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RESUMEN:

El cancer renal (CaR) es la 102 causa de muerte por cancer en EUA. Con
frecuencia (20-30% de los casos) se diagnostica en estadios avanzados, fuera del espectro
curativo de a cirugia. La respuesta del CaR al tratamiento con quimioterapia o radioterapia
coadyuvantes tiene una alta mortatidad y baja tasa de respuesta (5-15%). La inmunoterapia con
DC como inductoras de la respuesta inmune primaria citotdxica antitumoral ha reportado tasas
de éxito del 40% en CaR.

Las células dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigeno mas eficientes del
sisterna inmune por su alta capacidad de captacidn y presentacion antigénica, su elevada
expresién de moléculas coestimuladoras y su capacidad de migracién a los ganglios linfaticos
para la estimulacidn de los linfocitos T, en conjunto con su distribucidn sistémica que facilita la
captacién antigénica.

En este estudio fase I, se utilizé un esquema de inmunoterapia mediante el uso de una
vacuna de CD sensibilizadas con antigeno tumoral autdlogo en pacientes con CaR metastasico,
mediante la generacion a partir de monocitos circulantes como progenitores de células
¢edendriticas maduras, que fueron sensibilizadas con antigenos tumorales derivados del CaR
metastdsico autdlogo. Evaluamos la factibilidad de preparacion de la vacuna de DC autdlogas, la
presencia de efectos adversos a la vacuna y la respuesta clinica inducida en estos individuos
mediante tomografia axial computada.

Participaron 6 pacientes con el diagndstico de carcinoma de células claras de rifidn, todos
con metastasis pulmonares evaluables por TAC de pulmdn. No se presentd ninguna dificultad
para la formacidn de las vacunas, sin embargo los nimero de DC por vacuna fueron variables
debido a las variaciones en adhesividad de los monocitos que se utilizaron para derivarlos a DC.
Ningln paciente tuvo complicaciones durante la nefrectomia radical y solamente un paciente
presentd febricula durante el esquema de vacunas (esta hipertermia fue leve y con duracién
menor de 12hrs posterior a la aplicacion de la vacuna 4 y 5). Finalmente se observo, enfermedad
estable en 3 de los 6 pacientes y ninglin fendmeno de respuesta autoinmune.

Consideramos que la inmunoterapia mediada por DC autdlogas es una terapia factible de
administrar en nuestro medio, y demostré, a pesar del nimero limitado de pacientes, ser un
esquema de tratamiento sin complicaciones significativas y con respuesta de enfermedad estable
en la mitad de nuestros pacientes. Sin embargo, es necesario que se investigue como se pudiera
incrementar |a tasa de respuestas sin aumentar ia morbilidad involucrada con Ia terapia inmune.

TESIS CON
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TITULO:

“Aplicacién de una Vacuna de Células Dendriticas como Inmunoterapia en pacientes con
Cancer Renal Metastasico a Pulmén, Estudio fase I”

INTRODUCCION
CANCER RENAL

El carcinoma renal (CaR) se origina a partir de las células del tabulo contorneado
proximal ( Enquist) y representa del 2 al 3% de todas las neoplasias en el ser humano (,
Marshall, McLaughlin); la sobrevida promedio a 10 afios en un tumor menor de 7cm es
del 73%, con nédulos es del 29% y con metastasis del 0% (Danpanich, Hurley, Srigley),
lo cual tiene un gran impacto, dado que en el 30% de los pacientes, el CaR se
diagnostica asociado a metastasis a distancia (Mota). Los factores que mejor
correlacionan con el comportamiento de la neoplasia son: la edad, el involucro tumoral y
la presencia de metastasis (Guinan, Javidan), el tipo histoldgico (Rin) y grado de
diferenciacion por la escala de Furhman ( Medeiros).

Se debe de tener presente que las neoplasias renales no son un solo tumor, sino
una variedad distinguible de entidades, dado que un mismo tumor puede tener mas de
dos masas (Bechtold, lliopoulos, Walter), pudiendo ser diferentes, en su grado de
diferenciacidn, estirpe celular (Bonsib) o tiempo de presentacion. La estirpe histoldgica
mas frecuente es la de células claras, que compromete hasta el 80% de! CaR (Reuter,
Zambrano).

El tratamiento de! CaR es primordialmente quirirgico y se puede dividir en:
nefrectomia radical (Leg,Gill) y preservadora de rifidn (Hoznek, Morgan). En los
pacientes con estadios avanzados, la respuesta a la cirugia depende del grado de
invasién de la vena renal (sobrevida a 5 afios del 56% y a 10 afios del 33%) o la
presencia de metastasis a ganglios linfaticos regionales (sobrevida del 25% a S afios y
16% a 10 afios) (Ornstein, Hilton). El riesgo de recurrencia por estadios es: en T1 del 0-
7%, en T2 del 15-27% y en T3 del 39-52% (25, 26), por ello, el seguimiento se adecua
tanto a la bisqueda de una recidiva local o a distancia, como al funcionamiento renal

, residual (Russo).
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La nefrectomia en CaR metastatico tiene una funcidn paliativa para el control de
sintomas o coadyuvante como parte de un programa de inmunoterapia (7igrani). Las
opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento sistémico del CaR metastasico,
son: la quimioterapia citotdxica utilizando fluoridina combinada con vinblastina con una
respuesta global de! 5%; esta respuesta tan baja se debe a los mecanismos de
resistencia que involucran a la glicoproteina p170 codificada por el gen MDR1 v el ciclo
redox glutation detoxificante (Amato); la hormonoterapia que es ineficiente por ser un
tumor hormono-independiente; la radioterapia que se restringe para el tratamiento
paliativo por su radio-resistencia debida a la capacidad anaerobia de Ia neoplasia, su
capsula y centro necrético (Motzer); y finalmente la inmunoterapia con citocinas, como
la Interleucina 2 (Figlin, Margolin, Shvarts), GM-CSF (Rinj, Simons) o Interferén a
(Fossa) con tasa de respuesta del 15% durante 4 a 6 meses con una elevada tasa de
efectos adversos (Bukowsiki).

ta participacién de la respuesta inmune en pacientes con CaR se demuestra por
su historia natural inusual, los casos reportados de regresiones espontaneas o el
crecimiento retardado de las metastasis; la presencia de un infiltrado aumentado en CaR
de tipo linfocitario con fenotipo de memoria, asociado con macrdfagos (Van Den),
“natural killers” (Hayakawa), células B (Shin); |a identificacion de antigenos tumorales
como MUCL (Fujiota), G250 (Uemura), SART3 (kawagoe) VHL o TSC (Se/); el
incremento en el infiltrado inflamatorio tumoral posterior a la transfeccién del gen de
HLA-B?7 en el CaR (Brasanac), 1a presencia de DC dentro del tejido tumoral capaces de
captar y presentar antigenos tumorales (Dallal, Thurnher, Troy); |a posibilidad de genera
DC de sangre periférica de pacientes con CaR eficientes para la induccién de la
respuesta inmune (Merad); las respuestas parciales a la infusién de citocinas
recombinantes como IL-2, IFN-y o GM-CSF (Schwaab) y la capacidad de las DC
infiltrantes para la induccion de la respuesta inmune /n vitro (Hanash, Hoffman), entre
otras (Janeway).

En contraparte, se explica parcialmente la progresién tumoral a la inadecuada
activacion de los linfocitos T por las células tumorales (Krane, Schuler, Tsai, Viflacres); 1a
liberacién de citocinas inmunosupresoras por el tejido tumoral como son IL-6 (Aalthen),
1L-10 (Menetrier, Wittke) y TGF-p (Nelson) con la subsecuente supresion de la actividad
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presentadora antigénica, una regulacién hacia la baja de HLA-I y HLA-1I; y la anergia de
linfocitos T como parte de una respuesta Th2; y la baja expresién de moléculas MHC-I
en el tejido tumoral de base (8rasanac); entre otras.

La terapia inmune utilizada hasta el momento se propone vencer estos
obstaculos por diferentes métodos (Lattime). Los diferentes esquemas terapéuticos en
CaR se clasifican en: inmunoterapia activa cuando se transfieren agentes al huésped en
un intento de inducir una respuesta inmune contra el tumor, por ejemplo: la
administracion de IL-2 como inductor de la activacion de células CD8* (Surman), 1FN-y,
IFN-a (Foss3), 1L.-2 con IFN-a (Bukowski)), GM-CSF o la combinacién de lisados
tumorales con citocinas (Schwaab). La inmunoterapia pasiva implica la administracién
de agentes inmunes que puedan mediar la regresion tumoral e Incluyen: la
administracion de linfocitos autélogos sensibilizados contra el tumor (Figlin), 1a infusidn
de células asesinas activadas por linfocinas y linfocitos infiltrantes tumorales activados
con citocinas como IL-2 (Arane), la proliferacion y sensibilizacion de DC para la
presentacion del antigeno tumoral que despierte una respuesta citotdxica efectiva contra
el tumor {Banchereau, Cella).

Como se puede observar, los objetivos de la inmunoterapia implican la
polarizacion hacia una respuesta Thl de tipo celular (Berd), que se asocia con
respuestas de hipersensibilidad retardada, la diferenciacion de linfoticos T CD8*
efectores de la inmunidad antitumora!, la citotoxicidad mediada por células, entre otras;
esta respuesta Thi se caracteriza por la secrecion principalmente de citocinas IL-2, TNF-
a e IFN-y y el cambio de clase de células B a IgG2a. En el otro extremo de la
polarizacién de la respuesta se encuentran las células Th2 de tipo humoral con cambio a
clase IgE e 1gG1 y la secrecion de IL-4, IL-S, IL-6 IL-10 e IL-13 (Koch). Encontrandose
una participacion de ambas en el inicio de la respuesta inmune siendo involucrada IL-4
(Schuler) con la posterior polarizacién como resultado de 1a interaccion de! linfocito
CD4* con el CD8* y la DC en condiciones del microambiente inductoras como es IL-2 e
IL-12 (Bhardwa)). Estas observaciones correlacionan con la proliferacion de linfocitos T
CD8" con capacidad antitumoral y los perfiles de RNAm de citocinas en el tejido tumoral,
donde se encuentra un incremento de un perfil Thl en las zonas en regresién y Th2 en

la progresién. TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Células Dendriticas

Las céjulas dendriticas (DC), se han descrito como una poblacidn de células con
funcion de célula presentadora de antigeno profesional. Fueron descritas por primera
vez en 1868 por Langerhans en piel (Mart, Thomas). En 1990 Inaba demostré la
actividad inmunogénica in vivo de las DC, siendo en 1994, Sallusto quien introduce e!
protocolo de generacion de DC ex vivo a partir de monocitos CD14" de sangre periférica
estimulados con GM-CSF e IL-4 (Yamada) facilitando su estudio y aplicacién en la
terapia inmune antitumoral. Se han identificado en todos los tejidos del cuerpo humano;
conformando menos del 0.3% de las células mononucleares en sangre periférica
(Thurner).

El uso de las DC como elemento central de la inmunoterapia se basa en su
eficiente capacidad de célula de presentacion antigénica profesional y su capacidad de
inducir una respuesta inmune primaria en linfocitos T. La DC se caracteriza por: su
distribucion sistémica, la gran capacidad de capturar, procesar y presentar un antigeno,
su facultad de migracién a los tejidos linfoides y |2 elevada expresion de complejos
MHC-péptido en su membrana junto con moléculas coestimuladoras (Goxe,
Santambrogio). De acuerdo a lo anterior, las funciones de las DC se pueden dividir en
tres: centinela (adquisicion antigénica y procesamiento), migratoria (su movilizacién a
érganos linfoides y presentacién de los complejos MHC-I-péptido), y finaimente la
activadora de linfocitos T (al generar las sefiales accesorias para la estimulacion de
células T, induciendo su proliferacién y funcién efectora) (Lane). Estas diferentes
funciones se van modificando de acuerdo al estado de maduracidén de la DC que implica
un cambio dinamico resultado de su estimulacién por agentes patdgenos o citocinas y
quimiocinas en el microambiente inflamatorio.

En un inicio, las DC como células inmaduras distribuidas en todo el organismo,
presentan una baja expresion de moléculas coestimuladoras y MHC en su membrana,
que contrasta con su gran capacidad de captacion, internalizaciéon y procesamiento
antigénico. El proceso de captura antigénica es mediada por tres procesos diferentes:
fagocitosis (para particulas o microbios), endocitosis mediada por receptores especificos
y macropinocitosis constitutiva (permite la captura de fluido extracelular). Estos
antigenos captados se localizan en el interior de la célula en unas vesiculas denominadas
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macropinosomas y son capaces de ser retenidos por un periodo de hasta 48 horas sin
ser procesados, (Pulendran).

Las diferentes funciones de la DC inmadura explican sus caracteristicas
fenotipicas como son la presencia de receptores de membrana para la captacion
antigénica mediada por receptores Fcy (CD32 y CD64), Feell (CD23), Fea y lectinas tipo
C (receptor de manosa y DEC-205); la presencia de fibras de actina en su citoplasma,
asi como un acumulo de MHC-II en un compartimiento intracetular muitilaminar y
multivesicular, denominado DIC con caracteristicas de endosomas tardios/lisosomas
para el procesamiento antigénico (Wright); 12 presencia de receptores para quimiocina
CCR1, CCR2 y CCRS para la unién de quimiocinas inflamatorias inductoras de su
migracion fuera del tejido inflamatorio (A/iberts).

En respuesta a estimulos inflamatorios (LPS, TNF-a, GM-CSF, MIP-1a), las DC
migran de estas posiciones periféricas para alcanzar los drganos linfoides secundarios,
donde entran en contacte con los linfocitos T especifico del antigeno y se completa su
proceso de maduracidn ( Weinlinch). La migracién de las DC se da preferentemente por
los vasos linfaticos aferentes en respuesta a estimulos por citocinas inflamatorias como
TNF-a, GM-CSF y quimiocinas, con lo que se explica la relacién estrecha que existe
entre el proceso de migracion y maduracién de las DC (Barratt), observandose cambios
en su fenotipo, manifestados por un procesamiento de los antigenos retenidos y su
unién a moléculas de MHC-1 y MHC-11, que posteriormente se expresan en la membrana
en donde permanecen estables, en conjunto con el incremento en {a produccién de novo
de moléculas coestimuladoras (Sozzar).

Estos cambios de funcion explican las caracteristicas de las DC maduras que se
manifiesta por presentar receptores para quimocinas constitutivas (CCR?7) con respuesta
a MIP-3p y 6Ckine inductoras de la migracion a las areas de linfocitos T en los ganglios
linféticos, el incremento en las moléculas coestimuladoras (CD24, 40, 80, 86), la
expresion de un receptor caracteristico de las DC maduras (CD83), el incremento en la
expresion de MHC-1 y MHC-II unido al péptido en la membrana con moléculas de
adhesion (ICAM-1, 3, LFA-3) y finalmente, la capacidad de liberacién de una gran
variedad de citocinas (IL-1, IL-8, IL-12, TNF-a y MIP-1) (Almeida, Lin).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La DC maduras migran a la periferia de los ganglios linfaticos para poder entrar
en contacto con los linfocitos T y mediante la presentacion antigénica, se lleve a cabo la
induccion de la activacion entre ellas. El linfocito T es activado mediante interaccion del
TCR/MHC-péptido, que a su vez es estimulado para incrementar la expresién de
moléculas como CD28 y CD40L. Cuando estos receptores se unen a sus ligandos en tas
DC (CD80/86 y CD40 respectivamente) estimulan a su vez a las DC para que se
incremente la expresion de las motéculas de coestimulacién y adhesion y se inicie la
liberacion de citocinas estimuladoras de la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos
T hacia células efectoras (Rieser), observandose la coestimulacién de! linfocito CD4*,
CD8'y la DC.

Gracias a que se pueden obtener grandes cantidades de DC a partir de
monocitos de sangre periférica (Merad) se ha facilitado el estudio in vitro del proceso de
maduracion de las DC y se ha permitido la aplicacion de inmunoterapia mediada por DC.
Este protocolo involucra el aislamiento de los monocitos de sangre periférica, con la
posterior estimulacién en cultivo con citocinas (IL-4 y GM-CSF) para iniciar su
diferenciacion de monocitos a DC inmaduras. Posteriormente se requiere de! estimulo
con citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, PG-E2, LPS) o su activacién en presencia de!
ligando de CD40 para la induccién de la maduracion con el consecuente cambio
fenotipico y,funcional a una DC madura.

Células dendriticas como inmuneterapia en cincer

Debido a las caracteristicas ya mencionadas de tas DC, estas han demostrado ser
el candidato para ser utilizadas en la inmunoterapia antitumoral, aun cuando no se ha
definido el esquema de aplicacion de las DC que induzca satisfactoriamente 12 respuesta
inmune en neoplasias terminales resistentes al tratamiento con farmacos antineoplasicos
o radioterapia.

Existen multiples estudios que demuestran la efectividad del uso de vacunas con
DC, con antecedentes in vivo del uso de DC sensibilizadas con iisado tumoral para
impedir la progresion de metastasis en ratones con fibrosarcoma demostrando la
inmunidad celular mediada por DC (Celluzzi, DeMatos), verificandose en otros estudios
con péptidos antigénicos derivados del tumor. Asi mismo, se ha utilizado RNA mensajero
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tumoral, que ha demostrado la induccidén de una estimulacién potente de linfocitos T
contra el tumor (Boczkowski, Takayarna); y la asociacion de RNA tumoral con el RNA de
telomerasa encontrando citotoxicidad contra melanoma, timoma, CaR y cancer de
prostata (Nair).

Entre los estudios clinicos fase I, 11 y III se han utilizado una gama amplia de
neoplasias sometidas a estos esquemas. En melanoma, donde se han aplicado DC
sensibilizadas con lisados tumorales y péptidos antigénicos identificados como MAGE-1,
MAGE-3, Melan-A o gp 100, en 14 pacientes con enfermedad sistémica, encontrado
remision en 2 y enfermedad estable en 6 pacientes (Rosenberg); otro estudio utilizé
péptidos del antigeno asociado a melanoma con respuesta en 17 de 31 pacientes
(Mackensen) y en otro estudio se ha demostrado la induccion de la respuesta inmune
inducida con DC inmaduras mediante la prueba de hipersensibilidad retardada a KILH
(Keyhole limpet hemocyanin) para verificar la induccion de la respuesta inmune con DC
inmaduras, observando induccién de la hipersensibilidad en los 16 pacientes con
respuesta objetiva en el melanoma en 5 de 16 pacientes (Mest/e). En linfoma de células
B se han aplicado vacunas de DC maduras sensibilizadas con la fraccién ideotipica de su
inmunoglobulina (Hart, Osterroth), siendo administradas un promedio de 5x10° DC via
percutanea con un reforzamiento posterior con antigeno tumoral con respuesta clinica
en 3 de 4 pacientes (Hsw). En cancer de prostata se ha demostrado la presencia de DC
infiltrantes (770y), que ha sustentado e! uso de DC sensibilizadas con el antigeno
prostatico especifico de membrana (APEM) comparado con DC solas y el péptido APEM
para la estimulacion antigénica, observando disminucién del APEM sérico en 5 de 9
pacientes (Lodge, Salgaller), encontrandose a la fecha protocolos fase III en desarrollo
(Dendron).

La via de aplicacion ha sido intravenosa e intracutanea en pacientes con
melanoma, encontrando mejor respuesta posterior a la aplicacion intradérmica por su
migracién a los ganglios linfaticos, comparado con la infusién intravenosa donde se
localizan en higado y bazo con una respuesta efectora muy disminuida (Enk, Thumer).
Esto es una condicion para la inmunoterapia efectiva para la adecuada estimulacion y
presentacion antigénica por las DC, aunado con la migracion a la periferia de los
ganglios linfaticos para entrar en contacto con células T y estimular la respuesta inmune
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primaria. Esta migracién se da preferentemente tras su aplicacion cutanea, por ser los
vasos linfaticos cutaneos la via de movilizacion hacia los ganglios linfaticos. Este proceso
de migracién se asocia a la maduracién observada como el incremento de expresion de
CD86 y MHC-I1 en las DC para la presentacion y estimulacion antigénica (Austyn).

Células Dendriticas en cincer renal

La presencia de un infiltrado tumora! incrementado en la concentracion de DC y
su distribucion heterogenea en el CaR, supone la posibilidad de despertar una respuesta
inmune citotdxica en 1a neoplasia (Thurnher), sin embargo, algunos autores han
demostrado la capacidad de presentacién antigénica intratumoral suprimida intra
tumoral por ser DC maduras con una consecuente menor capacidad de captura
antigénica (Mulders) y con una inadecuada estimulacion de los linfocitos T por supresion
de la expresion de B7 en la membrana (Chaux) que pudiera incluso resultar en una
induccion de tolerancia contra el mismo tumor. La evidencia anterior, aunado con la
posibilidad de generar DC funcionantes y en cantidades adecuadas de sangre periférica
de pacientes con CaR (Radmayr), v los estudios /n vitro que han verificado la respuesta
inmune antineopldsica mediante la cuantificacion de citocinas (IFN-y para polarizar la
respuesta hacia Thl) (Git/itz) y capacidad de estimulacién de linfocitos T (Hinkel); se ha
sugerido que el uso de as DC como inmunoterapia permitiria aprovechar los diversos
antigenos neopldsicos para inducir una respuesta inmune policional contra multiples
blancos en la neoplasia, y plantea que las DC pueden actuar como células coordinadoras
de una respuesta tipo Thl por la induccion de la secrecidn de citocinas y su efecto de
lisis tumoral.

Las DC en la inmunoterapia se ha utilizado en estudios fase I y 11 en CaR. Estos
estudios han demostrado que es posible la generacién de DC inmaduras a partir de
monocitos derivados de pacientes con CaR con la posterior maduracion con TNF-a; y
aplicacion como inmunoterapia sin efectos adversos y se asocia con respuesta inmunes
y clinicas. La aplicacién de inmunoterapia mediada por DC en CaR se ha reportado en
diferentes modalidades como son: vacunas de DC maduras (bajo estimulo con TNF-a
con PGE-2) sensibilizadas con lisado tumoral en 4 pacientes, observando una
correlacion entre progresion con una respuesta tipo Th2 y regresion con la presencia de
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respuesta de hipersensibilidad retardada asociada a una respuesta Thl. En otros estudio
se ha estimulado a las DC maduras con antigeno tumoral obtenido a partir del lisado del
cancer (Holt), utilizando liposomas, heteroconjugados de tumor-DC, RNA tumoral
(Heiser) o formando hibridos por electrofusién (Kugler). En un estudio utilizando tres
infusiones intravenosa de DC maduras sensibilizadas con lisado tumoral y KLH se
observo respuesta parcial en un paciente y estabilidad del CaR en 7 con progresion en S
(Holtl). En otro estudio se utilizaron liposomas cationicos para la carga de las DC con
lisado tumoral aplicdndose en 3 ocasiones en 5 pacientes observando una respuesta
parcial por un periodo corto de tiempo (Git/itz). Finalmente, el estudio con mejor
respuesta clinica hasta en el 8 de 18 pacientes, observada como remisién completa en
5/18 y respuestas del 50% en 3/18; se obtuvo mediante la aplicacién de hibridos DC-
tumor via subcutanea en dos ocasiones (Kugler).
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Planteamiento del problema

Las DC han demostrado ser la mejor terapia para el
CaR metastasico teniendo una tasa de efectividad de hasta
el 40%. Hasta la fecha no se ha planteado el uso de
inmunoterapia diferente de la aplicacion de citocinas en

pacientes con cancer renal metastasico en nuestro pais.

La terapia inmune mediada por DC no se ha establecido
en México como una opcidon de tratamiento en cancer
avanzado, teniendo la posibilidad de mejorar las tasas de

respuesta aprovechando la capacidad inmunoreguladora de
las DC.

TS5 CON
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Hipotesis

Los pacientes con cancer renal metastasico presentan
una respuesta inmune inefectiva, que con inmunoterapia a
base de DC derivadas de monocitos sanguineos presentan
diferentes respuestas inmunoldgicas al tratamiento
manifestadas clinicamente.
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Objetivos
General

Evaluar la respuesta clinica inducida posterior a un
esquema de inmunoterapia mediada por el uso de DC
derivadas de monocitos sensibilizadas

Objetivos Particulares

1. Estandarizar la generacion de células dendriticas a
partir de monocitos de sangre periférica mediante un
esquema de maduracion previamente establecida en la
literatura.

2. Aplicar en pacientes con CaR metastasico una terapia
inmunolégica mediada por DC maduras derivadas de
monocitos de sangre periférica autdlogos, sensibilizados con
lisados tumorales procedentes de biopsias renales y el
antigeno KLH como trazador inmunoldgico.

3. Analizar la respuesta clinica a la inmunoterapia con

DC en pacientes con CaR metastasico. kv (;ON
1 dod W h0J
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MATERIALES Y METODOS

Este protocolo fue aceptado por la Coordinacién del Comité Institucional de
Investigacion Biomédica en Humanos de! Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Dr. Salvador Zubiran” con nimero de referencia: 968. Como estudio fase 1 de
aplicacion de inmunoterapia mediada por DC en pacientes con CaR metastasico.

Se incluyeron un total de 6 pacientes con CaR sistémico (estadio III o 1V), Como
criterios de Inclusidn se fueron una esperanza de vida mayor de 4 meses, un indice de
Karnofsky de calidad de vida mayor del 60%, ser mayor de 18 afios y que firmen el
consentimiento informado. ’

Los criterios de exclusion incluian: pacientes sin diagndstico histolpatologico de
CaR de células claras, CaR estadios I o 11, inmunosupresion severa de cualquier etiologia
o enfermedad autoinmune (excepto vitiligo), CaR con metastasis cerebrales,
enfermedad psiquidtrica considerable, insuficiencia hepdtica o renal severa, evidencia de
otra neoplasia primaria activa, embarazo, lactancia, falta de tejido viable para la
estimulacién de las DC, sindrome de malabsorcidn, infeccién severa en las Ultimas 2
semanas, leucopenia <3,000/mm?® y cualquier contraindicacién para la realizacion de
leucoféresis.

Los pacientes con CaR sistémico, candidatos a la inmunoterapia mediada por DC
autdlogas con diagndstico radioldgico establecido, fueron sometidos a una nefrectomia
radical por abordaje toracolumbar o lumbotomia. De 1a pieza quirdrgica se seleccioné el
tejido tumoral sin necrosis central para utilizarse como fuente de antigeno tumoral, que
se proceso mediante ruptura mecanica utilizando un homogeneizador. Las muestras,
resuspendidas en medio RPMI 1640, fuerdn centrifugadas a 14,000 xg a 4°C durante 30
min y posteriormente filtradas a través de filtros de 0.2pm. Finalmente, se determind la
concentracion proteica por medio de la técnica de Bradford y las muestras se
almacenardn a —70°C hasta su uso.

Durante su recuperacion postoperatoria, los pacientes fueron sometidos a la
prueba de hipersensibilidad cutanea retardada (DTH) frente a varios antigenos de
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recuerdo, con el fin de determinar el status inmunoldgico de cada paciente contra
antigenos de memoria, que incluyeron candidina, tricofitina y PPD.

Obtencién de DC para la inmunoterapia.

Se evalud el estado general de los pacientes y se realizé una citologia hemdtica
antes de ser sometidos a leucoféresis, utilizando el programa para células
mononucleares de sangre periférica. Una vez obtenidas, las células procedentes de la
leucoféresis se sometieron a un gradiente de ficoll (Lymphoprep, de Nycomed pharma
AS), para separar las células mononucleares (PBMC). Una parte de las células se congeld
para realizar las vacunas posteriores. Otra parte se resuspenderd en medio completo
(RPMI 1640 suplementado con suero humano inactivado a 56°C [10%], L-glutamina
2mM, piruvato sédico 1 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM, 2-mercaptoetanol
50uM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/mi y gentamicina SO pg/ml -Gibco
BRL-) a una concentracién de 50 x 10° células/10ml de medio. Las células se sembraron
en placas Petri de 100mm durante 1h a 37°C para poder asi seleccionar a los monocitos
por adherencia. Los monocitos adheridos se cultivaron en 10 ml de medio completo
suplementado con GM-CSF (1000 U/mi, Novartis) e 1L-4 (15 ng/m!, Calbiochem) durante
6 dias a 379C en atmdsfera del 5% de CO;. En el dia 5 de cultivo se afiadié al medio el
lisado tumora! a una concentracion de 100 pg/ml y el trazador inmunoldgico KLH a una
concentracion de 50 pg/ml, y el sexto dia se les administré TNF-a v PGE-2, como
estimulos de maduracién con una nueva administracion de antigeno tumoral y KLH. La
vacuna consistid, entonces, de DC maduras (6 dias de cultivo) y pulsadas con antigeno
tumoral y KLH durante las Ultimas 24h.

Para su aplicacion, las DC (5 x 10° células) fueron resuspendidas en 6 m! de
solucion fisiolégica suplementada con 40 ng/ml de TNF-a (Genzyme). La vacuna se
administré de forma intradérmica sobre los ganglios supraclavicular, inguinal y axilar en
forma bilateral. El esquema de aplicacion fue semanal durante 5 semanas. Transcurrida
la dltima vacuna se realizardn los estudios de tomografiia axial computarizada para
evaluar la respuesta clinica de los pacientes siguiendo el esquema de seguimiento
postoperatorio recomendado por la Sociedad Europea de Urologia en el 2000, con las
modificaciones de acuerdo a cada paciente para el seguimiento de metastasis
previamente detectadas (Tabla 1).
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de seis pacientes con diagndstico de cancer renal de
células claras, con metastasis a pulmon. A continuacidn se enumeran las caracteristicas
clinicas de los pacientes, conforme se fueron incluyendo en el protocolo.

Resumen clinico de casos
e CASOL

RAG, es n paciente masculino de 66 afios de edad, con fecha de nacimiento 8
ago 34 y lugar de nacimiento el Distrito Federal. AHF: con historia de diabetes
mellitus y cancer de mama; ningin otro de importancia para su padecimiento.
APNP: nivel socioecondmico alto, con habitos higienicodieteticos adecuados en
cantidad y calidad, tabaquismo positivo intenso, Etilismo social con Grupo
sanguineo 0+ y Combe negado. APP: Diabetes Mellitus no insulino dependiente,
controlada con hipoglucemiantes orales y dieta, hipertension arterial sistémica
controlada farmacolégicamente con monoterapia. Antecedente quirdrgico de
discoidectomia. Su padecimiento lo inicia con una masa en fosa renal derecha,
con sensacion de plenitud postprandial, pérdida de peso mayor de 10kg, astenia,
adinamia y ataque al estado general. Como parte de su evaluacion se realizé
USG que mostré una masa renal derecha, heterogénea, que se verifica en la
tomografia con lo que se establecié el diagndstico de Ca renal derecho con
trombo en vena renal con multiples adenomegalias retroperitoneales y bilaterales
pulmonares en multiples sitios. Se realizd angioresonancia para planear la
Nefrectomia radical derecha que cursé sin complicaciones. El reporte de
patologia fue de: adenocarcinoma renal mal diferenciado con bordes quirirgicos
positivos, trombo en vena renal y ganglios regionales metastasicos. T4, N2, M1. El
paciente ingresé al protocolo, realizandose exanguinaciones semanales para la
obtencién de monocitos de sangre periférica, durante estas visitas cursd asintomatico,
durante las aplicaciones de las vacunas, negd sintomas de efectos colaterales, sin
embargo, en la tomografia de control se observo progresion, por o que fue excuido
para ser manejado con interferén, sin-embargo fallecio.
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Caso 1

Metastasis
pulmonares

RMN con cancer renal

Gamagrafia con exclusion renal Angiorcsonancia

13-o-

sin involucro vascular

T.55 CON

FALLA DE ORIGEN




Inmunoterapia con Células Dendriticas en Cancer Renal 19

CASO Il

VVS es una paciente femenina de 59 afos de edad, con fecha de nacimiento
el 22 septiembre de 1943 en Primorscky Rusia con Reg: 198278. El
interrogatorio de la paciente se realizd mediante la hija y nieta, dado que la
paciente no habla espafiol y se encontraba de visita en el pais. Como
antecedentes cuenta con: AHF: padre con TEP, hermano con hipotiroidismo,
resto interrogados y negados. APNP: nivel socioeconémico medio, con habitos
higiénico dietéticos regulares en cantidad y calidad, tabaquismo negado y
etilismo social. Grupo sanguineo O+ con Combe negativo. AGO: menarca a
los 14 ainos de edad, con ciclos eumenorréicos y regulares, G-4, P-0, C-1
gemelar, A-3, con fecha de ultimo parto 1971, con ciclos actuales irregulares.
APP: fractura de clavicula y muiieca izquierda en 1999 postraumaticas con 3
transfusiones previas no especificadas. Refiere que durante su padecimiento
actual presentd pérdida de peso de 23kg desde feb 2000, asociado a anemia
ferropénica, astenia y adinamia. Por lo anterior acudié con facultativo que
solicitd teleradiografia de tdrax, en la que se encuentran 3 metastasis basales
derechas y una apical izquierda. Se le realizd una tomografia donde se
diagnostica una neoplasia renal derecha asociada a ganglios retroperitoneales
y 16 metastasis en forma bilateral y panpulmonares. En el gamagrama éseo
se observan zonas hipercaptantes compatibles con fesion metastasica en el
10° arco costal izquierdo. Sus laboratorios al ingreso incluyeron: leu 6.3, HGB
7.1, HTC 21.7, plaq 649, linfos 24, monos 6, seg 66, eos 4, baso 0; glu 103,
creat 0.8; fosf alc 227, prot 7, alb 1.9, bil tot 0.6, TGP 17, TGO 14, CPK 8,
DHL 98; TP 11.8, TPT 32; EGO con leucos y cel epiteliales. Se le realizo el 12
de marzo una nefrectomia radical derecha, de la que se reportd: carcinoma
de células claras grado nuclear 1V, con areas sarcomatoides, con bordes
negativos. Su evolucion durante fa aplicacion de las vacunas fue sin
complicaciones, no se reportaron efectos adversos, con pérdida de peso,
disnea y ataque al estado general, secundarios a la progresion de las
metastasis pulmonares, lo que ocasiond su muerte el 4 de julio del 2000.
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Caso 111

FMP es un paciente masculino de 63 afios de edad con registro: 198434, su
fecha de nacimiento es el: 11-5-38, en México DF. Como antecedentes
cuenta con: AHF: padre con cirrosis hepatica alcoholo-nutricional, hermanos
con DMNID controladas con hipoglucemiantes orales. APNP: nivel
socioecondmico bajo, con adecuados habitos higiénico-dietéticos, etilismo
positivo de pulque por 20-35 afios, actualmente social sin llegar a la
embriaguez, tabaquismo negado, Combe negado. APP: eruptivas de la
infancia, postoperado de apendicectomia, y posteriormente su hernia
umbilical. También cuenta con antecedente de urolitiasis e hiperuricemia sin
acudir a la consulta regularmente y mal apego a los diferentes esquemas de
tratamiento. Inicio en noviembre del 2000 cuando se le solicita un USG en el
que se observa una masa renal y litiasis bilateral y hematuria. A ia
exploracion fisica se encontré dentro de limites normales sin datos que
afecten la historia natural de la enfermedad. Sus laboratorios al ingreso
fueron. EGO hematuria, creat 1.5, glu 108, dhl 142, hgb 14.6, leu 5.2, plaq
220, P alc 123, PFH nl, BH nl dep creat 27.7. El ultrasonido de mar’01
reporto pielonefritis rena! derecha con neoformacion renal izquierda. Esto se
verifico por tomografia en la que se confirma tumoracién en polo renal
izquierdo con metastasis pulmonares bilaterales. Fue sometido a una
nefrectomia radical izquierda el 6 de abril del 2001, reportando patologia un
Carcinoma de Células Claras de RI con bordes negativos, grado nuclear II. El
paciente fue manejado con vacunas con células dendriticas, sin
complicaciones y adecuada tolerancia. En su seguimiento permanecid con
enfermedad estable durante un afio, posteriormente al documentar
progresion en las metatasis pulmonares, se le inicio tratamiento con
talidomida, que fue bien tolerado con adecuada respuesta y regresion de las
lesiones que habian progresado.
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Caso IV

ERC es una paciente femenina de 65 afos, con Registro 200288. Su lugar de
nacimiento y residencia es el Distrito Federal. Como antecedentes cuenta:
AHF: positivos para EVC y DM. APNP: nivel socioecondmico medio, con
adecuados habitos higiénico dietéticos, tabaquismo y etilismo negados,
Combe negativo, sin antecedentes alérgicos. APP: presento sepsis abdominal
post-cesarea que resolvio sin complicaciones, DM controlada con dieta e
hipoglucemiantes orales. Inicid su padecimiento con perdida de peso no
cuantificada, asociada a episodios de diaforesis y lumbalgia. Por lo que se le
realizaron estudios de gabinete, que demostraron una neoplasia renal
izquierda, que en la tomografia axial computada se identifica una tumoracion
renal izquierda con ausencia de involucro a tejidos adyacentes, con presencia
de dos metastasis pulmonares, en forma bilateral en hilio y base,
respectivamente. En base a lo anterior y con estudios de extension
completos, se le sometié a una nefrectomia radical izquierda, que cursé sin
complicaciones, de la que se reporto por patologia un Carcinoma de células
claras grado 4 en rifion izquierdo con bordes negativos sin involucro vascular.
La paciente se ingresé al protocolo de células dendriticas, en la que se le
administraron las vacunas, sin complicaciones, con adecuada tolerancia, sin
efectos adversos de importancia. Sin embargo, la paciente noté deterioro
progresivo posterior a la quinta vacuna, con perdida de peso, astenia,
adinamia, anorexia y ataque al estado general, que se manejo por la consulta
con suplemento alimenticio y analgésicos. La paciente progresd en su
deterioro, siendo sometida a una tomografia posterior a la Gltima vacuna, en
la que observo una progresion importante en cuanto al nimero y tamafio de
las metastasis pulmonares. La paciente falleci el 1° diciembre del 2001 por
progresion de la enfermedad con el diagndstico de insuficiencia respiratoria.
A pesar de la progresion la paciente tolero adecuadamente las vacunas sin
efectos adversos.
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Caso V

JHG, es un paciente masculino de 47 afios; con registro 200983. Su fecha de
nacimiento es el 26 de mayo de 1954, con lugar de nacimiento y residencia,
Michoacan. Su ocupacidn es campesino. Como antecedentes de importancia
contaba con: AHF: madre diabética, padre finado por TCE. Con 8 hermanos y 9
hijos sanos. APNP: nivel sacioecondmico bajo, con habitos higiénico dietéticos
regulares en cantidad y calidad, refiriendo etilismo ocasional sin llegar a la
embriaguez, tabaquismo negado, Combe negativo. APP: antecedentes de litiasis
urinaria a los 32 afios con expulsion espontinea del lito, sin manejo
posteriormente. Inicid su padecimiento en abril del 2001 con lumbalgia
incapacitante que se asocié a hematuria macroscdpica, sin codgulos en los
Gitimos 3 meses por lo que se le realizé una TAC toracoabdominal, en la que se
observé una masa renal izquierda. Lo anterior se asocio a una perdida ponderal
de 4kg. Dentro de su valoracion se realizé TAC abdominal con la presencia de la
neoplasia renal izquierda, en las imagenes toracicas se encontrarén dos lesiones
metastasicas de 5Smm. Por lo anterior fue sometido a una nefrectomia radical el
13 de agosto del 2001, cursando el periodo postoperatorio sin eventualidades ni
complicaciones. El examen microscopico de la pieza reporté un carcinoma de
células claras renales, grado 111, tamafio de 4.6cm, sin invasion a capsula, con
metastasis 2 ganglio del hilio y periadrtico, con bordes negativos. El paciente
refirid en el postoperatorio la presencia de pseudohernia en el sitio de la
intervencién quirlrgica asociado a fatiga intermitente, sin anorexia, ni pérdida
de peso. El paciente refirio que posterior a la 5 y 62 vacunas, presentd como
efecto adverso leve: fiebre menor de 29°C, dentro de las primeras 24hrs de
estas vacunas; que remitia espontaneamente o con la administracién de 200mg
de paracetamol, nego otros sintomas de efectos adversos. El paciente se integré
a sus actividades laborales del campo, sin complicaciones, con actividades
fisicas intensas, negando datos de dificultad respiratoria.

Este es el unico caso de un efecto adverso leve, que se autocontrolaba y
solamente se presento en dos periodos posteriores a 1a aplicacion de las
vacunas. Este paciente, no presentd ningiin efecto adverso serio, se encuentra
actualmente con enfermedad estable y sin secuelas ni datos de autoinmunidad.
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Caso VI

AHC, es un masculino de 42 afios de edad, con registro 204542, su fecha de
nacimiento es et 13 de septiembre de 1960, su lugar de nacimiento y
residencia es el Distrito Federal. Con ocupacién cargador. Como antecedentes
se mencionaron: AHF madre finada por 1AM, 4 hermanos sanos y, dos con
DM, sin descendencia. APNP: nivel socioeconémico bajo, sus habitos
higiénico dietéticos son deficientes en cantidad y calidad, tabaquismo positivo
con IT 2, etilismo social sin llegar a la embriaguez, Combe negado, sin
antecedentes alérgicos. APP: negativos para su padecimiento actual. El inicié
su padecimiento en noviembre del 2002, caracterizado por dolor abdominal
moderado, en la regién lumbar izquierda, asociado a pérdida ponderal de
10kg aproximadamente. Durante evaluacion de gabinete se encuentra la
masa renal izquierda. Que por ultrasonido se identific6 como una masa
dependiente del polo inferior izquierdo, con ecos heterogéneos en su interior.
La tomografia verifico el diagndstico de neoplasia renal izquierda en el polo
renal izquierdo, de dimensiones10x9 cm de longitud, asociado a esta, la
presencia de un trombo importante en !a vena cava inferior por lo anterior
fue sometido a una nefectomia radical izquierda e! dia 18 de marzo del 2002,
durante la cirugia se comporto hemodinamicamente estable, sin embargo es
importante considerar que la masa de adenomegalias y el trombo tumoral de
la vena cava no fueron posibles resecar durante el tiempo quirtrgico, por la
localizacion y friabilidad de estos tejidos, por lo que se aplicé una sutura con
objeto de lograr cierta hemostasia y primordialmente para la fijacion del
trombo en la vena. El analisis histoldgico de la pieza fue reportada por
Patologia como un carcinoma renal convencional grado IV con involucro a
capsula, con bordes quirdrgicos negativos, trombo en vena renal residual. Ef
paciente se manejo en el postoperatorio sin complicaciones, se iniciaron las
vacunas de células dendriticas, con adecuada tolerancia, sin efectos
adversos. E! paciente se encuentra actualmente con enfermedad estable, sin
datos de autoinmunidad, realizando actividades fisicas intensas sin dificultad
e integrado a su vida diaria normal.

’
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Caracteristicas de las vacunas

Las vacunas se prepararon de acuerdo a la metodologia previamente
descrita, sin embargo, es importante considerar, que las caracteristcas ni
comportamiento de los monocitos de sangre periférica para adherirse a las
placas de petri es muy variable, lo que puede explicar los resultados tan
variables en cuanto al nimero de las células dendriticas que integraban cada
vacuna, sin embargo, esto no ha demostrado importancia clinica en cuanto al
manejo y metodologia para la preparacion de células dendriticas como
inductoras de la respuesta inmune.

Paciente [RAG VS FMP ERC JHG AHC

12 8 x10° 6 x10° 6 x10°

2 |9x105 -~ [sx10° |6x10° -

|sxa08 8x10f |4 x10f

Isxt0® |6x10°  [6x10°

4x10°  19x10° |4 x105

4 x10° 5 x10°

4 x10° 2.6 x10° |10.1 x10® |11.6 x10° |6.5 x10° |S5.2 x10°

Promedio

El nimero de células dendriticas de cada vacuna representa las
derivadas de 100 x 10° células mononucleares que se dejaron adherir durante
una hora a 37°C, posterior a lo cual se sigid® el protocolo habitual de
diferenciacion a células dendriticas. El Promedio global de todas las vacunas fue
de 6.66 x10° células dendriticas aplicadas en los pacientes en forma
intradérmica.
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Respuesta clinica de los pacientes

En un intento de cuantificar objetivamente la progresion o respuesta de
enfermedad estable se cuantificaron el nimero de metastasis y volumen
aproximado en la tomografia axial computarizada' de los pacientes en los
estudios de estadiaje antes y después de la administracion de las vacunas de
células dendriticas como inmunoterapia.

Pacientes VVS FMP ERC JHG |AHC

N° mets preTx 37 41 9 2 6

Volumen preTx

N° mets poSt’I;x,f i e

g
i
j
|

 ~. Volumen postTx 32 mm' |42mm {290 3mm

% progresion 400% |-18% 1,000% |0% |0%

Como se habia mencionado previamente, tres pacientes presentaron
progresion de las metastasis pulmonares qué les ocasiond su muerte por
insuficiencia respiratoria. Sin embargo en 3 de los 6 pacientes, se encontré
enfermedad estable, incluso en FMP, se observo regresion de algunas
metastasis, y progresion de otras. Todo lo anterior nos aporta una respuesta
clinica evaluable objetivamente de la participacidn de la respuesta inmune
inducida mediante la administracion de células presentadoras de antigeno
tumoral, y todo lo anterior sin efectos adversos de importancia.
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Células mononucleares obtenidas por leucoféresis

A continuacidn se exponen las cifras obtenidas a partir de leucoféresis,
técnica que se implemento en nuestros pacientes como metodologia estandar
para la obtencidn de células mononucleares de sangre periférica para la
posterior purificacion de los monocitos por adherencia en las cajas de Petri,
sitio en las que se lleva a cabo el cultivo y diferenciacién a células dendriticas.

ws WS ws FMP FMP FMP ERC ERC ERC AHG AHG AHG

Pre Post bolsa Pre Post Bolsa Pre Post Bolsa Pre Post bolsa
Hgb 9 7.2 0.9 13.7 11.6 3.9 12.6 10.1 0.5 15.1 43.6 1.8
Htc 27 22 3.0 41.2 35,2 11.6 39.3 315 1.2 4.2 14.6 5.2
RBC 3.4 2.7 0.38 4.56 3.89 1.28 4,85 3.87 0.14 4.99 - 0.57
Mcv - 80 78.7 90.4 90.5 90.7 80.1 B1.2 80.9 88.7 - 87.9
MCH - 25 238 30.1 29.9 30.3 26.1 26.1 326 30.3 - 30.7
MCHC - 32 30.2 331 33.0 334 323 321 40.2 34.1 - 34.9
RDW - 20 19.8 13.2 13.3 16.0 16.7 155 13.2 .- 13.8
Plaq 499 327 291 218 155 1,760 403 248 2,140 234 163 1,370
wasC 8.6 6.5 a2 6.3 6.1 31.3 7.8 6.7 51.1 5.9 4.6 49
Neu 68 65 124 75.2 77 195 67.1 70.0 38.1 65.1 - 40.9
Lymp 21 25 69.2 18.2 15.4 57.1 21.9 30.6 455 25.8 - 51.6
Mo 7 6 16.8 4.8 5.3 234 8.3 7.6 154 5.5 - 6.9
Eos 3 4 0.4 1.8 1.7 [] 12 1.8 Q.5 36 - 0.6
Ban o 0 1.2 1] 0.3 0 1.5 0 0.5 [] - 0

Como se puede observar, los rendimientos en nimero de células
mononucleares en sangre periférica se incrementan en forma importante como
resultado del uso de la leucoféresis para la obtencion de estos elementos
formes de la sangre. También es muy importante resaltar, como las
proporciones de linfocitos, neutrdfilos, natural killers y monocitos, se modifican
en los elementos formes obtenidos por esta técnica. Una de las explicaciones
que se plantean es la movilizacidn resultado de estos diferentes ciclos
requeridos para la realizacién de leucoféresis en vias venosas periféricas. Con
lo que respecta al manejo posterior, es importante mencionar que las células
mononucleares obtenidas por leucoféresis se comportaron mejor en lo que
concierne a los cultivos y separacion por ficoll de los eritrocitos restantes.
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DISCUSION

En cuanto a la histologia en cancer renal, el adenocarcinoma o carcinoma
de células claras renales representa el 85% de todas las neoplasias renales
(Landis). Recientemente se ha encontrado un incremento en la incidencia de
estas neoplasias, que puede ser atribuido a su deteccion incidental gracias a!
avance en las técnicas no invasivas de imagen, que han logrado gran difusion.
Esto se refleja en los reportes del Instituto Americano de Cancer, demuestran un
incremento estable en la incidencia de CaR de 2 a 4% por ano entre 1975 y 1995
(Chow).

Por otra parte, el 25 a 30% de los pacientes con CaR se diagnostican con
estadios avanzados. El retrazo en el diagnostico pudiera deberse a la capacidad
del retroperitoneo para retener masas de grandes dimensiones sin ocasionar
sintomatologia local (Guinan). Esto es de gran trascendencia, debido a la falta de
respuesta de estos pacientes con CaR metastasico a las terapéuticas actuales,
debido a su quimioresistencia y radioresistencia. Todo lo anterior ha llevado a la
busqueda de nuevas perspectivas para el tratamiento de estos pacientes.

La perspectiva de la inmunoterapia en cancer renal (CaR) se basa en
reportes de remision espontanea en el 1% de los CaR metastasicos, y mas
recientemente en el reconocimiento de ciertos antigenos asociados al tumor
(como G-250). Estos nuevos esquemas de tratamiento, han mejorado la historia
natural de la enfermedad metastasica.

Las estrategias de induccion de una respuesta inmune contra las
metastasis del CaR, se pueden englobar en tres grandes rubros:

« Administracion de citocinas.- con el objeto de incrementar la actividad de
las células efectoras existentes en los individuos con CaR, utilizando
proteinas que incrementen la respuesta inmune. (Interferon alfa,
Interferon gama e Interleucina 2).

e Abordajes de inmunizacion pasiva.- consiste en conferir una respuesta

inmune antitumoral especifica, mediante Jla administracion de
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componentes que convergen en una actividad antitumoral especifica. Que
a su vez se subdividen en: Inmunoterapia adaptativa.- cuando se
administran agentes bioldgicos con actividad antitumoral establecida
(Células asesinas activadas con linfocinas, Linfocitos infiltrantes de tumor,
Autolinfocitos activados, etc). Terapia con anticuerpos monoclonales.-
utilizados con aplicaciones diagndsticas o terapéuticas. Induccion de una
respuesta injerto contra huésped.- se transplantan células progenitoras
sanguineas alogénicas.

« Abordajes de inmunizacion activa.- implican la induccion de una respuesta
inmune antitumoral en el paciente, mediante la administracion de
antigenos o componentes del sistema inmune. Como ejemplos se tienen:
Vacunas derivadas de células tumorales.- tiene como objetivo inducir una
respuesta antitumoral en el individuo portador del tumor, mediante la
induccion de novo de linfocitos T efectores tumor especifico. La
administracion del antigeno tumoral autdlogo con adyuvantes para
incrementar su inmunogenicidad y asf su respuesta, que tambien se logra
mediante la administracion de antigenos tumorales alogénicos o antigenos
de tumores modificados genéticamente. Otro gran rubro son las vacunas
con células dendriticas.- son las células presentadoras de antigeno mas
eficientes del organismo, en conjunto con su capacidad de induccion de
una respuesta primaria en linfocitos T, las ha convertido en un abordaje
muy atractivo en la inmunoterapia; y estas pueden estar sensibilizadas
con antigenos mediante pulsos con péptidos, lisado tumoral o mediante la
formacion de hibridos célula dendritica-célula tumoral o via la transfeccion
con vectores virales.

Todos estos abordajes de inmunoterapia nos evidencian Ia existencia de
abordajes, que sin embargo requieren de la evaluacion de predictores clinicos
que pudieran ayudan en la eleccién del tipo de estrategia terapéutica que se
aplicaria en cada individuo.
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Las células dendriticas son las células presentadoras de antigeno mas
potentes, y por lo mismo, juegan un papel central en la regulacién, maduracion y
mantenimiento de la respuesta inmune contra el cancer, gracias a su capacidad
promotora de sobrevivencia de linfocitos T y su seleccion en érganos linfoides
secundarios. Lo que las ha convertido en un prospecto muy atractivo como
elemento Iniciador de una respuesta inmune efectiva antitumoral.

Dentro de las estrategias para la sensibilizacion de las células dendriticas
incluyen: la administracién de antigeno tumoral (péptidos sintéticos derivados de
antigenos tumorales conocidos, lisado tumoral, ARN mensajero derivado del
tumor o tumor apoptdtico), la formacién de hibridos tumor:célula dendritica o
transformacion in vivo mediante la administracion de citocinas.

Entre las limitantes del uso de lisado tumoral es la necesidad de tener
acceso a suficiente tumor autdlogo, asi como la restriccion en la aplicacion
individualizada. Sin embargo, otro riesgo seria la induccion de autoinmunidad,
por tratarse de lisados que contienen células con péptidos de membrana, contra
los que se pudiera inducir una respuesta inmune. Existen reportes de presencia
de vitiligo en pacientes tratados por melanoma, probablemente debido a una
reaccion cruzada con los melanocitos normales, asi como un caso en la
Universidad de Pittsburg, que presento artritis reumatoide sintomatica al utilizar
células dendriticas (el paciente contaba con factor reumatoide positivo pre
tratamiento). A pesar de lo anterior, hasta la fecha no existe ninguin reporte de
induccion de autoinmunidad en pacientes bajo tratamiento con células
dendriticas.

£l riesgo de autoinmunidad es un elemento importante a considerar en
pacientes bajo tratamiento con inmunoterapia, sin embargo, en ninguno de
nuestros pacientes, se encontré algin dato que pudiera sugerir la induccion de
algin tipo de respuesta autoinmune. Esto se explicaria parcialmente por las
caracteristicas inmunogénicas de los tejidos autélogos, asi como el antecedente
c_ig tratarse de pacientes inmunocomprometidos por su neoplasia de base
. (Dallal).
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Existen pocos estudios reportados del uso de células dendriticas como
inmunoterapia, sin embargo, existen diversos éxitos en la literatura. Estos
estudios son dificiles de comparar debido a que no existe un estandar aceptado
en el disefio de estos protocolos.

En un intento de establecer una metodologia en la generacion
reproducible de células dendriticas para inmunoterapia, en conformidad con las
practicas de buena manufactura, existen reportes que optimizan el nimero de
células dendriticas, su madurez y estabilidad para la inmunoterapia (Thurner).
Estas modificaciones en el protocolo de generacion de las células dendriticas se
aplico en nuestro protocolo, que se refleja en las cifras que se administraron en
nuestros pacientes. Sin embargo es muy importante considerar las diferencias
implicitas a la técnica, en conjunto con el diferente comportamiento de los
monocitos derivados de diferentes individuos. Lo anterior explica las diferencias
entre cada paciente y entre cada vacuna.

Uno de los estudios mas interesantes de la inmunoterapia en cancer renal
es el de Kugler en el que incluye 17 pacientes con cancer renal metastasico que
fueron vacunados con un heteroconjugado, con un seguimiento de 13 meses. En
este protocolo, las células dendriticas eran derivadas de donadores sanos
halogénicos, con un fenotipo maduro, administradas en forma subcutanea
trimensualmente. Cuatro pacientes presentaron una respuesta completa
prolongada, dos con una respuesta parcial y dos con enfermedad estable,
observando progresion en los nueve restantes, con el 65% de los pacientes
presentando una respuesta positiva de hipersensibilidad cutanea retardada
(Kugler).

Lo anterior traduce que son las células dendriticas pulsadas con antigeno
tumoral, las que inducen efectivamente una respuesta tipo Thl en pacientes con
cancer que presentan respuesta contra la neoplasia, sin provocar una toxicidad
significativa (Schuler).

Por todo lo anterior, y e} interés en la presentacién de antigenos
tumorales, convirtiéndolos en Inmunogénicos gracias a la célula presentadora,
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fue importante utilizar células dendriticas maduras, puesto que en esta fase se
encuentran con el antigeno internalizado, procesado y presentandolo
activamente, para la induccion y estimulacion de los linfocitos, como células
efectoras de la respuesta inmune antitumoral. .

Nuestros resultados demuestran que las células dendriticas cultivadas,
pueden estimular una respuesta inmune antigeno especifica en los pacientes con
cancer renal metastasico.

Esta es la primera aplicacion de inmunoterapia mediada por células
dendriticas en cancer en México. Por otra parte, existen hasta la fecha,
respuestas efectivas antitumorales en cancer renal metastasico; pesar de que el
uso de inmunoterapia a base de células dendriticas ha sido limitada. Aunado, con
la ausencia de efectividad de los abordajes terapéeuticos actuales para neoplasias
renales en estadios avanzados; apoyan la necesidad de estudios mas profundos
en este campo.

Dentro de las perspectivas dé estudio, estarian: un mejor entendimiento
de las rutas dptimas de administracion, el método ideal de sensibilizacion de las
células dendriticas y el papel que pudieran jugar las citocinas como coadyuvante
en estos pacientes, ya sean por separado o combinaciones de IL-2, IFN e IL-12.
Teniendo como perspectiva eventual, la terapéutica en pacientes en estadios
mas tempranos en forma adyuvante, por ser pacientes que pueden tener una
mejor respuesta a la inmunoterapia por su menor carga tumoral y sistema
inmune preservado.
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CONCLUSIONES

Los resultados preliminares de este estudio, indican
que la inmunoterapia basada en el uso de células
dendriticas es posible en México, es bien tolerada por los
pacientes, con tasas de respuesta de enfermedad estable
significativas. Lo que convierte a este abordaje como una
modalidad nueva y muy prometedora para el tratamiento
del carcinoma renal metastasico.

Sin embargo, es necesario que se continde el estudio
de este tratamiento, con el objeto de determinar el
régimen optimo y que se evalle la efectividad clinica de
este abordaje terapéutico.
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Tabla |
Esquema de seguimiento postoperatorio por la Sociedad Europea de Urologia
Estadio| Visita Examen Opcional {Finalidad
Todo T |4-6 sem PO |EF, creatinina,|Fosalc |Complicaciones PO
Hgb Funcion renal residual
Recuperacién de sangrado
T12 |6mpor3® EF, Fos alc, |Recurrencia loca!
12 por 3-5* tele de térax imagen | Recurrencia linfatica,
renal Mets pulmonares
T3,4 |6mpor3® EF, Mets local o linfatica,
12 por 3-10* |Tele de torax, Mets pulmon, contralateral,
TAC abdomen Neo-ocurrencia
(Montie)

TESIS CON
IFALLA DE ORIGEN |
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Tabla 2

Esquema de preparacion de la vacuna de células dendriticas autologas.

Dia 0 112 3|4

-4}
~
@

Leucoféresis X
100ml sangre

Recuento DC
PBMC (1x10'%) (1x10%%)

IL-4
3ng/mi 15ng/ml 15ng/mi 15ng/mil

GM-CSF
2ng/ml 10ng/ml 10ng/ml 10ng/mi

TNF 40
na/mi

Ag KLH S0
ng/mt

Ag tumoral
100 pg/ml 100

Medio
10cc Scc Sce Scc

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Esquema 1

Células dendriticas utilizadas en las vacunas @ un aumento de 100X en microscopio de
luz con tincion con Azul, que indica su viabilidad y la morfologia clisica de célula

dendritica, posterior a su separacion de las cajas de petri, listas para su aplicacion.

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN |
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