosarcomas murinos (Meyvisch, Storme et al. 1983;
Teicher, Holden et al. 1990). Como se muestra en la Figura 17B, la quimioterapia
fue capaz de retrasar el crecimiento del tumor durante 7 dias luego del
tratamiento, similar a lo que ocurre con nuestro protocolo inmunoterapéutico. Sin
embargo, en los ratones que recibieron quimioterapia, el crecimiento del tumor se
reinicié luego de 7 dias, siguiendo una cinética similar a la de los controles,
mientras que, en los ratones que recibieron el protocolo de inmunoterapia en dos
pasos, el crecimiento del tumor permanecio retardado, lo cual significa que en
nuestro modelo el procedimiento de inmunoterapia fue mas efectivo que la
quimioterapia. En efecto, aunque los ratones tratados con vincristina tuvieron una
mayor sobrevida (65.6 + 6.1 dias, n=10) que los controles (50.5 + 0.6 dias, n=11,
p<0.02) y los tratados con CDs s6lo (50.0 + 2.8, n=8, p<0.05), exhibieron una
significativamente menor sobrevida que los ratones tratados con DX + CDs (90.5 +
3.0 dias, n= 6; p<0.01).
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Figura 17) (A) Esquema de inmunoterapia en dos pasos contra un tumor
establecido MCC usando un tratamiento de DX seguido de una vacunacion
con células dendriticas. Ratones portadores de tumor MCC de 550 mm°®
recibieron DX y tres dias después (cuando el tumor alcanzo un volumen de 600
mm?®) CDs previamente estimuladas in vitro con extracto acelular de tumor MCC
(DX+CD, n=6). Los grupos controles fueron: ratones con tumor MCC sin tratar
(control, n=11), ratones con tumor MCC que recibieron sélo DX (DX, n=6) y
ratones con tumor MCC que recibieron solo CDs (CD, n=8). Se evalué el
crecimiento tumoral en todos los grupos. Evaluacion estadistica entre los distintos
grupos fue: DX+CD al dia 27: p < 0.001 vs Control, p < 0.01 vs DC; y p < 0.02 vs
DX; dia 32: p < 0.001 vs Control, p < 0.01 vs DC y DX; dia 35: p < 0.01 vs Control,
p<0.001vs DCyp < 0.05vs DX; dia44: p < 0.001 vs Control y DC y p < 0.01 vs
DX. Ademas CD vs Control y DX al dia 27: p < 0.05. | : dia de inoculacion DX; ﬂ :
dia de inoculacion de CD.

B) Comparacion entre los efectos terapéuticos de la terapia de dos pasos
(DX+CD) y una quimioterapia convencional usando vincristina contra el tumor
establecido MCC. Aunque el tratamiento con vincristina (Vincristina, n=10), asi
como también el de DX, CD, DX+CD y el control fueron estudiados
simultaneamente, para mayor claridad, los datos de vincristina son mostrados en un
grafico aparte (B). Para propdsitos comparativos, los datos de DX+CD y control
mostrados en (A), fueron reproducidos en (B). Evaluacion estadistica entre
vincristina vs control: p < 0.001, p < 0.01 y p < 0.05 los dia 27, 32 y 35,
respectivamente. Comparacion entre Vincristina vs DX + DC: p < 0.02 y p < 0.01 los

35 y 44, respectivamente. | : dia de inoculacion DX; ﬂ : dia de inoculacion de CD o
vincristina.



En el segundo experimento, se utilizaron ratones a los que se habia extirpado
quirdrgicamente un tumor MCC de gran tamario (alrededor de 2500 mm?®). Cuando
se opera un tumor de este tamano el eclipse inmunolégico no desaparece al
menos hasta cuatro meses después de la operacién (como hemos comprobado en
experimentos previos, (Chiarella, Reffo et al. 2008)) y la cirugia es habitualmente
no curativa ya que, transcurridos 7-10 dias después de la operacién, se presentan
recidivas locales en la mayoria de los casos (Figura 18). En general los tumores
que recidivan son mas agresivos que el tumor original y matan rapidamente al
hospedador. Esta situacidn no varidé sensiblemente cuando los ratones fueron
tratados s6lo con dexametasona o so6lo con células dendriticas. Sin embargo, la
aplicacién combinada de dexametasona tres dias antes de la extirpacién del tumor
y células dendriticas dos dias después de la misma, disminuy0 significativamente
la incidencia de recidivas y los ratones que exhibieron recidivas murieron mas

tardiamente que los de los otros grupos (Figura 18).
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Figura 18: Porcentaje de sobrevida en animales a los cuales se les opero un
tumor MCC de 2500 mm®. La muerte del animal (si ocurre) fue asociada a la
recurrencia del tumor local. La figura muestra el porcentaje de sobrevida de los
diferentes grupos: Control (n=11): ratones operados sin ningun tratamiento
adicional. DX (n=10): ratones que recibieron DX 3 dias antes de la operacion. CDs
(n=6): ratones que recibieron CDs (previamente estimuladas in vitro con extracto
tumoral MCC) dos dias después de la operacion. DX+CDs (n=8): ratones que
recibieron DX y CDs, 3 dias antes y 2 dias después de la operacion,
respectivamente. Evaluacion estadistica entre DX+CD vs control y CD; p<0.01; vs




DX, p<0.05. Los ratones que no generaron recidivas en el protocolo de
inmunoterapia de dos pasos (DX+CD, n=4 de 8), permanecieron sin tumor hasta
finalizar el estudio (180 dias post cirugia).

Estos dos experimentos demuestran que un tratamiento inmunolégico basado en
células dendriticas, que por si mismo era absolutamente ineficaz para controlar el
crecimiento de un tumor establecido de considerable tamano o de prevenir la
aparicion de recidivas en animales a los que se habia extirpado un tumor de gran
tamafno, generd una profunda inhibicion del tumor establecido y previno la
aparicién de recidivas cuando fue precedido por un tratamiento antiinflamatorio
que elimin6 o redujo la inflamacién sistémica y el eclipse inmunolégico asociado a

ella.

4.2. Combinacion de terapia en dos pasos (DX+CD) con transferencia
adoptiva de linfocitos

Si bien la terapia combinada de DX y CDs fue efectiva, ya que no solo
retardd el crecimiento tumoral, sino ademas aumento la sobrevida de los animales,
no logr6é detener por completo el crecimiento del tumor. Cuando se dieron dos
rondas de DX+CDs separadas por una semana, el resultado fue ligeramente mejor
que con una sola ronda de DX+CDs, pero el agregado de nuevas rondas no
mejord en absoluto los resultados (datos no mostrados).

Es posible que luego de cierto volumen tumoral la mayoria de los linfocitos
potencialmente reactivos contra el tumor, presentes en los animales portadores de
tumor, se encuentren tolerizados. De este modo las CDs no podrian activar a
estos linfocitos y no se podria generar una buena respuesta anti-tumoral, debido al
microambiente desfavorable generado por el tumor.

Es por ello que decidimos agregarle a la terapia de dos pasos una transferencia
adoptiva de linfocitos néive, obtenidos de bazo de ratones normales, al momento
de la inoculacién de las CDs (previamente maduradas con el extracto acelular de



tumor). Se especul6 que de este modo las CDs tendrian la capacidad de estimular
estos linfocitos naive transferidos, que no se encontrarian tolerizados como los
presentes en el animal portador de tumor. Si bien la terapia DX+CD-+Linfocitos
parecio ser mas efectiva que la de DX+CDs, ya que se encontraron diferencias
significativas en los dias 29 y 36, luego, a medida que los tumores fueron
creciendo no se observaron diferencias entre los dos tratamientos, ni en el

crecimiento tumoral (Figura 19A) ni la sobrevida de los animales (Figura 19B).
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Figura 19: Inmunoterapia combinada de DX+CD complementando con
transferencia adoptiva de linfocitos naive. Ratones portadores de tumor MCC
chico (aproximadamente 300 mm°® volumen tumoral) recibieron DX y tres dias
después se inocularon CD pulsadas con lisado de tumor MCC (3x10°) y
simultdneamente se inocularon linfocitos ndive de ratones normales (1x10°)
(DX+CD+Linfocitos, n=11). Este protocolo se repitio 7 dias después de la
inoculacion con DX. Los grupos controles fueron: ratones con tumor MCC sin
tratar (control, n=11), ratones con tumor MCC tratados con DX y CD pero sin la
transferencia adoptiva de linfocitos (DX+DC, n=6). A todos los grupos se le evaluo
el crecimiento tumoral en el transcurso de los dias (A), asi como también la
sobrevida (B). Evaluacion estadistica: DX+CD vs DX+CD+Linfocitos: al dia 26: *p
< 0.01; al dia 36: **p< 0,001 Tanto DX+CD como DX+CD+Linfocitos vs Control a
partir del dia 33 hasta finalizar el experimento la diferencia fue significativa con un
p<0,001. Las flechas senalizan el momento de la inoculacion de DX, y de ahi tres
dias después fueron inoculadas las CD y los linfocitos, en ambos casos.

| :dia de inoculacién DX; ﬂ : dia de inoculacion de CDs o CDs + linfocitos.



4.3. Combinacion de terapia en dos pasos (DX+CDs) con estrategia para
diferenciar células mieloides supresores (MDSC)

Es posible que aun los linfocitos naive transferidos sean de algun modo
tolerizados por un ambiente inmunosupresor generado por el tumor, lo cual
explicaria por qué no se observaron mejores resultados cuando se utilizé una
terapia en tres pasos basada en DX+CDs+Linfocitos nédive respecto de la terapia
de DX+CDs solo.

En los ultimos afos se ha ido incrementando la idea de que las MDSC pueden
cumplir un papel significativo en la inmunosupresién asociada al crecimiento
tumoral. De hecho el tratamiento con DX previo al de CDs disminuy6
significativamente muchos de los pardmetros inflamatorios incluido el numero de
MDSC en circulacion y en bazo. Sin embargo el tratamiento con DX no consiguio
eliminar todas las MDSC. En un intento para disminuir aun mas el numero de
estas células potencialmente inmunosupresoras, se apeld a un tratamiento que ha
recibido gran atencion en los ultimos afos y que consiste en tratar de diferenciar
las MDSC en células mieloides maduras (como macréfagos y CDs) que ya no
poseen funciones supresoras.

La vitamina A ha sido identificada como un compuesto que puede mediar este
efecto, ya que metabolitos de ésta, como el acido all-trans retinoico (ATRA),
pueden estimular la diferenciacion de las MDSC tanto in vitro como in vivo,
reduciendo sustancialmente su numero en pacientes con cancer y en ratones
portadores de tumor. (Almand, Clark et al. 2001; Gabrilovich, Velders et al. 2001;
Kusmartsev, Cheng et al. 2003; Hengesbach and Hoag 2004). El principal
mecanismo del ATRA para mediar la diferenciacion implica una regulacion al
iniciar la sintesis del glutatiéon, que finalmente lleva a una reduccién de los niveles
de especies reactivas del oxigeno (ROS) producidas por MDSC (Nefedova,
Fishman et al. 2007).

Sobre la base de las consideraciones anteriores nosotros ensayamos un esquema

de terapia combinada en tres pasos utilizando DX+CDs+ATRA.



El esquema de terapia combinada con DX y CD es el mismo utilizado hasta el
momento (dos dosis de DX y CD con un intervalo de 7 dias). La droga ATRA fue
suministrada via oral diariamente a partir de la primer dosis de DX y la ultima dosis
fue suministrada 5 dias después de la segunda dosis de CD (ver esquema).

Como puede observarse en la Figura 20 los ratones tratados solo con ATRA
exhibieron una modesta reduccién del crecimiento tumoral pero no mostraron una
mayor sobrevida que los controles. Por otro lado, la terapia de DX+CDs+ATRA
resulté en una significativa reduccion del crecimiento tumoral y en una mayor
sobrevida respecto de los controles. Sin embargo no hubo grandes diferencias con
la terapia con DX+CDs (Figura 20A y B), salvo una ligera reduccién en el
crecimiento tumoral entre los dias 25 y 40.
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Figura 20: Inmunoterapia combinada de DX+CD complementando con ATRA.
Ratones portadores de tumor MCC chico (aproximadamente 300 mm® volumen
tumoral) recibieron DX y tres dias después fueron inoculados con CD estimuladas
con lisado de tumor MCC (3x10°). Luego de 7 dias post inoculacién de DX, el
esquema de terapia fue repetido. Diariamente durante 15 dias a partir de la
primera dosis de DX (19 se suministré6 la droga ATRA via oral. Los grupos
controles fueron: ratones con tumor MCC sin tratar (control, n=11), ratones con
tumor MCC tratados con DX y CD (DX+DC, n=6) y ratones con tumor a los cuales
se les suministro solamente la droga ATRA. A todos los grupos se le evaluo el
crecimiento tumoral en el transcurso de los dias (A), asi como también la
sobrevida (B). Evaluacion estadistica en (A): DX+CD vs DX+CD+ATRA: al dia 40:
a: p < 0.01. DX+CD+ATRA vs Control y DX+CD+ATRA vs. ATRA a partir del dia
28 hasta finalizar el experimento la diferencia fue significativa: * p<0,01; **



p<0.001. Evaluacion estadistica en (B): tanto DX+CD como DX+CD+ATRA
mostraron ser significativamente diferentes con respecto al control y ATRA
(p<0.0001 y p<0.001 respectivamente). La primera flecha sefaliza el momento de
la inoculacion de DX, y la segunda flecha senaliza que tres dias después fueron
inoculadas las CDs. El ATRA fue suministrado via oral entre los dias 18 (al
momento de la 1°dosis de DX) y hasta el dia 33 (tres dias después de la 2 ° dosis
de CDs).

Conclusion parcial

La estrategia de dos o tres pasos de inmunoterapia antitumoral presentada aqui
demuestra que es necesario eliminar o disminuir el estado de inmunosupresion
asociado al crecimiento tumoral (eclipse inmunol6gico) como condicidn previa para
que un procedimiento inmunoterapéutico pueda ser eficaz. En este capitulo se
demostré que el sistema inmune seria capaz de inhibir el crecimiento tanto de
tumores establecidos como de células tumorales residuales después de la
extirpacién de grandes tumores, pero sélo cuando el eclipse inmunolégico hubiera
sido previamente eliminado o disminuido. Se mostré también que en algunos
casos la inmunoterapia puede ser mas efectiva que la quimioterapia convencional
para tratar tumores soélidos. Por ultimo el hecho de que aun cuando las estrategias
utilizadas por nosotros aumentaron significativamente la sobrevida de los ratones
portadores de tumor, éstos tumores no regresaron y los individuos terminaron
muriendo a causa de aquéllos. Esto podria significar que aun utilizando diversas
estrategias (DX, linfocitos naive o ATRA) para restablecer la competencia
inmunoldgica no hemos podido alcanzar completamente este objetivo y que
muchas condiciones inmunosupresoras todavia persisten en animales portadores

de tumor.







Discusion

En 1957, Prehn y Main iniciaron su clasico trabajo en el Journal of the National
Cancer Institute (Prehn and Main 1957), con la siguiente frase: “La historia de los
intentos de inmunizacidén contra el cancer es una larga historia de frustraciones”.
Sin embargo, a pesar del desaliento acumulado desde las primeras décadas del
siglo XX hasta 1957, Prehn y Main fueron capaces de demostrar, que ratones a
los que se implantaba y luego se extirpaba un fibrosarcoma inducido por el
carcindogeno quimico metilcolantreno (técnica de vacunacion conocida como
implantacion y extirpacién de tumor) quedaban inmunes a ese tumor, es decir que
posteriores desafios con células de ese tumor eran incapaces de crecer en esos
ratones, mientras que lo hacian progresivamente en ratones no vacunados. Esto
significaba que era posible vacunar al menos contra algunos tipos de tumores
malignos. Desde entonces, se desarrollaron numerosos intentos de inmunizacion
para prevenir el crecimiento de implantes de diversos tumores experimentales, asi
como también ensayos in vitro para evaluar las propiedades antigénicas de células
malignas de animales y seres humanos (Janeway CA 2003; Arbyn and Dillner
2007; Sioud 2007). Los promisorios resultados obtenidos alentaron a
investigadores y médicos a aplicar esquemas inmunolégicos no ya de manera
preventiva sino terapéutica para tratar tumores establecidos en animales y seres
humanos, lo que habia sido el suefio de los pioneros de la inmunologia tumoral a
principio del siglo XX. Sin embargo, mas de 50 afnos después de los hallazgos de
Prehn y Main, nosotros podemos citar la misma frase inicial de su célebre trabajo,
pero ahora aplicada a los procedimientos inmunoterapéuticos contra el cancer: la
historia de los intentos de inmunoterapia contra los ensayos clinicos es una larga

historia de frustraciones.

El fracaso de los diferentes esquemas de inmunoterapia contra el cancer
observado en la clinica podria atribuirse, a primera vista, a una débil o indetectable
antigenicidad de la mayoria de los tumores humanos, sobre la base de que los
tumores espontaneos de ratones y ratas (que presumiblemente serian los mas

parecidos a los tumores humanos) tienen, en general, una significativamente



menor inmunogenicidad que los tumores experimentales inducidos en animales
por dosis masivas de carcinégenos quimicos o virales (Hewitt, Blake et al. 1976;
Ruggiero, Bustuoabad et al. 1985; Franco, Bustuoabad et al. 1996; Speiser,
Miranda et al. 1997).

Sin embargo, aunque una débil o indetectable inmunogenicidad podria ser una
explicacion para los fracasos de la inmunoterapia contra el cancer humano, otras
causas pueden jugar también un papel importante (Willimsky and Blankenstein
2005), ya que en animales de experimentacidn, las estrategias de vacunacién
terapéuticas han demostrado ser ineficaces no sélo contra tumores de baja o
indetectable inmunogenicidad sino también contra tumores inmunogénicos cuando
éstos se encuentran ya establecidos. Similarmente, la inmunoterapia tampoco ha
resultado eficaz, en general, para tratar tumores renales y melanomas humanos
que se consideran dos de los canceres mas inmunogénicos en el hombre
(Cranmer, Trevor et al. 2004; Mocellin, Mandruzzato et al. 2004; Chiarella, Vulcano
et al. 2007; Vieweg, Su et al. 2007).

En esta Tesis hemos estudiado un fibrosarcoma murino inducido por
metilcolantreno (llamado MCC) similar a aquellos utilizados por Prehn y Main en
su trabajo de 1957. Nosotros fuimos capaces de demostrar que los mismos
procedimientos inmunologicos que prevenian exitosamente el crecimiento de
implantes de células de ese tumor (implantacién y extirpacion del tumor, dosis
subletales, vacunacion con células tumorales irradiadas o muertas por calor,
inoculacion de CDs estimuladas con extracto acelular de MCC o células MCC
irradiadas o transferencia pasiva de linfocitos inmunes) fueron completamente
ineficaces para erradicar, inhibir, o aun retardar el crecimiento de las mismas
células tumorales cuando el tumor superaba los 500 mm?®. Los fracasos de las
técnicas inmunolégicas para obtener aun un minimo efecto contra tumores
establecidos se correlacionaron en nuestro modelo con la aparicién de un estado
de inmunodepresion contra los antigenos tumorales conocido histéricamente como
‘eclipse inmunologico”. En rigor, la refractariedad a cualquier intento de

inmunoterapia fue observada cuando el tratamiento fue iniciado aun antes del



comienzo del eclipse (cuando el tumor tenia alrededor de 100 mm®). Sin embargo
esta discrepancia puede ser mas aparente que real. En efecto, los ratones
portadores de tumor pueden no estar en estado de eclipse cuando la terapia es
iniciada, pero este estado podria ser alcanzado antes de que el tratamiento
inmunoldgico tuviera una chance para generar una fuerte respuesta inmune
antitumoral. Alternativamente, condiciones inmunosupresivas que podrian operar
en el sitio del crecimiento tumoral podrian preceder al establecimiento de una
inmunosupresion antitumoral sistémica (Mansoor, Gilham et al. 2005; Adler 2007).
Durante el estado de eclipse, todos los marcadores inmunolégicos de una
respuesta antitumoral, que se encuentran elevados durante el crecimiento
temprano del tumor, virtualmente desaparecen cuando éste supera los 500 mm?.
Sin embargo, la mera ausencia de una respuesta inmune no es el unico o aun el
mayor problema, porque si éste fuere el caso, la falta de competencia
inmunolégica podria ser solucionada con una simple transferencia pasiva de
inmunidad. El principal problema sugerido por experimentos de parabiosis entre
ratones inmunes y portadores de tumor en estado de eclipse, radica en la
aparicion de un mecanismo que activamente suprime la respuesta inmune
antitumoral montada en el organismo contra el tumor. Esto podria explicar la
refractariedad de los tumores establecidos tanto en animales como en seres
humanos hacia las terapias inmunoldgicas, porque cualquier mecanismo presente
en un individuo portador de tumor, que suprime activamente su propia respuesta
inmune antitumoral, es légico que también esterilice cualquier intento de

inmunoterapia antitumoral pasiva o activa.

Se han reportados diferentes mecanismos asociados etiologicamente con el
eclipse inmunoldgico, todos los cuales podrian limitar o impedir la eficacia de una
inmunoterapia antitumoral. Algunos de estos mecanismos pueden estar asociados
directamente a la célula tumoral, incluyendo la pérdida de expresion de MHC
clase-l, la expresion aumentada de VCAM-1 (molécula de adhesion 1 de las
células vasculares), IDO (enzima tolerogénica indeoleamina 2,3-dioxigenasa) y de

STATS activado (factor de traduccion de senales y activador de la transcripcion)



(Wang, Niu et al. 2004; Nefedova, Cheng et al. 2005) en las células tumorales y en
las células del estroma o la produccién de factores potencialmente inhibitorios de
la respuesta inmune como IL-10, TGF-B o galectina-1 (Waldman 2003; Rubinstein,
Alvarez et al. 2004; Zheng, Koropatnick et al. 2006; Lin, Lu et al. 2007). Otros
mecanismos estarian asociados con una serie de fendmenos inmunoregulatorios
negativos, entre los cuales pueden incluirse la expresién anémala de la molécula
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4, molécula inhibitoria que
compite con CD28 por la union de las moléculas co-estimulatorias B7.1 y B7.2) o
PD-1 (programmed death-1) en linfocitos T citotdxicos o la expresiébn aumentada
de células Treg (CD4/CD25/Foxp3), NKT (Waldman 2003), o MDSC (células
mieloides inmaduras supresoras (Gr1/CD11b) (Gabrilovich and Nagaraj 2009). Sin
embargo, aunque la disminucion o eliminacion de estos mecanismos
inmunosupresivos fueron efectivos para prevenir el crecimiento de un implante
tumoral o para el tratamiento de tumores incipientes, hasta hoy, de acuerdo a
nuestro conocimiento, no ha sido eficaz contra tumores una vez que estos han
crecido mas alla de un tamano critico (Orentas, Kohler et al. 2006; Yu, Rowley et
al. 2006), que en nuestro modelo se ubica alrededor de los 500 mm?.

En nuestro modelo, el inicio del eclipse inmunoldgico coincidié con el comienzo de
una condicion de inflamacién sistémica, cuya intensidad fue proporcional al
tamano tumoral. Esta inflamacién sistémica fue caracterizada por un alto nimero
de PMN y MDSC activados (liberadores de grandes cantidades de especies
reactivas del oxigeno), tanto en circulacién como en bazo y por un aumento en la
concentracion sérica de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-1B e IL-6 y de
las proteinas de fase aguda CRP (proteina C reactiva) y SAA (proteina A
Amieloide del suero). Aunque un ambiente inflamatorio es necesario para que se
desarrolle una respuesta inmune eficiente (Nathan 2002), bajo ciertas condiciones,
por ejemplo, cuando la inflamacién llega a ser sistémica y/o crénica, pueden
inducirse diferentes efectos nocivos sobre el sistema inmune, ya sea en forma
directa, por la propia condicion inflamatoria anémala, o en forma indirecta, a través

de mecanismos anti-inflamatorios compensadores (Ward 1975; Nathan 2002;



Muller and Scherle 2006; Nelson and Ganss 2006). En efecto, durante la
progresion de tumores en animales y seres humanos, la acumulacion de MDSC,
tanto en sangre como en bazo se ha visto correlacionada con una disminucién en
el numero de células dendriticas (CDs), con la ausencia de una respuesta
antitumoral mediada por células T y con la acumulacién de macrofagos supresores
asociados a tumor (TAM) (Pekarek, Starr et al. 1995; Bronte, Wang et al. 1998;
Bronte, Chappell et al. 1999; Salvadori, Martinelli et al. 2000; Di Carlo, Forni et al.
2001; Kuang, Wu et al. 2007). En esta Tesis hemos visto que factores derivados
del tumor afectan la diferenciacion de precursores de médula 6sea lo cual se
tradujo en una acumulacién de MDSC y en una disminucién de CDs. Estos
factores fueron obtenidos in vitro de medio condicionado de células tumorales e in
vivo de suero de ratones portadores de tumor. La ausencia de diferenciacion de
las CDs podria afectar significativamente la respuesta inmune antitumoral mediada
por células T. Trabajos anteriores han sugerido que la falta de diferenciacion de
los precursores de medula 6sea parece estar asociada a la activaciéon de la
cascada de senalizaciéon de Jak/STATS, afirmacién que evaluaremos en futuros
experimentos. Del mismo modo, la sobreproduccién de algunas citoquinas pro-
inflamatorias estarian implicadas en una amplia gama de condiciones patolégicas
(Watson 2002) que podrian afectar el sistema inmune. En nuestro modelo, la
proliferacién in vitro de células esplénicas inmunes al tumor MCC, incubadas con
antigenos tumorales, fue inhibida por el co-cultivo con sueros de ratones
portadores de tumor MCC de méas de 500 mm?® que exhibian una elevada
concentracion de citoquinas por-inflamatorias y proteinas de fase aguda, pero no
con suero normal o con sueros de ratones portadores de tumor de menos de 500
mm?3. Las consideraciones anteriores sugieren que diversos factores celulares y
humorales, asociados directa o indirectamente a la condicién inflamatoria
sistémica, podrian contribuir al establecimiento y al mantenimiento del eclipse
inmunolégico.

El tratamiento de ratones portadores de tumor con una sola dosis baja (0.75
mg/kg) del corticoide sintético dexametasona (DX), redujo significativamente el

nuamero de células MDSC y PMN tanto en circulacién como en bazo, asi como



también la concentracidn sérica de algunas citoquinas pro-inflamatorias circulantes
y proteinas de fase aguda. Este efecto anti-inflamatorio mediado por DX, que
dependeria, al menos en parte, de la induccién de fosfatasa | (Abraham, Lawrence
et al. 2006), se vio acompafado con un aumento en el numero de células
dendriticas y linfocitos, y con la pérdida de actividad inhibitoria del suero sobre la
proliferacion de células esplénicas inmunes incubadas con antigenos tumorales.
Ademas, los efectos anti-inflamatorios mediados por DX se correlacionaron con la
reversion del eclipse inmunolégico, hecho que fue evidenciado por la restauracion
de la inmunidad concomitante especifica (dependiente de células T) y de la
capacidad de las células del bazo de transferir actividad anti-tumoral a ratones
néive y también por la recuperacion de marcadores de transduccidén de sefiales
(p56'*) asociados a la activacién de una respuesta inmune mediada por células T.

A primera vista, la restauracion de la capacidad inmune antitumoral por DX
parece paraddjica puesto que los corticoides se han asociado generalmente a
inmunosupresién. Sin embargo, esto Ultimo se ha observado al usar dosis
farmacoldgicas altas de corticoides (= de 3 mg/kg), mientras que efectos
inmunoestimulantes han sido observados usando dosis menores (Wilckens and
De Rijk 1997). Evidencias recientes sugieren que el efecto inmunoestimulador
producido por DX podria estar generado, al menos en parte, a través de la
expresion aumentada de GITR (receptor de la familia de TNF inducido por
glucocorticoides) y de la activacion de la via de sefializacion asociado a GITR en
las células T. En efecto, luego del tratamiento con un agonista especifico de GITR
se observd una activaciéon de células T en respuesta a antigenos tumorales o
patégenos virales, que no habia sido observada en ausencia de la activacién de
GITR. Esto sugiere que la interacciéon GITR-GITR ligando co-estimula a las células
T y permite su escape de mecanismos inmunosupresivos (Ko, Yamazaki et al.
2005; Shevach and Stephens 2006). Otros autores sugieren que los
glucocorticoides podrian estimular la respuesta inmune mediante el aumento de
expresion del receptor tipo toll-2 (Imasato, Desbois-Mouthon et al. 2002), pero
todavia hay mucho por aprender de este mecanismo.



Otros dos tratamientos utilizando anti-inflamatorios no esteroides, como el receptor
dimérico de TNF-a o la indometacina, también revierten parcialmente el eclipse
inmunolégico, aunque los resultados no fueron tan efectivos como los observados
con DX, sugiriendo que DX tendria un mayor potencial para revertir la tolerancia

inmune asociada al crecimiento tumoral.

En conjunto, los resultados mencionados anteriormente sugieren que la pérdida de
la inmunidad anti-tumoral que ocurre luego de que el tumor crece mas alla de los
500 mm?® no es un evento irreversible y que la inflamacién sistémica asociada a la
progresién tumoral encubriria la existencia de células T anti-tumorales. Es posible
que el aumento de p56'* observado en linfocitos T luego del tratamiento con DX
se debiera a la muerte de células T anormales (que expresaban un bajo nivel de
p56'*) y a su posterior reemplazo por células T normales (con un alto nivel de
p56'). Sin embargo, la rapidez de la respuesta sugiere que las mismas células
que expresaban un bajo nivel de p56' recuperaron el nivel normal después del
tratamiento con DX.

Ahora bien, aunque la reversion del eclipse inmunoldgico mediante tratamientos
anti-inflamatorios fue un logro alentador, no fue suficiente para inhibir por si sélo el
crecimiento del tumor primario. Con el objetivo de atacar a un tumor primario
durante el estado de eclipse inmunoldgico, utilizamos una estrategia de dos pasos,
que consistié en inocular, en primer lugar, DX para revertir el eclipse y tres dias
mas tarde, CDs estimuladas con antigenos tumorales, como refuerzo de la
respuesta inmune anti-tumoral (DX+CDs).

Cuando ratones portadores de tumores de 600 mm?® aproximadamente, recibieron
este tratamiento combinado, se observé un significativo efecto inhibitorio sobre el
crecimiento tumoral. Durante los primeros 7-10 dias después de la inoculacién con
CDs, los tumores virtualmente detuvieron su crecimiento, y mas tarde, cuando
éste fue reiniciado, fue significativamente mas lento que el observado en ratones
controles que no recibieron ningun tratamiento o que recibieron sélo DX, o sélo

CDs (maduradas con antigeno tumoral). Esto se vio reflejado en la sobrevida de



los ratones tratados con DX+CDs que casi duplicd la sobrevida de los controles.
De la misma manera, el tratamiento combinado con DX+CDs fue capaz de
prevenir parcialmente las recidivas tumorales locales observadas después de la
operacion de tumores de gran tamano.

Si bien la terapia en dos pasos aumento la sobrevida de los animales portadores
de tumor en estado de eclipse inmunol6gico, no pudo generar la regresién de
ninguno de ellos. Por lo tanto decidimos agregar a esta terapia una transferencia
adoptiva de linfocitos ndive, ya que como mencionamos anteriormente, los
tumores pueden generar diversos mecanismos para tolerizar a las células T. Esta
terapia que incluye tres pasos (DX+CDs+Linfocitos) retard6 el crecimiento inicial
de los tumores respecto de los tratados con DX+CDs, aunque esto no se tradujo
en una mayor sobrevida.

Asimismo, buscando nuevos perfeccionamientos terapéuticos, agregamos a la
terapia de dos pasos el uso de ATRA (acido all-trans retinoico), que permite la
diferenciacion de MDSC a CDs y macréfagos, eliminando un potencial elemento
supresor (Kusmartsev and Gabrilovich 2006). Esta terapia (DX+CDs+ATRA), al
igual que la terapia con DX+CDs+Linfocitos, retardd inicialmente el crecimiento
tumoral respecto de los ratones tratados con DX+CDs, pero tampoco mejoré la
sobrevida.

Las estrategias de inmunoterapia contra el tumor presentadas en esta Tesis
demuestran que es necesario eliminar o disminuir el eclipse inmunolégico como
condicion previa para permitir que cualquier procedimiento de inmunizacién sea
efectiva. Esto puede explicar por qué la inmunoterapia sola no es generalmente
eficaz en casos clinicos incluso contra un numero relativamente pequefio de
células tumorales residuales que hayan quedado en el organismo después de que
el tumor fuera tratado con cirugia, radiacién o quimioterapia. Por otra parte, el uso
de terapias inmunoldgicas sin eliminar el eclipse podria acelerar bajo ciertas
circunstancias el crecimiento del tumor segun las predicciones de la teoria

inmunoestimulatoria propuesta por Prehn y luego por otros autores (Prehn 1972;



Prehn 1993; Dunn, Bruce et al. 2002; Dunn, Old et al. 2004; Prehn 2007). En
efecto, en nuestro laboratorio, cuando una estrategia de vacunacién basada en
CDs fue aplicada como terapia Unica para tratar tumores establecidos, se observé
un estimulo leve pero significativo del crecimiento tumoral, a pesar de que la
misma estrategia de vacunacion es muy eficiente para prevenir el crecimiento de
implantes tumorales o retrasar el crecimiento de tumores incipientes (Chiarella,
Reffo et al. 2008; Chiarella, Vulcano et al. 2008).

Si bien la inmunoterapia tiene la ventaja teérica de la especificidad y de una
toxicidad baja o nula, se piensa generalmente que es menos eficaz que la
quimioterapia para tratar tumores establecidos. Sin embargo, esta comparacion se
ha hecho habitualmente entre la quimioterapia y los procedimientos inmunoldgicos
aplicados en solitario, es decir, sin previa eliminacion del eclipse inmunoldgico. En
esta Tesis hemos comparado el tratamiento estandar de quimioterapia con
vincristina (Meyvisch, Storme et al. 1983; Teicher, Holden et al. 1990) y distintos
tratamientos inmunoterapéuticos sobre un fibrosarcoma murino. Nuestros
resultados demuestran que, aunque la quimioterapia retardd el crecimiento del
fibrosarcoma murino MCC y prolongé la sobrevida de los ratones con tumores con
respecto a ratones no tratados o tratados solo con CDs, estos efectos inhibitorios
fueron perceptiblemente menos importantes que aquellos alcanzados por los
protocolos de inmunoterapia en dos o tres pasos utilizados en nuestro trabajo.
Esto significa que en nuestro modelo, estos procedimientos inmunoterapéuticos

fueron mas eficientes que la quimioterapia convencional.

En conclusién, e incluso con las limitaciones que tienen los modelos murinos para
predecir la eficacia de cualquier terapia inmunol6gica o no inmunoldgica sobre
tumores humanos (Talmadge, Singh et al. 2007), algunas conclusiones

interesantes pueden ser esbozadas:



» El sistema inmune seria capaz de inhibir tanto el crecimiento de tumores
establecidos como de células tumorales residuales después de la
extirpacion de grandes tumores establecidos, pero sélo cuando el eclipse
inmunoldgico haya sido previamente eliminado ;

» En nuestro modelo, el eclipse inmunolégico pareceria estar asociado,
directa o indirectamente, a algunos componentes celulares y humorales de
la condicién inflamatoria sistémica exhibida en los ratones portadores de
tumores establecidos (méas de 500 mm?);

» Los protocolos de inmunoterapia fueron aplicados sistémicamente, evitando
las limitaciones de una terapia intra-tumoral que puede ser impractica en
muchos casos clinicos;

» En algunos casos, la terapia inmune contra un tumor sélido puede ser mas
eficaz que la quimioterapia convencional.

» Aunque la inmunoterapia en 2 o 3 pasos aplicada contra el tumor MCC
prolongé significativamente la sobrevida de los ratones portadores de ese
tumor, no consiguid su erradicacion definitiva. Ello no significa que nuestro
modelo conceptual sea incorrecto. Por el contrario nosotros creemos que
este modelo es adecuado y que mejorando las estrategias para eliminar el
eclipse inmunoldgico (lo cual se basara en una comprension mas profunda
del eclipse) permitira conseguir el objetivo de curar al organismo de un
tumor establecido.
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