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RESUMEN

VACUNACION CON CELULAS DENDRITICAS Y REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN
MELANOMA EXPERIMENTAL

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue explorar el mecanismo mediante el cual la
vacuna CD-Apo/Nec, constituida por células dendriticas cocultivadas con células apoptoticas y
necréticas del melanoma murino B16-F1, genera proteccién antitumoral, y establecer condiciones

gue potencien la capacidad inmunoestimuladora de la misma.

En el trabajo de Tesis que se presenta se demuestra que la proteccion generada por la
vacuna es sistémica, evitando el desarrollo s.c. de melanoma B16-F1 y controlando
micrometdstasis latentes. Se detectd en el sitio de vacunacion la novedosa formacién de una
estructura linfoide terciaria, la cual no se evidencié con otras vacunas que no desarrollan
proteccion antitumoral. En esta estructura se observaron vénulas con expresién de Adresina de
Nédulo Linféatico Periférico y el reclutamiento de linfocitos T CD4" y CD8" en estrecho contacto con
células dendriticas. Para la formacion de la estructura linfoide terciaria fue necesario el cocultivo
ex vivo durante 24 horas de las células dendriticas con células Apo/Nec. En los ganglios linfaticos
drenantes, la vacunacién no indujo la acumulaciéon de linfocitos T regulatorios, pero si fue posible
detectar alli el reclutamiento y proliferacién de linfocitos T CD8" virgenes B16-F1-especificos. Se
determiné al finalizar el esquema de vacunacidn la produccién anticuerpos IgM/IgG anti-B16-F1,

que podrian actuar opsonizando células B16-F1.

Se ensayaron diferentes estrategias de maduracidén in vitro de las células CD-Apo/Nec. Sin
embargo, no fue posible generar un aumento significativo en su capacidad inmunoestimuladora.
Se dedujo que las células apoptdticas y necrdticas de melanoma inducen una pérdida en la
capacidad funcional de las células dendriticas. Se comprobd la acumulacion de lipidos neutros en
las células dendriticas, que podria estar afectando el procesamiento y presentacién de antigenos

tumorales.

En este trabajo de Tesis se logré determinar diferentes aspectos de la respuesta inmune

anti-tumoral gatillados en los animales vacunados con CD-Apo/Nec. Creemos que las células de



melanoma irradiadas son una fuente completa de antigenos de melanoma, y que este trabajo
contribuye a planear nuevas aproximaciones y estrategias de combinacién que logren mejorar las

terapias anti-melanoma existentes.

Palabras clave

Inmunoterapia, cancer, células dendriticas, tejido linfoide terciario, vacunacién, melanoma.



SUMMARY

DENDRITIC CELL VACCINATION AND IMMUNE RESPONSE REGULATION IN EXPERIMENTAL
MELANOMA

The aim of this Ph.D. Thesis was to explore the mechanisms of antitumor protection
elicited by DC-Apo/Nec vaccine, constituted by dendritic cells charged with apoptotic and necrotic
murine B16-F1 melanoma cells, and to establish new conditions to enhance it’s

immunostimulatory capacity.

In this PhD Thesis it is demonstrated that the DC-Apo/Nec vaccine generates systemic

protection against s.c. B16-F1 melanoma and dormant micrometastasis.

The neoformation of a tertiary lymphoid structure was described at the vaccination site,
which was not evidenced with other vaccines lacking antitumor capacity. Within this structure the
expression of Peripheral Lymph Node Addressin and the recruitment of CD4" and CD8" T
lymphocytes, in close contact with dendritic cells, were observed. For the tertiary lymphoid
structure to be formed, a 24 hour coculture of dendritic cells with apoptotic and necrotic
melanoma cells was required. In draining lymph nodes, B16-F1 specific T CD8" lymphocyte
recruitment and proliferation was detected, and regulatory T lymphocytes were not induced. Anti-
B16-F1 antibodies were detected, which could be assisting by opsonization in the immune

detection of B16-F1 melanoma cells.

New maturation approaches for DC-Apo/Nec cells were assayed, but it was not possible to
enhance significantly their immunostimulatory capacity. It was deduced that during the coculture
period the apoptotic and necrotic melanoma cells induce a loss in the functional properties of
dendritic cells. Lipid accumulation was shown in these dendritic cells, which could be affecting the

processing and presentation of tumoral antigens.

Different aspects of the antitumor response elicited by DC-Apo/Nec vaccination were

determined in this Ph.D. Thesis. We believe that apoptotic and necrotic melanoma cells are an



complete melanoma antigen source, and that this work contributes on the search for new

approximations and combination strategies to improve actual anti-melanoma therapies.
Key words

Immunotherapy, cancer, dendritic cells, tertiary lymphoid structure, vaccination, melanoma.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Uno de los grandes éxitos de la medicina ha sido la vacunacién para la prevencién de
enfermedades (Nabel 2013; Palucka and Banchereau 2013). Las vacunas preventivas estan
disefadas para bloquear la dispersién de la infeccidn, mientras que las vacunas terapéuticas
buscan eliminar al agente causante de una determinada enfermedad que ya se encuentra
establecida, por ejemplo eliminar células infectadas con virus o células tumorales (Palucka and

Banchereau 2013).

La actividad de las vacunas preventivas se correlaciona con la induccidon de anticuerpos
especificos y linfocitos B de memoria. Estas vacunas también pueden inducir respuestas celulares,
especialmente las compuestas por microbios atenuados (Pulendran and Ahmed 2011). Las
vacunas preventivas han sido la herramienta mas econdmica y efectiva contra las infecciones, pero
irébnicamente, la gran mayoria se han desarrollado empiricamente, con poco conocimiento de los
mecanismos inmunoldgicos subyacentes (Pulendran and Ahmed 2011). Por otro lado, la
generacion de vacunas terapéuticas para enfermedades crdnicas presenta importantes desafios.
Actualmente se estan realizando grandes esfuerzos para desarrollar vacunas para enfermedades
infecciosas persistentes como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la hepatitis, la

tuberculosis, la malaria, o enfermedades cronicas como el cancer.

El cancer es una enfermedad crénica, y como tal se encuentra asociada a un
compartimiento T de memoria alterado, conteniendo linfocitos T CD8" anérgicos (Freeman et al.
2006). Idealmente, las vacunas terapéuticas deberian activar linfocitos T virgenes y reprogramar
linfocitos T de memoria existentes, induciendo la transicion de linfocitos T CD8" con perfil
tolerogénico a linfocitos T CD8" capaces de responder como linfocitos T citotdxicos efectivos
(Palucka and Banchereau 2013). El objetivo de la vacunacion contra el cancer es generar linfocitos
T CD8" efectores que eliminen las células tumorales, y linfocitos T CD8" de memoria de larga vida
que actuen previniendo la recurrencia de la enfermedad. Numerosas estrategias de vacunacién
contra el cancer estan siendo ensayadas, puestas en evidencia por el gran nimero de éstas que se

encuentran en fase Il o fase 1l de ensayos clinicos (Palucka and Banchereau 2013).

El descubrimiento que en ciertos tipos de cancer hay microorganismos patogénicos

involucrados ha llevado al desarrollo de vacunas preventivas efectivas. Uno de los recientes logros
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en este campo ha sido la prevencién del cancer cervical causado por el virus del papiloma humano
(HPV) al vacunar con una capside viral recombinante (Lowy and Schiller 2006). La vacunacion
contra la hepatitis B ha logrado prevenir a su vez el desarrollo de carcinoma hepatocelular

(Plymoth et al. 2009).

Por el lado de las vacunas terapéuticas, Provenge (sipuleucel-T), vacuna para el cancer de
prostata, ha demostrado un aumento de 4 meses en la sobrevida de pacientes en fase Ill de
ensayos clinicos (Kantoff et al. 2010). Esta vacuna esta constituida por células dendriticas (CDs)
cargadas con la proteina antigénica fosfatasa acida prostatica (PAP). Aunque posee un efecto
moderado en la sobrevida, demuestra que la inmunoterapia puede gatillar una respuesta
antitumoral en pacientes con tumores establecidos, y su aprobacidn por la FDA (Food and Drug
Administration de los Estados Unidos) en 2010 es uno de los mayores logros de la nueva era de la
inmunoterapia del cancer, ya que se trata de la primera vacuna terapéutica aprobada en este
campo. Esta vacuna ha demostrado también que es posible utilizar vacunas a base de CDs para el

tratamiento del cancer.

Un paso critico de las estrategias de vacunacién antitumoral es la eficiente presentacion
de los antigenos tumorales a las células T. Las CDs son un componente esencial de la vacunacion,
por su habilidad para capturar, procesar y presentar antigenos a las células T (Banchereau and
Steinman 1998). Son las células especializadas en presentar antigenos tumorales a linfocitos T
virgenes a través de vias que involucran sefiales positivas y negativas (Dranoff 2011). Entender
como se regula la accion antitumoral de las CDs in vivo resulta fundamental para el desarrollo de
nuevas vacunas antitumorales. En este trabajo de Tesis se utiliza un modelo experimental murino
de melanoma para el estudio de la vacunacidén antitumoral utilizando células dendriticas cargadas

con células apoptéticas y necréticas de melanoma.

1. CANCER

La era moderna de la investigacién en cancer comenzé en el siglo 19 con el desarrollo por
varios investigadores, especialmente Rudolf Virchow, del concepto que el cédncer es una
enfermedad de las células (Weinstein and Case 2008). Los ultimos 100 afios han sido los mas
prolificos, y hoy en dia es posible obtener importantes tasas de cura y sobrevida para muchos

tipos de cancer cuando son tratados en estadios tempranos de la enfermedad, y prevenir el cancer
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asociado a ciertas enfermedades infecciosas, como el HPV (Lowy and Schiller 2006) o el virus de la
hepatitis B (Plymoth et al. 2009). Sin embargo, todavia queda camino por recorrer para poder
tratar efectivamente esta enfermedad, y el mayor desafio resulta prevenir las metdstasis a
drganos distantes de las células tumorales, que son las que finalmente acortan la vida de los

pacientes.

1.1. Desarrollo del cancer

Los tejidos normales controlan la produccién y liberacién de las sefales que promueven el
crecimiento celular, instruyendo la entrada y progresion de las células que lo conforman a través
del ciclo celular, asegurando de esta manera la homeostasis en el nimero de células y

manteniendo la arquitectura y funcidn del tejido (Hanahan and Weinberg 2011).

El cdncer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por una proliferacién celular
desregulada y la diseminacién de las células tumorales desde el sitio de origen o primario a tejidos
distantes. El cancer se clasifica por el tejido y el tipo celular del cual se origina, ya que las células
tumorales retienen caracteristicas que reflejan su tejido de origen. Aproximadamente el 85% de
los canceres se generan en células epiteliales y se clasifican como carcinomas. Los derivados de
células mesodérmicas se denominan sarcomas, y los del tejido glandular se denominan
adenocarcinomas. En cada tejido son diferentes los factores principales involucrados en el
desarrollo del cancer. También difieren segun el del tejido de origen los mecanismos moleculares
involucrados en la carcinogénesis y el patron de diseminacion desde el sitio primario (Pecorino

2012).

A pesar de que las vias celulares y moleculares en el desarrollo de cada tipo de cancer son
distintas, el resultado final parece ser el mismo. Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg
2011) han identificado luego de un fino estudio capacidades compartidas por la mayoria, sino
todos, los tipos de cancer (Fig. 1). Estas capacidades serian: autonomia de factores de crecimiento,
evasion de sefiales de inhibicién de crecimiento, evasidn de la muerte celular, potencial replicativo
ilimitado, capacidad angiogénica, capacidad de invasién y metdstasis, reprogramacién del
metabolismo energético, y evasion de la destruccidn por parte del sistema inmune. Las dos
Ultimas caracteristicas son consideradas capacidades emergentes, ya que se han descripto en
numerosos tipos de cancer pero todavia no se han generalizado y validado por completo. Las

capacidades adquiridas por las células tumorales se ven favorecidas por dos capacidades
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habilitantes de las células tumorales: la inestabilidad gendmica, que dota a las células de
alteraciones genéticas; y la inflamacidn, que puede llevar a un microambiente pro-tumoral

(Hanahan and Weinberg 2011).

CAPACIDADES EMERGENTES
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Fig. 1: Capacidades del cancer. Adaptado de Hanahan D. y Weinberg R.A, 2011 (Hanahan and Weinberg 2011).

Las células tumorales adquieren la capacidad de sostener la sefial proliferativa
constitutivamente encendida desregulando sefiales proliferativas por diferentes mecanismos. Por
un lado, las células tumorales son capaces de producir ligandos de receptores de factores de
crecimiento, y de sobre-expresar estos receptores especificos, haciéndolas altamente
respondedoras a bajos niveles de ligando y generando una estimulacién proliferativa autocrina.
Las células tumorales pueden a su vez estimular células estromales asociadas al tumor para que
éstas liberen factores de crecimiento (Bhowmick et al. 2004). La activacion de estas vias
proliferativas puede ser también gatillada por mutaciones que generan la activacién constitutiva
de circuitos de sefializacién. Por ejemplo mas del 60% de los melanomas humanos contienen

mutaciones afectando la estructura de la proteina B-Raf (Davies et al. 2002), resultando en la
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activacion constitutiva de la via de las MAPK (proteinas kinasas activadas por mitogeno) e
induciendo sefales proliferativas. Esta misma respuesta se puede obtener alterando
estructuralmente las moléculas de los receptores, facilitando su activacidon en ausencia del ligando

(Hanahan and Weinberg 2011).

Por otro lado, las células tumorales pueden poseer alteradas las vias que llevan a la
apoptosis y senescencia. Los genes supresores tumorales codifican proteinas que poseen
funciones criticas en la regulacion de los circuitos que llevan a la proliferacion o alternativamente
a la senescencia o apoptosis celular. Las proteinas RB (retinoblastoma) y p53 son dos proteinas
codificadas por genes supresores tumorales, y su alteracion lleva a la evasidn de la apoptosis y a la
replicacién inadecuada de las células. Existen otros mecanismos por los cuales las células
tumorales son capaces de evadir la apoptosis, como la expresién aumentada de reguladores anti-
apoptdticos o de seiales de sobrevida, disminucién de la expresion de factores pro-apoptoéticos, o
incluso el gatillado del proceso de autofagia para reciclar catabolitos celulares y utilizarlos para la
biosintesis de diversas macromoléculas y para el metabolismo energético, permitiendo Ia
sobrevida en ambientes de estrés y limitantes en nutrientes. Para evadir la senescencia y adquirir
un potencial replicativo ilimitado (inmortalizacién) la gran mayoria de las células tumorales
comienzan a expresar constitutivamente telomerasa, enzima que previene el acortamiento de los
teldmeros mediante la adicidon de fragmentos repetitivos en los extremos de los cromosomas,

previniendo la entrada en crisis celular (Hanahan and Weinberg 2011).

Las células tumorales poseen alteraciones a nivel genético y también epigenético del
genoma. Alteraciones gendmicas como mutaciones puntuales, deleciones, fusiones,
amplificaciones y rearreglos cromosémicos se pueden ir acumulando a lo largo del tiempo. Puede
ocurrir a su vez la desregulacidn de la expresion génica por mecanismos epigenéticos, incluyendo
la metilacién aberrante del ADN, modificacion de histonas y cambios en el posicionamiento
nucleosomal. La sumatoria de cambios genéticos, citogenéticos y epigenéticos, sobre los que
actuan los procesos de competencia y seleccién natural, van dotando a las células de mayor
capacidad proliferativa, angiogénica e invasiva (Podlaha et al. 2012). Tradicionalmente se
consideraba que estas alteraciones surgian de manera secuencial, dando lugar a fenotipos cada
vez mas agresivos e invasivos. Sin embargo, hoy en dia este paradigma se ha expandido para

abarcar la disrupcion de mecanismos regulatorios epigenéticos, que pueden surgir causados por
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mutaciones genéticas en modificadores epigenéticos. Estos cambios conducirian a una expresion

génica anormal e inestabilidad genética, predisponiendo al cancer (You and Jones 2012).

Peligrosamente, estos cambios pueden otorgar a una célula una ventaja selectiva sobre las
células normales del tejido. De esta forma se originan acumulaciones celulares, llamadas tumores
o neoplasias. Segun su evolucién, las neoplasias pueden caracterizarse en benignas o malignas. Las
neoplasias benignas poseen baja tasa de crecimiento y solo producen alteraciones locales. Las
neoplasias malignas o cdncer, en cambio, poseen alta tasa de crecimiento y la capacidad de migrar

a otros tejidos e invadirlos, formando tumores secundarios o metastasis (Pecorino 2012).

La evolucidn de células normales a células con cada vez mayor fenotipo neoplasico ocurre
a través del proceso denominado progresion tumoral. Es un consenso generalizado que el cancer
posee un origen monoclonal, esto quiere decir que todas las células del tumor derivan de una
Unica célula ancestral comun. Sin embargo, puede finalmente contener una poblacién celular
genética y fenotipicamente heterogénea, debido a los cambios sucesivos y aditivos que se generan

en el genoma durante la progresion tumoral (Weinberg 2014).
1.2. Melanoma

El melanoma cutaneo (MC) es una forma potencialmente letal de cancer de piel, y
representa la neoplasia maligna con la tasa de incidencia de mayor crecimiento a nivel mundial
(Siegel et al. 2011), siendo responsable del 75 % de muertes debidas al cdncer de piel
(Shenenberger 2012). EI MC es un cancer generado por la transformacion maligna de los
melanocitos, células productoras del pigmento melanina derivadas de la cresta neural, que residen
en la capa basal de la epidermis, en la base de los foliculos pilosos de la dermis, y en la retina. La
biosintesis de melanina involucra varias enzimas de la familia de proteinas relacionadas a
tirosinasa (Trp), incluyendo Trpl, dopacromo tautomerasa o Trp2 y tirosinasa. La melanina esta
contenida dentro de organelas llamadas melanosomas, que se asocian a microtubulos y son
transportados a los queratinocitos, protegiéndolos del daifio al ADN generado por la radiacion

ultravioleta (UV) (Aris 2010).

La causa de la transformacién maligna de los melanocitos es multifactorial, e incluye dafio
debido a la radiacidon ultravioleta (UV) y susceptibilidad genética. El riesgo de desarrollar MC esta
asociado a la exposicion solar intensa e intermitente, y se ve incrementada en personas de piel y

cabellos claros (Chudnovsky et al. 2005). Datos clinicos han evidenciado que en aproximadamente
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la mitad de los casos, el MC se genera en nevos (Weatherhead et al. 2007). Los nevos son
conjuntos benignos de células con morfologia melanocitica que pueden ser congénitos o
adquiridos a lo largo de la vida. Los nevos poseen distintos patrones de crecimiento, y son
considerados una consecuencia de mutaciones genéticas subyacentes e influencias locales en el
crecimiento celular y sobrevida. Mutaciones en N-ras son frecuentes en nevos congénitos,
mientras que mutaciones en B-raf estan presentes en nevos adquiridos (Ichii-Nakato et al. 2006;
Bauer et al. 2007). Sin embargo, el melanoma puede desarrollarse a partir de piel normal, sin

requerir un nevo precursor (Bevona et al. 2003).

El MC progresa desde una forma de crecimiento radial (diseminacién pagetoide) a una
fase de crecimiento vertical. Durante la fase de crecimiento vertical el melanoma invade la dermis
y es metastaticamente competente (Chudnovsky et al. 2005). El siguiente esquema muestra las

fases de desarrollo del MC (Fig. 2).
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Fig. 2: Fases de la progresion melanocitica tumoral. (a) Piel normal. Hay distribucion de los melanocitos en la capa
basal epidérmica. (b) Melanoma in situ. Las células de melanoma migraron a la epidermis superior (diseminacion
pagetoide) y se encuentran dispersas entre las células epiteliales. Las células de melanoma muestran atipia citoldgica,
con tamafio citoplasmatico aumentado. Los nucleos son grandes e irregulares. (c) Melanoma invasivo. Las células de
melanoma muestran diseminacién pagetoide y han penetrado la membrana basal.

El MC puede dividirse clinicamente en cinco estadios (Balch et al. 2009). El estadio 0 o
melanoma in situ designa cuando las células anormales se encuentran confinadas en la epidermis.
En el estadio | no hay evidencias de diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos o sitios
distantes, y puede dividirse en dos subclases: IA e IB. En el estadio IA el espesor del tumor (indice

de Breslow) es menor a 1 mm, no hay ulceracién, y se detecta menos de una mitosis por mm?> En
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el estadio IB el tumor no mide mas de 1 mm de espesor y estd ulcerado, o mide entre 1y 2 mmy
no estd ulcerado pero se detecta una o mas mitosis por mm®. En el estadio Il tampoco hay
evidencias de diseminacién a ganglios linfaticos o sitios distantes, y se divide en las subclases IIA,
IIB y IIC. En el estadio IIA el tumor mide entre 1 y 2 mm y estd ulcerado, o mide entre 2y 4 mmy
no estd ulcerado. En el estadio IIB el tumor mide entre 2 y 4 mm y estd ulcerado, o mide mas de 4
mm y no estd ulcerado. En el estadio IIC el tumor tiene mds de 4 mm y esta ulcerado. En el estadio
Il el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales pero no hay evidencias de
metastasis a distancia. En el estadio IV el cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo, como
pulmédn, higado, cerebro, hueso, tejidos blandos, tracto gastrointestinal, o incluso a sitios de la piel

alejados del tumor primario.

Los casos de MC tempranamente diagnosticados (Estadio 0 y IA) pueden ser curados por
escisidon quirdrgica del tumor primario. Una vez que el melanoma ha invadido la dermis con mayor
profundidad, o si el tumor estd ulcerado, el prondstico se torna mas desfavorable. La sobrevida a
10 afios de pacientes varia del 93% en el estadio 1A, al 39% para el estadio 1IC, aunque en ninguno
de estos estadios haya evidencias de diseminacidn a ganglios linfaticos o sitios distantes (Balch et
al. 2009). Esto muestra el gran potencial invasivo de las células de melanoma. En el estadio I,
donde las células tumorales han metastatizado a ganglios linfaticos regionales, la sobrevida a 5
afios varia del 70 % en el estadio IlIA temprano al 39% en el estadio 1lIC avanzado. Por ultimo,
cuando se han detectado metastasis a sitios distantes del tumor primario, la sobrevida a un afio

varia entre el 33% y 62% dependiendo del grado de avance de la enfermedad.

Luego de la remocidn del tumor primario, el tratamiento convencional es la ampliacion del
margen quirurgico si el mismo se demostroé insuficiente en la biopsia. Luego de de la remocién del
tumor en los estadios IIB, IIC y Il existe riesgo de metdstasis a distancia no detectadas. Es en estos
casos que deben utilizarse estrategias alternativas de tratamiento para evitar la recurrencia del
melanoma. El MC no responde a terapias convencionales como la quimioterapia sin blancos
especificos. El fracaso de agentes quimioterdpicos como la dacarbazina, o combinaciones con
cisplatino, vinblastina y carmustina (Atkins et al. 2008), podria deberse a falta de respuesta
primaria a estas drogas por las células tumorales o a resistencia adquirida, mecanismo llamado
multi-resistencia a drogas (La Porta 2007). Por otro lado, la resistencia a drogas puede estar dada
por alteraciones en las vias involucradas en la sobrevida celular y apoptosis. La mayoria de las

drogas citotéxicas inducen apoptosis mediante la liberacién de citocromo C mitocondrial vy
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activacion de la caspasa 9. La resistencia del melanoma a la quimioterapia se ha atribuido en parte
a la sobreexpresion de Bcl-2, proteina anti-apoptética que inhibe la liberacién del citocromo C

(Aris 2010).

El fracaso de los regimenes quimioterapicos ha conducido a dar mayor relevancia a
tratamientos inmunoterapéuticos para el melanoma. Actualmentese estd indicado para los
estadios IIB, IIC y Il el tratamiento con altas dosis de interferdn (IFN) a-2b, que aunque aumenta el
periodo libre de enfermedad, puede generar severas toxicidades (Algazi et al. 2010). Para el
estadio IV, donde el tumor ha metastatizado a sitios distantes, se ha comenzado a usar
recientemente el anticuerpo monoclonal Ipilimumab, que hace blanco en la molécula
inmunosupresora CTLA-4 (Ascierto 2013). Por otro lado, mas del 60% de los melanomas humanos
poseen mutaciones en B-Rdf, y en particular en la posicion V600E (Davies et al. 2002), que genera
un aumento de aproximadamente 500 veces en la actividad kinasa (Weinberg 2014). En pacientes
en estadios IlIC y IV positivos para la mutacidon BRAF V60OE el inhibidor de B-Raf Vemurafenib esta

siendo utilizado con un importante efecto sobre la sobrevida (Chapman et al. 2011).

El concepto de que los tumores expresan antigenos especificos fue demostrado en los
afios 1950s (Foley 1953; Prehn and Main 1957). Desde entonces, el campo de la inmunoterapia
tumoral ha avanzado enormemente, y actualmente ya existe un tratamiento para el cancer de
préstata (Sipuleucel-T) aprobado por la FDA basado en la vacunacién con CDs (Kantoff et al. 2010).
Con respecto al melanoma, los trabajos pioneros utilizaron células de melanoma irradiadas junto
con bajas dosis de ciclofosfamida (Berd and Mastrangelo 1988; Berd and Mastrangelo 1988). A lo
largo de los afios se han hallado varios antigenos de diferenciacidn melanociticos, entre los cuales
se encuentran MelanA/MART-1(Kawakami et al. 1994), gp100/PMEL17(Kawakami et al. 1994), Tyr
(Brichard et al. 1993), Trp-2 (Wang et al. 1996), MELOE-1 (Godet et al. 2008) y antigenos de la
superfamilia cancer-testis, tales como MAGE y NY-ESO-1(van der Bruggen et al. 1991; Chen et al.
1997), expresados por células tumorales de diversos origenes histoldgicos pero no en tejido
normal, exceptuando testiculos. Se ha demostrado que la vacunacién con antigenos de
diferenciacion melanocitica purificados generan pobres respuestas clinicas (Rosenberg et al. 2004;
Terando et al. 2007). En nuestro laboratorio se trabaja con estrategias de inmunoterapia para el
melanoma desde hace 20 afios (Guerra et al. 1989; Mordoh et al. 1997), considerando que el
melanoma tiene antigenos conocidos y otros desconocidos, y que es necesario que el sistema

inmune desarrolle una respuesta policlonal para evitar el escape tumoral.
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2. CELULAS DENDRITICAS EN LA REGULACION INMUNE
2.1. Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigeno (CPAs) son aquellas que poseen la capacidad de
presentar en su superficie péptidos a los linfocitos T. Los péptidos deben ser procesados, unidos al
complejo mayor de histocompatibilidad de tipo | (MHC-I) y externalizados para ser reconocidos
por linfocitos T CD8", o unidos al complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il (MHC-II) para
ser reconocidos por linfocitos T CD4". La gran mayoria de las células del organismo poseen
proteasas capaces de procesar proteinas citosélicas, y expresan el MHC-I en su superficie. De esta
manera, son capaces de activar linfocitos CD8" efectores. Por otro lado, la presentacién antigénica
a través del MHC-II estd restringida a los linfocitos B, macrofagos y CDs. Estas células, capaces de
activar a linfocitos T CD4" se consideran CPAs. Las CDs son las CPAs mas potentes. Poseen altos
niveles de expresion de moléculas del MHC-Il y de moléculas coestimulatorias, como CD80 y CD86,
que las hacen capaces de activar a los linfocitos T virgenes, por lo que son llamadas CPAs

profesionales.

El reconocimiento del péptido especifico presentado por el MHC se considera la primera
sefal necesaria para la activacion de los linfocitos T virgenes. Sin embargo, se necesita una
segunda sefial, que esta dada por la uniéon de moléculas coestimulatorias en las CDs, como CD80 y
CD86, a CD28 en los linfocitos. Finalmente, segun las citoquinas o los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) sensados por las CDs, y la interaccion de CD40 en su superficie con
CD40L en los linfocitos activados, las CDs liberan diferentes factores polarizantes (sefial 3) que
influencian el perfil de los linfocitos activados.También poseen la capacidad de producir factores

polarizantes que inducen en ellos un perfil de respuesta determinado (Fig. 3).
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Fig. 3: Activacion de linfocitos T CD4" virgenes por CDs. Luego de sensar los estimulos inflamatorios, las CDs maduran y
presentan péptidos procesados por medio de las moléculas del MHC-II, que son reconocidos por el TCR de los linfocitos
T CD4" virgenes (sefial 1 requerida para la activacidn). Por otro lado, para su activacién se requiere una segunda sefial,
que estd dada por la union de moléculas coestimulatorias en las CDs, como CD80 y CD86, a CD28 en los linfocitos.
Finalmente, segun las citoquinas sensadas por receptores, o los PAMPs sensados por RRP (receptores de
reconocimiento de patrones), y la interaccién de CD40 en las CDs con CD40L en los linfocitos activados, las CDs liberan
diferentes factores polarizantes (sefial 3) que influencian el perfil de los linfocitos activados.

Al activarse, los linfocitos T expresan en su superficie el receptor de alta afinidad para IL-2,
gue media una respuesta proliferativa a bajas concentraciones de IL-2. El clon activado es capaz de
expandirse y generar una progenie de 1000 a 10000 células en 5 dias. Esta expansién debe ser
controlada una vez resuelto el proceso inflamatorio, y existen varios mecanismos que regulan
negativamente la respuesta T. El nivel de coestimulacion requerido por un linfocito T CD8" virgen
para su activacidon es mayor que el requerido por un linfocito T CD4" virgen. Por lo general, el nivel
expresado por las CDs resulta insuficiente, y se necesita primero de la colaboracién de las CDs con
los linfocitos T CD4*. Mediante la interaccién de CD40L con CD40 en las CDs, se induce en éstas la
expresion incrementada de moléculas coestimulatorias. Cabe destacar que aunque un nivel
elevado de coestimulacion en las CDs sea suficiente para inducir la activacién y expansion clonal
de los linfocitos T CD8" independientemente de linfocitos T CD4", se requiere de los linfocitos T

CD4" para la generacién y mantenimiento de las células T CD8" de memoria.

Para ser presentados por el MHC-I o MHC-II los antigenos proteicos deben ser procesados.

La degradacion y presentacion de las proteinas presentes en el citosol (proteinas provenientes de

11
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patdgenos que se replican en el citosol o incluso proteinas propias de la célula) ocurren por la via
endégena de presentaciéon. La via enddgena comienza en el citosol, cuando los péptidos
provenientes de proteinas degradadas por el complejo multienzimatico llamado proteosoma son
translocados al interior del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) por el heterodimero TAP1/TAP2
(proteinas asociadas al procesamiento antigénico). Las moléculas del MHC-I también se
encuentran en el RER, en un estado parcialmente plegado. La cadena a del MHC-I se encuentra
asociada inicialmente con la cadena B2-microglobulina. EIl MHC-I luego se une al péptido, proceso
que involucra proteinas accesorias. Se requiere la unidn de un péptido de caracteristicas
determinadas a fin de estabilizar al MHC-I, liberar las proteinas accesorias y permitir su transporte
a la membrana celular, donde el complejo MHC-I-péptido puede ser reconocido por el receptor de

células T (TCR) especifico-coreceptor CD8 en linfocitos T CDS".

Las proteinas internalizadas por fagocitosis o endocitosis, o provenientes de patdégenos
gue se replican dentro de vesiculas intracelulares, son presentadas la via exdgena. La via exdgena
de presentacién antigénica ocurre en los endosomas, y es mediada por un conjunto de proteasas
gue se activan a pH 4acido y degradan a las proteinas en estos compartimientos. Las moléculas del
MHC-II se sintetizan en el citosol y se translocan al RER, donde se unen a la denominada cadena
invariante que impide la union prematura de los péptidos presentes en el RER al sitio de unién del
MHC-II. Otra funcién de la cadena invariante es la de dirigir el transporte de las moléculas del
MHC-II hasta el compartimiento endosémico. Alli la cadena invariante es clivada por las proteasas
catepsinas (difieren seglin el tejido) hasta que sdlo un péptido denominado CLIP (péptido
intermediario similar a la corticotropina) queda unido a la molécula MHC-IIl. CLIP es desplazado
para permitir la unién de los péptidos al sitio de unidn del MHC-Il y su transporte a la superficie
celular, donde el complejo MHC-II-péptido puede ser reconocido por el TCR especifico-coreceptor

CD4 en linfocitos T colaboradores.

Se llama presentacion cruzada al proceso mediante el cual péptidos derivados de
proteinas exdgenas, normalmente presentadas por el MHC-II a linfocitos T CD4", son presentadas
por el MHC-I a linfocitos T CD8". Las CDs son las principales células capaces de realizar este tipo de
presentacién in vivo (Joffre et al. 2012). La presentacidon cruzada permite que antigenos
incorporados por la via endocitica o fagocitica sean presentados a linfocitos T CD8". Seria de
particular importancia para la presentacién de antigenos derivados de células tumotrales

apoptéticas y activacion de una respuesta citotdxica antitumoral.
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Una tercera via de presentacion esta mediada por moléculas CD1. Existen varias isoformas,
dependiendo de la especie. Estructuralmente son similares a las moléculas del MHC-I y se
encuentran asociadas a -2 microglobulina. Presentan antigenos a linfocitos T con TCRaf, a
linfocitos NKT, y a linfocitos T con TCRyd. Como las moléculas del MHC, las moléculas CD1 se
localizan en la superficie celular. A diferencia de las moléculas del MHC, las CD1 son luego
internalizadas a compartimientos endociticos especificos, donde pueden unir antigenos lipidicos.
Estos incluyen acidos grasos simples o fosfolipidos, y también glicolipidos mas complejos

isoprenoides, micolatos y lipopéptidos (Cohen et al. 2009).
2.2. Células dendriticas
2.2.1. Origen y subtipos.

Las CDs fueron descriptas por primera vez hace mas de 100 afios por Paul Lagerhans. Sin
embargo, fue recién en el aino 1973 que Ralph Steinman reporté a las CDs como a una poblacién
presente en los ganglios linfaticos, diferente de los macréfagos (Steinman and Cohn 1973). Cinco
afios después Ralph Steinman describid la inigualable funcién de las células dendriticas de activar a
los linfocitos T virgenes. Se ha avanzado mucho desde entonces, y hoy se conoce que las DCs
forman una compleja red celular, consistente de subtipos bien diferenciados, con funciones,
fenotipo y localizacion especializada, que sondea los diferentes tejidos del organismo y modula las

respuestas inmunes adaptativas.

Las CDs se diferencian en la médula dsea a partir del progenitor de CDs comun, en
respuesta a factores de crecimiento y de diferenciacién, como el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF), el factor estimulante de colonias de macrdfagos (M-CSF), el
ligando del receptor FIt3 (Fms-related tyrosine kinase 3/ tirosina quinasa 3 similar a Fms), y
linfotoxina B. Las CDs pueden clasificarse en dos clases, clasicas o convencionales (CDc) y
plasmocitoides (CDp), que comparten un mismo origen pero poseen un ciclo de vida muy distinto
(Merad et al. 2013). Las CDc pueblan casi todos los tejidos, linfoides y no linfoides. Son
presentadoras de antigeno muy efectivas, y muy buenas estimuladoras de linfocitos T, incluso en
la ausencia de activacidn (Steinman 2012). En el estado estacionario su ubicacién en los tejidos
periféricos y en la zona marginal del bazo les permite adquirir antigenos de los tejidos y de la
sangre. Tanto en el estado estacionario como en el estado inflamatorio transportan antigenos a la

zona T de los ganglios linfaticos. Las CDp se encuentran mayormente en la sangre y en los tejidos
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linfoides, e ingresan a los ganlios linfaticos por la circulaciéon sanguinea. Presentan antigenos
ineficientemente en el estado estacionario pero al activarse por patégenos obtienen capacidad
presentadora y expresan grandes cantidades de IFNs de tipo | (IFN-I). Expresan a su vez un
repertorio acotado de receptores de reconocimiento de patdgenos (RRP) que incluyen los
receptores de tipo Toll (TLR)7 y TLR8 (Liu 2005; Villadangos and Young 2008). A diferencia de las
CDc, las CDp no presentan morfologia dendritica, y tampoco una alta expresién de moléculas del
MHC-II. La diferenciacién a una u otra clase de CD esta finamente regulada por la citoquina FIt3
ligando (Lewis and Reizis 2012), y por los factores de transcripcion Batf3, Id2 y IRF8 (Hashimoto et
al. 2011).

Las CDs estdn conformadas por una poblacidon heterogénea alojada en distintos drganos,
con combinaciones particulares de marcadores de superficie y funciones diferentes. Las CDs se
definen como células hematopoyéticas que expresan altos niveles de moléculas del MHC-II
(compartido por linfocitos B y macrofagos activados) y de la integrina CD11c (también expresada
por algunas poblaciones de macréfagos, linfocitos Ty B activados y células NK) (Hashimoto et al.
2011). Recientemente, se ha descripto la expresidén del receptor FIt3 como un posible marcador de
CDs mas especifico que el CD11c (Miller et al. 2012; Merad et al. 2013). El receptor Flt3 se
expresaria en poblaciones hematopoyéticas y luego se extinguiria de casi todos los linajes

celulares con la excepcion de los precursores de CDs (Merad and Manz 2009).

En la Tablal estan representados los subtipos de CD murinas y su localizacién, adaptado

del review de Miloud T. et al (Miloud et al. 2010).
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CD11c'MHC-II"'CD103°F4/80" Residentes
CD11c"MHC-II'CD8aSirpa Residentes
CD11c'MHC-II*'CD8a " Sirpa’

CD11c'MHC-II"CD8a CD4 Residentes

CD11c'MHC-II"CD8a CD4*

CD11c'MHC-II"CD8a’CD4

CD11c"MHC-II"CD8a CD4 Residentes
CD11c'MHC-II'CD8a CD4" Migratorias
CD11c'MHC-II"CD8a’CD4

CD11c*MHC-II*'CD8a°*CD205™

CD11c*MHC-II*'CD8a°"CD205"

CD de Langerhans Migratorias
CD11c'MHC-II*CD207'CD11b"EpCAM CD103 F4/80"

CD dérmicas

CD11c'MHC-II*CD207'CD11b"EpCAM CD103*F4/80

CD11c"MHC-II'CD8a Migratorias
CD11c'MHC-II"CD8a’
CD11c'MHC-II'CD8a Migratorias
CD11c'MHC-II"CD8a’
CD11c'MHC-II'CD8a Migratorias

CD11c"MHC-II*CD8a*

Tabla 1: Subtipos y localizaciéon de CDs murinas. Adaptado de Miloud T. et al (Miloud et al. 2010).

En la piel, las CDs se dividen en dos poblaciones mayoritarias, las células de Langerhans
(CL) y las CDs dérmicas (CDD). Las CL residen en la capa epidérmica de la piel. Poseen una
ontogenia y distribuciéon que las distingue del resto de las CDs. Se desarrollan a partir de
precursores embrionarios que son reclutados a la piel antes del nacimiento, y son por lo tanto
resistentes a la radiacion. En el estado estacionario, se renuevan por proliferacién in situ,
independiente de la médula ésea. Su homeostasis es regulada por TGF-B, producido por ellas
mismas y por queratinocitos. En la epidermis, son altamente fagociticas y poseen una baja
expresion de MHC-II, niveles intermedios de CD11c y altos niveles del receptor de lectinas CD207
(langerina). Durante el estado estacionario, un pequefio porcentaje migra a los ganglios linfaticos
drenantes. Ante una inflamacién severa, aproximadamente un 10-20% de las CL migran a los
ganglios linfaticos drenantes (Tay et al. 2014). Alli serian fenotipicamente indistiguibles de otras
CDs migratorias (Hashimoto et al. 2011). El rol inmunoldgico de las CL es todavia controversial. Las

CDD en cambio son una poblacidn heterogénea, que se mantiene por el continuo aporte de
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progenitores provenientes de médula 6sea. La mayoria de las CDD son CD11b"™ CD103,, pero
también hay subpoblaciones CD11b°*“CD103'CD207" y CD11b  CD103  (Tay et al. 2014). Las CDD
pueden encontrarse en los ganlios linfaticos drenantes en el estado inflamatorio. A contrario de
las CL, las CDD son sumamente mdviles, y en un estado inflamatorio son capaces de migrar a los
ganglios linfaticos en 24-48 horas, mientras que el pico de migracién de las CL se alcanza a los 4
dias (Shklovskaya et al. 2008). Serian entonces las responsables de gatillar las respuestas iniciales a

los patégenos de la piel.

En ratones, los precursores de médula désea representan la mayor fuente de CDs
generadas in vitro. El GM-CSF estimula a las células de médula dsea a diferenciarse en CDs
derivadas de monocitos, que poseen los marcadores CD11c” CD11b" CD8™ CD4™ MHCII (Zhu et al.
2012).

2.2.2. Captacion antigénica

La incorporacion de antigenos por las CDs, solubles o formando complejos, involucra
varios mecanismos, incluyendo pinocitosis pasiva, fagocitosis activa o translocacidon por uniones
comunicantes (gap junctions) (Spel et al. 2013). La presentacion cruzada de estos antigenos se ve

influenciada por la via de incorporacién.

Las CDs inmaduras expresan una amplia variedad de receptores endociticos que median la
internalizacién de antigenos (Fig. 4). Por un lado expresan receptores para el fragmento Fc
(fragmento cristalizable) de las inmunoglobulinas (CD64, CD32, CD16 y CD23) que les permiten
fagocitar antigenos que hayan interactuado con anticuerpos especificos. La internalizacién de
antigenos por esta via conduce a su liberacidn en el citosol, promoviendo su presentacion cruzada
por moléculas del MHC-I. Las CD también expresan receptores para componentes del
complemento, como el receptor de complemento tipo Il (CR3) (CD11b/CD18) y el receptor de
complemento tipo IV (CR4) (CD11c/CD18). Por este medio seria posible reconocer e internalizar
microorganismos opsonizados y células apoptoéticas. Expresan ademds una gran variedad de
receptores lectina de tipo C (RLC). Los RLC reconocen diferentes hidratos de carbono.
Dependiendo su linaje y localizacidn, las CDs presentan diferentes patrones de expresion de estos
receptores. La internalizacion de antigenos por receptores RLC conduce a la presentacidon de
antigenos a través de moléculas del MHC-Il y también del MHC-I por presentacién cruzada. Otro

receptor expresado por las CDs es el receptor para a2-microglobulina (CD91), capaz de reconocer
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e internalizar péptidos asociados a las proteinas de shock térmico hsp70 y/o hsp96, provenientes
de células necréticas o apoptdticas. También expresan diferentes receptores scavenger, que
pueden reconocer e internalizar diversos componentes presentes en bacterias y parasitos. El CD36
es un receptor scavenger que media la endocitosis de cuerpos apoptéticos provenientes de células

infectadas o tumorales y permite la presentacion cruzada a linfocitos T citotdxicos.

Receptores para el FeyRI, 11, 111
fragmento Fc de lg FeeRI, I

9 RC4

+ SR-A
derivados de C3 "Rcecjé)to;ers” { CD36
scavengers” L Lox-1

£O

Receptores BDCA-2

lectina
DECTIN-1
tipo C (LTC) DCIR Receptores para prpteinas D91
DCAL-1 de shock térmico

CLEC

Fig. 4: Familias de receptores endociticos expresados por las CDs que median la internalizacion de antigenos.

Las CDs poseen actividad macropinocitica constitutiva. Este mecanismo de endocitosis no
involucra receptores y permite tomar muestras del medio que las circunda de forma permanente.
Se realiza a través de la proyeccion de pseudépodos, y las vesiculas endociticas formadas poseen

un gran tamaiio (1-3 um).

2.2.3. Induccion de la maduracion

Las CDs se encuentran en el estado estacionario de forma inmadura. Residen en los tejidos
periféricos, sobre todo en la piel y mucosas, donde ejercen funciones de inmunovigilancia. Migran
constantemente a los ganglios linfaticos, aunque la tasa de migracidn en estas condiciones es baja.
Esta migracion basal estaria involucrada en la induccion de tolerancia periférica. Las CDs
inmaduras son capaces de capturar y procesar antigenos eficientemente, y poseen una baja

expresion de moléculas coestimulatorias y de moléculas del MHC-l1 y MHC-II.
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Las CDs inmaduras expresan una gran variedad de receptores para citoquinas que les
permite censar estimulos inflamatorios. También poseen receptores para PAMPs, como los
receptores de tipo Toll (TLR), los RLC, los receptores tipo NOD (dominio de oligomerizacion de
unidén a nucleotidos) y receptores tipo RIG-I (gen | inducible por acido retinoico). Los receptores de
tipo Toll (TLR) representan unas de las vias mas importantes de induccién de la maduracién. Cada
TLR detecta diferentes PAMPs derivados de virus, bacterias, micobacterias, hongos y parasitos. Los
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 se encuentran en la membrana plasmatica y reconocen
componentes de la membrana microbiana (TLR1, TLR2 y TLR6 reconocen lipoproteinas, el TLR4
lipopolisacdrido y el TLR5 flagelina). Los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se expresan en vesiculas
intracelulares y reconocen acidos nucleicos (el TLR3 reconoce ARN doble cadena, el TLR7 y TLR8
ARN simple cadena y TLR9 ADN), permitiendo detectar la incorporacién de virus, patégenos
intracelulares o células infectadas. El reconocimiento del ligando gatilla eventos de sefalizacion
que llevan a la secrecién de citoquinas inflamatorias, IFN-I, quimioquinas y péptidos
antimicrobiales. Aparte de inducir el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos y mediar la

muerte de los patégenos, se induce la maduracién de las CDs (Kawai and Akira 2011).

Al percibir estimulos inflamatorios o componentes microbianos las CDc se activan y se
induce su maduracion. Durante el proceso de maduracion se incrementa la expresion del receptor
de quimioquinas CCR7, que dirige su migraciéon a los érganos linfaticos secundarios. Por otro lado,
disminuye su capacidad endocitica, restringiendo los antigenos presentados a los encontrados en
la periferia. Las CDc maduras incrementan la expresion de las moléculas coestimulatorias CD40,

CD80 y CD86, y también la exposicidon en superficie de complejos MHC-1I-péptido.

A diferencia de las CDc, las CDp inmaduras se encuentran en la circulacién sanguinea y en
los 6rganos linfaticos secundarios, y no se detectan en los tejidos periféricos. Poseen una baja
actividad endocitica y una diferente bateria de TLR. Al madurar secretan una gran cantidad de IFN-
| y cantidades moderadas de factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-6. De esta manera orientan la
funcionalidad de los linfocitos T, aunque son incapaces de activar linfocitos T virgenes. También
estimulan a otros tipos celulares. Activan a las células citotdxicas naturales (NK) e inducen la
maduracién de CDs mieloides. También estimulan la funcionalidad de los linfocitos B. Son muy

importantes en el desarrollo de la inmunidad antiviral.

Se ha demostrado que las CDs son capaces de madurar tanto in vitro (Kalinski and Okada

2010) como in vivo (Drutman and Trombetta 2010). Un cdctel de maduracién ampliamente
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utilizado para la maduracidon de CDs ha sido el de IL-1B, TNF-q, IL-6 y prostaglandina E, (PGE,)
(Jonuleit et al. 1997). Aunque la PGE, no se considera inflamatoria, se ha visto que su inclusion
aumenta la posterior migracion de CDs a los ganglios linfaticos (Scandella et al. 2002). Se han
ensayado mas recientemente combinaciones de TLR como agentes de maduracién de CDs,
obteniéndose muy buenos resultados (Warger et al. 2006; Bohnenkamp et al. 2007). Se ha
demostrado, por ejemplo, que agonistas de TLR3 y TLR4 actlan en sinergismo con agonistas de

TLR7, TLR8 y TLR9 en la induccidn de programas Th1l polarizantes en CDc (Napolitani et al. 2005).

El imiquimod (IMI) es un agonista del TLR7, receptor asociado a vesiculas intracelulares
que sefaliza a través de MyD88 activando NF-kB e induciendo la produccidon de citoquinas
inflamatorias como IFN-I (Kawai and Akira 2011). El uso de IMI tépico, agonista del TLR7, ha
demostraso aumentar la actividad citotdxica de CDc y CDp in vivo (Stary et al. 2007) y la migracién
de CL a los ganglios linfaticos (Suzuki et al. 2000). La aplicacién tdpica de IMI se ha ensayado junto
con la inyeccion intratumoral de CDs inmaduras, llevando a una importante regresion de

melanoma B16-F10 (Lee et al. 2007).

2.2.4. Plasticidad de las CD y presentacidn antigénica.

Las CD maduran a diferentes perfiles, dependiendo de la naturaleza del proceso infeccioso
en curso. En funcién de los diferentes PAMPs activados, y de las citoquinas y mediadores
inflamatorios presentes en el sitio de infeccidn, las CDs maduran y producen diferentes citoquinas

que les permiten direccionar la respuesta T (Fig. 5).
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Fig. 5: Plasticidad de las CDs en la induccion de diferentes perfiles de respuesta en los linfocitos T virgenes.

Los linfocitos T CD8* virgenes al activarse proliferan y se diferencian a linfocitos T
citotoxicos. Este proceso lleva aproximadamente 5 dias, y durante este periodo las células
sintetizan granzimas y perforinas, expresan la molécula FasL en su superficie y cambian el patrén
de expresion de moléculas de adhesion de forma de reconocer el endotelio activado vy
extravasarse hacia el sitio de inyeccion. El reconocimiento por el TCR del péptido antigénico en
una célula diana presentado por moléculas del MHC-I induce la liberacién de granzimas y
perforinas que llevaran a la apoptosis de la célula diana. Las células T citotdxicas también son
capaces de inducir la apoptosis mediante el sistema FasL/Fas. A su vez, los linfocitos T citotdxicas

liberan citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, como el IFN-y y el TNF-a.

Los linfocitos T CD4" virgenes en cambio, pueden madurar hacia diferentes perfiles. La IL-
12 y otras citoquinas como la IL-18, IL-23 e IL-27, son producidas por CDs y macréfagos, y orientan
su diferenciaciéon hacia un perfil Thl. Las células Thl producen principalmente IL-2 e IFN-y, y
también TNF-a y TNF-B. Estos linfocitos median la respuesta a patdgenos intravesiculares o
indocitados al compartimiento vacuolar y favorecen la actividad de los linfocitos T citotéxicos. La

IL-4 producida por células NKT y mastocitos, y la IL-13 orientan a los linfocitos T CD4" virgenes
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hacia un perfil Th2. Los linfocitos Th2 median la respuesta a patdgenos extracelulares. Para esto
colaboran con los linfocitos B para la generacidn de una respuesta humoral eficaz. Los linfocitos

Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.

Los linfocitos T CD4" virgenes, en presencia de TGF-B, IL-6 o IL-21 se diferencian hacia un
perfil productor de IL-17. Estas células llamadas Th17 producen IL-17, IL-17F e IL-22, induciendo
una fuerte inflamacién de los tejidos, y se han visto involucradas en enfermedades autoinmunes

(Korn et al. 2009).

Por otro lado, CDs que poseen un fenotipo caracterizado por la baja expresion de CD40,
CD80 y CD86, baja produccidon de IL-12 y alta produccién de IL-10 median una actividad
tolerogénica induciendo en los linfocitos T CD4" virgenes un perfil regulatorio (linfocitos T
regulatorios inducibles). Los linfocitos T regulatorios (Treg) median un efecto inhibitorio sobre la
expansién y produccion de citoquinas por células Thl, Th2 y T citotéxicos. Producen
principalmente IL-10 y TGF-B. Son caracterizados por la expresidn constitutiva en su superficie de
las moléculas CD4 y CD25 (cadena a del receptor de alta afinidad de la IL-2) y la expresion
citoplasmdtica de Foxp3, un factor transcripcional crucial para el desarrollo y funciéon de los
linfocitos T regulatorios. Las CDs que poseen un bajo tenor coestimulatorio generan la anergia de

linfocitos T virgenes.

Como mecanismo de control del sistema inmune, los linfocitos T poseen un mecanismo de
control que no les permiten proliferar indefinidamente. Al activarse, los linfocitos T expresan la
molécula CTLA-4 (36 a 72 horas post-activacién). CTLA-4 interactia con CD80 y CD86 en la
superficie de las CPAs, induciendo una fuerte sefial inhibitoria que lleva a la apoptosis del linfocito.
En los linfocitos T activados también se induce la expresion de PD-1 (Program death-1), cuyos
ligandos son PD-L1 y PDL-2 que se expresan en las CPAs activadas. La interaccion de PD-1 con sus
ligandos conduce también a una sefial inhibitoria en el linfocito T. De esta manera las CDs

activadas estan también involucradas en la apoptosis de los linfocitos.

Se ha descripto que la acumulacién de lipidos (triglicéridos) en las CD es capaz de alterar
su capacidad de procesar antigenos tumorales y de presentarlos eficientemente a linfocitos T
(Herber et al. 2010). Sin embargo, todavia no hay un consenso claro sobre si un alto contenido de
lipidos es un marcador de disfuncidn en las CDs. Los cuerpos lipidicos o vesiculas lipidicas son las

organelas citoplasmaticas involucradas en el almacenamiento de lipidos neutros. Estan
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conformadas por un centro de lipidos neutros rodeadas por una monocapa de fosfolipidos y de
diversas proteinas asociadas. Estan constitutivamente presentes en adipocitos y células
esteroidogéinicas y ausentes en casi todos los otros tipos celulares. Sin embargo, se ven
incrementadas en células no-adipocidicas en contextos de inflamacion 6 cancer (Bozza and Viola
2010). Nuestro grupo ha observado la acumulacidn de vesiculas lipidicas en células de melanoma
humanas irradiadas, y ha determinado que CDs derivadas de sangre periférica de pacientes de
melanoma, al ser cocultivadas con estas células, se cargan de vesiculas lipidicas. Estas CDs no eran
capaces de estimular linfocitos alogénicos en ensayos de MLR. Sin embargo, al agregar un céctel
de citoquinas inflamatorias durante el cocultivo las CDs fueron capaces de estimular a los linfocitos

T (Pizzurro et al. 2013).

2.2.5. Células apoptdticas, necréticas y CPAs.

En los ultimos tiempos se ha avanzado mucho en la caracterizacién bioquimica y genética de la
muerte celular. Se recomienda realizar definiciones moleculares de los procesos de muerte celular
complementando observaciones morfoldgicas. Se ha propuesto recientemente una clasificacién
funcional de procesos de muerte que incluyen a grandes rasgos: apoptosis extrinseca, apoptosis
intrinseca caspasa-dependiente o caspasa-independiente, necrosis, necrosis regulada, muerte por

autofagia y catdstrofe mitética (Galluzzi et al. 2012).

El término apoptosis fue utilizado por primera vez para definir el proceso celular activo y
programado mediante el cual se logra eliminan células en los tejidos sin generar inflamacién y con
poco dafio, manteniendo de esta forma la homeostasis (Kerr et al. 1972). La apoptosis es un
proceso controlado genéticamente, y estd acompanada por la disminucién del volumen celular, la
condensacidon de la cromatina, fragmentacion nuclear, muy poca modificacidn de organelas
celulares, la lobulacidn de la membrana plasmatica sin pérdida de su integridad y la formacion de
cuerpos condensados celulares llamados cuerpos apoptdticos. In vivo, este proceso finaliza con su
incorporacién por parte de fagocitos residentes. El término apoptosis esconde una gran
heterogeneidad bioquimica y funcional, ya que el mismo fenotipo de muerte puede estar ser
iniciado por diferentes vias (por ejemplo mediante las vias intrinseca o extrinseca). La necrosis, por
otro lado, esta caracterizada morfolégicamente por un aumento en el volumen celular (oncosis),
hinchamiento de organelas celulares, pérdida de integridad de la membrana plasmatica con
subsiguiente pérdida de organelas celulares (Kroemer et al. 2009). Por mucho tiempo se consideré

una forma de muerte accidental y no controlada, pero se han encontrado evidencias de su
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regulacién por ciertas vias de transcripcidon de sefales y mecanismos catabdlicos (Festjens et al.
2006; Golstein and Kroemer 2007). Vale la pena recalcar que cuando el proceso de apoptosis no
se ve acompafiado por la fagocitosis, el proceso tiene un final autolitico necrético. Esta autolisis
celular fue llamada necrosis secundaria, para distinguirla de cuando el proceso de necrosis ocurre

ab initio (necrosis primaria) (Silva 2010).

Las células en procesos de muerte liberan y exponen en su superficie moléculas que
actuan como sefiales para las células del sistema inmune, generando respuestas inflamatorias, o
anti-inflamatorias o tolerogénicas. El paradigma tradicional establece que la apoptosis es un
proceso controlado e inmunoldgicamente “silencioso” en el cual no hay liberacién de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs). Los cuerpos apoptdticos suprimirian en células que los
fagociten la transcripcidén de genes de citoquinas inflamatorias, promoverian en ellos la secrecion
de citoquinas anti-inflamatorias, y la presentacién de antigenos por CPAs estaria modificada de tal
manera que se favoreceria la tolerancia inmunoldgica. CDs que incorporan células apoptdticas
pueden generar tolerancia antigénica en modelos de hipersensibilidad, autoinmunidad y otras
respuestas inmunes (Green et al. 2009). Por otro lado, la necrosis es una forma de muerte celular
resultante del dafo agudo a los tejidos, y este daio lleva a la exposicion de DAMPs y activacion de

efectores inmunes inflamatorios.

Se ha demostrado sin embargo que antigenos de células apoptdticas gatillan respuestas
inmunes eficientes. Se ha comprobado la inmunogenicidad de las células apoptdticas en varios
contextos. Por ejemplo, la apoptosis de células tumorales inducida por quimioterapia es capaz de
activar la respuesta inmune (Casares et al. 2005). Para varias lineas celulares se ha comprobado
que las células apoptodticas eran superiores a las necrdticas en la presentacién cruzada de
antigenos asociados a tumor (Schnurr et al. 2002; Strome et al. 2002). Interesantemente se ha
observado que las células apoptdticas tardias serian mas inmunogénicas que las apoptdticas
tempranas (Brusa et al. 2008). La superior capacidad de realizar presentacidon cruzada de las
células apoptdticas se ha asociado a un almacenamiento mas prolongado en ciertos subtipos de
CDs (Reboulet et al. 2010), y a su persistencia en el sitio de vacunacién (Scheffer et al. 2003;

Jusforgues-Saklani et al. 2008).

Por lo tanto, el paradigma seria una simplificacién. Seria la combinacién de diferentes

moléculas liberadas o expuestas por las células la que determinard una muerte asociada a una
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respuesta inmune inflamatoria o anti-inflamatoria (Zitvogel et al. 2010). En nuestro laboratorio se
ha observado que células del melanoma murino B16-F1 irradiadas con 70 Gy y cultivadas por 48
horas consisten en 70-80% de células apoptdéticas tempranas y un 12-19% de células necréticas.
Estas células son incorporadas por CDs derivadas de médula dsea y son capaces de proveer una

eficaz respuesta antitumoral a largo plazo (Goldszmid et al. 2003).

2.3. Tejidos linfoides

El sistema linfatico estd conformado por los drganos linfaticos primarios, secundarios y la
linfa que circula por los vasos linfaticos. Los drganos linfaticos primarios son la médula ésea y el
timo, donde se generan las células inmunes. En los érganos linfaticos secundarios, los ganglios
linfaticos, el bazo y los nédulos linfaticos, ocurre la presentacién antigénica a los linfocitos T. Los
vasos linfaticos drenan el fluido extracelular de los tejidos periféricos a través de los ganglios
linfaticos y hacia el ducto toracico, que luego desemboca en la vena subclavia. La linfa lleva
antigenos del tejido periférico hacia los ganglios linfaticos, y a los linfocitos desde los ganglios

linfaticos hacia la sangre.

Los ganglios linfaticos son tejidos especializados en captar antigenos y ponerlos en
contacto con los linfocitos T virgenes, de forma de iniciar las respuestas inmunes adaptativas. Son
estructuras altamente organizadas donde convergen los vasos linfaticos provenientes de los
tejidos periféricos, llevando hacia ellos antigenos o células cargadas de antigeno como macréfagos
y células dendriticas. Los linfocitos T y B virgenes ingresan en los ganglios atravesando las vénulas
del endotelio alto (HEV). En estas vénulas se expresa la adresina de nddulo linfatico periférico
(PNAd), que interactua con L-selectina/CD62L expresada en los linfocitos T y B circulantes,
mediando su entrada al ganglio linfatico. En los ganglios, los linfocitos B se encuentran localizados
en foliculos, y las células T en areas paracorticales denominadas zonas T. Algunos de los foliculos B
incluyen centros germinales, donde las células B proliferan intensamente luego de reconocer su
antigeno especifico presentado por las CPAs y estimulados por células T colaboradoras. En el
centro germinal ocurre la hipermutacion somatica que da lugar a anticuerpos de mayor afinidad, y

el cambio de clase que permite producir anticuerpos de isotipo diferente a la IgM.

Bajo el epitelio de las mucosas y en las cercanias de los vasos linfaticos pueden
encontrarse ganglios linfaticos no encapsulados llamados MALT (Tejido linfoide asociado a

mucosas), que incluyen a las Placas de Peyer. Los MALT poseen foliculos B, zonas T, multiples
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poblaciones de CD y células estromales especializadas, y son capaces de generar respuestas

inmunes adaptativas.

Los tejidos linfoides terciarios o ectdpicos se desarrollan en respuesta a inflamaciones
cronicas, infecciones crénicas o autoinmunidad. Pueden generarse en sitios de inflamacién o
infeccidn en casi cualquier érgano o tejido. Muchas de las sefiales involucradas en el desarrollo de
los érganos linfoides secundarios son compartidas por los érganos linfoides terciarios (Carragher
et al. 2008). Comparten también caracteristicas morfolégicas con los drganos linfoides
secundarios, como la presencia de HEV, regiones discretas de acumulacién de linfocitos Ty B, y
redes de CDs foliculares (Nasr et al. 2007). Existen evidencias del importante rol de las CDs en el
desarrollo del tejido linfoide terciario. Un estudio clinico analizando biopsias de piel de pacientes
inoculados intradérmicamente con CDs maduras demostré que éstas inducen cambios en el
microambiente que permiten el reclutamiento de linfocitos T virgenes y de memoria al sitio de
inoculacion (Schrama et al. 2002). También se vio que eran esenciales para el mantenimiento de
estos tejidos, por ejemplo en un modelo inducible de tejido linfoide asociado a los bronquios en
los pulmones de ratones infectados con influenza (GeurtsvanKessel et al. 2009). El tejido linfoide
terciario podria facilitar la interaccidn entre las células presentadoras de antigeno y los linfocitos,
acelerando la cinética de la respuesta inmune en estos sitios. Se observé por ejemplo que al dirigir
linfotoxina-a a un sitio tumoral de B16-F1 se genera un tejido linfoide terciario local con induccion

de una respuesta local especifica T que lleva al rechazo tumoral (Schrama et al. 2008).

3. INMUNOTERAPIAS PARA EL CANCER

3.1. Inmunologia del Cancer

Luego de muchos afos de debate, actualmente es aceptado que el sistema inmune es
capaz de controlar el cancer, tanto en modelos animales como en humanos (Finn 2008). El sistema
inmune juega tres roles centrales en la prevencién tumoral. Al suprimir infecciones virales protege
al organismo de tumores inducidos por virus. También, al eliminar patdgenos y resolver cuadros
inflamatorios, previene el establecimiento de un microambiente inflamatorio, que se ha
relacionado con la tumorigénesis. Por ultimo, el sistema inmune es capaz de identificar y eliminar
células tumorales en base a la expresién de antigenos tumorales o la deteccion de alteraciones

celulares (Swann and Smyth 2007). Este Gltimo mecanismo se conoce como inmunovigilancia.
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Ha sido dificil obtener evidencia experimental del proceso de inmunovigilancia en
humanos, ya que se necesitan grandes niumeros de pacientes y largos periodos de seguimiento. En
un estudio que finalizé en el 2004 se evalué en 905 pacientes, receptores de trasplantes de
corazon, pulmoén o ambos drganos, el efecto de la inmunosupresion (utilizada para evitar el
rechazo de los drganos trasplantados) en la incidencia de cancer (Roithmaier et al. 2007). Se
diagnosticaron 102 casos nuevos de cancer en estos pacientes, lo que representa 7,1 veces mas
qgue en la poblacién general, indicando que el sistema inmune posee un rol importante en el
control del cancer. Otra evidencia importante del proceso de inmunovigilancia fue dada por
estudios en cancer de mama. Los antigenos onconeurales, que se expresan normalmente en las
neuronas, también pueden ser expresados por células de cancer de mama. Algunas pacientes
desarrollan fuertes respuestas CD8" antigeno-especificas que controlan la expansién tumoral, pero
gue concomitantemente resultan en enfermedades neuroldgicas severas generadas por un ataque

autoinmune del cerebelo (Albert et al. 1998).

El proceso de eliminacion de las células tumorales por el sistema inmune incluye
respuestas del sistema inmune innato y adaptativo. Células efectoras del sistema inmune innato,
como las células NK, NKT y Tyé son activadas por citoquinas inflamatorias liberadas por las células
tumorales, macrdfagos y células estromales de la cercania tumoral. Estas citoquinas reclutan otras
células inmunes que producen citoquinas pro-inflamatorias como IL-12 e IFN-y. Las células NK lisan
células tumorales, al liberar perforina, y también a través de los receptores FasL y TRAIL, procesos
que liberan al medio mas antigenos tumorales. Las células NK interactian con las CDs,
estimulando su migracion a los ganglios drenantes al tumor, donde inducen las expansion clonal
de linfocitos T citotdxicos tumor-especificos. Estos linfocitos son reclutados al sitio tumoral, donde

lisan a las células tumorales y producen mas IFN-y.

Sin embargo, ocurren interacciones entre las células inmunes y las células tumorales que
van modificando las propiedades de ambas poblaciones. La teoria de la inmunoedicién plantea
que el sistema inmune esta involucrado en el control del nimero de células tumorales y en su
inmunogenicidad, ya que se ha observado que los tumores desarrollados en ratones
inmunodeficientes eran mas inmunogénicos (no editados) que tumores similares desarrollados en
ratones inmunocompetentes (editados) (Shankaran et al. 2001). Segun esta teoria el desarrollo
tumoral puede dividirse en tres fases: eliminacién, equilibrio y escape. Durante la fase de

eliminacion, el sistema inmune innato, especialmente las células NK y el IFN-y liberado, y el
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sistema inmune adaptativo, eliminan las células transformadas. En el caso de que no haya
eliminacion completa, la seleccidon inmune es capaz de inducir la aparicién de variantes tumorales
menos inmunogénicas que logran resistir al ataque de las células efectoras. Esta es la fase de
equilibrio, donde el sistema inmune no logra eliminar a las células tumorales y éstas siguen
acumulando cambios, como mutaciones en el ADN o alteraciones en la expresién génica. Aunque
se genere una respuesta adaptativa citotdxica contra el tumor, las células tumorales con baja
expresion de antigenos tumorales o moléculas del MHC-I y MHC-Il, o que expresen factores
solubles pro-tumorales lograran sobrevivir. Finalmente, si la respuesta inmune falla en eliminar a
las células tumorales, el proceso resulta en la selecciéon de las variantes que resisten, evitan o
suprimen las respuesta inmune, llevando a la fase de escape. Durante la fase de escape el sistema
inmune ya no es capaz de contener al tumor, resultando en un progresivo crecimiento tumoral

(Kim et al. 2007; Swann and Smyth 2007).

El sistema inmune responde a las células tumorales reaccionando contra antigenos tumor-
especificos (moléculas que sdlo estan presentes en las células tumorales) o antigenos asociados a
tumor (moléculas compartidas, cuya expresion varia entre las células normales y las tumorales).
Los antigenos tumor-especificos pueden ser productos de mutaciones causadas por la
proliferacién aberrante de las células tumorales, como por ejemplo la mutacion en el gen B-Raf en
las células tumorales de pacientes con melanoma avanzado (Jakob et al. 2012). En el caso de los
tumores inducidos por agentes virales, las proteinas virales pueden actuar como antigenos tumor-
especificos, como los productos de los genes E6 y E7 del virus del papiloma humano (Finn 2008).
Uno de los primeros descubrimientos importantes en la historia de la inmunologia tumoral fue la
caracterizacién molecular del primer antigeno de melanoma (MAGE) reconocido por células T
(Coulie et al. 1994). Hoy en dia se conoce que este antigeno es expresado por tumores
histolégicamente diferentes y por una pequefia subpoblacidon de células normales en testiculo y
placenta, por lo que se trata de un antigeno asociado a tumor. Luego se descubrieron otros
antigenos compartidos por células melanociticas normales y por células de melanoma, y que se
encuentran sobreexpresados en las células de melanoma, como el antigeno Melan-A. Se demostré
también, en la sangre de pacientes con melanoma, linfocitos T citotdxicos capaces de reconocer

estos auto-antigenos (Parmiani et al. 2007).

Uno de los desafios de la generacidn de vacunas terapéuticas antitumorales es la seleccion

apropiada de antigenos blanco y la calidad de la respuesta T de memoria pre-existente. Inducir
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una respuesta inmune efectiva contra antigenos asociados a tumor significa que se debe por un
lado romper la tolerancia pre-existente contra auto-antigenos, y por otro lado generar una
respuesta autoinmune. Los clones T de mayor afinidad podran ser en estos casos suprimidos por
seleccion negativa, y las células de memoria T pre-existentes podrian estar polarizadas hacia un
perfil tolerogénico, por lo que habria que inducir una fuerte respuesta tumoral capaz de
reprogramar la respuesta inmune existente hacia una respuesta antitumoral, a base de células Thl
productoras de IFN-y. Al elegir antigenos tumor-especificos, no habrd mecanismos de seleccidon
negativa contrarrestando la accién antitumoral. El repertorio T no seria suprimido, ya que estos
linfocitos no reconocen moléculas propias. En el caso de tumores establecidos, habra
seguramente una polarizacién de la respuesta T de memoria inducida por el tumor hacia un perfil

tolerogénico, que habria que reprogramar hacia una respuesta antitumoral efectiva.

Las células tumorales son por si mismas pobres CPAs, y se ha demostrado en modelos
murinos que la generacién de una respuesta antitumoral efectiva depende de la presentacion de
antigenos tumorales por las CDs (Diamond et al. 2011). La capacidad unica de las CDs de coordinar
la respuesta inmune innata y adaptativa las han hecho herramienta esencial para el desarrollo de

estrategias de vacunacion.

3.2. Desarrollo de inmunoterapias contra el cancer

Recientemente, se ha comenzado a demostrar que el sistema inmune es capaz de
influenciar el desarrollo clinico de pacientes con tumores establecidos. Provenge (sipuleucel-T),
vacuna inmunoterapéutica para el cdncer de prdstata, constituida por CDs cargadas con la
proteina antigénica PAP, ha demostrado un aumento de 4 meses en la sobrevida de pacientes en
fase Ill de ensayos clinicos (Kantoff et al. 2010). Aunque es un efecto moderado, demuestra que la
inmunoterapia puede gatillar una respuesta antitumoral en pacientes con tumores establecidos, y
su aprobacidon por la FDA es uno de los mayores logros de la nueva era de la inmunoterapia del

cancer.

Generar la respuesta inmune acertada para combatir el cancer requiere la participacién
tanto del sistema inmune innato como del adaptativo, y las CDs son las que actian como puente
decodificando e integrando las sefales obtenidas por el sistema inmune innato vy
transmitiéndoselas al sistema inmune adaptativo. Es por eso que el disefio de vacunas basadas en

CDs es tan interesante y desafiante. Es preciso hacer accesible a estas células los antigenos
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tumorales, y también se deben administrar las sefiales correctas que induzcan su maduracion.
Debido al gran nimero de CDs del organismo, que difieren en su localizacién y funcionalidad, ha
habido muchas y diversas estrategias de vacunacién estudiadas. Una de las principales estrategias
es la de generar CDs y cargarlas ex vivo con los antigenos tumorales, junto con los estimulos
necesarios para su maduracién. Otra estrategia reciente ha sido la de dirigir los antigenos
directamente a ciertos subtipos de CDs in vivo, mediante el uso de proteinas quiméricas
compuestas de un anticuerpo con especificidad para algln receptor de membrana de ese subtipo

celular, conjugado al antigeno tumoral (Banchereau et al. 2009).

Los mecanismos de inmunosupresién juegan un rol importante en la evasion tumoral del
sistema inmune en cdncer. Una de las vias mas relevantes estd mediada por la molécula
inmunosupresora CTLA-4, cuya expresidn se ve incrementada en linfocitos T activados. Al unirse a
sus blancos, las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, media la inhibicién de la proliferacion de
los linfocitos Ty la produccién de IL-2 (Brunner et al. 1999). El anticuerpo monoclonal Ipilimumab,
antagonista de la molécula CTLA-4, ha sido aprobado para su uso en melanoma metastdsico y ha
probado ser un tratamiento efectivo (Weber 2009). Otros anticuerpos monoclonales, cuyos
blancos son moléculas inmunosupresoras, se encuentran ahora en ensayos clinicos para MC, como
los antagonistas de la proteina de muerte programada | (PD-1/ CD279) y el ligando de PD-1 (PD-L1
o B7-H1) (Melero et al. 2013). El receptor inhibitorio PD-1 se encuentra sobre-expresado en
linfocitos T con exposicidon antigénica de largo plazo. Uno de sus ligandos, PD-L1, se encuentra
sobre-expresado dentro del microambiente tumoral, por células tumorales o macréfagos
infiltrantes, regulando negativamente la respuesta efectora T (Hamid et al. 2013). Estos hallazgos
sugieren fuertemente que en el organismo portador de un tumor existen linfocitos especificos
antitumorales que se encuentran inactivos y que podrian ser estimulados o reactivados por medio

de inmunoterapias.

Otro agente inmunomodulador es la ciclofosfamida. La ciclofosfamida es un agente
guimioterapéutico alquilante, utilizado para el tratamiento de leucemias, linfomas y tumores
solidos (Mitchell 2003). La ciclofosfamida posee efectos moduladores en la respuesta inmune
innata y adaptativa. Su administracién induce linfopenia transitoria, asociada con la proliferacion y
expansion de linfocitos T antigeno-especificos (Salem et al. 2007), una reduccién en el nUmero de
T reg (Ghiringhelli et al. 2004; Lutsiak et al. 2005) y aumentando la funcion de los linfocitos T

infiltrantes del estroma tumoral (Ibe et al. 2001). Se ha observado también que la ciclofosfamida
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induce niveles incrementados de de IFN-l1 y de otras citoquinas inflamatorias en suero y la
activacion de células mieloides CD11b" (Schiavoni et al. 2000; Salem et al. 2007). Recientemente se
ha observado que la ciclofosfamida genera la movilizacidn sistémica de CDs que se postula
mejoraria las respuestas antitumorales (Nakahara et al. 2010; Radojcic et al. 2010; Schiavoni et al.

2011).

En nuestro laboratorio se han desarrollado terapias inmunoterapéuticas contra el MC, una
de las cuales se encuentra en fase Il/lll de ensayos clinicos en pacientes (Ensayo clinico CASVAC
0401). Esta estrategia consiste en la administracidon de células alogénicas apoptdticas/necréticas
de melanoma (CSF470) aplicadas junto con el bacillo Calmette Gurin (BCG) y GM-CSF como
adyuvantes (Barrio et al. 2006). En el estudio de fase | se ha observado un aumento significativo en
la calidad de vida de los pacientes vacunados con respecto a los tratados con IFNa-2b, y el 67 %
sigue libre de enfermedad luego de 11 afios de seguimiento (estadios IIB, IIC y Ill). Por otro lado, se
ha realizado un ensayo de fase | con otra estrategia inmunoterapéutica que consiste en CDs
autdlogas cargadas con células alogenéicas apoptdticas/necréticas de melanoma, que resultd
segura y que fue capaz de inducir inmunidad especifica contra antigenos tumorales (von Euw et al.

2008).
3.3. Modelo murino de melanoma B16-F1 y antecedentes de la linea de trabajo

La linea murina B16 fue obtenida de un melanoma espontdneo originada en un ratén
C57BL/6 (Fidler and Nicolson 1976). Esta linea es considerada pobremente inmunogénica, ya que
expresa bajos niveles de moléculas del MHC-I, dificultando su reconocimiento por linfocitos CD8".
Sin embargo, la linea B16 expresa varios antigenos asociados a tumor, como la proteina Trp-2 o la
proteina pmell7 (andlogo a gp100 en humanos), que pueden actuar como blanco de linfocitos T.
Por medio de inmunoterapias es posible obtener respuestas antitumorales, demostrando la

inmunogenicidad de los tumores de B16 (Becker et al. 2010).

La linea B16-F1 fue derivada de metastasis pulmonares producidas por la inyeccién i.v. de
células B16 (Raz et al. 1980). Este modelo de transplante singeneico en ratones C57BL6
inmunocompetentes resulta apropiado para estudiar o modular respuestas inmunes anti-

melanoma.

Sin embargo, hay que considerar que la linea B16-F1 es muy agresiva y que la tasa de

crecimiento de los tumores trasplantados es mucho mayor que la tasa de crecimiento de los
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tumores en pacientes. Es dificultoso utilizar este modelo para el estudio de estrategias
terapéuticas, ya que el crecimiento tumoral le gana a la generacién de la respuesta inmune. Por
esta razon, en este trabajo se utiliza el modelo de B16-F1 para probar vacunaciones preventivas,
es decir primero realizando la vacunacién y luego el desafio tumoral. De esta manera se da lugar a

una ventana temporal para que se desarrolle la respuesta antitumoral.

En el laboratorio comenzé a trabajar con este modelo experimental de melanoma hace
mas de 10 afios, con el objetivo de disefiar inmunoterapias que pudiesen ser finalmente adaptadas
para su uso en pacientes. Se comenzé evaluando diferentes formas de cargar a las CDs con
antigenos provenientes de células de melanoma. Se comprobéd que la estrategia que daba mayor
proteccién antitumoral era cargando CDs derivadas de médula dsea con células B16-F1

apoptéticas y necrdticas de melanoma irradiadas con rayos-y (70 Gy) (Fig.6).
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Fig. 6: Proteccion antitumoral de la vacuna CD-Apo/Nec (4 dosis de vacuna). Curva de sobrevida por el método de
Kaplan Meier de animales vacunados con CDs cocultivadas 24 hs con células (irradiadas con 70 Gy) apoptdticas y
necréticas de melanoma (Apo/Nec), CDs cocultivadas 24 hs con células necréticas (CDs-Nec) obtenidas por
congelamiento y descongelamiento, CDs solas (CDs), células apoptdticas y necréticas de melanomasolas (Apo/Nec),
células necrdticas solas (Nec), CDs junto con Apo/Nec sin previo cocultivo de 24 hs (CDs+Apo/Nec), CDs provenientes
de bazo, y un grupo control con vehiculo (PBS).

Las células irradiadas fueron plaquedas por 48 horas antes de ser utilizadas, y consistian a
este tiempo de 70-80% células apoptdticas y 12-19% células necrdticas o en apoptosis secundaria.
Estas células irradiadas (Apo/Nec) indujeron proteccidon antitumoral, mientras que las células

necréticas (Nec) fracasaron. La proteccion antitumoral generada por la vacuna CD-Apo/Nec fue de
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largo plazo, dependiente de células CD4" y CD8" (Goldszmid et al. 2003). Sin embargo, al evaluar la
migracidn a ganglios drenantes de CDs 6 células CD-Apo/Nec utilizando el modelo de inyeccién en
la almohadilla plantar, se observé una migracion de tan sélo el 0,5% de las células inyectadas al
ganglio drenante (ganglio popliteo). Otros trabajos han demostrado que la inyeccidn subcutanea
de CDs murinas derivadas de médula ésea induce su migracién a las ganglios linfaticos drenantes
(Lappin et al. 1999), pero que esta accidon es cooperativa y depende del nimero de CDs inyectadas,
llegando a un méximo al inyectar 2x10° células. El nimero de CDs maduras que llegan a los
ganglios linfaticos determinaria la magnitud de la proliferacion de linfocitos T (Martin-Fontecha et
al. 2003). En nuestro modelo, donde el porcentaje de células CD-Apo/Nec que migra a los ganglios
drenantes es baja, no esta claro cémo es que la vacuna logra una eficiente respuesta antitumoral T

dependiente.
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OBIJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo de Tesis fue analizar el mecanismo de

inmunoproteccion antitumoral inducido por la vacunacién con CD-Apo/Nec.

En la busqueda de una vacuna mas eficiente, otro importante objetivo consistié en buscar

condiciones de generacion o de aplicacion de las células Apo/Nec que potenciaran su capacidad

inmunoestimuladora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO I: CARACTERIZACION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

Estudiar el proceso de cocultivo de las CDs con células Apo/Nec.

Determinar las diferentes poblaciones celulares que constituyen las CDs derivadas de médula
Osea.

Evaluar la importancia de las poblaciones CD11c" y CD11c en la generacién de la proteccién
antitumoral.

CAPITULO Il: MECANISMO DE INMUNOPROTECCION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

4.

10.

11.

Determinar si la proteccion antitumoral generada por la vacunacién es sistémica, cualidad necesaria
para prevenir metastasis a érganos distantes.

Estudiar la presencia de células tumorales remanentes en los sitios de desafio tumoral de animales
protegidos y la estabilidad a largo plazo de la proteccién.

Definir si la vacunacién genera una respuesta humoral tumor-especifica y si esto esta asociado con
la proteccién antitumoral.

Analizar la migracion de las células CD-Apo/Nec a los ganglios drenantes y bazo.

Analizar las poblaciones de células inmunes que interacttian con las células CD-Apo/Nec en el sitio
de vacunacidén, comparativamente con vacunas a base de CDs y Apo/Nec que no inducen
proteccion.

Analizar la induccidn de una respuesta tolerogénica en respuesta a la vacunacion.

Determinar si la proliferacién de linfocitos virgenes tumor-especificos se produce en los ganglios
drenantes y/o en el sitio de vacunacion.

Estudiar comparativamente las subpoblaciones de linfocitos T en animales vacunados protegidos y
no protegidos.
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OBJETIVOS
CAPITULO IIl: BUSQUEDA DE CONDICIONES QUE POTENCIEN LA CAPACIDAD INMUNOESTIMULADORA
DE LA VACUNA CD-APO/NEC

12. Ensayar diferentes condiciones de maduracién in vitro de las CDs y de preacondicionamiento del
huésped que pudieran incrementar la capacidad inmunoestimuladora y antitumoral de las células
CD-Apo/Nec.
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MATERIALES Y METODOS

1. MODELOS ANIMALES Y CULTIVOS CELULARES
1.1.Animales

Los ratones utilizados fueron mantenidos en condiciones libres de patdgenos en el bioterio de la
Fundaciéon Instituto Leloir, y los estudios fueron realizados en concordancia con las
recomendaciones de las guias éticasutilizadas por la CICUAL del mismo instituto (and and Council

2010).
1.1.1. Desarrollo de melanoma cutédneo en ratones de la cepa C57BL/6

Durante el trabajo de Tesis Doctoral se utiliz6 como modelo de melanoma cutaneo la cepa murina
C57BL/6 junto con la linea celular de melanoma murino singenéico B16-F1. Los ratones de la cepa
C57BL/6 fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (Buenos Aires), asi como en el bioterio de la Fundacién Instituto Leloir

(Buenos Aires).
1.1.2. Ratones transgénicos OT-I

Los ratones transgénicos OT-| se utilizaron para la evaluacién de la respuesta antigeno especifica
de linfocitos CD8". Fueron criados y genotipificados por la Dra. Paula Berguer (Fundacidn Instituto
Leloir). Los ratones OT-I poseen insertos en los genes Tcra-V2yTcrb-V5, y poseen solamente un
clon de linfocitos T CD8" con TCR especifico para el péptido SIINFEKL (residuos 257-264 de la
proteina ovoalblimina) asociado a H-2K". Los ratones OT-I poseen el fondo genético de la cepa

C57BL/6.
1.1.3. Cepa Balb/c

La cepa de ratones Balb/c (H-2%) fue utilizada como fuente de linfocitos alogénicos a la cepa

C57BL/6 (H-2°). Estos ratones fueron adquiridos en el bioterio de la Fundacién instituto Leloir.
1.2.Lineas celulares y cultivos primarios
1.2.1. B16-F1 y B16-F1 OVA

La linea celular B16-F1 se mantuvo en cultivo en medio DMEM (Sigma), 10% suero fetal bobino

(FBS) (Natocor), suplementado con penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Richet). La
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linea B16-F1 OVA, cedida gentilmente por el Dr. Paulo Dellabona (H. San Raffaele Scientific
institute, Milan), se generd a partir de la linea B16-F1, que fue establemente transfectada con un
vector de expresion de ovoalbimina (OVA). Esta linea se mantuvo en cultivo en medio RPMI-1640
(Sigma), 10% FBS, suplementado con penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Para
mantener la expresién de OVA en la linea B16-F1 OVA se realizaron ciclos de 2 semanas de
crecimiento en medio de cultivo suplementado con higromicina B 100 pg/ml (Invivogen). El cultivo
de ambas lineas se realizé en estufa a 37°C, en una atmdsfera de 5% CO,. En ambas lineas se
controld la ausencia de micoplasma por tincién con el colorante de Héechst, como se describe en
Materiales y Métodos (1.3). Para su crecimiento en cultivo se realizaron pasajes con diluciones
desde 1/3 a 1/20, levantandose las células cuando se encontraban en un 80%-90% de confluencia.
Para levantarlas se extrajo todo el medio condicionado, que fue centrifugado 5 minutos a 300g.
Luego se realizd un lavado suave de la base de la placa con PBS y se incubd 5 minutos en estufa a
37°C con EDTA 0,5 mM. Luego se agregd sobrenadante del medio condicionado (tres veces el
volumen utilizado anteriormente de EDTA) y se volvieron a sembrar en la dilucién necesaria
complementando con medio nuevo completo. Para la criopreservacion de las lineas, las células se
resuspendieron en 70% FBS, 20% del medio de cultivo correspondiente y 10% de DMSO, en una
concentracién maxima de 1x10” células por criotubo de 2 ml. Los criotubos se transportaron en
hielo a un freezer de -80°C, donde se mantuvieron por al menos 4 horas envueltos en algodon.

Luego se trasladaron a un tanque de nitrégeno liquido libre de micoplasma.
1.2.2. Células dendriticas derivadas de médula ésea (CDs)

Las CDs murinas se diferenciaron a partir de precursores de médula dsea de ratones C57BL/6
machos, de entre 2 y 3 meses de edad. Los animales se sacrificaron utilizando una cdmara de CO..
En esterilidad (en mesada utilizando un mechero y material quirurgico esterilizado) se removio la
piel y se procedid a extraer el fémur y tibia, que se colocaron en PBS frio. Se transportaron a una
campana de flujo laminar, donde se procedié a colocar el fémur y tibia en etanol 70% por 3
minutos. A continuacién, utilizando material quirurgico estéril, se removié el tejido muscular que
cubria los huesos con gasa estéril. Luego se volvieron a introducir los huesos otros 3 minutos en
etanol 70% y posteriormente se colocaron en una placa con PBS. Se cortaron las epifisis de los
extremos, y con una jeringa para insulina 27G se procedié a inyectar PBS en el interior del hueso
para extraer el tejido blando. Se transfirié el PBS conteniendo el tejido blando, se dejé reposar
aproximadamente 20 segundos para permitir la decantacidn de las particulas mas grandes. Se

tomaron las células en suspension y se realizaron 3 lavados con PBS. Luego las células se
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resuspendieron en medio completo para crecimiento de CDs murinas, a una razén de 3x10°

precursores por placa de Petri de bacteriologia, en 8 ml de medio completo. El medio completo
para CDs consistié en medio RPMI-1640 (Sigma), 10% FBS (Natocor, lote 942), suplementado con
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y GM-CSF murino 0,02 pg/ml (Peprotech). Los
precursores de CDs se contaron, considerando a todas las células presentes en la médula dsea,
exceptuando a los linfocitos y gldbulos rojos. Las placas se mantuvieron en estufa a 37°C en una
atmoésfera de 5% CO,. A los 3 dias se agregaron 8 ml de medio completo por placa de Petri. A los 2
dias se tomd la mitad del sobrenadante de cultivo de cada placa, y se centrifugd 5 minutos a 300 g.
Se descarté el sobrenadante y se resuspendid el pellet celular en igual volumen de medio
completo para CDs, agregandose 8 ml por placa de Petri. A los 2 dias se consideré completo el
proceso de diferenciacién (7 dias de cultivo totales). Las CDs se extrajeron realizando varios

lavados de las placas con PBS.
1.3.Deteccion de Micoplasma

En esterilidad se prepard una placa de Petri de 35 mm de didmetro, en cuyo interior se colocd un
cubreobjetos previamente flameado en alcohol. Se sembraron las células a ser analizadas sobre el
portaobjetos, en 1 ml del medio de cultivo correspondiente. Se incubd en estufa a 37°C en una
atmosfera de 5% CO, durante 24-48 horas, hasta llegar a un 40%-50% de confluencia. Los
siguientes pasos se realizaron por seguridad en campana de extraccidon de gases. Sin descartar el
medio, se agregé 1 ml de fijador recién preparado (metanol: acido acético 3:1) y se incubd durante
5 minutos a temperatura ambiente. Se descarté el medio con fijador y se volvié a agregar 1 ml de
fijador por otros 5 minutos. Se repitid una vez mas y luego se agregd el colorante de Hoechst
(Sigma), 1 ug en 1ml de agua destilada. Se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y protegido
de la luz, y luego se lavd 2 veces con agua destilada. Se dejd secar unos minutos protegido de la luz
y se montd sobre un portaobjetos con 10 ul de Mowiol, quedando las células contenidas entre el
portaobjetos y el cubreobjetos. El preparado fue observado al microscopio de fluorescencia
utilizando el filtro color azul (filtro DAPI). La contaminacién con micoplasma puede ser evidenciada

por un puntillado citoplasmatico.
1.4.Irradiacion de las lineas celulares B16-F1 y B16-F1 OVA

Se descongelaaron las células rapidamente, pasandolas a un falcon con 18 ml de PBS por criotubo
de 2 ml (diluciédn 1/10). Se centrifugd 5 minutos a 300 g y se resuspendid a las B16-F1 en medio

DMEM o a las B16-F1 OVA en medio RPMI. Se colocaron dentro de un falcon de 50 ml y se
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completé con medio correspondiente para que al cerrar el falcon no quedase aire en el interior. Se
sellé la tapa con parafilm y se envolvié en dos guantes de latex para terminar de impermeabilizar.
Se trasladaron en hielo y se irradiaron a 70 Gy en un Siemens Lineal Accelerator (Instituto
Alexander Fleming). Se trasladaron rapidamente en hielo hasta el cuarto de cultivos celulares,
donde se contaron las células viables, se centrifugd 5 minutos a 300 g, y se volvieron a

criopreservar para un futuro uso.
1.5.Marcacion con CFSE

El CFSE (carboxi-fluorescein diacetato succinimidil éster, Molecular probes, Invitrogen) difunde
pasivamente dentro de las células. Es incoloro hasta que sus grupos acetato son clivados por
esterasas intracelulares, formando carboxi-fluorescein succinimidil éster fluorescente. El grupo
succinimidil éster reacciona con aminas celulares formando conjugados que son retenidos dentro
de la célula. De esta manera es posible marcar células para su posterior estudio in vivo. Por otro
lado, como al dividirse una célula las proteinas celulares se dividen en partes iguales entre las
células hijas, éstas presentardn una baja en su nivel de fluorescencia. Es por eso que la marcacion
con CFSE puede utilizarse también para seguir los niveles de proliferacidon de una poblacidn celular
in vitro o in vivo. Para marcar las células, primero se realizé un lavado con PBS 5% FBS. Se agregd
200 pl cada 1x10° células de la solucién de tincién (CFSE 10uM en PBS 5% FBS). Se incubd 15
minutos en estufa a 37°C y se realizé un lavado con PBS 5% FBS. Para finalizar se realizaron 2

lavados mas con PBS.
1.6.Marcacion con PKH26

El reactivo PKH26® (Sigma) posee colas alifaticas que se intercalan entre los fosfolipidos de las
membranas celulares, pudiendo asi marcar células para su posterior deteccion in vivo. Posee su
maximo de excitacién a 551 nm y su maximo de emisién a 567nm. Para realizar la marcacion, las
células se levantaron y se realizd un lavado en PBS. Se removié todo el sobrenadante y se
resuspendieron las células en diluyente C (Sigma) a razén de 0,5 ml cada 1x10” células. Luego se
agrego la solucién de tincién 20 M de PHK26 en diluyente C a razén también de 0,5 ml cada 1x10’
células (concentracion final 10 uM de PKH26). Se mezcld por pipeteo y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente, protegido de la luz. La reaccion se frend agregando un volumen de FBS e

incubando 1 minuto. Luego se agregd un volumen de medio completo de cultivo, y se centrifugé 5

minutos a 300g. Se descartd el sobrenadante, y se realizaron dos lavados mas en medio completo.
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1.7.Marcacion con la sonda fluorescente DiR

Se incubaron las células 30 minutos a 37°C en la solucién de tincién, que consistid en PBS 0,88
pug/ml DiR (Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindotricarbocyanine lodide) (Invitrogen), 0,5% etanol
absoluto. Luego se realizaron dos lavados con PBS. Los animales se analizaron luego en un

bioluminédmetro IVIS Lumina (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA).
1.8.Separaciéon magnética de células CD11c'de CD11co PDCAL1" de PDCAL

Se trabajo siempre en frio. Se realizaron dos lavados de las células con PBS y se resuspendié el
pellet en buffer MACS (PBS 0,5% BSA, 2mM EDTA, pH 7,2) a una concentracién de 1x10°
células/400 pl. Se incubd por 30 minutos con el anticuerpo anti-CD16/CD32 para bloquear los
receptores de la cadena Fc de las IgG y evitar el pegado inespecifico de los anticuerpos acoplados a
las microesferas magnéticas. Se realizd un lavado con buffer MACS, se agregaron 100 pl cada
1x10°® células de microesferas magnéticas anti CD11c o anti PDCA-1 (Miltenyi Biotech) y se incubd
a 4-8°C por 15 minutos. Se realizé un lavado con buffer MACS y se resuspendid el pellet en 500 pl
de buffer MACS por 1x10° células. Se pasé la suspensién por una columna MS (Miltenyi Biotech) y
se eluyd 3 veces con 500 ul de buffer MACS, obteniéndose en el eluido la fraccion CD11c” o PDCA-

1. La fraccién retenida en la columna se recuperdvaciando la columna con un émbolo.

2. VACUNACION
2.1. Preparacion de la vacuna CD-Apo/Nec
2.1.1. Vacuna CD-Apo/Nec o CD-Apo/Nec OVA

Se plaquearon células B16-F1 o B16-F1 OVA irradiadas en cajas de Petri y se mantuvieron en
cultivo en el medio y condiciones correspondientes durante 48 horas, para que se desarrollen los
procesos de apoptosis y necrosis (células Apo/Nec). Entonces, se levantaron las células realizando
un lavado con PBS e incubando con EDTA 0,5 mM. Se conservaron las células levantadas, las
células en suspension en el medio condicionado y las levantadas accidentalmente al realizar el
lavado con PBS. Se contaron las células viables presentes en el pool de células irradiadas
(Apo/Nec) y se centrifugaron 5 minutos a 300 g. Por otro lado, se levantaron CDs murinas
(aisladas 7 dias antes de médula dsea), como se describe en Materiales y Métodos (1.2.2). Se
contd el nimero de células y se centrifugd 5 minutos a 300 g. Se resuspendieron los pellets de CDs

y de Apo/Nec o Apo/Nec OVA en el medio condicionado de las CDs en una concentracién de 1x10°
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células/ml. Luego se cocultivaron en tubos ppt (Sempercare) en una relacion 1:1 durante 24 horas
en estufa a 37°C en una atmdsfera de 5% CO,. Pasadas las 24 horas, se levantaron las células y se

realizaron 3 lavados con PBS para eliminar las proteinas del suero.
2.1.2. Vacuna CD-Apo/Nec con el agregado de coctel de citoquinas

Se realizaron los pasos descriptos en Materiales y Métodos (2.1.1) para la generacidn de la vacuna,
pero se agregd durante el cocultivo de las CDs con las Apo/Nec un cdctel consistente en de TNF-a
10 ng/ml, IL-1-B 10 ng/ml, IL-6 100 ng/ml (todos de Peprotech) y PGE,1 pg/ml (Calbiochem). Como
control positivo, se realizé un tratamiento al que se le agregd 2 pg/ml de LPS a CDs, resuspendidas
en su medio condicionado a una densidad de 1x10°/ml. También se realizé un tratamiento en el
que se resuspendieron las Apo/Nec en el medio condicionado de las CDs a una densidad de 1x10°
células/ml. Todos los cultivos se mantuvieron durante 24 horas en estufa a 372C en una atmodsfera
de 5% CO,. Pasadas las 24 horas, se levantaron las células y se realizaron 3 lavados con PBS para

eliminar las proteinas del suero.
2.1.3. Vacuna CD-Apo/Nec con el agregado de ligandos de TLR

Se realizaron los pasos descriptos en Materiales y Métodos (2.1.1) para la generacidn de la vacuna,
pero se agregd durante el cocultivo de las CDs con las Apo/Nec un céctel consistente en Poly I:C 30
pug/ml (Invivogen), Imiquimod 10 pg/ml (Glenmark Pharmaceuticals), o Poly 1:C 30 pg/ml,
Imiquimod 10 pg/ml, PGE, 10 pg/ml, o Poly 1:C 30 ug/ml, Imiquimod 3 pg/ml, PGE, 10 pg/ml.
Como control positivo se realizé un tratamiento al que se le agregd 2 pg/ml de LPS a CDs,
resuspendidas en su medio condicionado a una densidad de 1x10° células/ml. También se realizé
un tratamiento en el que se resuspendieron las Apo/Nec en el medio condicionado de las CDs a
una densidad de 1x10° células/ml. Todos los cultivos se mantuvieron durante 24 horas en estufa a
37°C en una atmdsfera de 5% CO,. Pasadas las 24 horas, se levantaron las células y se realizaron 3

lavados con PBS para eliminar las proteinas del suero.
2.2. Esquema de vacunacién con CD-Apo/Nec y desafio tumoral
2.2.1. Vacuna CD-Apo/Nec

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 2 a 3 meses de edad. Una dosis de vacuna consistié en
2x10" CD-Apo/Nec (proveniente del cocultivo de 24 horas de 2x10* CDs con 2x10* Apo/Nec). Se
administraron 4 dosis de vacuna (una dosis de vacuna por semana durante cuatro semanas). Las

inyecciones se realizaron en la zona inguinal, utilizando una jeringa de insulina 27G. En algunos
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experimentos se alternd entre los dos flancos y en otros fueron todos en el mismo flanco. El
desafio tumoral se realizé6 una semana después de inyectada la ultima dosis de vacuna
(exceptuando la vacunacién CD-Apo/Nec CIC post). Se administraron 1,3x10” células B16-F1 o B16-
F1 OVA viables de forma s.c. en el flanco opuesto al flanco de la ultima vacunacién con CD-

Apo/Nec, utilizando una jeringa de insulina 27G.
2.2.2. Vacuna CD-Apo/Nec IMI (imiquimod)

Se depild con gillette la zona de vacunacién. Media hora antes de cada inyeccién se aplicé en la
zona aproximadamente 20 pul de crema imiquimod (1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-
amina) 5% (Imiquimore, Laboratorios Panalab) utilizando una espatula pequefia. Se repitid la

aplicacion a las 24 horas.
2.2.3. Prueba de toxicidad a la ciclofosfamida (ciclofosfamida)

Se administraron dos dosis de ciclofosfamida (Microsules Argentina) (dosis de 0, 1 o 2 mg por
ratén, en 100 pl de agua destilada estéril apirégena) de forma i.p. con un intervalo de 27 dias. Se

evalud la evolucidn del peso hasta los 113 dias post-inyeccion.
2.2.4. Vacuna CD-Apo/Nec CIC

Se administré ciclofosfamida (1Img por raton, en 100 pl de agua destilada estéril apirégena) de

forma i.p. 24 horas antes de la primera y tercera inyeccién de vacuna.
2.2.5. Vacuna CD-Apo/Nec CIC post

El esquema de vacunacion se realizd a posteriori del desafio tumoral. Se comenzé con el esquema
de 4 vacunas al dia 15 post-desafio. Se administré ciclofosfamida (1mg por ratén, en 100 pl de
agua destilada estéril apirégena) de forma i.p. 24 horas antes de la primera y tercera inyeccién de

vacuna.

3. DISGREGACION DE TEJIDOS ANIMALES
Los animales se sacrificaron utilizando una cdmara de CO.,.
3.1. Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos se extrajeron utilizando material quirudrgico y luego se removieron los restos

de tejido circundante utilizando dos portaobjetos esmerilados. Los ganglios se colocaron entonces
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en placas de Petri de 35 mm de didmetro en hielo, con 200 pl de RPMI 0,6 mg/ml de colagenasa
Tipo IV (Sigma). Se cortaron los ganglios con tijera y utilizando el émbolo de una jeringa se
presionaron los trozos contra el fondo de la placa para liberar las células. Se pasaron las células a
un eppendorf y se agregaron 200 ul de RPMI con 0,5 U/ml de DNAsa | (Invitrogen). Se vortexed y
se incubdé 30 minutos en bafio a 37°C, vortexeando cada 10 minutos. Al finalizar la incubacion se
agregd 1 ml de RPMI y se centrifugd 5 minutos a 300 g a 4°C. Se extrajo el sobrenadante y el pellet
se resuspendid en PBS frio. Las células se pasaron por un filtro de 40 um, presionando los restos

de tejido con el émbolo de una jeringa.
3.2 Ganglios linfaticos Il

Los ganglios linfaticos se extrajeron utilizando material quirdrgico y luego se removieron los restos
de tejido circundante utilizando dos portaobjetos esmerilados. Los ganglios se colocaron entonces
en placas de Petri de 35 mm de didmetro en hielo, con aproximadamente 1 ml de PBS. Se cortaron
los ganglios con tijera y utilizando el émbolo de una jeringa se presionaron los trozos contra el
fondo de la placa para liberar las células. Las células se pasaron por un filtro de 40 um,

presionando los restos de tejido con el émbolo de una jeringa.
3.3. Bazo

Se extrajo el bazo con material quirdrgico y se colocd en una caja de Petri de 35 mm de didmetro
con 1 ml de PBS helado, donde se cortd en pequefos trozos. Con el émbolo de una jeringa, se
procedid a presionar el tejido contra el fondo de la placa para liberar las células. Se pasaron las
células a un falcon y se centrifugaron 5 minutos a 300 g. Se descarto el sobrenadante y se agregd 1
ml de buffer ACK (amonio-cloro-potasio) para lisar los glébulos rojos. Se incubé 2 minutos a
temperatura ambiente y rdpidamente se agregaron 9 ml de PBS helado y se centrifugd 5 minutos a
300 g a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se agregd PBS. Luego se filtré para remover los restos

de tejido con un filtro de 40 um (Becton Dickinson).
3.4. Tumor

Se extrajo el tumor y se colocd en una caja de Petri de 35 mm de didmetro con PBS helado. Se
cortd en trozos utilizando una tijera o bisturi, y los trozos se colocaron sobre una malla metalica de
80 um. Con el émbolo de una jeringa, se procedid a presionar el tejido contra la malla para liberar
las células. Se lavd la malla con PBS helado y el filtrado se centrifugd 5 minutos a 300 g. Se

descarté el sobrenadante y se incubd 30 minutos a 37°C con 400 pl de RPMI con colagenasa IA
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(Sigma) 0,2 mg/ml mas 400 pl de RPMI con 0,5 U/ml de DNAsa I. Se vortexed cada 10 minutos.

Finalizada la incubacion, se filtré utilizando un filtro de 40 um (Becton Dickinson).
3.5.  Sitio de inyeccion

Se depilé al ratén en la zona inguinal utilizando una gillette. Se realizé una pequefia incisién en la
zona ventral, y se procedié a despegar la piel del animal del peritoneo. Se extrajo una zona de
aprox 1 cm? de piel de la zona inguinal, correspondiente a la zona de inyeccién de la vacuna CD-
Apo/Nec. Se colocd en hielo en una placa de Petri de 35 mm, con 400 pl de RPMI con colagenasa
tipo IV 0,6 mg/ml (Sigma). Se cortd en trozos con tijera, y se traspasaron a un eppendorf de 2ml.
Se agregaron 400 ul de RPMI con 0,5 U/ml de DNAsa-l y se vortexed. Se incubd 30 minutos en
bafio a 37°C, vortexeando cada 10 minutos. Se agregd 1 ml de RPMI y se centrifugd 5 minutos a
300g. Con una p1000, se extrajo el sobrenadante, teniendo cuidado de no extraer tejido. Se
agregd 1 ml de EDTA 0,5 mM, se vortexed, y se incubd 10 minutos a 37°C. Al finalizar la incubacién
se volvid a vortexear y se agregaron 0,5 ml de RPMI 5% FBS y se centrifugd 5 minutos a 300 g. Se
descartd el sobrenadante con una p1000 y se resuspendid en PBS. Se pasé por un filtro de 40 um,

presionando los restos de tejido con el émbolo de una jeringa.

4. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS CD-APO/NEC O DE LAS CELULAS PROVENIENTES DE
RATONES VACUNADOS

4.1. Expresidon de marcadores de superficie

Se realizaron determinaciones por inmunofluorescencia de la expresiéon en superficie de las
moléculas I-A®, CD11c, CD80, CD86, CD8, CD4, F4/80 o CD14 (Tabla 2). Se utilizaron 5x10° células
por tratamiento, que se incubaron 30 minutos en hielo con el anticuerpo anti-CD16/32 o con
suero normal de cabra (cuando en la reacciéon habia que utilizar un secundario anti-rat) para
bloquear los sitios de unidn inespecificos. Sin lavar, se agregd el anticuerpo primario, que se
incubd 1 hora en hielo. Se agregd PBS y se centrifugd 5 minutos a 300 g. El pellet se resuspendio
en PBS y se agregd el anticuerpo secundario en los casos correspondientes. Se incubd 30 minutos
y luego se agregd PBS y se centrifugd 5 minutos a 300 g. Se utilizaron las mismas condiciones para
las incubaciones con los controles de isotipo. Luego las células se fijaron con PFA 2% y se
analizaron por citometria de flujo con un FACSCalibur de Becton Dickinson. Los datos obtenidos se

analizaron utilizando el software WINMDI2.9.
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Molécula Expresada por

recononocida

CD11c HL3 CDs, linfocitos intestinales intraepiteliales CD4™ CD8" y linfocitos T
activados en ganglios linfaticos.

(Integrina ay,

6F12 Células del linaje mieloide con potencial de desarrollo hacia CDs,
incluyendo subtipos de CDs y macréfagos de bazo y ganglios linfaticos,
macrofagos peritoneales y monocitos de sangre periférica.

rmC5-3 Macréfagos, monocitos, macréfagos y CDs cultivadas in vitro
derivados de médula dsea.

53-6.7 Linfocitos T citotoxicos expresan el heterodimero af. Algunos
subtipos de linfocitos intraepiteliales, Linfocitos T y& y CDs expresan
sélo la cadena a.

GK1.5 Gran proporcién de timocitos, linfocitos T colaboradores y un subtipo
de NK y de CDs de bazo.

Complejo 17A2 Timocitos y linfocitos T maduros.

CD3
_ AF6-120.1 CPAs (CDs, linfocitos B, macrofagos y células endoteliales)
CDS80 1G10/B7 Constitutivamente en CDs, monocitos y macréfagos peritoneales. Se
induce su expresion en ciertos linfocitos B activados.
CDS86 GL1 Amplio espectro de leucocitos incluyendo linfocitos B, linfocitos T, CDs
y astrocitos.

Tabla 2: Marcadores de superficie utilizados por citometria de flujo. Los datos de expresidn de los distintos
marcadores de superficie fueron obtenidos de las hojas de datos provistas por los fabricantes de los anticuerpos.

4.2, Captacion de células Apo/Nec por CDs

Se analizo el porcentaje de CDs que incorporaron células Apo/Nec. Con este fin, previo al cocultivo
se tifid a las CDs con CFSE y a las Apo/Nec con PKH26, como se describe en Materiales y Métodos
(1.5 y 1.6 respectivamente). Luego se realizd el cocultivo, como se describe en Materiales y
Métodos (2.1.1). Como control de unién inespecifica se realizaron cocultivos de la misma duracion
pero a 4°C. A determinados tiempos de cocultivo se levantaron las células y se fijaron con PFA 2%.
Las muestras se analizaron por citometria de flujo con un FACSCalibur de Becton Dickinson
(Fundacion Instituto Leloir). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software CellQuest o
WINMDI2.9. Las CD que fagocitaron restos de Apo/Nec se evidenciaron como células doble

positivas.
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4.3. Migracion in vivo de las células de la vacuna CD-Apo/Nec

Previo al cocultivo se tifié a las CDs con CFSE y a las Apo/Nec con PKH26, como se describe en
Materiales y Métodos (1.5 y 1.6 respectivamente). Luego se realizd el cocultivo por 24 horas, como
se describe en Materiales y Métodos (2.1.1). Se inyectd una dosis de vacuna CD-Apo/Nec de forma
s.c en la zona inguinal, y a las 24 horas se sacrificaron los animales, se extrajeron los ganglios
drenantes utilizando material quirdrgico, y se disgregaron como se describe en Materiales y
Métodos (3.1). Las células se fijaron con PFA 2% y se analizaron por citometria de flujo con el
citémetro de flujo FACSCalibur de Becton Dickinson (Fundacién Instituto Leloir). Los datos

obtenidos se analizaron utilizando el software WINMDI 2.9.
4.4.  Analisis del cocultivo de CDs con Apo/Nec por microscopia electrénica de transmision

Se realizé el cocultivo de las CDs con las células Apo/Nec, como se describe en Materiales y
Métodos (2.1.1). A 0, 6, 12, 24 y 48 horas de comenzado el cocultivo, se levantaron las células
como se describe Materiales y Métodos (2.1.1) utilizando DMEM en vez de PBS y se reservaron en
hielo. Se centrifugaron 1x10’ células y se resuspendieron para su fijacién en 0,5 ml de
glutaraldehido 2,5% por 3 horas. Luego se realizd otra centrifugacién para extraer el fijador, y las
células se resuspendieron en un buffer de lavado proveido por el servicio de microscopia
electronica de transmision del LANAIS (Facultad de Medicina de la UBA, Buenos Aires). En el
LANAIS, las células fueron post-fijadas con tetroxido de osmio y luego con acetato de uranilo. Las
muestras fueron procesadas por técnicos del LANAIS y las fotos sacadas en el microscopio

electrénico Zeiss EM 10C, del mismo establecimiento.
4.5. Cuantificacion de vesiculas lipidicas neutras en CDs

Con el fin de detectar las vesiculas lipidicas en las CDs o CD-Apo/Nec, se utilizé la sonda para
lipidos neutros bodipy 493/503 (Molecular Probes, Invitrogen). Se utilizaron 5x10° células por
tratamiento, que se incubaron 1 hora en hielo con 1 ul del anticuerpo anti-CD11c-PE (clon HL3,
Becton Dickinson). Luego se realizé un lavado con PBS y el pellet se resuspendié en 100 pul de PFA
3%. Se realizd una incubaciéon de 10 minutos en hielo y luego se realiz6 otro lavado con PBS.
Posteriormente las células se incubaron en la solucion de tincién, compuesta por Bodipy 10 pg/ml
y Hoechst (Sigma) 1ug/ml en PBS, 15 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar, se realizaron
2 lavados con PBS, y las células se montaron con Mowiol sobre un portaobjetos para su analisis
por microscopia de fluorescencia (Carl Zeiss). El tamafio y nimero de vesiculas se analizaron

utilizando el software Imagel.
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5. RESPUESTA HUMORAL
5.1. ELISA para deteccion de anticuerpos anti-B16-F1

Para la obtencién de los sueros se extrajo sangre de los animales por puncién cardiaca. Se incubd
30 minutos a 37°C. Luego se centrifugd a 700 g y se conservd el sobrenadante (suero).
Manteniéndolo en hielo, se fracciond en alicuotas de 50 ul, que se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

Para realizar los ELISA, en placas de 96 pocillos con fondo chato, se plaquearon 2,5x10* células
B16-F1 por pocillo, en 100 ul de DMEM 2% FBS. Se dejd hasta el dia siguiente en cultivo en estufa
a 37°C, en una atmdésfera de 5% CO,. Se verificd la formacidon de una monocapa homogénea, y se
fijé incubando 15 minutos a temperatura ambiente con 100 ul por pocillo de formol 4%. Se retird
el exceso de fijador y se guardd sellado en parafilm en freezer a -20°C. Para realizar el ELISA las
placas se hidrataron 5 minutos con 100 ul de PBS. Con el fin de detectar los antigenos
intracelulares se incubd 15 minutos a temperatura ambiente con saponina 0,05%. Luego se realizd
un bloqueo de 1 hora a temperatura ambiente con 150 ul de PBS 1% BSA. A continuacion, se
realizé un lavado de 5 minutos con 150 ul de PBS 0,1% BSA y se procedid a incubar con los sueros.
Los sueros fueron diluidos 1/100, 1/500 y 1/1000 en PBS 0,1% BSA, y se utilizaron 75 pl por pocillo.
Se incubd 2 horas a temperatura ambiente, y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 150 ul de
PBS 0,1% BSA. Al finalizar, se agregd una dilucion 1/3000 del anticuerpo rabbit anti-lgG/IgM
conjugado a HRP (Dako) y se incubd 45 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados
de 10 minutos con 150 pl de PBS 0,1% BSA, y luego se agregd 100 ul de sustrato OPD (1mg/ml en
buffer citrato pH4,5, 0,1M con 0,02% de H,0, de 30 volimenes). Para detener la reaccidn se

utilizaron 100ul de H,SO, 8N. Las placas se leyeron con un lector de ELISA (Bio-Rad) a 490 nm.

6. RESPUESTA CELULAR
6.1. Proliferacion in vivo de linfocitos CD8" OVA-especificos

Se realizd el esquema completo de vacunacion utilizando la linea B16-F1 OVA irradiadas como
fuente de antigeno para las CDs (vacuna CD-Apo/Nec OVA). El dia de la dltima vacunacién se
sacrificaron dos ratones OT-l, y se aislaron las células provenientes de los ganglios linfaticos.
Brevemente, los ganglios linfaticos se extrajeron en esterilidad utilizando material quirdrgico y

luego se removieron los restos de tejido circundante utilizando dos portaobjetos esmerilados. Los
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ganglios se colocaron entonces en placas de Petri de 35 mm de diametro en hielo, con 1ml de PBS
helado. Se cortaron los ganglios con tijera y utilizando el émbolo de una jeringa se presionaron los
trozos contra el fondo de la placa para liberar las células. Las células se pasaron por un filtro de 40
um, presionando los restos de tejido con el émbolo de una jeringa y luego se contaron con una
camara de neubauer. Las células se marcaron con CFSE 10 uM, como se describe en Materiales y
Métodos (1.5), y 1x10° células se inyectaron i.v. en 100 ul de PBS 3 horas antes de la Gltima
vacunacion. Se vacund con 2x10° CD-Apo/Nec OVA de forma s.c. en la zona inguinal, y 3 dias
después se sacrificaron los animales y se extrajeron los ganglios inguinales. Se aislaron las células
provenientes de los ganglios linfaticos como se describiéd previamente (sin realizarlo en un
ambiente estéril). Se realizé la marcacién de superficie con anticuerpo anti-CD8 como se describe

en Materiales y Métodos (4.1) y se analizé por citometria de flujo.
6.2. Induccidn de linfocitos Treg in vivo

Se administraron 1 o 4 dosis de vacuna CD-Apo/Nec. A los 5 dias se extrajo el ganglio inguinal
ipsilateral y se depésito una p60 con 1ml de RPMI frio. Se corté en trozos mas pequefios con tijera,
y se termind de disgregar presionando con el émbolo de una jeringa contra el fondo de la placa.
Luego se paso la suspension celular por un filtro de 40 um (Becton Dikinson) y se contaron las
células. Se utilizaron 5x10° células por tratamiento, que se resuspendieron en 40 pl de PBS 2% FBS
y se incubaron con 1 pl del anticuerpo anti-CD4 y 2 ul del anticuerpo anti-CD25 20 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Se realizéd un lavado con PBS y se resuspendié el pellet en
1ml de Fixation Buffer (Becton Dikinson) frio, y se incubé 30 minutos a 4°C en oscuridad. Se
centrifugd a 500 g para remover el fijador y se resuspendio el pellet en 1 ml de Permeabilization
Buffer (Becton Dikinson) y se incubd 30 minutos a 37°C en oscuridad. Se centrifugd a 500g y se
resuspendio el pellet en 20 ul de PBS 2% FBS. Se agregd 1,5 ul de anticuerpo anti-Foxp3 y se
incubd 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizé un lavado con PBS 2% FBS
centrifugando a 500g. Se resuspendié en 300 pl de PBS y se analizd por citometria de flujo con un
FACSCalibur de Becton Dickinson (Fundacién Instituto Leloir). Los datos obtenidos se analizaron

utilizando el software WINMDI 2.9.
6.3. Reaccion linfocitaria mixta in vitro

Se obtuvieron linfocitos provenientes de ganglios inguinales y axilares de ratones Balb/c. Para ello,
los ganglios linfaticos se extrajeron en esterilidad utilizando material quirdrgico, y luego se

removieron los restos de tejido circundante utilizando dos portaobjetos esmerilados. Los ganglios
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se colocaron entonces en placas de Petri de 35 mm de diametro en hielo, con 1ml de PBS helado.
Se cortaron los ganglios con tijera y utilizando el émbolo de una jeringa se presionaron los trozos
contra el fondo de la placa para liberar las células. Sepasé la suspensién celular por un filtro de 40
um, presionando los restos de tejido con el émbolo de la jeringa y luego se contaron las células
con una cadmara de neubauer. Se resuspendieron en RPMI 10% FBS a 2x10° células /ml (para tener
2x10° linfocitos cada 100 pl). Los diferentes grupos de células estimuladoras (CDs o CD-Apo/Nec
bajo los diferentes tratamientos, o Apo/Nec) fueron incubadas con 25 pg/ml de mitomicina C
(Delta Farma) en PBS por 30 minutos a 37 °C. Luego se realizaron 3 lavados con PBS 5% FBS y se
resuspendieron en RPMI 10% FBS a 2x10°> CD/ml. Esto es para tener 2x10* células estimuladoras
en 100 pl (diluciéon 1/10 con respecto a los linfocitos). Se realizaron diluciones seriadas 1/10
(dilucién 1/100 con respecto a los linfocitos) y 1/100 (dilucion 1/1000 con respecto a los
linfocitos). Se plaquearon 100 pl de linfocitos y 100 ul de estimuladoras en una placa de 96 pocillos
en fondo en U. En el caso de los controles de CDs solas o Apo/Nec solas, se completaron los 100 pl
restantes con RPMI 10% FBS. Las células se mantuvieron 4 dias en cultivo, realizandose un pulso
con timidina tritiada (0,5 uCi/pocillo) durante las ultimas 18 horas de cultivo. Luego se realizd la
cosecha con el contador de centelleo Nunc Cell Harvester 8 (Nalge Nunc International Corp.) y se
determinaron las cuentas por minuto (cpm) de radiactividad incorporadamediante el uso de un

contador de centelleoliquido (Wallac 1214 Rackbeta, Pharmacia).
6.4. Eliminacién in vivo de células T CD4" y CD8"

Los hibridomas GK 1.5 y TIB 105, productores de IgG de rata con especificidad para la molécula
CD4 murina y CD8 murina respectivamente, fueron cedidos por la Dra. Annunciata Vechi (Instituto
Mario Negri, Milan). Se mantuvieron en cultivo en medio RPMI suplementado con 10% FBS,
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Para la obtencién de anticuerpos monoclonales
1x10° células fueron inyectadas i.p. en ratones atimicos previamente tratados con 0,5 ml de
Pristane (Sigma). A los 15 dias se extrajo la ascitis por puncién peritoneal. La concentracion

proteica fue determinada por el método de Lowry.

Se realizo el esquema completo de vacunacion con CD-Apo/Nec y una semana después se realizd
un desafio tumoral con células B16-F1 viables, como se describe en Materiales y Métodos (2.2.1).
En los animales que se mantuvieron libres de tumor 3 meses después de realizado el desafio
tumoral se elimind los linfocitos T CD4" (n=8) o T CD8" (n=7) utilizando anticuerpos anti-CD4 o anti-

CDS8, o inyectados con una IgG control (n=5). Se administraron 831 ug de proteina total (3 dosis de
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277 ug en tres dias sucesivos) de ascitis i.p. y se analizé la aparicion de tumores por palpacidn
hasta dos meses después de la deplecidn. Por otro lado, para realizar una eliminacién de linfocitos
T CD4" por un periodo de tiempo mas prolongado se realizé la deplecidn de linfocitos T CD4* como
se describiéd anteriormente, administrando un refuerzo semanal de 250 pg de proteina total
surante un mes. La eliminacién de linfocitos T CD4" o T CD8" fue controlada en el bazo de animales

sin vacunar inyectados de forma i.p. con las mismas concentraciones de ascitis.

7. PROCESADO DE MUESTRAS DE PIEL PARA INMUNOFLUORESCENCIA O
INMUNOHISTOQUIMICA

7.1 Inclusion de muestras de piel en parafina

Se extrajo utilizando material de cirugia aproximadamente 1 cm? de piel de la zona inguinal,
correspondiente al sitio de inyeccién. Los tejidos fueron extendidos sobre pequefios recortes de
carton utilizando alfileres de acero inoxidable y se fijaron en formol 4% por 48 horas. Luego, éstos
fueron cortados en tiras de aproximadamente 2 mm de ancho, y se colocaron dentro de grillas
plasticas. Los tejidos fueron entonces deshidratados mediante pasajes sucesivos por etanol a
concentraciones crecientes (3 incubaciones de 30 minutos en etanol 96% y 3 incubaciones de 30
minutos en etanol 100%), luego xilol (2 incubaciones de 30 minutos), y finalmente incluidos en
parafina (2 incubaciones de 40 minutos en parafina a 60°C). Se armaron los tacos y se realizaron
cortes histoldgicos consecutivos de 4-7 um en el Hospital Eva Perdn (Partido de San Martin,

Buenos Aires).
7.2 Procesado de muestras de piel para corte por criostato

Se extrajo utilizando material de cirugia aproximadamente 1 cm? de piel de la zona inguinal,
correspondiente al sitio de inyeccién. Los tejidos fueron extendidos sobre pequefios recortes de
cartén utilizando alfileres de acero inoxidable y se congelaron a -80°C. En el Hospital Eva Perén
(Partido de San Martin, Buenos Aires), se realizaron cortes con criostato consecutivos de

aproximadamente 10 um, y se fijaron los tejidos con acetona. Los cortes se conservaron a -20°C.
7.3 Inmunofluorescencia de los sitios de inyeccién

Los cortes obtenidos por congelacién y posterior corte por criostato, como se describe en
Materiales y Métodos (7.2), fueron colocados en cdmara humeda e hidratados mediante una

incubacién de 15 minutos en 50 ul de PBS. Luego se extrajo el PBS y se bloqued con 50 pl de suero
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normal de cabra al 10% 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé una incubacién
de 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 3),
diluidos 1/50 en 50 pl de suero normal de cabra al 10%. Se realizaron dos lavados con PBS y se
incubd 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes diluidos
1/200 en 50 pl de suero normal de cabra al 10%. Se realizaron dos lavados mas con PBS vy
finalmente se montaron para su observacién al microscopio confocal Zeizz LSM pascal 5 utilizando

Mowiol (Sigma). Las imdgenes fueron analizadas utilizando el programa Image J.

HL3 CDs, linfocitos intestinales intraepiteliales CD4 CD8" y linfocitos T
activados en ganglios linfaticos.

6F12 Células del linaje mieloide con potencial de desarrollo hacia CDs,
incluyendo subtipos de CDs y macréfagos de bazo y ganglios linfaticos,
macrofagos peritoneales y monocitos de sangre periférica.

1A8 En médula ésea las células de mayor tamafio, predominantemente
granulocitos, no células linfoides o eritroides; en la periferia
granulocitos.

53-6.7 Linfocitos T citotoxicos expresan el heterodimero af. Algunos
subtipos de linfocitos intraepiteliales, Linfocitos T y6 y CDs expresan
sélo la cadena a.

GK1.5 Gran proporcion de timocitos, linfocitos T colaboradores y un subtipo
de NK y de CDs de bazo.

Tabla 3: Marcadores de superficie utilizados por inmunofluorescencia. Los datos de expresion de los distintos
marcadores de superficie fueron obtenidos de las hojas de datos provistas por los fabricantes de los anticuerpos.

7.4 Inmunohistoquimica para deteccidn de la expresion de PNAd

Se utilizaron sitios de inyeccidn previamente incluidos en parafina, como se describe en Materiales
y Métodos (7.1). Al momento de utilizar los cortes, éstos se desparafinizaron sumergiéndolos en
xilol, y luego por pasajes sucesivos por diluciones crecientes de etanol, y finalmente en agua
destilada. La fijacién con formol genera modificaciones quimicas en las proteinas, por lo que
algunos epitopes quedan “enmascarados” y no pueden ser detectados por los anticuerpos
especificos. Es por eso que se procedid primero a realizar un desenmascaramiento de epitopes
incubando los cortes 15 minutos a 95°C en buffer citrato 10 mM pH6. Luego los cortes fueron

lavados 2 veces con PBS vy los sitios de pegado inespecificos bloqueados mediante la incubacion
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con suero de cabra 10% durante 30 minutos. Los cortes fueron incubados hasta el dia siguiente
con el anticuerpo primario (rata anti-PNAd, Becton Dickinson). Luego se realizé la inactivacién de
peroxidasas internas incubando 30 minutos con H,0, 4%. Se realizaron otros dos lavados con PBS
y se volvid a incubar con el anticuerpo primario por 1 hora a temperatura ambiente. Luego de
realizar otro lavado con PBS las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario (anticuerpo
anti-rata conjugado a peroxidasa, Jackson) 2 horas a temperatura ambiente. Luego de realizar
otros dos lavados con PBS, los cortes se incubaron con el sustrato de la peroxidasa DAB (0,7

mg/ml, 0,13% H,0, 100 vol).

8. ANALISIS ESTADISTICOS

Para realizar los andlisis estadisticos se utilizaron dos programas. El Graph pad prism versién 5.01
(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com) se utilizé para los analisis de
ANOVA y comparaciones de Tuckey o Dunnet, asi como para los analisis con la prueba de Student.
Los analisis de disefio en bloques al azar se realizaron con el Infostat version 2013 (Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar.). Para todos

los analisis se utilizé un a=0,05 y la siguiente nomenclatura: *p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001.
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CAPITULO I: CARACTERIZACION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

1.1. Cocultivo de las CDs con células Apo/Nec: caracteristicas ultraestructurales de las CDs y

porcentaje de fagocitosis.

Se procedio a analizar el cocultivo in vitro de las CDs con células Apo/Nec. Se utilizaron dos
aproximaciones. Por un lado se realizé el estudio por microscopia electrénica de transmisién a
diferentes tiempos de cocultivo, técnica que permite observar con detalle las caracteristicas
ultraestructurales de las células. Por otro lado, se evalué el porcentaje de fagocitosis de Apo/Nec

por las CDs mediante citometria de flujo.

Se analizaron por microscopia electrénica caracteristicas ultraestructurales de las CDs y las
Apo/Nec previo al cocultivo, y luego las CDs a las 6, 12, 24 y 48 horas de cocultivo con las Apo/Nec.
Los cocultivos se realizaron como se describe en Materiales y Métodos (2.1.1). Finalizados los
tiempos de cocultivo correspondientes, las células se fijaron y se prepararon como se describe en

Materiales y Métodos (4.4).

Pudo observarse que las células Apo/Nec previo al cocultivo constaban de una mezcla
heterogénea de células con morfologia apoptdtica (membrana celular integra pero con
lobulaciones o protuberancias, condensacién y fragmentacién de la cromatina) (Fig. 7a) y otras
con morfologia necroética (pérdida de integridad de la membrana celular, citoplasma liberado de

organelas celulares) (Fig. 7b).
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Fig. 7: Caracterizacién ultraestructural de las Apo/Nec de 48 horas post-irradiacién. (a) Apo/Nec con morfologia

apoptdtica temprana. Se observd condensacién y fragmentacion de la cromatina (flecha blanca) y la formacion de
cuerpos apoptéticos (flecha roja). La membrana plasmatica no se vio alterada, preservando las organelas y el
contenido citoplasmatico. (b) Apo/Nec con morfologia apoptdtica tardia o necrética. Se observo la pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica, el citoplasma transltcido, y fragmentacion y pérdida de la cromatina.

Fue posible identificar a las CDs en el cocultivo debido a su pequefo tamafio (entre 10y 20
um) en comparacion con las Apo/Nec, y por su nucleo irregular con bandas periféricas de
heterocromatina (Steinman et al. 1975). Se observd en su citoplasma cuerpos densos

correspondientes a lisosomas (Fig. 8a).

Previo al cocultivo con las células Apo/Nec, las CDs mostraron numerosas prolongaciones
citoplasmaticas, concordantes con una morfologia inmadura (Fig. 8a-d). Estas prolongaciones se
encontraban rodeando restos de Apo/Nec (Fig.8b). A las 12 horas fue posible observar un gran
numero de fagosomas tempranos (Fig. 8d), mientras que a las 48 horas de cocultivo se
identificaron vesiculas lisosomales o fagolisosomales en el citoplasma de las CDs (Fig. 8g-h). A las
24 y 48 horas de cocultivo se observd una disminucion en el nimero y la longitud de las

prolongaciones citoplasmaticas (Fig. 8e-g).

Por otro lado, al analizar las CDs a los diferentes tiempos de cocultivo con las Apo/Nec, se

pudo detectar en el citoplasma una acumulacién progresiva de vesiculas de baja densidad. A las 6
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horas de cocultivo, se visualizaron estas vesiculas entre los pliegues del reticulo endoplasmatico
(Fig. 8b), y a las 24 horas ocupaban casi la totalidad del citoplasma (Fig. 8e-f). Postulamos que
podria tratarse de vesiculas lipidicas, ya que poseen una apariencia homogénea, y que la fijacion
con tetréxido de osmio estabiliza los lipidos, por lo que éstos no se pierden durante el proceso de

fijacién.
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Fig. 8: Caracterizacién ultrastuctural de las CD durante el cocultivo con las Apo/Nec. Las CD-Apo/Nec fueron fijadas a
distintos tiempos de cocultivo y observadas al microscopio electrénico de transmisién. (a) O horas. (b) 6 horas: se
observa el contacto entre la CD y un cuerpo apoptético (flecha amarilla); detalle de la zona de interaccion de la CD con
una célula necrética, mostrando las vesiculas de baja densidad (flecha blanca) entre los pliegues del reticulo
endoplasmatico (flecha roja). (c) 12 horas. (d) 12 horas: se observan fagosomas tempranos (flecha azul).
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Fig. 8: Caracterizacion ultrastuctural de las CD durante el cocultivo con las Apo/Nec. Las CD-Apo/Nec fueron fijadas a

distintos tiempos de cocultivo y observadas al microscopio electrénico de transmisidn. (e-f) 24 horas. (g) 48 horas. (h)
Detalle de la figura (g) mostrando los lisosomas (flecha blanca) y vesicula de baja densidad (flecha roja).

Para determinar el porcentaje de fagocitosis entre las 0 y 48 horas de cocultivo se tifieron
las CDs con CFSE vy las células Apo/Nec con PKH26, como se describe en Materiales y Métodos (1.5

y 1.6 respectivamente). Luego se realizd el cocultivo, y se fijaron las células alas 0, 3, 6, 20, 24 y 48
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horas. Las CDs cargadas con Apo/Nec se visualizaron por citometria de flujo como células doble

positivas (Fig. 9). El porcentaje de fagocitosis se calculé como:

% fagocitosis= 100 x N° de células CFSE'PKH26"

N°de células CFSE*+N°de células CFSE'PKH26"

Se observd que el proceso de incorporacion de Apo/Nec por las CDs fue rapido hasta las 24

horas, mostrando un maximo de porcentaje de fagocitosis del 52% a las 48 horas de cocultivo.

60
50

40

%fagocitosis

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de cocultivo (horas)

Fig. 9: Porcentaje de fagocitosis de Apo/Nec por CDs en funcién del tiempo de cocultivo. Las CDs tefiidas con CFSE
fueron cocultivadas con Apo/Nec (tefiidas con PKH26) en una relacion 1:1. El experimento se realizd por triplicado, se
muestra el promedio de los datos para cada tiempo.

A lo largo del trabajo de tesis se repitio el ensayo de fagocitosis a 24 horas de cocultivo,
obteniéndose valores variables entre 48% y 74%, con una media de 59% * 13%. Se pudo observar
que hay un importante porcentaje de CDs que no incorporan Apo/Nec, mostrando que existe

heterogeneidad entre las CDs de la vacuna CD-Apo/Nec.
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1.2. Heterogeneidad de las CDs utilizadas para constituir la vacuna CD-Apo/Nec.

Las condiciones de diferenciacién in vitro de células de médula 6sea generan un cultivo
enriquecido en células CD11c" que luego se utilizan para la generacién de la vacuna CD-Apo/Nec
(Goldszmid et al. 2003). Sin embargo, no se conocia en detalle la composicidn fenotipica de las
células que componen la vacuna. Determinar el fenotipo de las CDs utilizadas para constituir la
vacuna ayudaria a conocer las poblaciones celulares involucradas en la generaciéon de la respuesta

antitumoral.

Se determind mediante citometria de flujo en las CDs utilizadas para la generacidén de la
vacuna CD-Apo/Nec los porcentajes de positividad para los marcadores de superficie CD11c, CD14,
F4/80, CD8 y CD4, como se describe en Materiales y Métodos (4.1). Se observé que las CDs
consisten en una mezcla heterogénea de células con diferentes niveles de expresidon de los
marcadores de superficie analizados (Tabla 4). El porcentaje de células con positividad para el
marcador de CDs CD11c fue de 54+1 %. Se observé también una gran proporcion (35£7%) de
células positivas para el marcador macrofagico F4/80. Por otro lado, se observé una pequefia
fraccion de células CD14%, demostrando que son pocas las células monociticas presentes en la
vacuna luego de 7 dias de cultivo con GM-CSF. Finalmente fue posible observar un pequefo
porcentaje de células CD4" y CD8", por lo que no seria importante el aporte de CDs CD4" y CD8" a
la vacuna. Para descartar que se tratase de linfocitos T se realizé un control para detectar la

expresion de CD3, con resultado negativo.

CD11c 54+1

F4/80 35+7

CD14 7%3
CD8 711
CD4 8+1

Tabla 4: Porcentajes de positividad de las CDs para diferentes marcadores de CDs y macréfagos. Se realizé la
determinacion en CDs provenientes de 2 o mas aislamientos independientes. Se muestra el promedio y el desvio
estandar (a=0,05).
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Por otro lado, se realizd un Unico experimento en el cual se incubaron las CDs con
microesferas magnéticas acopladas a anti-PDCA-1 (marcador de superficie de CDp), como se
describe en Materiales y Métodos (1.8). Se analizaron por microscopia las células retenidas en la
columna, sin observarse células retenidas, por lo que no habria CDp en la mezcla heterogénea de

CDs derivadas de médula dsea.

+

1.3. La generacion de proteccion antitumoral requiere de la interaccién entre células CD11c

y otras células provenientes de médula ésea presentes en la vacuna.

Dada la heterogeneidad de las células que componen la vacuna, resulté de gran interés
determinar la participacién de las diferentes poblaciones en la proteccién antitumoral. Se evalué si
las células CD11c" presentes en la vacuna CD-Apo/Nec son las responsables exclusivas de la
proteccion antitumoral observada, o si se necesita de las células CD11c presentes en la vacuna.
Con este fin se procedié a caracterizar a las células CD11c’ y CD11c por citometria de flujo y a

ensayar su capacidad protectora in vivo.

Se diferenciaron in vivo CDs derivadas de médula ésea en las condiciones de cultivo
habituales. Al dia 7 de cultivo se levantaron las células, y se separaron las células CD11c" y CD11c
utilizando microesferas magnéticas acopladas a anticuerpos anti-CD11c, como se describe en
Materiales y Métodos (1.8). Se determind por citometria de flujo la presencia de células CD11c”,
F4/80%, CD80", CD86" e I-A”* en las fracciones CD11c*, CD11c vy el control de CDs originales sin

separar (Fig.10).
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Fig. 10: Histogramas de positividad para distintos marcadores de superficie en las fracciones CD11c’, CD11c y CDs
originales (obtenidos por citometria de flujo). Las determinaciones se realizaron con CDs obtenidas de tres aislamientos
independientes, se grafica un experimento representativo (Marcaciones con los anticuerpos especificos en rojo,
controles de isotipo sin color; a=0,05).

Las microesferas magnéticas lograron separar eficientemente las fracciones CD11c*
y CD11c’, ya que controles realizados sobre las fracciones retenidas y eluidas mostraron
que las células retenidas en la columna poseian aproximadamente un 90% de positividad
para CD11c, mientras que la fraccién eluida quedd conformada por células con bajos
niveles de expresién de CD1lc (30% de positividad para CD1lc, con bajo nivel de
expresién). La fraccion retenida en la columna (fraccién CD11c") fue la que retuvo células
con mayor porcentaje de positividad para F4/80. Estas células de la fracciéon CD11c’
fueron a su vez las que expresaron mayores niveles de I-AP y de las moléculas
coestimulatorias CD80 y CD86. La fraccion CD11c se vié conformada por células con bajos
niveles de expresién de CD11cy F4/80 y nula expresion de CD80, CD86 o -AP.

Las fracciones CD11c’, CD11c vy las CDs originales (sin separar con microesferas) se
utilizaron para constituir las vacunas CD-Apo/Nec CD11c’, CD-Apo/Nec CD11c y CD-
Apo/Nec respectivamente. Se comparo le efectividad de las tres vacunas en un ensayo de
proteccion antitumoral in vivo, tal como se describe en Materiales y Métodos (2.2) para la
vacuna CD-Apo/Nec (Fig. 11).
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1°dosis 2°dosis 3°dosis 4° dosis DESAFIO TUMORAL
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Fig. 11: Esquema de vacunacién con CD-Apo/Nec y posterior desafio tumoral. Se utilizd el mismo esquema para la
vacunacién con CD-Apo/Nec, CD-Apo/Nec CD11c" y CD-Apo/Nec CD11c.

La vacuna CD-Apo/Nec fue la que otorgd mayor proteccidn antitumoral (p<0,001).
Se observé que a las 14 semanas post-desafio tumoral el 50% de los animales vacunados
con CD-Apo/Nec se encontraban libres de tumor, mientras que solo 20% y 0% de los
animales vacunados con CD-Apo/Nec CD11c o CD-Apo/Nec CD11c’ respectivamente se
encontraban libres de tumor (Fig. 12).

-=- PBS
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Fig. 12: Curva de sobrevida utilizando las vacunas CD-Apo/Nec CD11c’, CD-Apo/Nec CD11c y CD-Apo/Nec (grupo
control 4 dosis de PBS). Método de Kaplan Meier. Para el andlisis estadistico se utilizé el Log Rank Test (n=10; a=0,05).

Las vacunas CD-Apo/Nec CD11c" y CD-Apo/Nec CD11c fueron capaces de retrasar
la aparicidn de tumores con respecto al grupo control no vacunado (PBS) (p<0,01), y no se
observaron diferencias significativas entre ellas (p>0,05). Sin embargo, en estos dos
grupos los valores de proteccidn a las 14 semanas post-desafio tumoral no superaron el
20%. Se encontrd una disminucidn significativa en la proteccion antitumoral otorgada por
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la vacuna CD-Apo/Nec CD11c" con respecto a la vacuna CD-Apo/Nec (p<0,05). No seria por
lo tanto ventajoso enriquecer la vacuna en células CD11lc’, aunque posean mayor
expresion de I-A® y moléculas coestimulatorias. Se necesitarian tanto las células CD11c*
como CD11c para constituir una vacuna antitumoral mas efectiva.

La disminucion en la proteccion antitumoral otorgada por las vacunas CD-Apo/Nec
CD11c" y CD-Apo/Nec CD11c podria estar determinada por una falta de capacidad de las
diferentes fracciones de células de incorporar antigenos tumorales. Es por eso que se
determiné el porcentaje de fagocitosis marcando las CDs, las fracciones CD11c" o CD11c
con CFSE y las Apo/Nec con PKH26, como se describe en Materiales y Métodos (1.5y 1.6
respectivamente), y luego se realizd el cocultivo de 24 horas. Al finalizar el cocultivo se
fijaron las células y se analizaron por citometria de flujo. Pudo observarse que todas las
fracciones poseen capacidad fagocitica (Fig.13), siendo 74% para las CDs, 75% para la
fracion CD11c’, y levemente menor (67%) para la fraccion CD11c, por lo que la
disminucidn observada en la capacidad protectora de las vacunas CD-Apo/Nec CD11c"y
CD11c no estaria dada por una falta de captacién de antigenos tumorales.

a b (o
CD-Apo/Nec CD-Apo/Nec CD11c CD-Apo/Nec CD11c"

PKH26

FLz-H

FL1-H FL1-H FL1-H

CFSE CFSE CFSE

Fig. 13: Fagocitosis de Apo/Nec por CDs, o por las fracciones CD11c" y CD11c. Dot blots obtenidos por citometria de
flujo del cocultivo de 24 horas de: (a) CDs con Apo/Nec; (b) fraccién CD11c con Apo/Nec; (c) fraccion CD11c’ con
Apo/Nec. Los datos se analizaron utilizando el programa WINMDI2.9 (a=0,05).
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CAPITULO I1: MECANISMO DE INMUNOPROTECCION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

2.1. Respuesta sistémica antitumoral de la vacuna CD-Apo/Nec.

Los experimentos de vacunacidn con CD-Apo/Nec se realizaron en el laboratorio hasta el
comienzo de este trabajo de Tesis alternando los flancos de inyeccidn izquierdo y derecho, y
administrandose luego las células tumorales viables en el flanco contralateral al de la Ultima dosis
de vacuna (Goldszmid et al. 2003). La proteccién podia deberse entonces a una respuesta regional
de rechazo, ya que dos dosis de vacunacion y el desafio tumoral se administraban en la misma
zona. Con el fin de demostrar que la respuesta antitumoral generada por la vacunacién con CD-
Apo/Nec es sistémica, se administraron 4 dosis de CD-Apo/Nec en la zona inguinal de un flanco
(FIx4), o 4 dosis de CD-Apo/Nec alternando la zona inguinal y axilar de un mismo flanco (FIx2-Alx2),
y se realizé el desafio tumoral en la zona inguinal del flanco contralateral. Por otro lado se aplicé el
tratamiento convencional, que consistié en alternar la zona inguinal derecha e izquierda (FIx2-
FDx2), realizandose el desafio tumoral en la zona inguinal del flanco contralateral a la ultima
vacunacion. Como control, a otro grupo se le administraron 4 dosis de vehiculo (PBS) previo al

desafio tumoral.

Se observé que con las dos estrategias de vacunacion en las que se vacunaba en un mismo
flanco vy se realizaba el desafio tumoral en el flanco contralateral se obtenia una proteccién mayor
o igual al 80%, significativamente mayor al control (p<0,01) (Fig. 14), corroborandose que la

proteccion generada por la vacuna CD-Apo/Nec es sistémica.
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Fig. 14: Curva de sobrevida utilizando diferentes estrategias de vacunacién con CD-Apo/Nec. FIx2-FDx2: tratamiento
convencional alternando la zona inguinal derecha e izquierda, y el desafio tumoral en la zona inguinal del flanco
contralateral a la ultima vacunaciéon. Método de Kaplan Meier. FIx2-Alx2: alternando la zona inguinal y axilar de un
mismo flanco, y el desafio tumoral en la zona inguinal del flanco contralateral a la Ultima vacunacidn. FIx4: las 4 dosis de
CD-Apo/Nec en la zona inguinal de un flanco, y el desafio tumoral en la zona inguinal del flanco contralateral. PBS:
cuatro dosis de vehiculo PBS y luego el desafio tumoral. Para el analisis estadistico se utilizé el Log Rank Test (n=10;

2.2. Deteccidon de micrometastasis latentes en animales protegidos por la vacunacién con CD-

Apo/Nec.

Se procediéd a analizar por tincidn con hematoxilina-eosina la presencia de células
tumorales remanentes en los sitios de desafio tumoral de animales vacunados con CD-Apo/Nec y
libres de tumor por palpacién a las 10 semanas de realizado el desafio tumoral con células B16-F1.

A diez semanas de realizado el desafio tumoral se sacrificaron los animales libres de tumor
por palpacion. Se extrajo aproximadamente 1cm” de piel de la zona de inyeccidn, que se incluyd
en parafina como se describe en Materiales y Métodos (7.1). Se realizdé la tincién con
hematoxilina-eosina y el posterior estudio patoldgico.

Fue posible detectar tumores latentes en 2 de 6 animales vacunados considerados
protegidos. En uno de los casos el tumor fue detectado al extraer la piel. Fue facilmente
visualizable por su pigmentacién y su tamafo de 1,6 x 2,6 mm (Fig. 15a-b). Se observé en él un
centro necrdtico, y en el borde externo células tumorales con un importante infiltrado linfoide. En
el otro caso, un tumor microscépico dérmico de 310 x 590 um fue detectado por el estudio

patolégico luego de la tincidn con hematoxilina-eosina (Fig. 15c-d). En él se observaron células
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tumorales encapsuladas, entre las cuales se observé melanina, probablemente proveniente de la
lisis de melanoblastos. En los dos extremos y en el centro del tumor pudieron distinguirse células
macrofagicas cargadas con melanina. En ambos casos no se observaron células tumorales

mitoticas.

Fig. 15: Micrometastasis en el sitio de desafio tumoral (tincion con hematoxilina-eosina).(a) Extremo superior del
tumor de 1,6 x 2,6 mm, en el cual pudo observarse en el borde inferior el centro necrético del tumor, rodeado de
linfocitos (linea roja) y por encima una gruesa capa de células tumorales con infiltrado linfoide. (b) Zona de avance de las
células linfoides en la zona necrética. (c) Estructura del tumor microscdpico, donde pueden observarse células tumorales
encapsuladas, entre las cuales hay melanina proveniente de la lisis de melanoblastos. En los dos extremos pueden
distinguirse células macrofégicas cargadas con melanina. (d) Detalle de (c) en el que se observa el nucleo tumoral con la
melanina proveniente de la lisis de los melanoblastos y el borde exterior de fibroblastos y células linfoides (flecha).

Fue posible encontrar en animales vacunados con CD-Apo/Nec, y considerados protegidos
por palpacién a 10 semanas de realizado el desafio tumoral, células tumorales remanentes. Estas

células tumorales estaban rodeadas por un importante infiltrado linfoide. Incluso fue posible
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observar células macrofagicas cargadas de melanina, por lo que estaria habiendo remocidn de los

restos de células tumorales por parte de células fagociticas en el sitio de inyeccion.

2.3. Estabilidad de la proteccién antitumoral

Segun el modelo de inmunovigilancia tumoral, un pequefio nimero de células tumorales
en el organismo pueden sobrevivir controladas por el sistema inmune. La disminucién de alguna
de las poblaciones clave de este proceso podria habilitar la expansién de las células tumorales. En
nuestro modelo, luego de la vacunacion fue posible detectar la presencia de células tumorales
remanentes, rodeadas de células linfoides y células fagociticas. Seria posible que pequefios focos

tumorales persistieran mantenidos bajo el control de linfocitos T CD4" y/o T CD8".

Para evaluar si esto sucede, en animales protegidos por la vacuna CD-Apo/Nec (3 meses
después de realizado el desafio tumoral) se eliminaron los linfocitos T CD4" (n=8) o CD8" (n=7)
administrando anticuerpos especificos anti-CD4 o anti-CD8 respectivamente, como se describe en
Materiales y Métodos (6.4). Como control se administré una IgG inespecifica (n=5). Los
anticuerpos especificos se obtuvieron a partir de ascitis de animales inyectados i.p. con los
hibridomas GK 1.5 (anti-CD4) y TIB 105 (anti-CD8). Se administraron 831 ug de proteina total (3
dosis de 277 ug en tres dias sucesivos) de las ascitis GK 1.5 o TIB 105, y se analizé la aparicién de
tumores por palpacién hasta dos meses después de la administracién de las anticuerpos. La
eliminacidon de linfocitos T CD4" o T CD8" fue controlada en el bazo de animales sin vacunar, los

cuales fueron inyectados i.p. con las mismas concentraciones de ascitis.

Se detectd solamente un tumor de 2 mm en uno de los 7 animales en los que se elimind la
poblacién T CD8". No se detectaron tumores en los animales en los que se eliminé la poblacién T
CD4", o en los controles. Se sacrificaron los animales a los dos meses de la eliminacién de las
poblaciones T CD4" o T CD8", y se analizé la presencia de metéstasis por patologia, sin encontrarse

evidencias de células tumorales en otros érganos.

En otro grupo de animales protegidos (n=7) se realizé la deplecién de T CD4", que se
mantuvo durante un mes con un refuerzo semanal de 250 pgde proteina. Se sacrificaron los
animales un mes después de la ultima deplecién. No se detectaron tumores en este grupo que

recibié un refuerzo semanal de anticuerpo anti-CDA4.
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Esto muestra que de existir células tumorales residuales mantenidas en equilibrio por el
sistema inmune, la eliminacién de las poblaciones T CD4" o T CD8" no gatillaria su escape tumoral.
El dnico tumor detectado luego del tratamiento con anticuerpo anti-CD8 tuvo un tamafio muy
pequeio, solo detectado al sacrificar al animal y extraer el sitio de desafio tumoral. No fue posible
determinar si su tamafio habia sido afectado por el tratamiento con los anticuerpos, en otras
palabras, si al comienzo del experimento poseia el mismo tamafo que al final del mismo. Lo que si
se pudo determinar es que este tumor no alcanzé una tasa de proliferacién alta como para

obtener un tamafio considerable y ser detectable por palpacién.

2.4. El esquema completo de vacunacién con CD-Apo/Nec induce la produccién de

anticuerpos anti-B16-F1.

La respuesta citotoxica es considerada el principal mecanismo de accidon antitumoral. Sin
embargo, se ha descripto que la respuesta humoral es también capaz de favorecer la respuesta
celular antitumoral. Otros grupos han determinado que la incorporacion por las CDs via receptores
Fcy de células tumorales opsonizadas por anticuerpos monoclonales promueve un mejor
procesamiento y presentacion de multiples antigenos tumorales (Dhodapkar et al. 2002; Franki et
al. 2008; Manches et al. 2008). La proteccion antitumoral mediada por la vacunaciéon con CD-
Apo/Nec es dependiente de linfocitos T CD8" y T CD4" (Goldszmid et al. 2003); sin embargo no se
ha estudiado si se induce una respuesta humoral. Por lo tanto fue de interés estudiar si la vacuna

CD-Apo/Nec induce respuesta humoral, y si ésta se encuentra asociada a la proteccion.

Para evaluar la respuesta humoral se utilizé la técnica de ELISA, descripta en Materiales y
Métodos (5.1). Se compararon los sueros de animales vacunados con 4 dosis de CD-Apo/Nec, que
confiere proteccion, con los sueros de animales vacunados con 4 dosis de Apo/Nec, CDs o
CD+Apo/Nec (CDs administradas junto con Apo/Nec pero sin previo cocultivo), que no confieren
proteccion. Se obtuvieron los sueros de los animales a 24 y 120 horas de finalizados los esquemas
de vacunacién. Como control se utilizaron sueros obtenidos a 0 horas post-administracidon de una
dosis de CD-Apo/Nec. Se analizd la presencia de anticuerpos IgG e IgM que reconocieran epitopes
superficiales y citoplasmaticos de las células tumorales B16-F1. Brevemente, en pocillos

conteniendo una monocapa homogénea de células B16-F1 permeabilizadas con saponina, se
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realizd una incubacién con suero proveniente de los distintos grupos de animales. Los anticuerpos
en suero capaces de reconocer epitopes presentes en las células B16-F1 quedaron unidos a las

células y pudieron ser reconocidos por un anticuerpo secundario anti-lgG/IgM de ratén.

Fue posible detectar a 120 horas post-vacunacion la induccidon de anticuerpos anti-B16-F1
con todos los esquemas de vacunacién (Fig. 16a). En el caso de las vacunas que no otorgan
proteccion, el nivel de anticuerpos anti-B16-F1 resulté entre 3 y 4 veces mayor que en los sueros
control (p<0,01), mientras que el nivel de anticuerpos anti-B16-F1 generados mediante la
vacunacion con CD-Apo/Nec fue aproximadamente cinco veces mayor que en los sueros control

(p<0,001), y significativamente mayor que el generado con las otras vacunas (p<0,05).

A continuacion se estudid si la administracion de una sola dosis de vacuna CD-Apo/Nec era
suficiente para inducir una respuesta humoral. Se obtuvieron entonces los sueros de animales
vacunados con una dosis de CD-Apo/Nec a las 24, 72 y 192 horas post-administracion,
comparandose mediante la técnica de ELISA con sueros de animales con 4 dosis de vacuna CD-
Apo/Nec, o con sueros control. Sin embargo, a ninguno de estos tiempos fue posible detectar
niveles significativos de anticuerpos anti-B16-F1 en suero (Fig. 16b). Por lo tanto, con una sola
dosis de vacuna CD-Apo/Nec no fue posible inducir niveles significativos de anticuerpos anti-B16-

F1, incluso hasta 192 horas post-administracion.
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Fig. 16: Nivel de anticuerpos anti-B16-F1 detectados por ELISA en suero de animales vacunados. (a) Cuatro dosis de
cada tratamiento. (b) Una dosis de CD-Apo/Nec versus 4 dosis de CD-Apo/Nec. Se muestra el Log de las absorbancias a
490 nm obtenidas con la dilucion 1/100 del suero, normalizadas respecto a un suero control. Se utilizaron 2 a 4
animales por tratamiento; se muestra la media mas el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé el ANOVA
mas comparacion de Tuckey (a=0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Fue necesario realizar la transformacion “Log
(Absorbancia a 490 nm del tratamiento/ absorbancia a 490 nm del control)” para que se cumpla el supuesto de
homocedasticidad del ANOVA.

La vacunacién con CD-Apo/Nec, que genera proteccion antitumoral, es la vacunacion que
indujo mayor nivel de anticuerpos anti-B16-F1 en suero. Por lo tanto, habria una asociacién entre
los niveles de anticuerpo anti-B16-F1 en suero y la proteccién antitumoral. Por otro lado, una sola
dosis de CD-Apo/Nec no seria suficiente para inducir en suero este significativo nivel de

anticuerpos anti-B16-F1.

2.5. Baja migracion de las células CD-Apo/Nec a los ganglios drenantes a 24 horas post

inyeccion.

Experimentos preliminares realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que

cuando se inyectan 5x10° CD o CD-Apo/Nec en forma s.c. en la almohadilla plantal de ratones
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C57BL/6, la migracion de las CD y/o de las CD-Apo/Nec a los ganglios linfaticos drenantes es
relativamente escasa, del orden de 0,5% (Goldszmid et al. 2003). Otros grupos han obtenido
resultados similares (Lappin et al. 1999; Martin-Fontecha et al. 2003). Nuestro objetivo fue
analizar la migracién de las células que componen la vacuna CD-Apo/Nec al inyectarla en forma s.c
en la zona inguinal, que es la zona de aplicacidn convencional de la vacuna. Se procedid a
cuantificar la migracién a los ganglios drenantes por citometria de flujo a 24 horas post-

administracion de la vacuna.

Se marcaron las CDs con el colorante vital CFSE y las células Apo/Nec con PKH26, como se
describe en Materiales y Métodos (1.5 y 1.6 respectivamente). Luego se realizé el cocultivo en las
condiciones habituales. Analizando la composicion de la vacuna CD-Apo/Nec marcada por
citometria de flujo pudo observarse que las células CFSE'PKH26" correspondieron a
aproximadamente el 50% de la vacuna, quedando un porcentaje de células CFSE'PKH26"

(Apo/Nec) sin fagocitar por CDs (Fig. 17a).

Se inyectd una dosis s.c. de 2x10° CD-Apo/Nec marcadas en la zona inguinal. A las 24 horas
se sacrificaron los animales, se extrajeron los ganglios linfaticos inguinal, axilar y popliteo
ipsilaterales al sitio de vacunacién, que se disgregaron como se describe en Materiales y Métodos
(3.1). El porcentaje de células CFSE'PKH26'que migraron a estos ganglios se cuantificé por
citometria de flujo (Fig. 17b-c). Con este fin, se realizd una curva de calibracion agregando a

muestras de ganglios disgregados diferentes cantidades conocidas de CD-Apo/Nec marcadas.
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Fig. 17: Migracion de células CD-Apo/Nec a los ganglios drenantes. (a) Composicion porcentual de la vacuna CD-
Apo/Nec. (b) Células CD-Apo/Nec marcadas, previo a la inyeccion. (c) Células CFSE'PKHK26" detectadas en el ganglio
drenante 24 horas post inyeccion.
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De esta manera se pudo determinar que a las 24 horas de la inyeccién tan solo el 0,8% de
las células CD-Apo/Nec migraron a los ganglios drenantes, que corresponderian aproximadamente
a 1600 CD-Apo/Nec. No se observd la migracion de células CFSE'PKH26™ (CDs) o CFSE'PKH26"

(Apo/Nec) a los ganglios drenantes.

2.6. El 77% de las células que componen la vacuna CD-Apo/Nec son retenidas en el sitio de

vacunacion hasta 120 horas post-inyeccion.

Al observar la baja tasa de migracion a los ganglios drenantes, se buscé otra técnica que
permitiera analizar la biodistribucién de las células de la vacuna en el organismo inyectado, y de
esta forma determinar el destino de las células inyectadas. Con este fin se procedié a utilizar la
técnica de In vivo Imaging. Se tifieron las células de la vacuna CD-Apo/Nec con DiR, como se
describe en Materiales y Métodos (1.7). El DiR es un colorante vital que posee el maximo de
excitacion a 750 nm y el maximo de emisién a 779 nm, dentro del rango de longitudes de onda
infrarrojas del espectro. Se utilizd este colorante porque los componentes tisulares absorben luz
en las longitudes de onda que van del espectro ultravioleta al visible, mientras que la luz del
espectro infrarrojo puede penetrar hasta 10 veces mas. Por otro lado, los fluoréforos naturales
presentes en el tejido emiten en las longitudes de onda del espectro visible, y es baja la

autofluorescencia detectada en el espectro infrarrojo (Leblond et al. 2010).

En primer lugar se procedid a realizar una curva de tincion de CDs con diferentes
concentraciones de DiR, evaluando el porcentaje de viabilidad celular con azul de tripan, y la
intensidad de marcacién por citometria de flujo. Basandose en bibliografia (Kalchenko et al. 2006)
se partid de una concentracion de DiR de 3,5 pg/ml en la solucion de tincion para realizar una
curva de concentraciones decrecientes. Se decidio utilizar la concentracién 0,88 ug/ml de DiR, con
la que se mantuvo la misma viabilidad celular que con las células no marcadas (Tabla 5) sin perder

la capacidad de tincién (corroborado por citometria de flujo).
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Tabla 5: Viabilidad celular en funcién de la concentracion de DiR. Porcentaje de viabilidad celular en funcién de la
concentracién de DiR, evaluada mediante tincién con azul de tripan.

Se realiz6 una curva de calibracién in vitro sembrando en una placa de 96 pocillos
diferentes cantidades de CDs tefiidas con DiR (1x10° a 2x10° CD-Apo/Nec). La bioluminiscencia se
determind con el bioluminédmetro IVIS Lumina. Se obtuvo una curva de calibracion (Fig. 18), que

fue luego utilizada para estimar el nimero de CD-Apo/Nec en ganglios drenantes.
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Fig. 18: Curva de calibracion para estimar el N° de CD-Apo/Nec en ganglios linfaticos. Funcidn lineal obtenida de
Log 10 (N°de fotones) en funcién del N° de CD-Apo/Nec sembradas. Se muestra el promedio de dos réplicas.

Se procedié a inyectar una dosis s.c. de 2x10° CD-Apo/Nec marcadas en la zona inguinal, y

se midi6 la bioluminiscencia de forma no invasiva utilizando el biolumindmetro a 0, 24 y 120 horas
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post-inyeccién (Fig.19). A las 120 horas post-inyeccién se procedidé a sacrificar los animales y a
extraer los ganglios linfaticos ipsilaterales, el ganglio linfaticos contralateral y el bazo, que se

analizaron con el bioluminédmetro.

CD-Apo/Nec CD-Apo/Nec DiR  CD-Apo/Nec DiR CD-Apo/Nec DiR CD-Apo/Nec DiR
Oh Oh 24 h 120 h 120 h

pissc/om’2/s1

Fig. 19: Biodistribucién de una dosis de CD-Apo/Nec DiR hasta 120 h post-inyeccién. (a) CD-Apo/Nec no marcadas, al
momento de la inyeccidn. (a-d) CD-Apo/Nec DiR. (b) O horas. (c) 24 horas. (d) 120 horas. (n=3, se muestra un dato
representativo por tiempo). (e-h) A las 120 horas post-inyeccion se extrajeron distintos 6rganos y se determiné la
presencia de células marcadas. (n=2; a=0,05; se muestra un dato representativo por tiempo). (e) Bazo. (f) Ganglio
inguinal ipsilateral. (g) Ganglio inguinal contralateral. (h) Ganglio popliteo ipsilateral..

Se observd que hasta las 120 horas persistian las células CD-Apo/Nec en la zona de
inyeccion (Fig. 19d). Por otro lado, al analizar los ganglios linfaticos cercanos al sitio de inyeccion
de dos animales sacrificados a 120 horas post-inyeccidén, se pudo detectar la migracion de
24900+10800 CD-Apo/Nec al ganglio linfatico inguinal ipsilateral (Fig. 19f), y de 20700+2700 CD-
Apo/Nec al ganglio linfatico contralateral (Fig. 19g). Por lo tanto, la migracién total a los ganglios
linfaticos drenantes a las 120 horas post-inyeccion seria de aproximadamente 23% de las CD-
Apo/Nec. No se observé la presencia de células marcadas en el bazo (Fig. 19e) o en el ganglio
linfatico popliteo (Fig. 19h), por lo que las CD-Apo/Nec no estarian migrando a estos érganos. El
77% de las células que componen la vacuna CD-Apo/Nec son entonces retenidas en el sitio de

inyeccion hasta 120 horas post-administracion de una dosis de vacuna.

Por otro lado se procedié a caracterizar por tincion con hematoxilina-eosina y posterior
analisis patoldgico las células presentes en el sitio de vacunacién. Se realizo la inyeccién de una
dosis de 2x10° CD-Apo/Nec, y a las 24, 72, 120 y 192 horas post-administracion se sacrificaron los
animales y se prepararon los sitios de inyeccidn para la tincion con hematoxilina-eosina como se

describe en Materiales y Métodos (7.1).

73



RESULTADOS - CAPITULO II

A las 24 horas post-inyeccion se observaron en el sitio de vacunacidn células Apo/Nec con
dos morfologias distintivas, unas con abundante citoplasma, y otras con aspecto picnético, junto
con acumulos de células polimorfonucleares y macrofagicas (morfologia de CD o macrdéfago) (Fig.
20a). Entre las 72 y 120 horas se observé una disminucién progresiva del nimero de células
polimorfonucleares y macrofagicas. Finalmente a las 192 horas post-inyeccion se observaron
células macrofagicas, unas pocas células Apo/Nec, y se evidencié la aparicién de células linfoides

(Fig. 20b).

Fig. 20: Poblaciones celulares en el sitio de inyeccién de una dosis de vacuna CD-Apo/Nec. (a) 24 hs post-inyeccidn:

células tumorales grandes (flecha amarilla) y acumulo de células polimorfonucleares (flecha roja). (b) 192 hs post
inyeccidn: pocas células tumorales residuales (flecha amarilla) y aparicién de importante infiltrado de células linfoides
(flecha roja).

La administracion de una sola dosis de CD-Apo/Nec fue capaz de inducir a 192 horas el
reclutamiento de células linfoides al sitio de inyeccidn. Por otro lado se observo a este tiempo la

remocion de las células tumorales del sitio de inyeccion.

2.7. Analisis comparativo de los sitios de vacunaciéon con 4 dosis de CD-Apo/Nec, CDs,

Apo/Nec o CD+Apo/Nec.

La vacunacion con CD, Apo/Nec o CD+Apo/Nec no proveen proteccion contra un desafio
con B16-F1 viables, mientras que la vacunacion con CD-Apo/Nec otorga proteccion a largo plazo.

Con el objetivo de comprender el mecanismo de accién de la vacuna CD-Apo/Nec se procedi6 a
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estudiar el sitio de vacunacién de estas diferentes vacunas. El reclutamiento diferencial de
poblaciones del sistema inmune podria proveer un indicio de qué poblaciones inmunes son

importantes para determinar el éxito o fracaso de la vacunacion con CD-Apo/Nec.

Se realizé el esquema completo de vacunacidn con 4 dosis s.c. de 2x10° CDs, Apo/Nec,
CD+Apo/Nec o CD-Apo/Nec. A 120 horas de finalizado el esquema de vacunacién se extrajeron los
sitios de vacunacidon, como se describe en Materiales y Métodos (7.1), y se tifieron con

hematoxilina-eosina para su estudio patoldgico.

Al analizar el sitio de vacunacion con CD-Apo/Nec se observé un importante infiltrado
inflamatorio, contenido dentro de una estructura pseudolinfoide definida y organizada (Fig. 21a),
con fibras reticulares y una pseudocapsula cruzada por multiples trabéculas, similar a un ganglio
linfatico (Fig. 21b). Las células contenidas dentro de esta estructura fueron mayormente células
linfoides, leucocitos polimorfonucleares, células macrofagicas y células gigantes (Fig. 21c). Cabe
destacar que con los otros tratamientos que no otorgan proteccién antitumoral no se detecté este
tipo de estructura organizada. Al analizar los sitios de vacunacién con CD o CD+Apo/Nec se
observé el reclutamiento escaso, de células linfoides, leucocitos polimorfonucleares y macréfagos.
Al analizar los sitios de vacunacion con células Apo/Nec sélo pudo detectarse un pobre
reclutamiento de linfocitos, no se observé reclutamiento de células fagociticas, y se evidencié un
gran numero de células tumorales remanentes, con pérdida de integridad de la membrana
plasmatica (Fig.21d). Al no reclutarse células fagociticas al sitio de vacunacién con Apo/Nec,
pareceria que éstas quedan acumuladas sin poder ser apropiadamente captadas por células

fagociticas.
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Fig. 21: Estructura pseudolinfoide detectada 120 hs post-vacunacién con CD-Apo/Nec. Secciones de los sitios de

vacunacion tefiidos con hematoxilina-eosina. (n=10; se muestra un sitio de inyeccion representativo). (a) Intenso
infiltrado inflamatorio en la dermis. (b) Estructura definida contenida por una pseudocapsula (flecha negra) y atravesada
por red de fibras reticulares. (c) Detalle del infiltrado dentro de la estructura el cual consiste de leucocitos
polimorfonuceares (flecha negra), linfocitos (flecha amarilla), células tipo macrofégicas (flecha blanca) y células gigantes
(flecha roja). (d) Detalle del sitio de inyeccién al vacunar con Apo/Nec. Se observan células tumorales con pérdida de
integridad de la membrana plasmatica, y linfocitos en poca cantidad. No se observa reclutamiento de células fagociticas.

Las CD+Apo/Nec (sin cocultivo previo) inducen un menor reclutamiento de linfocitos,
leucocitos polimorfonucleares y macréfagos que las CD-Apo/Nec, por lo que el cocultivo ex vivo de
las CD con las Apo/Nec seria necesario para que al administrar la vacuna se genere a 120 horas un
importante reclutamiento de células del sistema inmune y la formacién de la compleja estructura
pseudolinfoide. Y, sobre todo, la vacuna CD+Apo/Nec no genera proteccién antitumoral, por lo

que el cocultivo ex vivo seria necesario para la induccion de la respuesta antitumoral.

Por otro lado, la estructura pseudolinfoide formada en el sitio de vacunacién con CD-

Apo/Nec podria ser importante para la generacidon de la inmunidad antitumoral, ya que se ha
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descripto en estos tipos de estructuras la activacion y proliferacion de linfocitos virgenes

especificos.

2.8. Reclutamiento inmune en el sitio de vacunacién con 4 dosis de CD-Apo/Nec

Con el fin de caracterizar con mayor detalle las células presentes en el sitio de vacunacién
con CD-Apo/Nec, y en la estructura pseudolinfoide formada a las 120 horas, se procedié a analizar

el sitio de inyeccidn mediante citometria de flujo y microscopia confocal.

Para el anadlisis por citdmetria de flujo se obtuvieron sitios de vacunacion con 4 dosis de
CD-Apo/Nec a 24 horas post-vacunacién. Estos se disgregaron mecdnicamente y enzimaticamente,
tal como se describe en Materiales y Métodos (3.5). Luego se realizé una marcacion con
anticuerpos especificos para CD11c, CD3/CD4, y CD3/CD8, como se describe en Materiales y
Métodos (4.1).

Los anticuerpos disponibles eran aptos para citometria de flujo pero no eran aptos para
marcacién de tejidos incluidos en parafina, por lo que para poder realizar el andlisis por
microscopia confocal se obtuvieron muestras por congelacidon de los sitios de vacunacién con 4
dosis de CD-Apo/Nec, a 24 y 120 horas post-vacunacion. Los sitios de inyeccion fueron preparados
como se explica en Materiales y Métodos (7.2) para poder ser posteriormente seccionados con
criostato. Luego, los cortes fueron almacenados a -20°C y utilizados para marcacién con
anticuerpos especificos para CD11c, F4/80, Ly6G, CD4 y CD8, como se describe en Materiales y
Métodos (7.3).

A 24 horas de finalizado el esquema de vacunacion con CD-Apo/Nec se observéd por
microscopia confocal en los sitios de inyeccién zonas de acumulaciéon de macréfagos (F4/80°),
leucocitos polimorfonucleares (Ly6G*) y CDs (CD11c’) (Fig. 22a). Se detectaron también zonas de
células con doble positividad para CD11c y F4/80. Estas podrian ser acumulaciones de células
provenientes de la vacuna, ya que hemos visto in vitro que las CDs utilizadas para constituir la
vacuna CD-Apo/Nec pueden expresar estos dos marcadores conjuntamente. Por citometria de
flujo fue posible cuantificar el nimero de CDs y linfocitos T CD4" y T CD8" presentes en los sitios de
inyeccion. Se registré asi un aumento significativo de estas tres poblaciones con respecto a

controles con 4 dosis de vehiculo (Fig. 22b).
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A las 120 horas de finalizado el esquema de vacunacidén se confirmd por microscopia
confocal la presencia en la estructura pseudolinfoide de un gran nimero de linfocitos T CD4" y T

CD8’, y se observé a los linfocitos en estrecho contacto con CDs (Fig.22¢-d).

b :

B CD-ApofNec
opaS

N°de célulagisltio de vacunaclén

Fig. 22: poblaciones inmunes reclutadas al sitio al finalizar el esquema de vacunacion. (a) Analisis por microscopia

confocal del sitio de vacunacién a 24 horas de finalizado el esquema de vacunacion, CD11c (verde), F4/80 (azul) y Ly6G
(rojo). Las flechas blancas sefialan la infiltracién con células Ly6G", las flechas amarillas con células F4/80 °, y las flechas
rojas el sitio de acumulacién con células con marca tanto para CD11c como para F4/80.(b) A las 24 horas los sitios de
inyeccion fueron disgregados, las células marcadas con anticuerpos especificos para CD4, CD8 y CD11c. Por citometria
de flujo se obtuvieron los nimeros totales de cada poblacion presente en el sitio (cada valor representa el promedio de
5 animales; p<0,05 para CD3'CD8"y CD3°CD4", y p<0,01 para CD11c", comparado con los sitios de animales vacunados
con vehiculo (PBS). Para el andlisis estadistico se utilizé la Prueba T de Student. (c) Andlisis por microscopia confocal de
sitios a 120 horas de finalizado el esquema de vacunacion marcados para CD11c (verde), CD4 (azul) y CD8 (rojo). (d)
Detalle de la imagen (c) mostrando la gran infiltracién de células CD4" en estrecho contacto con las células CD11c".
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2.9. Formacidn de tejido linfoide terciario en el sitio de vacunacién

Debido a la gran infiltracion de linfocitos, tanto CD4* como CD8", en el sitio de vacunacién,
y la generacion de una estructura organizada, se quiso determinar si el sitio de vacunacién poseia
propiedades de tejido linfoide terciario. La Adresina de Nédulo linfatico Periférico (PNAd) se
expresa en las vénulas del endotelio alto de los érganos linfoides secundarios e interacciona con la
L-selectina presente en los linfocitos, mediando su entrada al parénquima de estos érganos
linfoides (Girard and Springer 1995). Se ha descripto en tejido linfoide terciario la expresiéon de la

PNAd (Nasr et al. 2007).

Se obtuvieron sitios de vacunacion de animales vacunados con 4 dosis de CD-Apo/Nec,
gue se prepararon para inmunohistoquimica como se describe en Materiales y Métodos (7.1). Se
realizé la marcacidon con un anticuerpo especifico para la adresina PNAd, como se describe en
Materiales y Métodos (7.4). Como control positivo se utilizaron ganglios linfaticos inguinales de

animales no vacunados.

Se detecté por inmunohistoquimica en los sitios de vacunacion con CD-Apo/Nec, a 120
horas de finalizado el esquema de vacunacion, la expresidon de PNAd en la superficie luminal y en
el citoplasma de células endoteliales del sitio de inyeccidn (Fig. 23a), pero no en vénulas o arterias
de regiones periféricas o remotas (Fig. 23a) o en secciones controles (Fig. 23b). Por lo tanto, en el

sitio de vacunacién habria induccidn de tejido linfoide terciario.
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Fig. 23: Expresion de PNAd en el sitio de vacunacion. (a)
A 120 horas de finalizado el esquema de vacunacion se

observa la marcacién positiva (en marrén) en la
superficie luminal y citoplasma de células endoteliales.
(b) A 24 horas después de una sola dosis de vacuna no se
observa positividad. (c) Marca positiva en un ganglio
linfoide control.

La expresidon de PNAd en vénulas presentes en el sitio de vacunacién, que forman parte de
una estructura organizada con reclutamiento de linfocitos T CD4" y CD8" en estrecho contacto con
CDs, denota la formacion de una estructura pseudolinfoide. Esta estructura no se evidencio al
administrar Apo/Nec, CD, o CD+Apo/Nec (sin previo cocultivo), que no otorgan proteccion. Por lo
tanto la estructura pseudolinfoide podria estar involucrada en el mecanismo de generacion de

proteccidn antitumoral de la vacuna CD-Apo/Nec.

2.10. La vacunacién con CD-Apo/Nec no induce la diferenciacién a linfocitos T regulatorios en

el ganglio drenante.

Se busco determinar si la vacunacion con CD-Apo/Nec generaba la diferenciacion de los

linfocitos T CD4" hacia un perfil regulatorio, lo cual no seria beneficioso para un esquema de
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vacunacion antitumoral. Los linfocitos T regulatorios (Treg) se caracterizan por la expresion

conjunta de CD4, CD25 y Foxp3.

A 5 dias de una o cuatro dosis de vacuna se disgregaron los ganglios drenantes
(inguinales), como se descibe en Materiales y Métodos (3.2). Luego se marcaron las células con
anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3, como se describe en Materiales y Métodos (6.2). Las
células obtenidas se analizaron por citometria de flujo y se observé que no existian diferencias
significativas en el porcentaje de Treg entre los animales vacunados y los controles inyectados con

vehiculo (PBS) (P>0,05) (Fig. 24).
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Fig. 24: Linfocitos T regulatorios en ganglio drenante de animales vacunados con 1 o 4 dosis de vacuna.A 5 dias de una
o cuatro dosis de vacuna se disgregd el ganglio drenante y se marcaron las células con anticuerpos anti CD4, CD25 y
FOXP3. Se analizaron las poblaciones presentes por citometria de flujo, y se consideraron positivas las células CD25%,
tanto CD4"e" . Se analizaron los datos con el programa WinMDI2.8. El analisis estadistico se realizod
mediante la prueba de Anova y comparacion de Tuckey (n=3, a=0,05).

low

como CD4

Se determind de esta manera que la vacunacién con CD-Apo/Nec y la formacion del tejido
pseudolinfoide no inducen, al menos en los ganglios drenantes al sitio de inyeccidn, la

diferenciacién de los linfocitos T CD4" hacia un perfil regulatorio.

2.11. Proliferacién in vivo de linfocitos T CD8" virgenes B16-F1-especificos.

En trabajos previos del laboratorio se determind que la proteccién antitumoral es

dependiente de linfocitos T CD8" (Goldszmid et al. 2003), pero se desconocia si la vacunacion
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inducia la proliferacion de estas células, y en caso afirmativo, dénde esto ocurria. La formacion de
una estructura pseudolinfoide en el sitio de vacunacién, con vénulas expresando PNAd, y el
reclutamiento de CDs, linfocitos T CD4" y T CD8", predecia una posible proliferacion de linfocitos T

virgenes tumor-especificos en el sitio de vacunacion.

Para responder a esta pregunta se utilizdé el modelo de vacunacién con CD-Apo/Nec OVA,
en el que la vacunacidn se realizé utilizando como fuente de antigeno células de la linea B16-F1
OVA irradiadas (Apo/Nec OVA), como se describe en Materiales y Métodos (2.2.1). Las células B16-
F1 OVA se encuentran establemente transfectadas con un vector de expresidon de la proteina
ovoalbumina (OVA). El cultivo de esta linea se describe en Materiales y Métodos (1.2.1). La
irradiacion de las células B16-F1 OVA, la generacién de la vacuna CD-Apo/Nec OVA y el esquema

de vacunacion fueron los mismos que para la vacuna CD-Apo/Nec.

Se inmunizaron ratones C57BL/6 con 4 dosis de la vacuna CD-Apo/Nec OVA (n=3), y 3
horas previo a la cuarta vacunacién se administraron de forma i.v. 1x10° células provenientes de
ganglios de ratones C57BL/6 OT-lI marcadas con CFSE, como se describe en Materiales y Métodos
(6.1). Los ratones OT-l poseen un solo clon de linfocitos T CD8" que reconocen la proteina OVA
(residuos 257-264) presentada en el contexto del MHC-I (H-2K). A las 72 horas de administrados
los linfocitos OT-l marcados se sacrificaron los animales vacunados y se extrajeron los ganglios
drenantes (inguinales) y el sitio de vacunacion, como se describe en Materiales y Métodos (3.2 y
3.5 respectivamente). Se realizé6 una marcacién con anticuerpos especificos para CD8, y luego se
analizé por citometria de flujo la marca para CD8 y CFSE. El CFSE reacciona con aminas celulares
formando conjugados que son retenidos dentro de la célula, pero al dividirse la célula las proteinas
celulares se dividen en partes iguales entre las células hijas. Es por eso que observar bandas de
decreciente intensidad de fluorescencia para CFSE es indicativo de proliferacion celular. Como
control negativo se utilizaron animales vacunados con la vacuna CD-Apo/Nec (n=3), y como
control positivo de la capacidad proliferativa de los linfocitos provenientes de ratones OT-l se
inyectd de forma s.c. 20 ug de una proteina recombinante que contiene la enzima lumazina
sintetasa de Brusella spp. conjugada a los residuos 257-264 de la proteina OVA (BLS-OVA;s57.564)-
Esta enzima es altamente inmunogénica y al estar conjugada al péptido reconocido por los
linfocitos provenientes de ratones OT-I, su reconocimiento induce la activacién y proliferacion de

los linfocitos especificos (Berguer et al. 2012).
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En el ganglio inguinal de los ratones vacunados con CD-Apo/Nec OVA fue posible detectar
la proliferaciéon de linfocitos T CD8" virgenes OVA-especificos, visualizada como bandas de
decreciente intensidad de fluorescencia para CFSE (Fig. 25b). Puede observarse que en 72 horas

hubo al menos 4 rondas de proliferacidn. El porcentaje de proliferacién se calculé como:

% proliferacion = 100 x N° de células CD8*CFSE""

N°de células CD8*CFSE*

El porcentaje de proliferacion en los ratones vacunados con CD-Apo/Nec OVA fue del
48+24 %. E|l porcentaje de proliferacion en los ratones control vacunados con CD-Apo/Nec fue de
12+15% (Fig.25c). La diferencia resultd significativa (p<0,05). Con la inyeccidn de la proteina BLS-

OVA,57.564 S€ 0bservd 100% de proliferacion.
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Fig.25: Proliferacion de linfocitos antigeno-especificos en el ganglio drenante de ratones vacunados con CD-Apo/Nec
OVA. (a) Linfocitos CFSE™" en ganglio de animales vacunados con CD-Apo/Nec. (b) Linfocitos CFSE™®" y CFSE®" en
animales vacunados con CD-Apo/Nec OVA. (c) Porcentajes de proliferacion de linfocitos CD8'CFSE™ en el ganglio
drenante, para los diferentes tratamientos. No se incluyd el control con proteina BLS-OVA257-264 porque se traté de
un solo dato. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba T de Student (n=3; a=0,05; *p<0,05)).
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En el sitio de vacunacion con CD-Apo/Nec OVA no fue posible detectar la presencia de
linfocitos T CD8" que fuesen CFSE" (Fig. 26b). Por lo tanto no seria el sitio de vacunacién donde los

linfocitos T CD8" virgenes B16-F1-especificos son reclutados o activados. (Fig. 26).

b
CD-Apo/Nec . CD-Apo/Nec OVA

102
10%

FL2ZH

0% 0* 10* o’ 0° 10

10%

FL1-H FL1-H

CFSE CFSE

Fig.26: Proliferacion de linfocitos OVA-especificos en el sitio de vacunacion de ratones vacunados con CD-Apo/Nec

OVA. (a) Vacunacion con CD-Apo/Nec. (b) Vacunacién con CD-Apo/Nec OVA. (c) Administracion de cuatro dosis de PBS.

(d) Porcentaje de células CD8+ sobre el total de células presentes en el sitio de vacunacidon, para los diferentes
tratamientos. Para el andlisis estadistico se realizé un ANOVA y comparacion de Tuckey (n=3, a=0,05).

Estos resultados muestran que existe una respuesta T CD8" B16-F1-especifica en el ganglio
drenante de ratones vacunados. A pesar de la baja migracién observada a 24 horas post-inyeccién
de las células CD-Apo/Nec a los ganglios linfaticos, éstas u otras células presentadoras del huésped
realizarian en los mismos una eficiente presentacién de los antigenos tumorales a los linfocitos T
CD8’, induciendo la proliferacién de linfocitos virgenes B16-Fl-especificos, que puede ser
visualizada a los 3 dias post-inyeccion. La acumulacion de las células CD-Apo/Nec en el sitio de
vacunacion podria servir como un lugar de depdsito de antigenos tumorales, que permitiria una

presentacién mads extendida en el tiempo a linfocitos especificos.

2.12. Analisis de las subpoblaciones de linfocitos T en animales vacunados protegidos y no

protegidos.

Con el objetivo de analizar las condiciones que llevan al rechazo o proteccién de los
animales vacunados con CD-Apo/Nec se determinaron las subpoblaciones de linfocitos T presentes

en ganlios linfaticos drenantes, bazo y tumor de animales protegidos y no protegidos. Se realizo el
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desafio tumoral en animales vacunados con el esquema completo de CD-Apo/Nec y en controles

no vacunados (Fig. 27).

—_— 5 librede

/ tumor {P)
/ CD-Apo/Nec \
Tumor {NP}
PBS = Tumor
Tiempo | [ | 'y, N
{ensemanas) [ [ 7 “1
0 4 5 14
Vacunacion Sacrificio
Desafio de ratones con
Tumoral tumores> 0,5cm
1,3x10° B16-F1 viables

Fig. 27: Esquema de vacunacion con CD-Apo/Nec, posterior desafio tumoral, y toma de muestras de animales
protegidos y no protegidos. P=protegido; NP=no protegido.

Se monitored la apariciéon de tumores por palpacion durante 10 semanas post-desafio
tumoral. Los animales en los que se detectd tumor fueron sacrificados cuando el tumor alcanzé los
0,5 cm de didametro. Los animales vacunados en los que no se detectd la aparicidn de tumores,
fueron considerados protegidos y sacrificados a las 10 semanas de realizado el desafio tumoral. En
todos los casos se analizaron el bazo y los ganglios inguinales ipsilateral y contralateral al sitio de
desafio tumoral, que se disgregaron como se describe en Materiales y Métodos (3.2, 3.3 y 3.4).
Luego se realizaron marcaciones con anticuerpos especificos para linfocitos colaboradores
CD3"CD4’, linfocitos CD3'CD8" y linfocitos Treg CD4'CD25" como se describe en Materiales y

Métodos (4.1). Los datos se analizaron por citometria de flujo (Fig.28).
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Fig. 28: Analisis de subpoblaciones de linfocitos T. En (a) ganglios linfaticos; (b) bazo; (c) tumor. Se analizaron por
citometria de flujo los porcentajes de linfocitos CD3*CD8", CD3°CD4" 0 CD4'CD25"en animales vacunados con 4 dosis de
CD-Apo/Nec protegidos (P), no protegidos (NP) o controles (PBS), con o sin desafio tumoral con B16-F1 viables. Se
muestra el promedio +SEM para cada tratamiento (n=3). Andlisis estadistico: Anova mdas comparacién de Dunnet (n>3,

=0,05).

Se observd una disminucién significativa en el porcentaje de linfocitos T CD8" en los

ganglios linfaticos de animales vacunados y no protegidos con respecto a los controles (p<0,05)

(Fig. 28a). No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T CD4" o Treg.
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Por otro lado, en bazo o tumor no se observaron diferencias significativas entre ninguna de las

subpoblaciones de linfocitos T analizadas (Fig. 28b-c).

La disminucién en el porcentaje de linfocitos T CD8" en los ganglios linfaticos de los
animales vacunados pero no protegidos (con tumor incipiente) resulta llamativa, ya que sugiere
una emigracién de esta poblacidon de los ganglios, o la muerte de este subtipo celular. Cuando
analizamos lo que sucede en los tumores de estos animales, pareceria haber un reclutamiento de
linfocitos T CD8", favoreciendo la hipétesis de la emigracion, pero este aumento en el porcentaje
no resulta finalmente significativo. Lo que si esta claro es que hay una respuesta inmune debida a
la vacunacidn, ya que la disminucidn en el porcentaje de linfocitos T CD8" en los ganglios linfaticos

no ocurre en los animales con tumor incipiente que no fueron vacunados.

Por otro lado, en los animales vacunados y protegidos luego de 10 semanas de realizado el
desafio tumoral puede observarse que el porcentaje de linfocitos T CD8" en el ganglio drenante no
varia con respecto al grupo no vacunado y desafiado (con tumor incipiente en todos los casos), o al
grupo no vacunado y no desafiado (PBS) (sin tumor). Por lo tanto, en los animales no vacunados,
cuando un tumor escapa al control del sistema inmune no hay un efecto en las proporciones de

linfocitos T en los ganglios linfaticos drenantes.

Restaria saber si en los animales protegidos al corto tiempo de realizado el desafio tumoral
hay también una respuesta de redistribucién de los linfocitos T CD8" hacia el tejido periférico.
Lamentablemente, este experimento es imposible de realizar porque hasta ahora no tenemos un
marcador que defina cudles animales serdn protegidos y cuales no, por lo que se debe esperar 10

semanas luego del desafio tumoral para determinarlo.
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CAPITULO 1ll: BUSQUEDA DE CONDICIONES QUE POTENCIEN LA CAPACIDAD
INMUNOESTIMULADORA DE LA VACUNA CD-APO/NEC

3.1. Preacondicionamiento del huésped a la vacunacion

Se decidiod analizar si al preacondicionar al huésped era posible incrementar el nivel de
proteccion antitumoral obtenidocon la vacuna CD-Apo/Nec. Con este fin se probaron dos
estrategias. Por un lado se administrd ciclofosfamida un dia antes de la primera y tercera
inyeccion. Nuestra hipdtesis fue que administrar ciclofosfamida previo a la vacunaciéon
disminuiria el nimero de Tregs, facilitando la activacién por células CD-Apo/Nec de linfocitos T
especificos. Por otro lado, se aplicé imiquimod 5% tépico en la zona de aplicacién de la vacuna.
Postulamos que en nuestro sistema la aplicacién tépica de imiquimod podria actuar atrayendo
poblaciones inflamatorias a la zona, por lo que se facilitaria la eliminacion de las células
Apo/Nec y ayudaria a madurar a las células presentadoras presentes en el sitio de inyeccién de
la vacuna, facilitando su migracion y presentacion de los antigenos tumorales en los ganglios

linfaticos.

Para comenzar, se analizd la toxicidad de diferentes dosis i.p. de ciclofosfamida en
ratones C57BL/6. Basandose en bibliografia, se ensayd la administracién i.p. de dos dosis de
1mg o 2 mg de ciclofosfamida, y un grupo control inyectado con vehiculo, y se evalud la
evolucidn del peso hasta los 113 dias post-inyeccion (Fig.29), como se describe en Materiales y

Métodos (2.2.3).
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Fig. 29: Evolucion del peso de los animales inyectados con diferentes dosis de ciclofosfamida. Se administré una
primera dosis al dia 0 y una segunda dosis al dia 27 de 1 mg, 2 mg o vehiculo (0 mg). (n=4, se muestra el promedio y el
desvio estandar). Para el analisis estadistico se realizé un ANOVA mds comparacion de Tuckey (a=0,05) de los pesos
observados al tiempo final (dia 113).

Se observd que dos dosis de 2 mg resultaban téxicas y afectaba el peso final de los
animales, que no fueron capaces a los 86 dias post-inyeccidon de superar el peso promedio
inicial, resultando al tiempo final observado en una significativa pérdida en peso con respecto
al grupo control (p<0,05). No se observé una pérdida de peso significativa en los animales

tratados con dos dosis de 1 mg con respecto al grupo control (p>0,05).

Se decididé entonces a preacondicionar a los ratones vacunados con CD-Apo/Nec con
dos dosis i.p. de 1 mg de ciclofosfamida. Se administrd la primera dosis junto con la primera
vacuna, para que desde el comienzo esté presente la ciclofosfamida en la generacion de la
respuesta antitumoral. La segunda dosis se administré 15 dias después junto con la tercera
vacunacion, para que esté espaciada de la primera administracion de la droga y que a su vez
no afecte el posterior establecimiento de las células tumorales, que se realizé6 dos semanas

después.

Se procedio a realizar un experimento de proteccidn in vivo, combinando la vacunacién
con CD-Apo/Nec con tres nuevos esquemas de preacondicionamiento. Al grupo de animales
CD-Apo/Nec CIC se les administré una dosis i.p. de 1mg ciclofosfamida 24 horas previo a la

primera y tercera inyeccion de CD-Apo/Nec (Fig. 30a), como se describe en Materiales y
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Métodos (2.2.4). El grupo CD-Apo/Nec CIC post recibié el mismo esquema de tratamiento con

ciclofosfamida, pero la primera vacunacidén se realizé al dia 14 de realizado el desafio tumoral

con células B16-F1 viables (Fig 30b), como se describe en Materiales y Métodos (2.2.5). Este

seria un esquema de vacunacion con CD-Apo/Nec terapéutico ya que a los 14 dias los tumores

de B16-F1 se encuentran establecidos. Al tercer grupo, CD-Apo/Nec IMI, se le administrd

imiquimod 5% tépico media hora antes, y 24 horas luego de cada inyeccion (Fig. 30c), como se

describe en Materiales y Métodos (2.2.2). Por ultimo, se incluyd un grupo con el esquema

tradicional de vacunacion con CD-Apo/Nec, y un grupo control no vacunado (con cuatro

administraciones de vehiculo PBS).

a 1° dosis 2° dosis 3°dasis 4° dosis DESAFIO TUMORAL
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Fig. 30: Esquemas de vacunacién con preacondicionamiento del huésped. (a) CD-Apo/Nec IMI; (b) CD-Apo/Nec CIC;

(c) CD-Apo/Nec CIC post.
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Todos los esquemas de vacunacidn preventiva utilizados otorgaron proteccion
antitumoral (p<0,05 con respecto al control no vacunado). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre la vacuna CD-Apo/Nec tradicional, la administrada con
ciclofosfamida i,p., y la administrada con la aplicacién tdpica de imiquimod. Sin embargo, con
la aplicacién tdpica de Imiquimod se alcanzé un 22% mas de proteccidn antitumoral que con la

vacuna CD-Apo/Nec tradicional.

Por otro lado, se observé que el esquema de vacunacidn con CD-Apo/Nec vy
ciclofosfamida administrado de manera terapéutica (una vez establecidos los tumores) no
otorga proteccidén antitumoral (Fig. 31). El porcentaje de animales libres de tumor a lo largo

del tiempo evaluado no difiere del grupo control no vacunado (p>0,05).
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Fig. 31: Curva sobrevida al preacondicionar al huésped a la vacunacién con CD-Apo/Nec. Método de Kaplan-Meier. CD-
Apo/Nec: 4 dosis de CD-Apo/Nec; CD-Apo/Nec CIC: una dosis i.p. de 1mg ciclofosfamida 24 horas previo a la primera y
tercera inyeccion con CD-Apo/Nec; CD-Apo/Nec CIC post: una dosis i.p. de 1mg ciclofosfamida 24 horas previo a la
primera y tercera inyeccidon con CD-Apo/Nec, pero la primera vacunacion se realizé al dia 14 de realizado el desafio
tumoral con células B16-F1 viables; CD-Apo/Nec IMI: imiquimod 5% tdpico media hora antes, y 24 horas luego de cada
inyecciéon con CD-Apo/Nec; PBS: grupo control no vacunado (cuatro inyecciones de PBS); (n=10; a=0,05).

3.2 La capacidad inmunoestimuladora in vitro de las células CD-Apo/Nec no se

incrementa al agregar cdctel de citoquinas inflamatorias.

Con el fin de determinar condiciones de cultivo in vitro que pudiesen aumentar la
capacidad inmunoestimuladora de las CD-Apo/Nec, se procedié a realizar el cocultivo en

presencia de un céctel de citoquinas ampliamente utilizado para inducir la maduracién de CDs
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humanas. Este céctel consiste en citoquinas normalmente generadas durante los procesos
inflamatorios: TNFa, IL-1B e IL-6, junto con prostaglandina E, (PGE,). La PGE, se incluyé en el
coctel porque aunque esta descripta mayormente como una molécula inmunosupresora, se ha
observado que en un contexto inflamatorio aumenta la maduracién y migracién de las CD a los
ganglios linfaticos (Jonuleit et al. 1997). Para evaluar la capacidad inmunoestimuladora de las
CD-Apo/Nec se realizaron ensayos de reaccion linfocitaria mixta, como se describe en

Materiales y Métodos (6.3).

Luego de 24 horas de cocultivo de las CDs con las Apo/Nec con 10 ng/ml de TNFa-, 10
ng/ml de IL-1B, 100 ng/ml de IL-6 y 1 pg/ml de PGE2, se inhibié su proliferacién con
Mitomicina C, y se enfrentaron a linfocitos alogénicos provenientes de ratones Balb/c. A los
tres dias, se midié la proliferacién de los linfocitos alogénicos con un pulso de timidina tritiada

y posterior andlisis en contador de centelleo (Fig. 32).
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Fig. 32: Estimulacion de linfocitos alogénicos al estimular CDs con cdctel de citoquinas. Los diferentes grupos de
células estimuladoras fueron incubadas con mitomicina C y enfrentadas a linfocitos provenientes de médula ésea de
ratones Balb/c (células efectoras) en relaciones estimuladoras: efectoras de 1:10, 1/100 y 1/1000. Se muestra la
media de incorporacion de timidina de cada tratamiento (normalizada al tratamiento control con CDs) para la
relacién 1/100. Se realizaron 3 experimentos independientes, se muestra la media mas el desvio estandar. Para el
andlisis estadistico se utilizé el ANOVA con un disefio en bloque al azar (a=0,05).

Se observd que el cocultivo de 24 horas de las CD inmaduras con las Apo/Nec no
incrementa su capacidad inmunoestimuladora in vitro. Sin embargo, hemos probado que las
CD-Apo/Nec poseen capacidad inmunoestimuladora in vivo, induciendo la proliferacion de

linfocitos especificos en los ganglios drenantes, sin inducir un perfil T regulatorio.
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Lamentablemente, el agregado del coctel de citoquinas no mejora la capacidad

inmunoestimuladora in vitro de las CD-Apo/Nec.

3.3. La capacidad inmunoestimuladora in vitro de las células CD-Apo/Nec no se

incrementa al agregar agonistas de receptores de tipo Toll.

Se estudidé incrementar la capacidad inmunoestimuladora de las CD-Apo/Nec
utilizando durante el cocultivo una mezcla de ligandos de TLR. Los TLR pertenecen al sistema
inmune innato, y sus agonistas serian capaces de estimular las CDs activando la via de NF-kB
(Kawai and Akira 2011). Se ha observado que el uso de agonistas para TLR7 Y TLR8 en CDs
humanas derivadas de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) generd respuestas
polarizadas hacia un perfil Th1 (Spranger et al. 2010; Frankenberger and Schendel 2012). Se ha
observado también que el uso combinado de agonistas que son reconocidos por diferentes
TLR actla de manera sinérgica para generar respuestas Thl en CDs humanas de PBMC y CDs
murinas de ratones Balb/c. El TLR3 y TLR4 (sefializan por la via alternativa de TRIF) actdan de
forma sinérgica con los TLR7, TLR8 y TLR9 (Napolitani et al. 2005). El poly I:C (polyriboinosinic :
polyribocytidylic acid) es un agonista deTLR3 que induce la maduracion de CDs murinas
derivadas de médula ésea y de CDs humanas de PBMC (Verdijk et al. 1999; Tsujimoto et al.
2006). Se ha probado su alta capacidad adyuvante para la induccién de respuestas Thl

mediadas por CDs al inyectarse de forma i.p. (Longhi et al. 2009).

Se analizé por citometria de flujo el aumento en la expresion de diferentes marcadores
de maduracién de las CDs al utilizar diferentes combinaciones de Poly I:C, Imiquimod (agonista

de TLR 7) y PGE, (Tabla 6).

32+1 55%4 5040 46+7 46+6
41+13 61+13 45+14 68+13 57+32
42+3 8614 61+2 73+21 69+11

Tabla 6: Porcentaje de positividad para los diferentes marcadores de maduracion (I-Ab, CD80 y CD86) de las CDs. Se
incubaron las CD por 24 hscon diferentes combinaciones de los agentes inmunomoduladores. Luego se fijaron y se midié
su positividad por citometria de flujo. Se realizaron dos experimentos independientes, en la tabla se muestran las medias
mas el desvio estandar.
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Las mejores condiciones de maduracidn se consiguieron con las condiciones de
Poly I:C 30 ug/ml, Imiquimod 10 ug/ml y PGE2 10 ug/ml, obteniéndose alta expresién
de I-A° y de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86. Al quitar la PGE; de la mezcla
las condiciones obtenidas resultaron menos favorables, observandose una disminucién
en la expresién de CD80 y CD86, aunque la expresion de I-Ab fuese alta. Es por esta
razén que se procedidé a utilizar Poly I:C 30 ug/ml, Imiquimod 10 ug/ml y PGE2 10
ug/ml para estimular las CDs durante el cocultivo con las Apo/Nec, evaluando luego la
capacidad inmunoestimuladora in vitro de estas CD-Apo/Nec por ensayos de reaccion
linfocitaria mixta (Fig. 33), como se describe en Materiales y Métodos (6.3).

Incorporacion de timidina normalizada

Fig. 33: Estimulacion de linfocitos alogénicos al estimular CDs con PIP. Los diferentes grupos de células estimuladoras
fueron incubadas con mitomicina C y enfrentadas a linfocitos provenientes de médula dsea de ratones Balb/c (células
efectoras) en relaciones estimuladoras: efectoras de 1/10, 1/100 y 1/1000. Se muestran los resultados obtenidos con la
relacién 1/100. La proliferaciéon de los linfocitos fue medida por incorporaciéon de timidina tritiada Se realizaron 3
experimentos independientes, se muestra la media mds el desvio estandar. Para el andlisis estadistico se utilizd el
ANOVA con un disefio en bloque al azar (a=0,05).

Se observd que las CD-Apo/Nec poseen una capacidad inmunoestimuladora
significativamente menor que las CDs maduradas con LPS o PIP. Lamentablemente, el
tratamiento con PIP no fue capaz de aumentar significativamente la capacidad
inmunoestimuladora de las células CD-Apo/Nec. Claramente, existe algun factor
soluble o impedimento estérico aportado por las Apo/Nec que estd afectando la
capacidad de las CDs de interactuar eficientemente con los linfocitos inhibiendo su
activacion. EL agregado de PIP no es capaz de revertir significativamente este
escenario.
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3.4. Diferenciacion in vitro de CDs: Efecto de la densidad inicial de células de
médula dsea sobre los niveles de maduracién y el nimero de CDs obtenidas.

Las CDs utilizadas para constituir la vacuna CD-Apo/Nec deberian cumplir dos
requisitos fundamentales. Por un lado, durante el cocultivo con células Apo/Nec deben
incorporar eficientemente antigenos tumorales provenientes de estas células. Por otro
lado, deben ser capaces de presentar eficientemente estos antigenos a linfocitos T
virgenes. Estas dos caracteristicas estarian asociadas al estado de maduracién de las
CDs. Las CDs deberian poseer un estado inmaduro al comenzar el proceso de cocultivo,
de forma de poseer una alta capacidad fagocitica. Sin embargo, deben ser capaces de
madurar y sobreexpresar moléculas coestimulatorias, necesarias para la activacién de
linfocitos T virgenes.

En trabajos anteriores del laboratorio se ha descripto que las CDs utilizadas
para constituir la vacuna CD-Apo/Nec poseian altos niveles de expresion de -A® y CD86
(Goldszmid et al. 2003). Por otro lado, el agregado durante el cocultivo de citoquinas o
ligandos de receptores de tipo Toll no mejora significativamente la capacidad
inmunoestimuladora de las células CD-Apo/Nec. Para probar si las condiciones de
diferenciaciéon de las CDs podian ser mejoradas, en otras palabras, si era posible
obtener CDs mads inmaduras pero capaces de madurar eficientemente, se ensayaron
durante la diferenciacion in vitro de CDs densidades iniciales menores de precursores
de médula ésea.

Se ha descripto que durante el proceso de diferenciacién in vitro de CDs
derivadas de médula ésea diferentes factores influyen en el estado de maduracién de
las CDs obtenidas. Los factores influyentes serian, entre otros, la edad y salud de los
animales, la densidad de los precursores provenientes de médula ésea sembrados al
comenzar el cultivo y las citoquinas como IL-3, IL-4, FIt3 ligando y GM-CSF adicionadas
durante el cultivo. Por ejemplo, al incrementar la densidad de precursores
provenientes de médula ésea sembrados, aumenta el estado de maduraciéon de las
CDs obtenidas al final del proceso de diferenciacion (Lutz and Rossner 2007).

Se sembraron células provenientes de médula dsea (precursores de CDs) en las
condiciones originales (3x10° células por placa) o en densidades menores (2x10° y
1x10° células por placa), cultivandose durante 7 dias con GM-CSF como se describe en
Materiales y Métodos (1.2.2). Al finalizar el cultivo se determind el numero final de
células (CDs) obtenidas y se evaluaron marcadores de maduracién de CDs (I—Ab, CD80y
CD86) como se describe en Materiales y Métodos (4.1). Por otro lado, como es
necesario que las CDs respondan correctamente ante un estimulo de maduracién, se
evaluaron marcadores de maduracién en CDs cultivadas 24 horas en presencia de LPS.
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Fig. 34: Diferenciacion in vitro de CDs utilizando diferentes densidades iniciales de precursores. (a) Tabla con los
porcentajes de positividad obtenidos para I—Ab, CD80 y CD86 luego de 7 dias de cultivo con GM-CSF, y luego de 7
dias de cultivo con GM-CSF seguido de 24 horas de estimulacion con 2 pg/ml de LPS. (b) Niumero de células (CDs)
obtenidas a los 7 dias de cultivo (por placa de 8 ml) en funcidn del nimero de precursores iniciales sembrados.

La densidad celular de los precursores de CDs sembrados al comienzo del
proceso de diferenciacién afectd el nivel de maduracion de las CDs obtenidas (Fig.
34a). Se observo que al plaguear un bajo nimero inicial de precursores (1x10°), éstos
se diferenciaron a CDs de bajo porcentaje inicial de positividad para I-A® y éste
porcentaje no se incrementé ante el estimulo con LPS. Por lo tanto estas CDs no serian
eficientes presentadoras de antigenos a linfocitos T CD4" virgenes. En cambio, al
plaquear 2x10° o 3x10° precursores, se observé un porcentaje de positividad inicial
para I-A® mayor, lo cual no seria ideal para un fenotipo inicial inmaduro, pero al
estimular con LPS estas CDs fueron capaces de responder eficientemente aumentando
la expresion de I-A® en superficie. EI mayor porcentaje de positividad para I-A°
obtenido luego de la estimulacidn con LPS se alcanzé sembrando 3x10° precursores.

Con respecto a las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86, se observaron
porcentajes de positividad iniciales semejantes para las tres condiciones de cultivo
analizadas, y un incremento similar luego de la estimulacién con LPS. Por lo tanto, con
las tres condiciones las CDs serian capaces de responder al estimulo madurativo con
LPS aumentando los niveles de CD80 y CD86 en superficie.

Con respecto al numero de CDs obtenidas al finalizar el proceso de
diferenciacion, se observo que sembrando entre 1x10° y 3x10° precursores el nimero
de CDs obtenidas era directamente proporcional al nimero de precursores sembrados.
En nuestro sistema, es importante obtener un buen nimero de CDs por placa al final
del proceso, y el mayor nimero de CDs obtenidas fue de 7x10° CDs, al plaguear 3x10°
precursores iniciales por placa (Fig. 34b).
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Plaquear 3x10° precursores por placa al comienzo del proceso de diferenciaciéon
generd un gran niumero CDs capaces de responder correctamente ante un estimulo
madurativo con LPS incrementando 58% el nivel de positividad para I-A° e
incrementando 40% y 100% los niveles de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86
respectivamente. No fue posible entonces mejorar significativamente las condiciones
de diferenciacion de las CDs.

3.5. Acumulacion de lipidos neutros en las CDs durante el cocultivo con las
Apo/Nec

Se ha descripto que la acumulaciéon de lipidos en las CDs altera su capacidad de
procesar antigenos tumorales y de presentarlos eficientemente a linfocitos T. Sin
embargo no se ha definido con exactitud cémo es que la acumulacién de lipidos en las
CDs afecta su rol immunoldgico en el desarrollo de una respuesta antitumoral. Como
se mostro en el Capitulo |, hemos observado por microscopia electrdnica en las CDs
durante el cocultivo con Apo/Nec la acumulacién citoplasmatica de vesiculas de baja
densidad que podrian corresponder a depdsitos de lipidos neutros. Se buscé entonces
determinar si las CDs acumulan durante el cocultivo con las Apo/Nec lipidos neutros,
gue podria explicar la dificultad de aumentar la capacidad inmunoestimulatora de la
vacuna CD-Apo/Nec.

Se procedio a caracterizar la acumulacion de lipidos en CDs, en CDs maduradas
con LPS, y en CDs luego de 24 horas de cocultivo con células Apo/Nec, como se detalla
en Materiales y Métodos (4.5). Para la deteccién de los lipidos se utilizé la sonda
fluorescente Bodipy 493/503 que se intercala con los lipidos neutros y puede ser
visualizada con el microscopio de fluorescencia (Fig. 35b). A su vez se realizd una
marcacion para CD11c (Fig. 35c) para poder discriminar a las CDs de las Apo/Nec y
simultdaneamente se tifieron los nucleos con Hoechst (Fig. 35d). Se contabilizd el
numero de vesiculas por célula CD11c* y se midié el tamafio de cada una de estas
vesiculas (Fig. 35e-f).

Se observé en las CD-Apo/Nec un aumento significativo en el nimero promedio
de vesiculas por célula (p<0,001), debido al cocultivo con las Apo/Nec y no al proceso
de maduracion, ya que es significativamente mayor que en las CDs tratadas con LPS
(p<0,01). Se registré a su vez un aumento significativo en las CDs debido al cocultivo
con las Apo/Nec en el niumero de vesiculas grandes, de entre 1 y 1,5 um (p<0,001).
Esta acumulacion de lipidos neutros en las CDs durante el cocultivo con las Apo/Nec
podria estar afectando la capacidad inmunoestimuladora de la vacuna CD-Apo/Nec.
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Fig. 35: Caracterizacion de las vesiculas lipidicas neutras en las CDs, CDs LPS y CD-Apo/Nec. Se tomaron CDs, CDs
maduradas con LPS (1 ug/ml) y CD-Apo/Nec, y se marcaron con Bodipy 493/503 (10 ug/ml), anticuerpo anti-CD11c-
PE y Héechst (1ug/ml). Las células fueron fijadas y observadas al microscopio de fluorescencia. . (a-c) Mismo campo:
(a) Luz transmitida. Se observa una CD (flecha) ; (b) Marcacion con Bodipy; (c) Marcacién con CD11c; (d) Marcacién
con Héechst. (e) Se contd el nimero de vesiculas por célula CD11c’ utilizando el programa Image J. Se muestra el
promedio mas SEM de cada tratamiento. (f) Se determiné el tamafio de cada vesicula en las células CD11c+ utilizando
el Image J. Se muestra el porcentaje de vesiculas para cada tratamiento con un didmetro de 0-0,5 um (gris), 0,5-1 um
(verde) y 1-1,5 um (naranja). Para el andlisis estadistico se utilizé6 el ANOVA mds comparacion de Tuckey (a=0.05).
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DISCUSION

En el presente trabajo de Tesis se han explorado diferentes aspectos de la regulacion
inmune mediante los cuales la vacunacion con CD-Apo/Nec provee protecciéon contra el
melanoma murino B16-F1. El MC metastasico es un cadncer sumamente agresivo. En el estadio
IIC luego de la remocién del tumor primario, y en el estadio Ill luego de la remocidn del tumor
primario y de metdstasis a ganglios, permanece el riesgo de existencia de micrometastasis en
otros organos. Es en estos casos que postulamos que la vacunacidén con CD-Apo/Nec ayudaria
a prevenir futuras recurrencias. Entender los mecanismos mediante los cuales se genera
proteccion antitumoral a largo plazo con una inmunoterapia de escasa toxicidad (von Euw et
al. 2008) como la vacuna CD-Apo/Nec, resulta de gran importancia para planear nuevas
aproximaciones y estrategias de combinacion que logren mejorar las terapias anti-melanoma

existentes.

CAPITULO I: CARACTERIZACION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

Mediante la técnica de microscopia electrénica de transmisién fue posible estudiar en
detalle la morfologia de las CDs y de las Apo/Nec durante el cucultivo. Las CDs mostraron
inicialmente una morfologia inmadura, caracterizada por numerosas prolongaciones
citoplasmaticas. Fue posible observar a estas prolongaciones alcanzar cuerpos apoptéticos, y
también rodear restos de Apo/Nec. Se observaron a las 12 horas fagosomas tempranos con
restos de Apo/Nec en su interior. A lo largo del cocultivo se observé una disminucién en el
numero y la longitud de las prolongaciones citoplasmaticas, concordantes con una morfologia
madura. Por otro lado, no fue posible observar claramente la fagocitosis de células Apo/Nec
enteras. Otros grupos han descripto que las CDs son capaces de incorporar proteinas clivadas
provenientes de células apoptdticas por uniones comunicantes (gap junctions) favoreciendo la
presentacion cruzada de estos péptidos (Pang et al. 2009) . Nosotros no observamos este tipo
de unién. Por lo tanto, las CDs estarian incorporando antigenos tumorales mayormente a
través de los procesos de pinocitosis y de fagocitosis de cuerpos apoptoticos y restos celulares
provenientes de células B16-F1 necréticas o apoptdticas tardias. Por citometria de flujo
confirmamos la efectiva incorporacién de Apo/Nec por CDs, que se observd muy eficiente
hasta las 24 horas. A este tiempo, el porcentaje de fagocitosis fue de 59% + 13%. Un

importante porcentaje de CDs no incorporan Apo/Nec, mostrando que existe heterogeneidad
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entre las CDs de la vacuna CD-Apo/Nec. Entre las 24 y 48 horas fue minimo el aumento en la

incorporacidn de Apo/Nec por las CDs.

Se observé a su vez por microscopia electrdnica la acumulacion progresiva a lo largo
del cocultivo vesiculas homogéneas de baja densidad en el citoplasma de las CDs. Estas
vesiculas se encontraban entre los pliegues del RE. Postulamos que podria tratarse de vesiculas
lipidicas, y en el Capitulo Ill confirmamos la acumulacién de vesiculas lipidicas en las células
CD-Apo/Nec. En una publicacién de Amigorena S. et al. se ha demostrado que las CDs poseen
la capacidad de fusionar el RE a las vesiculas lipidicas, y que este proceso afectaria
positivamente la presentacion cruzada de antigenos fagocitados a linfocitos T CD8" (Bougneres
et al. 2009). Sin embargo, otros trabajos postulan un rol negativo de las vesiculas lipidicas en la

funcionalidad de las CDs (Discusion Capitulo Il1).

A continuacidon se analizaron las diferentes poblaciones que conforman las CDs
utilizadas para la generacidn de la vacuna CD-Apo/Nec, con el fin de conocer las poblaciones
celulares involucradas en la generacion de la respuesta antitumoral. Se observé que constaba
de una mezcla heterogénea de células, mayoritariamente células CD11c" y células F4/80%, y un
muy bajo porcentaje de células CD8" o CD4". Las células CD11c’ poseen altos niveles de F4/80,
lo que las dotaria de un fenotipo intermedio entre CD y macréfago. Resulta dificil considerar a
las CDs y macréfagos como clases distintas de células, ya que no existen vias de desarrollo o
marcadores especificos que las diferencien por completo (Hume 2008). La molécula CD11c
corresponde a un receptor endocitico que no es totalmente especifico para CDs (Hume 2008).
Otros grupos abocados al estudio de los macréfagos han utilizado el cultivo con GM-CSF como
una via alternativa de desarrollo de macréfagos (Fleetwood et al. 2007). Por lo tanto, las CDs
pueden considerarse mds bien un grupo heterogéneo de fagocitos mononucleares, y en
nuestras CDs observamos el solapamiento de marcadores considerados macrofagicos y de CDs.
Recientemente, se ha descripto la expresién del receptor FIt3 como un posible marcador de

CDs mas especifico que el CD11c (Miller et al. 2012; Merad et al. 2013).

De las CDs utilizadas para la generacién de la vacuna, tanto las células CD11c’ como las
células CD11c poseen una alta capacidad fagocitica in vitro, por lo que ambas fracciones serian
capaces de incorporar antigenos tumorales. Las células CD11c" expresan mayores niveles de I-
A® y de moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 que las células CD11c, por lo que serian, en
principio, mejores estimuladoras de linfocitos T. En cuanto a la participacién de las diferentes
poblaciones en la generacidn de la respuesta antitumoral, experimentos in vivo demostraron

que a pesar de que la fraccién CD11c* es la que posee mayores niveles de I-A” y moléculas
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coestimulatorias, es necesaria la presencia conjunta de las poblaciones CD11c" y CD11c
durante el cocultivo con las Apo/Nec para la generacidn de una eficiente proteccidn
antitumoral. En consecuencia, no seria posible mejorar la respuesta antitumoral enriqueciendo
a las CDs en células CD11c’. No sabemos si la inclusién de las células CD11c” induce una
sefializaciéon durante el cocultivo, necesaria para que las células CD11c* que poseen mayor
capacidad presentadora lo hagan de manera mas eficiente, o si la colaboraciéon se da a nivel
del sitio de inyeccion, generando un ambiente mas inflamatorio/estimulador, o reclutando

otras poblaciones inmunes del huésped.

Estos hallazgos dieron lugar a otra linea de trabajo, donde se estudié con mayor
detalle las subpoblaciones mieloides en las CDs, encontrdndose en ellas la expresiéon del
marcador de granulocitos Ly6G (Campisano et al. 2013) . El porcentaje de células Ly6G" fue

mayor en la fracciéon CD11c, y estas células presentaron caracteristicas de neutrdfilos.

CAPITULO Il: MECANISMO DE INMUNOPROTECCION DE LA VACUNA CD-APO/NEC

Con respecto al mecanismo de accién de la vacuna CD-Apo/Nec, se demostrd que la
vacuna provee proteccion sistémica antitumoral. Esto es muy importante para el tratamiento
del melanoma estadios IIC/lll, donde es altamente probable la presencia de micrometastasis.
Los estudios de imagenes realizados en pacientes con estadios IIC/IIl tratados y clinicamente
libres de enfermedad no revelan la presencia de metastasis a distancia. Sin embargo, en
pacientes con estadio Il que poseen tumor primario ulcerado y multiples ganglios positivos, el
porcentaje de sobrevida a 5 afios es tan solo del 29% (Gershenwald et al. 2010), indicando que
en los mismos deben existir micrometdstasis, no detectables por los métodos disponibles

actualmente.

Se ha comprobado que aunque el melanoma es inmunogénico, es capaz de evadir la
respuesta inmune mediante procesos de inmunoedicion (Polak et al. 2009; Ossowski and
Aguirre-Ghiso 2010). En este trabajo de Tesis se evidenciaron micrometastasis latentes de
pequefio tamafio en algunos de los animales sometidos al desafio tumoral y protegidos por la
vacuna. Se observd en éstas un importante infiltrado linfocitario, y no fue posible detectar
células tumorales en proliferacion. Incluso fue posible observar células macrofagicas cargadas
de melanina, por lo que estaria habiendo remocion de células tumorales por parte de células
fagociticas en el sitio de inyeccidn. Por lo tanto, estas células tumorales probablemente se

encontraban contenidas por células del sistema inmune. En un modelo de melanoma usando
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ratones C57BL/6 transgénicos MT/Ret se demostré que los linfocitos T CD8" previenen la
expansion de células tumorales diseminadas en médula ésea y ganglios linfaticos (Umansky et

al. 2008).

Para probar si los linfocitos T CD8" o T CD4" eran los Unicos responsables de mantener
la proteccion tumoral en los animales protegidos (y con posibles micrometdstasis latentes), se
realizd en estos animales la eliminacién transitoria de linfocitos T CD4" o T CD8". Estos
tratamientos no indujeron un crecimiento detectable de tumores incluso hasta dos meses
después de realizada la eliminacién. El Unico tumor observado, luego del tratamiento con
anticuerpo anti-CD8, tuvo un tamafio muy pequefio y solo fue detectado al final del
experimento al extraer el sitio de desafio tumoral. No fue posible determinar si su tamafo
habia sido afectado por el tratamiento con los anticuerpos. Lo que si se pudo determinar es
gue este tumor no alcanzé una tasa de proliferacion alta como para obtener un mayor tamafio
y ser detectable por palpacidn, incluso dos meses después de realizada la eliminacion de la
poblacion CD8". Por lo tanto, no detectd el crecimiento de tumores luego de la eliminacién, y
los linfocitos T CD8" y T CD4" no serian por si solos los responsables de la proteccion a largo
plazo observada en los ratones vacunados. Seria de gran interés en el futuro eliminar
conjuntamente las poblaciones T CD8*, T CD4", y NK y observar su efecto en el crecimiento de
micrometdastasis. Por otro lado, no existe actualmente un modelo adecuado para el estudio de
las micrometastasis latentes en melanoma, por lo que el estudio de las micrometastasis en

animales protegidos por la vacunacidén con CD-Apo/Nec podria utilizarse para este fin.

Como parte del mecanismo sistémico de proteccidn, se observd en suero de animales
vacunados con 4 dosis de CD-Apo/Nec, un mayor nivel de anticuerpos IgG/IgM anti-B16-F1 que
el existente en suero de animales vacunados con Apo/Nec, CDs, o CD+Apo/Nec (sin previo
cocultivo), que no desarrollan proteccién. Por lo tanto, habria una asociacion entre los niveles
de anticuerpo anti-B16-F1 en suero y la proteccidon antitumoral. Por otro lado, se determiné
gue una dosis de CD-Apo/Nec no es suficiente para inducir en suero este significativo nivel de
anticuerpos anti-B16-F1. Numerosos grupos han demostrado que complejos de antigeno-
anticuerpo son internalizados via receptores Fcy en la superficie de las CDs siendo presentados
por el MHC-Il (Amigorena and Bonnerot 1999) o incluso por el MHC-I por presentacion cruzada
(Machy et al. 2000; Kalergis and Ravetch 2002) generando linfocitos T citotdxicos especificos.
La incorporaciéon via receptores Fcy de células tumorales opsonizadas por anticuerpos
monoclonales promueve un mejor procesamiento y presentacion de multiples antigenos
tumorales por las CDs (Dhodapkar et al. 2002; Franki et al. 2008; Manches et al. 2008). Los

anticuerpos anti-B16-F1 generados por la vacuncacion con CD-Apo/Nec podrian actuar
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opsonizando células tumorales o restos de células tumorales y facilitando su incorporacion y

presentacién por CDs.

Para lograr una eficiente presentacion a los linfocitos T virgenes especificos, se
esperaba que las CDs inyectadas migrasen eficientemente a los ganglios linfaticos. En nuestro
sistema experimental fue posible determinar la migracién de 0,8% de las células CD-Apo/Nec a
los ganglios drenantes ipsilaterales a 24 horas post-inyeccién s.c. en la zona inguinal (zona de
aplicacion de la vacuna), porcentaje que aumenté significativamente a 12% a los 5 dias post-
inyeccion. Otros trabajos han demostrado que la inyeccidn s.c. de CDs murinas derivadas de
médula ésea en la almohadilla plantal induce su migracién a las ganglios linfaticos drenantes
(Goldszmid et al. 2003), pero que esta accion es cooperativa y depende del nimero de CDs
inyectadas, llegando a un maximo al inyectar 2x10° células (Lappin et al. 1999). El nimero de
CDs maduras que llegan a los ganglios linfaticos determinaria la magnitud de la proliferacién

de linfocitos T (MartIn-Fontecha et al. 2003).

El 77% de la vacuna permanecié formando un acumulo en la zona de inyeccion,
detectable por bioluminiscencia hasta por lo menos 5 dias post-inyeccién. Inicialmente se
observd la presencia de células Apo/Nec junto con células macrofagicas y leucocitos
polimorfonucleares. A los 8 dias post-inyecciéon se observaron pocas células tumorales
residuales y acumulos de células linfoides infiltrantes. Esto demostraria que a pesar del
acumulo de células CD-Apo/Nec en el sitio de inyeccion, habria una gradual remocién de

células Apo/Nec por células fagociticas, tanto presentes en la vacuna como en el huésped.

Por otro lado, trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la
vacuna posee una importante proporcidn de granulocitos neutréfilos (Campisano et al. 2013).
Otros grupos han descripto una importante funcidén en la generacion de respuestas especificas
por parte de los leucocitos polimorfonucleares. Los neutréfilos se han descripto transportando
antigenos desde la dermis hasta la médula 6sea, donde los neutréfilos apoptdticos son
fagocitados por células presentadoras que a su vez activan linfocitos T especificos CD8" (Duffy
et al. 2012). Resultados recientes de nuestro grupo de trabajo han demostrado que CDs
cargadas con OVA (conteniendo una importante proporcion de granulocitos neutréfilos) son
capaces de migrar a la médula ésea en tan solo 4 horas y de inducir la proliferacidon de
linfocitos T CD8" especificos in vitro (Campisano 2013). Este mecanismo de migracién a médula
dsea y presentacién a linfocitos T induciria una via rapida de respuesta antitumoral. Seria
importante estudiar en el futuro este mecanismo con mayor detalle y determinar su

implicancia en la generacion de la respuesta antitumoral de la vacuna CD-Apo/Nec.
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En este trabajo de Tesis se describié la novedosa formacidn de una estructura
pseudolinfoide en el sitio de vacunacion con el esquema completo de CD-Apo/Nec (Mac Keon
et al. 2010). Se evidencid contenido dentro de esta estructura definida y organizada, con fibras
reticulares y una pseudocapsula cruzada por multiples trabéculas, un importante infiltrado
inflamatorio, constituido mayormente por linfocitos, leucocitos polimorfonucleares y células
macrofdgicas. Se observo el reclutamiento de linfocitos T CD4" y T CD8", que se encontraron en

estrecho contacto con CDs.

El tejido linfoide terciario comparte caracteristicas morfolégicas con los érganos
linfoides secundarios, como la presencia de HEV, la acumulacién de linfocitos T, linfocitos B,
células CD11c" y redes de CDs foliculares (Nasr et al. 2007). En el interior de la estructura
formada por la vacunacién con Apo/Nec se detectaron vénulas con expresion de PNAd,
molécula expresada por las HEV involucrada en el homing de linfocitos T y B a los ganglios
linfaticos (Girard and Springer 1995), evidenciando la presencia de tejido linfoide terciario y la
formacidén de una estructura linfoide terciaria. Esta estructura organizada no se evidencié con
otras vacunas a base de CDs y Apo/Nec que no desarrollan proteccion antitumoral. Por lo
tanto, esta estructura linfoide terciaria podria estar involucrada en el mecanismo de

proteccion antitumoral.

Existen evidencias del rol critico de las CDs en la formacidn de tejido linfoide terciario.
La administracion intra-tumoral de CDs modificadas genéticamente para expresar la
quimioquina CCL21, quimioatractante de CDs Yy linfocitos T virgenes, generé la activacidon de
linfocitos T virgenes y marcados efectos antitumorales independientemente de ganglios
linfaticos (Kirk et al. 2001). Un estudio clinico analizando biopsias de pacientes de melanoma
inoculados intradérmicamente con CDs maduras demostrdé que éstas inducen cambios en el
microambiente que inducen el reclutamiento de linfocitos T virgenes y linfocitos T de memoria
central (Schrama et al. 2002). Existen también evidencias de la importancia de las CDs en el
mantenimiento de tejido linfoide terciario. En los pulmones de ratones infectados con el virus
influenza se observd que las CDs eran necesarias para el mantenimiento de tejido linfoide
inducible asociado a bronquios (iBALT) (GeurtsvanKessel et al. 2009), en el cual la deplecién de
las CDs luego de la eliminacidn del virus generaba la desaparicion del tejido linfoide terciario.
En nuestro sistema seria la inyeccion de 4 dosis de células CD-Apo/Nec la que induciria la

formacién del tejido linfoide terciario.

En cuanto a la implicancia de la formacién de una estructura linfoide terciaria en

cancer, se reporté la formacién de iBALT en pacientes con cancer de pulmén de células
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pequefias, y la densidad de CDs maduras en estas estructuras se veia correlacionada con una
sobrevida prolongada (Dieu-Nosjean et al. 2008). En otro trabajo, el direccionamiento de
linfotoxina-a a un sitio tumoral de B16-F1 generé un tejido linfoide terciario local con
induccion de una respuesta local especifica T que llevd al rechazo tumoral (Schrama et al.
2008). Nosotros encontramos la formacién de la estructura linfoide terciaria asociada a la
proteccion tumoral, ya que no se formd con otras vacunas a base de CD y Apo/Nec que no

inducen proteccién.

Para la formacion de la estructura linfoide terciaria fue necesario el cocultivo ex vivo
durante 24 horas de CDs con células Apo/Nec, ya que al vacunar con CDs mas Apo/Nec (sin
previo cocultivo) no se observé dicha estructura. La ventaja del cocultivo ex vivo seria tal vez el
de hacer mas eficiente el proceso de incorporacion de Apo/Nec por las CDs, induciendo la
secrecién de mensajeros que induzcan la neoformacién de tejido linfoide. Queda pendiente
determinar cdmo se induce la formacién de tejido linfoide terciario, para lo que seria
interesante determinar si las CD-Apo/Nec secretan otras citoquinas involucradas en la

formacién de tejido linfoide, como CCL19, CCL21, CXCL12, CXCL13 y linfotoxina-a.

Se ha planteado que el tejido linfoide terciario podria actuar facilitando el acceso de
los antigenos tumorales a los linfocitos T virgenes, favoreciendo de esta manera la respuesta
inmune antitumoral (Irvine et al. 2008). Contrariamente a lo esperado, al realizar una
transferencia adoptiva de linfocitos T CD8" virgenes OVA-especificos junto con la cuarta dosis
de vacuna CD-Apo/Nec OVA, no pudo ser detectado el reclutamiento de estos linfocitos al sitio
de inyeccion. Los linfocitos T CD8" virgenes OVA-especificos fueron reclutados a los ganglios
linfaticos drenantes, donde fue posible observar su proliferacion. Por lo tanto estos
experimentos indicarian que células presentadoras de antigenos en el ganglio linfatico
drenante estarian activando linfocitos T CD8" virgenes por presentacion cruzada de antigenos
tumorales. Esta informaciéon puede ser complementada por trabajos realizados en el
laboratorio que muestran el rapido reclutamiento de células CD207" (células de Langerhans o
células dérmicas) al sitio de vacunaciéna 24 horas post-inyeccion, células que son luego
detectadas a 6 y 10 dias de la cuarta dosis de vacuna en el ganglio drenante (Ruiz et al. 2014).
Estas células expresaban altos niveles de MHC-Il y se localizaron en la zona T del ganglio
linfatico, sugiriendo su potencialidad como células presentadoras. Por lo tanto, la escasa
migracién de las CD-Apo/Nec podria ser complementada por el ambiente inflamatorio en el
sitio de vacunacién, que reclutaria células presentadoras de antigeno del huésped capaces de

realizar la presentacién cruzada de antigenos tumorales en los ganglios drenantes.
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La acumulacidn de células linfoides en estructuras linfoides terciarias puede ocurrir en
sitios de inflamacion crénica (Aloisi and Pujol-Borrell 2006). En este trabajo de Tesis, la
repetida administracién de células CD-Apo/Nec indujo la formacion de una estructura linfoide
terciaria en la dermis. Los sitios de inflamacion crénica pueden presentar efectos negativos,
como agotamiento de los linfocitos especificos, y llevar a la generacién de una respuesta
tolerogénica. Sin embargo, esto no ocurre con la vacunacién con CD-Apo/Nec. Se comprobéd
que luego de 4 dosis de vacuna no se induce la diferenciacion a linfocitos T regulatorios en los
ganglios drenantes. Por lo tanto la presencia de la estructura pseudolinfoide no estaria

generando una respuesta tolerogénica.

Tomando en consideracidén los resultados obtenidos en este capitulo, se esquematiza a

continuacién el mecanismo de accion de la vacuna CD-Apo/Nec (Fig. 36).
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Fig. 36: Respuesta inmune a la vacunacién con CD-Apo/Nec. Luego de 4 dosis de vacuna se induce la formacion de
una estructura linfoide terciaria en el sitio de vacunacion, caracterizada por la presencia de vénulas con expresidn
de PNAd (caracteristica de las HEV). En esta estructura se encuentran linfocitos T CD4* y T CD8" en estrecho
contacto con CDs. A este tiempo, el 12% (25000) de las células CD-Apo/Nec han migrado al ganglio linfatico
inguinal ipsilateral, y el 11 % al ganglio linfatico inguinal contralateral, mientras que el resto de las células CD-
Apo/Nec permanecen acumuladas en el sitio de inyeccidn. Por otro lado, se observa la migracién de células CD207"
gue a este tiempo se encontraron en la zona T y en el seno medular del ganglio drenante (Ruiz et al. 2014). No se
indujo la diferenciacién de linfocitos T CD4" en los ganglios drenantes. Los linfocitos T CD8" virgenes B16-F1-
especificos fueron reclutados al ganglio drenante luego de la uUltima dosis de vacuna, donde fueron capaces de
activarse y proliferar. Se determind la produccién anticuerpos IgM/IgG anti-B16-F1. La respuesta generada por la
vacunacion fue sistémica.
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CAPITULO 1ll: BUSQUEDA DE CONDICIONES QUE POTENCIEN LA CAPACIDAD
INMUNOESTIMULADORA DE LA VACUNA CD-APO/NEC

Trabajos anteriores demostraron que las CDs sobreexpresan |-A° y CD86 luego del
cocultivo con las células Apo/Nec (Goldszmid et al. 2003). El esquema de vacunacion con CD-
Apo/Nec genera proteccion frente a un desafio tumoral con células B16-F1 viables en
aproximadamente 65% de los animales vacunados. Se ensayaron diferentes estrategias de
maduracién in vitro de CDs que pudiesen dar como resultado una vacuna CD-Apo/Nec con
mayor capacidad inmunoestimuladora. Se eligieron estrategias en las que se utilizaron

simultdaneamente varios agentes madurativos, con el fin de obtener respuestas mds potentes.

En primer término se utilizé un céctel de citoquinas inflamatorias (TNFa, IL-1-B, IL-6 y
PGE,) (Jonuleit et al. 1997), que no demostré aumentar la capacidad inmunoestimuladora in
vitro de las células CD-Apo/Nec, a diferencia de lo que se observa con CDs humanas obtenidas
a partir de PBMC (Pizzurro et al. 2013). A continuacion se evaluaron en las CDs diferentes
combinaciones de los agonistas de TLR Imiquimod y Poly:IC, junto con PGE,. Las CDs fueron
capaces de responder a estos agentes, aumentando sus niveles de expresiéon de I-A° y
moléculas coestimulatorias. Sin embargo, la combinacién que generaba las CDs mas maduras
(Poly I:C 30 ug/ml, Imiquimod 10 ug/ml y PGE, 10 ug/ml) no fue capaz de generar un aumento
significativo en la capacidad inmunoestimuladora in vitro de las células CD-Apo/Nec. Se dedujo
entonces que las células Apo/Nec durante el cocultivo inducen una pérdida en la capacidad

funcional de las CDs, que no permite su correcta maduracién frente a un estimulo madurativo.

Hemos demostrado en otros estudios que durante el cocultivo de las CDs con las
Apo/Nec no hay secrecién de niveles detectables de IL-12 6 IL-10 (Campisano et al. 2013). Sin
embargo, al estimular a CDs o CD-Apo/Nec durante el cocultivo con IFN-y (1000 U/ml) y LPS
(1ug/ml) se observé la secrecidn de IL-12 (143073 pg/ml) en las CDs y en las CD-Apo/Nec
(621+17 pg/ml), que disminuyd a niveles indetectables a las 24 horas de cocultivo. En las CD-
Apo/Nec también se observd con este tratamiento a las 6 horas de cocultivo la secrecién de
bajos niveles de IL-10 (3912 pg/ml) (Campisano et al. 2013). Estos estudios estan en
concordancia con los resultados obtenidos en este trabajo, que muestran que el cocultivo de
las CDs con las Apo/Nec disminuye su capacidad de ser activadas por medio de estimulos

madurativos.

Considerando que en trabajos anteriores del laboratorio se habia descripto que las CDs
utilizadas para constituir la vacuna CD-Apo/Nec expresaban -A° y CD86 (Goldszmid et al.

2003), y una alta maduracién inicial podria estar comprometiendo la posterior maduracion, se
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ensayo entonces sembrar densidades iniciales menores de precursores de médula dsea
durante la diferenciacién in vitro de CDs. Sin embargo, se observé que la densidad de
precursores iniciales utilizada a lo largo de esta Tesis era la mas favorable. Plaquear 3x10°
precursores por placa al comienzo del proceso de diferenciacién generé CDs capaces de
responder eficientemente ante un estimulo con LPS incrementando 40% y 100% los niveles de
las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 respectivamente, e incrementando 58% el nivel
de positividad para moléculas del MHC-II. Estos datos confirman que las CDs poseen la
capacidad de madurar eficientemente ante un estimulo madurativo, y que seria el cocultivo

con las células Apo/Nec las que estarian afectando esta capacidad.

Se habia descripto en el Capitulo | una progresiva acumulacién de vesiculas de baja
densidad en las CDs durante el cocultivo con las Apo/Nec, que a las 24 horas ocupaban casi
completamente el citoplasma. Esto llevd a pensar que podia haber acumulacion de lipidos en
estas CDs, que fue corroborado por tincién con una sonda para lipidos neutros. Se observé en
estas CDs un aumento significativo en el nimero promedio de vesiculas por célula, debido al
cocultivo con las Apo/Nec y no al proceso de maduracién. Se registré a su vez un aumento
significativo en el niumero de vesiculas grandes, de entre 1 y 1,5 um. Otros trabajos han
descripto que la acumulacién de lipidos neutros en CDs se asocia a una ineficiente
presentacién de antigenos asociados a tumor y estimulacion de linfocitos T (Herber et al.
2010). También se ha demostrado que la oxidacidn de lipidos neutros bloquea la presentacion
cruzada de antigenos al reducir la expresion de moléculas del MHC-I en la supercie celular (Cao
et al. 2014). Sin embargo, todavia no hay un consenso claro sobre si un alto contenido de
lipidos neutros es un marcador de disfuncidn en las CDs. De hecho, en un estudio que examina
la inmunogenicidad de CDs de higado, fueron las CDs con mayor contenido de lipidos las mas
inmunogénicas (lbrahim et al. 2012). En una publicacién de Amigorena S. et al. se ha
demostrado que las CDs poseen la capacidad de fusionar el RE a vesiculas lipidicas, y que este
proceso afecta positivamente la presentacion cruzada de antigenos fagocitados a linfocitos T
CD8" (Bougneres et al. 2009). En este trabajo de Tesis se ha determinado que durante el
cocultivo de las CDs con Apo/Nec ocurre una gran acumulacién de vesiculas lipidicas. Y estas
CDs muestran una disfuncion funcional. No esta claro como es que se acumulan estos lipidos.
Se ha observado que la exposicién de CDs a medios condicionados de tumores generaba la
sobreexpresion de receptores scavenger, capaces de interactuar con lipoproteinas y mediar su
incorporacién (Herber et al. 2010). Seria de gran relevancia determinar el mecanismo de
acumulacidon de los lipidos, y si su acumulacion puede bloquearse inhibiendo enzimas

involucradas en la sintesis de triglicéridos, como la Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa o la
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Acetil-CoA carboxilasa, aumentando la capacidad inmunoestimuladora de las CD-Apo/Nec. Si
se pudiera inmcrementar mediante alguna de estas estrategias la capacidad
inmunoestimuladora de las CDs cocultivadas con células Apo/Nec, se podria generar una

vacuna CD-Apo/Nec mas efectiva.

Finalmente, se analizé si al preacondicionar al huésped era posible incrementar el nivel
de proteccidén antitumoral obtenido con la vacuna CD-Apo/Nec, utilizando imiquimod tdépico
para estimular la inflamacién local o ciclofosfamida en dosis bajas para estimular la
diferenciacidn y proliferacién de las CDs del huésped. Estos tratamientos no lograron mejorar
significativamente la proteccion antitumoral lograda por la vacunacién con CD-Apo/Nec. Sin
embargo, con la aplicacion tdpica de Imiquimod se alcanzdé un 22% mas de proteccion
antitumoral que con la vacuna CD-Apo/Nec tradicional, aunque este incremento no llegd a ser
significativo. Frente a esta tendencia, esperamos que una aplicacion mas prolongada, por
ejemplo de 5 dosis de imiquimod tépico, ayude a mejorar la proteccién alcanzada. En la clinica,
se aplica imiquimod 5% tépico durante 5 dias consecutivos para tratar el carcinoma de células
basales, causando una inflamacién pronunciada en el sitio de aplicacidn y regresién tumoral en
un gran porcentaje de los casos (Geisse et al. 2004; De Giorgi et al. 2009). Por otro lado, es
posible que el mecanismo de acumulacién lipidica y disminucién de la funcionalidad de las
células dendriticas esté ocurriendo también con las células presentadoras del huésped cuando
entran en contacto en la dermis con las células Apo/Nec presentes en la vacuna, y que aunque
se aumente su reclutamiento al sitio de inyeccién mediante la aplicaciéon de imiquimod, la

mejora en la respuesta antitumoral no se pueda alcanzar.

A continuacion se esquematizan algunos de los resultados obtenidos en este capitulo

(Fig. 37).
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Fig. 37: Comparacién de CDs y CD-Apo/Nec. Las CDs expresan I-Ab y CD86 en su superficie, poseen capacidad
inmunoestimuladora in vitro (MLR), poseen pocas vesiculas lipidicas y el agregado de PIP aumenta su capacidad
inmunoestimuladora in vitro (MLR). Las CD-Apo/Nec sobreexpresan I-Ab y CD86 en su superficie (Goldszmid et al.
2003), poseen capacidad inmunoestimuladora in vitro (MLR), acumulan vesiculas lipidicas, siendo éstas de mayor
tamanio, y el agregado de PIP no aumenta su capacidad inmunoestimuladora in vitro (MLR). Sin embargo, las CD-
Apo/Nec otorgan proteccidn antitumoral a largo plazo en aproximadamente el 65% de los animales vacunados.
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CONCLUSION

En este trabajo de Tesis se determind el mecanismo mediante el cual la vacunacion de
ratones C57BL/6 con CDs cargadas de células apoptdticas y necréticas del melanoma murino
singeneico B16-F1 ejerce proteccidn anti-melanoma sistémica y a largo plazo, evitando el

desarrollo s.c. de melanoma B16-F1 y controlando micrometastasis latentes.

Luego de 4 dosis de vacuna CD-Apo/Nec se induce la formacién de una estructura linfoide
terciaria en el sitio de vacunacidn, caracterizada por la presencia de vénulas con expresién de
PNAd, adresina involucrada en el homing de linfocitos T virgenes a los ganglios linfaticos. En esta
estructura se encuentran linfocitos T CD4" y T CD8" en estrecho contacto con CDs. A este tiempo,
el 12% de las células CD-Apo/Nec han migrado al ganglio linfatico inguinal ipsilateral, y el 11 % al
ganglio linfatico inguinal contralateral, mientras que el resto de las células CD-Apo/Nec
permanecen acumuladas en el sitio de inyeccién. Los sitios de inflamacién crénica se han visto
relacionados con la induccién de un perfil tolerogénico, pero la vacunacién con CD-Apo/Nec no
indujo la acumulacién de linfocitos Treg en los ganglios drenantes. La respuesta observada luego
de 4 dosis fue T-estimuladora, ya que linfocitos T CD8" virgenes B16-Fl-especificos fueron
reclutados al ganglio drenante luego de la ultima dosis de vacuna, donde fueron capaces de
activarse y proliferar. Se determiné al finalizar el esquema de vacunacién la produccidn

anticuerpos IgM/IgG anti-B16-F1, que podrian actuar opsonizando células B16-F1.

La vacuna provee proteccidn anti-melanoma en aproximadamente el 65% de los animales
vacunados. Con el objetivo de aumentar el porcentaje de animales protegidos se exploraron
diferentes estrategias de maduracidon, no encontrandose condiciones que incrementasen
significativamente la capacidad inmunoestimuladora de las células CD-Apo/Nec in vitro. Durante
cocultivo con las células Apo/Nec las CDs acumulan vesiculas lipidicas, y esto se encuentra
asociado a la perdida de capacidad T-estimuladora in vitro de estas células. Hacer blanco en la
regulaciéon de la acumulacién lipidica de las CDs se presenta como una de las estrategias

relevantes para incrementar la eficiencia antitumoral de la vacuna CD-Apo/Nec.
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