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1. RESUMEN

El cancer es una enfermedad multifactorial caracterizada por la proliferacion celular
descontrolada que puede desencadenar la invasion de diversos tejidos y falla orgénica.
Una de las caracteristicas mas importantes para el desarrollo del cancer es la evasiéon del
sistema inmune, el cual resulta incapaz de reconocer y eliminar las células malignas. Por
tal razén, uno de los objetivos fundamentales de la terapia inmunoldgica contra el cancer
es la caracterizacion de moléculas con propiedades inmunogénicas que ayuden en la
activacion de células del sistema inmune; y también que eviten o reviertan la tolerancia
inmunoldgica hacia las células transformadas. Una estrategia implementada en la
formulacién de vacunas profilacticas y terapéuticas involucra usar antigenos derivados de
microorganismos con capacidad para estimular Receptores de Reconocimiento de
Patrones (PRRs), o la via de presentacién de glicolipidos por CD1d. Recientemente, su
uso en la formulacion de tratamientos clinicos y experimentales contra el cancer han
mostrado ser una estrategia importante a considerar. Estudios previos reportaron que la
molécula de membrana Lipopéptido-fosfoglicana de Entamoeba histolytica (EhLPPG)
puede estimular tanto Receptores Tipo Toll (TLRs) como la presentacion antigénica por
la via CD1d, sugiriendo su uso potencial como adyuvante. En este trabajo se evalud la
capacidad adyuvante de la EhLPPG hacia un antigeno tumor-especifico en un modelo de
melanoma murino. En un modelo de vacunacion profilactica, el uso de la EhLPPG como
adyuvante no proporcion6 proteccidon contra el crecimiento tumoral cuando se comparé
con adyuvantes modelo. Sin embargo, su uso como adyuvante en un modelo de
vacunacion terapéutica ayudo6 a retardar el crecimiento de los tumores, sugiriendo una
activacion inmunoldégica de tipo aguda en vez de una proteccion de memoria. Queda por
resolver en estudios futuros cuales son los mecanismos especificos de actividad
adyuvante de la EhLPPG en este modelo de melanoma murino.

ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease characterized by uncontrolled cell proliferation that can
trigger tissue invasion and organic failure. A hallmark of cancer disease progression is the
evasion of the immune system, which results incapable of recognizing and eliminating the
malignant cells. Therefore, one of the primary goals of immunological therapies against
cancer is the characterization of molecules with immunogenic properties that can help in
the activation of the immune cells; and also that could avoid or revert the immune
tolerance towards transformed cells. A strategy used in prophylactic and therapeutic
vaccine formulation involves the use of microbial antigens capable of stimulating Pattern
Recognition Receptors (PRRs) or the glycolipid antigen presentation pathway through
CD1d. Recently, their use in clinical and experimental anti-cancer treatment has proved to
be an important strategy to be considered. Previous reports showed that the membrane
molecule Lipopeptide-phosphoglycan from Entamoeba histolytica (EhLPPG) can both
stimulate Toll-like Receptors (TLRs) and the CD1d antigen presentation pathway,
suggesting an adjuvant potential. In this work we evaluated the adjuvant capacity of
EhLPPG towards a tumor-specific antigen in a melanoma mice model. The use of
EhLPPG as an adjuvant in a prophylactic vaccine model showed no protection against
tumor growth when compared with model adjuvants. Nonetheless, its use as an adjuvant
in a therapeutic vaccine model helped to retard the tumor growth, suggesting an acute or
short-term immune response instead of a memory protection. The elucidation of the
specific mechanisms for the adjuvant activity of the EhLPPG in this murine melanoma
model remains for future studies.



2. LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS

ACF Adyuvante Completo de Freund

B16 Linea celular de melanoma con fondo C57BL/6
B16-MO4 Linea celular B16 que expresa ovoalbumina
BCG Bacilo Calmette-Guérin

CCR7 Receptor de Quimiocinas C-C tipo 7

CD Cluster de Diferenciacién

CcDid Cluster de Diferenciacion tipo 1d

CPA Célula Presentadora de Antigenos

CTLA-4 Antigeno 4 de Linfocitos T Citotdxicos

DAMP Patrén Molecular Asociado a Dafio

DC Célula Dendritica

EDTA Acido Etilendiaminotetraacético

EhLPPG Lipopéptido-fosfoglicana de Entamoeba histolytica
ELISA Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
GIPL Glicosilinositol-fosfolipido

gp-100 Glicoproteina-100

GPI Glicosil-fosfatidilinositol

HMGB1 Proteina del Grupo de Alta Movilidad B1
HSP70 Proteina de Choque Térmico 70

IFNa Interferon-a

IFNy Interferén-y

IL Interleucina

LAMP-1 Proteina de Membrana Asociada a Lisosoma-1
LPPG Lipopéptido-fosfoglicana

LPS Lipo-Polisacéarido

MAGE-3 Antigeno 3 Asociado a Melanoma

MAMP Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos
Melan-A Antigeno A de Melanocitos

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad
MPLA Monofosforil Lipido A

NF-kB Factor Nuclear- kB

NKT Célula T Natural Killer

NLR Receptor tipo NOD

OVA Ovoalbumina

PBMCs Células Mononucleares de Sangre Periférica
PBS Solucién de Buffer de Fosfatos

PD-1 Receptor de Muerte Programada 1

PDL-1 Ligando del Receptor de Muerte Programada 1
poli I:C Acido Pocitidilico-Poliinosina
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PRR Receptor de Reconocimiento de Patrones
RLR Receptor Tipo RIG

S100-A9 Proteina A9 de Unién a Calcio S100

T CD4+ Célula T CD4+

T CD8+ Célula T Citotdéxica CD8+

TCR Receptor de Células T

Th Célula T Cooperadora CD4+

TLR Receptor Tipo Toll

TNFa Factor de Necrosis Tumoral a

Trp Proteina Relacionada a la Tirosinasa

aGalCer

a-Galactosil-Ceramida




3 INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

3.1 EL CANCER

Durante el desarrollo normal y a lo largo de la vida adulta, intrincados sistemas de control
regulan el balance entre la muerte y proliferacion celular en respuesta a diversas sefiales.
El cancer ocurre cuando estos mecanismos que mantienen el balance de crecimiento
celular y tisular se desregulan. De hecho, el cancer puede ser considerado como una
enfermedad que consiste en el malfuncionamiento de varios subsistemas celulares
incapaces de mantener su capacidad de coordinacion, lo que causa una divisién celular
excesiva (Lodish et al., 2013; Wang, 2010). El cancer se entiende como una enfermedad
compleja e incluso algunos autores se refieren al fendmeno como el sistema bioldgico de
mayor complejidad para estudiar (Pepper et al., 2014).

Mundialmente mueren de cancer alrededor de 100 y 350 personas por cada 100 000
habitantes. Durante las Ultimas décadas, a pesar de que se ha observado un gran avance
en la identificacion de factores que contribuyen a su aparicién, esto no siempre ha sido
facil de trasladar al desarrollo de tratamientos efectivos para combatir la enfermedad. En
parte esto se debe a los aspectos que se desconocen suelen repercutir fuertemente a la
hora de probar tratamientos que a primera vista parecen prometedores (Tarabichi et al.,
2013).

Por otro lado, la amplia investigacion acerca del cancer nos ha permitido enlistar los
rasgos mas caracteristicos que pueden tener en comun las distintas variedades
observadas de la enfermedad. Hanahan y Weinberg, han propuesto un marco conceptual
sobre las caracteristicas mas representativas del cancer, independientemente de su
origen genético o celular (figura 1):

¢ Mantenimiento de sefiales de proliferacién.

» Evasioén de los supresores de crecimiento.

» Evasioén del sistema inmune.

e Capacidad de division ilimitada.

» Inflamacién asociada y promotora del tumor.
» Invasividad y metastasis.

* Induccién de angiogénesis.

* Resistencia a sefales de muerte celular.

» Mutaciones e inestabilidad gendémica.

* Reprogramacién del metabolismo energético.

Las marcas distintivas del cancer son capacidades que le permiten a las células

cancerigenas sobrevivir, proliferar y diseminarse. Estas funciones pueden ser adquiridas
por las células cancerigenas a través de diversos mecanismos y en diferentes momentos,
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lo cual permite el inicio y/o mantenimiento de la enfermedad (Hanahan and Weinberg,
2000; Hanahan and Weinberg, 2011).

Estas marcas caracteristicas estan interrelacionadas, lo cual le provee un estado de
robustez al cancer. Aunque actualmente es muy dificil de atacar todos los posibles
blancos terapéuticos al mismo tiempo, es importante identificar las estrategias mas
adecuadas para poder controlar el desarrollo de la enfermedad.

El sistema inmune en esta enfermedad ha sido reevaluado recientemente como un
jugador importante en distintas vertientes. Actualmente se reconoce que las células
cancerigenas tienen la capacidad de evitar su eliminacion por parte del sistema inmune, y
que dicho fendmeno es el resultado de un proceso denominado inmunoedicion (Vesely et
al., 2011). La vacunacién e inmunomodulacion son blancos terapéuticos importantes a
tomar en cuenta, dado que por si mismo el sistema inmune estaria implicado en la
aparicion de otras de las distintas marcas distintivas del cancer.

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors

Sustaining Evading
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Figura 1. Las marcas caracteristicas del cancer y sus posibles blancos terapéuticos. La evasion del
sistema inmune ha sido considerada una caracteristica fundamental para el desarrollo del cancer, por lo que

actualmente es un campo de investigacion activo para el desarrollo de tratamientos. Tomado de Hanahan
and Weinberg, 2011.
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3.1.1 Relevancia actual del cancer

En general, el avance y la profundidad del conocimiento sobre el cancer ha sido
significativo. Sin embargo, el desarrollo de tratamientos efectivos para combatir la
enfermedad no ha sido equiparable. Por ejemplo, en EE. UU., a pesar de la declaracion
de la “guerra contra el cancer” en 1971, su incidencia y mortalidad han disminuido menos
de lo inicialmente esperado. Incluso en los ultimos cinco afios, la incidencia de cancer en
ese pais declind menos del 1%, y la mortalidad disminuyé en menos del 2% (Pepper et
al., 2014). Este contexto refleja la importancia de buscar tratamientos complementarios o
innovadores.

El presente trabajo esta basado en un modelo experimental de melanoma. El melanoma
maligno es el tumor mas letal de los tumores de piel tanto por su gran capacidad de
producir metastasis como por su quimiorresistencia. Esta neoplasia se origina en los
melanocitos que derivan de la cresta neural. En estadios tempranos el tratamiento es
quirdrgico, pero en estadios tardios rara vez es curable con tratamiento estandar (quimio y
radioterapia). Existen reportes de que las respuestas al tratamiento por quimioterapia
dificilmente favorecen a mas de 20% de los pacientes. El Unico tratamiento efectivo es la
reseccion quirargica del tumor primario antes de que logre una profundidad mayor de 1
mm en el indice de Breslow (Gonzalez, 2011).

La Clinica de Melanoma del Instituto Nacional de Cancerologia reporta que en México,
aun cuando carecemos de estadisticas de incidencia, esta neoplasia ha aumentado
alrededor de un 500% en los ultimos afios. Es de esperarse que estas tendencias
continden hasta el afio 2020, lo que ocasionara que este tipo de cancer sea cada vez mas
cotidiano (Gonzalez, 2011). Ante la falta de efectividad de la terapia convencional para el
tratamiento del melanoma (radio y quimioterapia), actualmente la terapia inmunoldgica ha
resultado una alternativa con resultados prometedores en la investigacién clinica.

3.2 EL DESARROLLO DEL CANCER Y SU RELACION CON EL SISTEMA INMUNE

Comparado a otras areas donde la investigacion médica ha tenido éxitos importantes al
tratar enfermedades de solamente un agente causal identificado, el cancer presenta retos
fundamentalmente distintos. En parte esto se debe a que surge a partir de los tejidos
propios, lo cual se complica cuando se aborda la enfermedad desde la perspectiva de la
inmunologia (Pepper et al., 2014).

La percepcion actual de la carcinogénesis, obtenida de estudios clinicos y modelos
animales, apunta a una relacién compleja entre el sistema inmune y el desarrollo de
tumores (de Visser et al., 2006). El primero es capaz de identificar y destruir a las células
cancerosas incipientes en un proceso llamado en su momento inmunovigilancia, el cual
actla como una importante defensa activa antes del desarrollo de una malignidad (Vesely
et al.,, 2011). De acuerdo a esta ldgica, la apariciéon de tumores sélidos es resultado de la
proliferacion de células que han logrado de alguna manera evadir su deteccién por parte
12



del sistema inmune o han limitando su grado de eliminacion (Hanahan and Weinberg,
2011).

El modelo actual de interaccion del sistema inmune y las células cancerigenas se le
denomina inmunoedicion (Vesely et al., 2011), el cual se refiere a un proceso dinamicoy a
la vez complejo que comprende tres fases:

* la primera se refiere a una vision moderna de la inmunovigilancia, en la cual los
mecanismos moleculares y celulares tanto de la inmunidad innata como adaptativa
trabajan en conjunto para detectar la presencia de un tumor en desarrollo y
destruirlo antes que las manifestaciones clinicas sean aparentes;

» para la segunda etapa, algunas células cancerigenas que no son eliminadas entran
a un estado de equilibrio, donde el sistema inmune controla el crecimiento neto del
tumor;

» finalmente, como resultado de la inmunoedicién, son eliminadas las clonas
cancerigenas inmunogénicas. A nivel del hospedero, debido a factores que deriven
en una inmunosupresion, ya sea por otras enfermedades, senescencia 0
tratamientos farmacologicos, permiten el crecimiento de células cancerigenas,
desarrollandose asi la enfermedad y sus consecuentes patologias.

3.2.1 El sistema inmune como blanco terapéutico contra el cancer

A finales del siglo XIX, el Dr. William Coley (EE.UU.) observd que ciertos pacientes que
recibian cirugia para la remocion de sarcoma y que ademas contraian infecciones de
Streptococcus pyogenes, presentaban fiebres agudas. Junto con estas infecciones, los
pacientes eran capaces de inducir una regresion de los tumores sin dejar rastro aparente.
Posteriormente esto dio lugar a que Coley formulara y aplicara intra-tumoralmente lo que
se conocié como la “toxina de Coley”, cuya eficacia se ha propuesto entre el 30-80%
(dificilmente superada por los tratamientos modernos). No obstante, debido a sus efectos
secundarios y una denominada “falta de rigor cientifico” en su desarrollo, actualmente el
tratamiento no se prescribe (Cann et al., 2003; Mellman et al., 2011). Este representa el
antecedente moderno de la inmunoterapia para el cancer.

La observacion pionera de William Coley sobre el efecto de las inyecciones intra-
tumorales repetidas de bacterias Gram® y Gram inactivadas por calor, ha atraido
nuevamente el interés de la comunidad cientifica. Actualmente sabemos que el material
genético y las moléculas de superficie de las bacterias dan lugar a la activacion de
diferentes receptores de la inmunidad innata, como los Receptores Tipo-Toll (TLRs). Esto
provoca la activacion de diversos tipos celulares, asi como la produccién de citocinas y
otros mediadores (Hennessy et al., 2010).
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En afos recientes se han desarrollado e implementado nuevas inmunoterapias que, en
conjunto con los tratamientos convencionales, servirian para combatir diversos tipos de
cancer, incluyendo el melanoma (Mellman et al., 2011). Un objetivo primordial en la
inmunoterapia es la induccién de una respuesta inmune celular que involucre la activacion
de linfocitos T citotoxicos (T CD8+) y linfocitos T cooperadores (Th) de tipo Thl (Vesely et
al., 2011). No obstante, en afios recientes se ha observado que otros tipos de células
cooperadoras como las Thl7 y Th9 también desempefian un papel importante para el
control de la enfermedad (Martin-Orozco et al., 2009; Purwar et al., 2012).

3.2.2 El uso de inmunoterapias para el tratamiento del melanoma

El melanoma es un tipo de cancer notable por su rapida progresion, metastasis,
quimioresistencia y mal pronéstico (menos del 20% de los pacientes viven mas de 5
afnos). Estas caracteristicas convierten al melanoma en un blanco atractivo de terapias
dirigidas al sistema inmune, las cuales se presentan como una mejor opcion y donde
diversos ensayos clinicos han evaluado la capacidad de aumentar tanto el rechazo a los
tumores como la supervivencia de los pacientes (Rotte et al., 2015; Tuong et al., 2012).

Entre las inmunoterapias evaluadas para el tratamiento del melanoma destacan las
siguientes (Eggermont, 2010; Kaufman et al., 2013; Rotte et al., 2015):

e« aCTLA-4. Para que las Células Presentadoras de Antigenos (CPAS) generen una
respuesta inmunoldgica hacia un antigeno presentado en el contexto del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC), se requiere de las sefales coestimuladoras
de CD80-CD86 que se unen a CD28 en las células T. Para evitar su activacion y
proliferacion, las células T expresan la molécula CTLA-4, la cual compite con CD28
a manera de inhibidor. Los anticuerpos monoclonales que se unen a CTLA-4
pueden bloquear su interaccion con CD80/CD86. La inhibicién de CTLA-4 suprime
la tolerancia periférica, lo cual permite inducir una respuesta antitumoral contra el
melanoma.

» aPD-1. Este anticuerpo monoclonal actia contra el regulador negativo de células T,
PD-1, cuyo ligando PD-L1 puede ser expresado directamente en células de
melanoma. PD-1 actia de un modo similar a CTLA-4, por lo que anticuerpos
dirigidos contra esta molécula juegan un papel en la abolicibn de la tolerancia
contra el melanoma.

* Vacunas terapéuticas. El desarrollo de una vacuna terapéutica efectiva contra el
melanoma continua siendo elusivo, sin embargo ha habido algunos avances
reportados. Ensayos clinicos en fases Il y Ill han evaluado el efecto de la
vacunacion usando los antigenos de melanocitos gp-100 y MAGE-3, obteniendo
titulos de anticuerpos contra dichos antigenos y la induccion de una respuesta T,
no obstante estos resultados no son constantes entre pacientes.
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« Citocinas. La Interleucina-2 (IL-2) es esencial para la proliferacion y respuesta
antitumoral de células T. El interferon-a (IFNa) es una citocina con efectos
antivirales e inmunomoduladores. Ya sea un uso por separado o en combinacion,
la administracion periédica de IL-2 e IFNa se ha explorado para tratar el melanoma
en etapas avanzadas.

A pesar de que dichas terapias han demostrado ser mas eficaces que los tratamientos
convencionales contra el melanoma, aun hace falta investigacion basica que se traduzca
en una mayor supervivencia de los pacientes y un mejor control de la enfermedad.
Después de décadas de pruebas, no es sino hasta afios recientes que se comenzé a
observar éxito en este tipo de terapias. El disefio de vacunas contra ciertas malignidades
es una estrategia importante a considerar, y un conocimiento de los principios
inmunoldgicos para inducir una inmunidad protectora ha sido crucial para el disefio de
vacunas contra enfermedades infecciosas y cancerigenas. Inducir la maduracion de CPAs
es un paso importante para el desarrollo de estos tratamientos.

3.3 LA MADURACION DE CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS COMO
PASO IMPORTANTE PARA LA INDUCCION DE UNA INMUNIDAD ANTITUMORAL

Las CPAs, en especial las Células Dendriticas (DCs), induciran una tolerancia
inmunoldgica cuando encuentren autoantigenos derivados de un tumor, a menos que
reciban sefiales de dafio tisular o patégenos. Por esa razén, un elemento clave para la
formulacién de una vacuna exitosa radica en favorecer la maduracion de DCs pro-
inflamatorias, de tal manera que se pueda inducir una potente respuesta inmune
adaptativa contra las células cancerosas (Corgnac et al., 2014).

Basandose en el conocimiento actual de la iniciacién de la respuesta inmune, existen tres
pasos importantes a seguir. Como primer paso, las DCs deben de acceder a los antigenos
presentes en los tumores, los cuales pueden obtener in situ 0 provistos exégenamente
como parte de una vacuna. Estos antigenos pueden ser: proteinas mutadas que se
expresan tipicamente en un cancer (ej. p53, Ras); los productos de genes no mutados
pero que se expresan preferentemente en las células cancerigenas (ej. Antigeno
Prostético, Trp-1 y Melan-A) (Mellman et al., 2011). Para el caso de estudios
experimentales es posible el uso de antigenos modelo (ej. Ovoalbumina, Lisozima) que
sean introducidos artificialmente en las células cancerigenas.

Tras el encuentro con el antigeno, la célula presentadora también necesita sefiales de
activacion (maduracién) adecuadas, que le permita adquirir las capacidades necesarias
para promover una inmunidad protectora (ver mas adelante). La induccion de la respuesta
protectora recae en la capacidad de las DCs para estimular a las células citotoxicas
(principalmente linfocitos T CD8+) y que estas a su vez eliminen a las células
potencialmente dafinas (Mellman et al., 2011)(figura 2).
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Figura 2. Modelo general de generacidon y regulacién de la inmunidad antitumoral. La generacion y
regulacion de inmunidad antitumoral sugiere al menos tres sitios para intervencién terapéutica: a) promover
la maduracion y acceso a los antigenos tumorales por parte de las DCs, b) presentar los antigenos a las
células T para generar la respuesta inmune y c¢) que dicha respuesta sea capaz de superar el ambiente
inmunosupresor tumoral. Modificado de Mellman et al., 2011.

Para poder desarrollar vacunas eficientes, una manera de promover la maduracion de
CPAs ha sido el uso de adyuvantes. Los adyuvantes se definen como compuestos
capaces de incrementar y/o modular la inmunogenicidad intrinseca de un antigeno,
asistiendo en la induccion de una respuesta inmune potente y duradera (Guy, 2007).
Ademas, su uso se traduce en los beneficios de utilizar una menor cantidad de antigeno y
menos dosis.

Identificar y evaluar nuevos adyuvantes que permitan mejorar la eficacia de vacunas
representa un reto y una necesidad, ya que actualmente existen enfermedades
infecciosas (malaria, SIDA, tuberculosis) y no infecciosas (cancer, Alzheimer) para las que
no existen vacunas efectivas. Los adyuvantes de uso comidn como la alimina y el
Adyuvante Completo de Freund (ACF) no son 6ptimos, en el sentido que la alumina
polariza la respuesta inmune predominantemente hacia la produccion de anticuerpos
(humoral); mientras que el ACF puede inducir una respuesta inflamatoria exacerbada,
ademas de que su uso no esta aprobado en humanos (Fuijii et al., 2003).
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Los adyuvantes son de crucial importancia para la generacibn de una inmunidad
antitumoral. El modelo mas aceptado de iniciacidn de una respuesta inmune adaptativa
establece que se requieren diferentes sefiales de las células presentadoras de antigenos
a las células efectoras. La sefial 1 es desencadenada por la presentacion de péptidos
especificos a través de las moléculas de MHC al receptor de células T (TCR). No
obstante, a menos que se provea de sefiales adicionales, se inducird una respuesta de
anergia o tolerancia. Para evitar la inducciébn de anergia, se requiere de una sefal
coestimuladora, o sefal 2, a través de la interaccion célula-célula entre las APCs y las
células T. Entre las interacciones moleculares mas importantes APC:célula T destacan
CD40-CD40L, OX40-OX40L y CD86/CD80-CD28. Posteriormente se descubrié que una
sefal adicional y mas temprana, la llamada sefial 0, era obligatoria para activar las APC y
orientar la respuesta inmune subsecuente (Guy, 2007).

La sefial 0 es inducida principalmente a través del reconocimiento de “Patrones
Moleculares Asociados a Microorganismos” (MAMPSs), por parte de Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRRS), entre los que destacan Receptores Tipo-Toll (TLRS),
Receptores Tipo NOD (NLRs), y Receptores Tipo-RIG (RLRs). Los TLRs son una familia
de receptores transmembranales de la inmunidad inata, con capacidad para detectar
MAMPSs, los cuales son productos microbianos conservados como por ejemplo el
Lipopolisacarido (LPS), la flagelina o el RNA de cadena sencilla 'y doble (ssRNA y dsRNA)
(Vacchelli et al., 2013). Este modelo general de la estimulacion antigénica por células
presentadoras se resume en la figura 3.

TLR Antigeno de

- Indirect effect patogenos o cancer
ntigenos t - .- *:
microbianos o Adjuvant A S \ b
sintéticos g- o:, \ ;
ss A , poli I = z u

RNA, LPS c Adjuvant B

l

T, response

: ;

- e e e e e e e e =

Indirect effect aCD40

Figura 3. Modelo de las 3 sefiales necesarias para la estimulacién de células T por parte de células
profesionales presentadoras de antigenos. La sefial 1 es representada por los péptidos presentados en
el contexto de las moléculas MHC, y su origen puede ser tanto enddgeno (cancer) como exdgeno
(patégenos). La sefial 2 la comprenden las moléculas coestimuladoras que interactian durante la
presentacion antigénica, y las cuales promueven la maduracion de los linfocitos y células presentadoras.
Por dltimo, la llamada sefial 0 la comprenden las moléculas estimuladoras de PRRs las cuales promueven la
presentacion antigénica eficiente y suelen ser moléculas de origen microbiano y conservadas
evolutivamente. Modificado de Guy; 2007.
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Los PRRs son también responsables del reconocimiento de moléculas enddgenas
llamadas “Patrones Moleculares Asociados a Dafo” (DAMPSs), que como su nombre lo
indica, son liberadas en tejidos dafiados (Zhu et al., 2011). Los DAMPs incluyen, pero no
se limitan a: las Proteinas de Choque Térmico (HSP60, HSP70), &cido urico y la Proteina
surfactante A, los cuales funcionan como agonistas del conjunto TLR2/TLR4; HMGB1 y la
Proteina A9 de Unién a Calcio S100 (S100-A9), ambas operando como agonistas de
TLR4; multiples componentes y productos de la matriz extracelular, pueden activar TLR4;
y el DNA mitocondrial actia como agonista de TLR9 (Vacchelli et al., 2013).

La emisién definida espacio-temporalmente de DAMPs se ha propuesto que constituye la
esencia de la muerte celular inmunogénica, un tipo particular de muerte celular que es
capaz de activar al sistema inmune tanto en su vertiente innata como adaptativa. La
liberacion de DAMPs por las intervenciones (quimio)terapéutica permite su acceso a los
TLRs, los cuales juegan un papel prominente en la orquestacién de la respuesta inmune
innata y adaptativa contra el cancer (Vacchelli et al., 2013). Bajo este esquema, se
evidencia que ademas del antigeno tumor-especifico, se requiere de otros estimulos que
promuevan la maduracion de las APCs, y que ademas sean capaces de generar una
respuesta inmune de tipo celular.

En modelos experimentales, también se ha explorado el uso de anticuerpos monoclonales
agonistas del receptor CD40 (aCD40) en APCs para inducir su maduracion. Cuando
ademas del estimulo del antigenos exégenos dirigidos a APCs se usa aCD40, se induce
la maduracion y presentacién eficiente de antigenos por parte de las APCs a linfocitos T
CD8+, los cuales producen IL-2 e IFNy. Comparado el uso como adyuvante de aCD40
con el ACF, en el segundo esquema se observa un fenémeno de tolerancia al mismo
antigeno (Bonifaz et al., 2002). El uso de aCD40 como adyuvante ha demostrado su
efectividad para la induccion de inmunidad protectora en modelos de cancer e infecciones
virales (Bonifaz et al., 2004), por lo que el uso de antigenos conocidos y aCD40 como
adyuvante representan un control positivo para evaluar la adyuvanticidad de otro tipo
moléculas.

En el caso adyuvantes que actien estimulando los receptores tipo Toll, el Acido
policitidilico poliinositico (poli I:C, un ligando sintético de TLR3) es un buen ejemplo para
la induccién de inmunidad protectora de tipo celular. Este antigeno actlia como una sefial
coestimuladora en las APCs y permite su maduracién, asi como montar una respuesta
antigeno-especifica en modelos experimentales de cancer (Llopiz et al., 2008). Su uso en
humanos se encuentra actualmente en fase de evaluacién.

En conjunto, este conocimiento nos abre la puerta a la exploracién y uso de nuevas
moléculas adyuvantes, cuyo uso sea capaz de inducir una respuesta antitumoral
protectora. Esto permitiria aumentar la inmunogenicidad contra antigenos tumorales o
antigenos exégenos en modelos experimentales.

18



3.3.1 Uso de antigenos microbianos para la induccion de una respuesta inmune
antitumoral

A pesar del interés clinico que rodea a los TLRs desde finales del los 1990s, solo tres
agonistas de TLRs han sido aprobados actualmente por la FDA (en inglés, Administracion
de alimentos y farmacos) para su uso en humanos: el bacilo Calmette-Guérin (BCG), el
cual es aprobado para la inmunoterapia del carcinoma de vejiga; el Monofosforil Lipido-A,
un derivado del LPS de Salmonella minnesota, que forma parte de la licencia Cervarix®,
una vacuna contra el virus del papiloma humano 16 y 18; y el Imiquimod (un derivado de
imidazoquinolona, desarrollado como un antiviral tépico), usado para el tratamiento de
verrugas genitales. Tanto el BCG como el MPL funcionan como agonistas de TLR2/TLR4,
el imiquimod ejerce su funcién inmunoestimuladora a través de TLR7 (Vacchelli et al.,
2013). Actualmente este enfoque se ha traducido en una mayor investigacion clinica sobre
ligandos de TLR que pudieran servir como agentes terapéuticos contra el cancer (ver
tabla 1).

Tabla 1. Compuestos dirigidos a los TLRs para tratamiento de cancer (Modificado de Vacchelli, 2013)
Compuesto Compaiiia Blanco Tipo de farmaco Fase clinica
Rintatolimod Hemispherx Biopharma TLR3 dsRNA Fase preclinica
SMP-105 Dainippon Sumitomo Pharma | TLR2 Mycobacteria inactivada Fase preclinica
IPH-3102 Innate Pharma TLR3 dsRNA Fase preclinica
CBLB502 Cleveland Biolabs Inc. TLR5 Flagellin Fase preclinica
IMO-2055 Idera Pharmaceuticals TLR9 oligonucledtido de CpG Fase clinica |
MGN-1706 Mologen TLR9 DNA no-codificante Fase clinica |
ANA773 Anadys Pharmaceuticals TLR7 ssRNA Fase clinica |
OM-174 OM Pharma TLR2, TLR4 Derivado de Lipid-A Fase clinica |
ISS1018 Dynavax Technologies TLR9 Oligonucledtidos de DNA Fase clinica Il
Agatolimod Pfizer TLR9 Oligonucledtido de CpG Fase clinica ll
852A 3M Pharmaceuticals TLR7 Oligonucledtido de ssRNA | Fase clinica Il
Cadi-05 Cadila Pharmaceuticals polyTLR Mycobacteria inactivada Fase clinica Il

3.3.2 Estimulacién de Células T Natural Killer como inductor de maduracion de
Células Presentadoras de Antigenos

Ademas del uso de moléculas agonistas de PRRs, otra alternativa para inducir la
maduracién de APCs es su interaccion con células T Natural Killer (NKT) cuando existe
una interacciéon célula-célula mediada por la presentacion antigénica. Las NKTs son una
poblacién celular evolutivamente conservada que poseen TCRs semi-invariables que
reconocen glicolipidos presentados a través de CD1d (en comparacion con las células T
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convencionales que reconocen antigenos peptidicos). CDl1d es una proteina
perteneciente a la familia del MHC (fig. 3) y su ligando mas caracteristico es la alfa a-
Galactosil-Ceramida (aGalCer), una molécula glicolipidica que se caracteriz6 en las
esponjas marinas Agelas mauritianus (Terabe and Berzofsky, 2012).

En el ratén y en el humano, la mayoria de las células NKT expresan un receptor TCR que
posee una cadena alfa muy conservada en la region variable (V) y de union (J) (Val4-
Jal8 en ratones y Va24-Jal8 en humanos). A su vez, estas cadenas alfa generalmente
se encuentran asociadas con segmentos de cadenas beta VB8 y VB11, en raton y
humano respectivamente (Terabe and Berzofsky, 2008; Terabe and Berzofsky, 2012). Las
caracteristicas del TCR semi-invariable de esta poblacién las distingue como células
INKTs, aunque existen otras subpoblaciones que no seran abordadas en este trabajo, por
lo tanto los nombres NKT e iNKT serdn usados como sinénimos.

Estas células han sido ampliamente estudiadas y han sido involucradas en una gran
variedad de condiciones, tanto fisiolégicas como patolégicas. Las NKTs tienen la
capacidad de producir rapidamente gran variedad de citocinas y quimiocinas que modulan
la inmunidad en varias condiciones, incluyendo infecciones, cancer, autoinmunidad y
alergias (Seiler et al., 2012).
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Figura 3. Activacion TCR-dependiente y Citocinas-dependiente de células NKT por APCs. Este
modelo sefiala dos formas principales de activacion de las células NKTs. La sefal provista al TCR por el
complejo lipido-CD1d puede ser suficiente para activar estos linfocitos. Por otro lado, cuando las APCs son
estimuladas a través de sus PRRs, las citocinas liberadas (IL-12) pueden ser suficientes para estimular las
NKTs, no obstante la sefializacion por TCR sea debil. Se presume que la contribucién relativa de ambas
sefiales (TCR y citocinas) sean contexto dependiente. Modificado de Brennan et al., 2013.

La primera observacion de que la activacion de células NKT puede utilizarse para
aumentar la eficiencia de vacunas fue realizada por Gonzalez-Aseguinolaza vy
colaboradores. En este trabajo, se inocularon ratones con esporozoitos irradiados o
adenovirus recombinante que expresara el antigeno AdpgCs de Plasmodium spp. con o
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sin aGalCer (Gonzalez-Aseguinolaza et al., 2002). Sélo aquellos ratones que recibieron la
vacuna que consistia en la coadministracion trofozoitos irradiados o AdpgCs junto con
aGalCer como adyuvante fueron protegidos contra la malaria.

Posteriormente, otro grupo confirmé que la actividad de las células NKT pueden servir
como adyuvante al administrar aGalCer en combinacion con el antigeno modelo OVA,
cuya expresion es inducida artificialmente en un modelo de cancer. Una sola inyeccién de
células dendriticas cargadas con OVA y aGalCer aumentd la expansion in vivo de células
T OVA-especificas comparado con que recibieron sélo OVA o aGalCer (Fujii et al., 2003).
Varias observaciones similares fueron realizadas, ilustrando que la maduracion de DCs
basada en su interaccion con células NKT es dependiente de la interaccién de CD40 (en
APCs) con su ligando CD40L (en células T o NKTs), y que la expansién exitosa de células
T tumor-especificas requiere de la presentacion tanto de aGalCer como del antigeno
peptidico por parte de la misma APC (Terabe and Berzofsky, 2012).

En humanos, estudios observacionales enfocados a las NKTs indican que su frecuencia
en tumores solidos estd disminuida (incluyendo melanoma, pulmén, mama y carcinoma
escamoso de cabeza y cuello), y un incremento en la presencia de estas células esta
asociado a una mejor prognosis, dado que las citocinas que libera promueven la actividad
de células citotoxicas (Vivier et al., 2012). Las estrategias para aumentar la actividad de
esta poblacion celular en el tratamiento del cancer han aumentado en los ultimos afios.
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Figura 4. Uso de las células NKTs para la terapia contra el cancer. La poblacién celular de NKTs son
aisladas de pacientes con cancer y expandidas in vitro junto con DCs antes de ser administradas de regreso
al paciente. La poblacion de células NKTs puede ser coadministrada con células dendriticas pulsadas con
ligandos de CD1d para aumentar la actividad antitumoral de las NKTs in vivo. PBMC, células
mononucleares de sangre periférica. Tomado de Vivier et al. 2012.
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La capacidad de las NKTs para promover la maduracion de APCs y su funcién
presentadora, que a su vez induce la activacion de otros tipos celulares, como los
linfocitos T citotoxicos (CTLs), ha sido investigada como blanco terapéutico en cancer. Se
han realizado estudios clinicos en fase | y Il para el tratamiento del carcinoma escamoso
recurrente de cabeza y cuello (Kunii et al.,, 2009; Yamasaki et al., 2011). En dichos
estudios se recuperaron Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs) por
leucoféresis. Posteriormente se enriquecieron las PBMCs de células NKTs y DCs (fig. 4).
Tras realizar una medicion por tomografia del tamafio de los tumores antes y dos
semanas después de la administraron de las células enriquecidas a los pacientes, se
observé que aquellos que recibieron el tratamiento con células mostraron una disminucion
significativa de los tumores y un porcentaje de respuesta mayor (50%), comparado con la
respuesta al tratamiento por quimioterapia (6-41%). Este efecto se vio correlacionado con
un incremento en el nimero de NKTs infiltradas al tumor.

Experimentalmente también se ha evaluado con resultados positivos el potencial
terapéutico de las NKTs contra malignidades de origen hematopoyético. Cuando se
utilizaron células cancerosas irradiadas, cargadas previamente con aGalCer (a manera de
vacuna terapéutica), se inhibié el crecimiento de tumores ganglionares y aumentd la
supervivencia de los animales tratados (Mattarollo et al., 2012). De manera importante,
esta estrategia mostré ser efectiva tanto para linfoma de células B como para leucemia
mieloide multiple.

Esta evidencia nos permite esbozar un modelo de la actividad antitumoral de las células
NKT, donde debido a su habilidad para liberar en corto tiempo citocinas como el IFNy y la
expresion de moléculas coestimuladoras pueden inducir la maduracién de DCs, las cuales
pueden adquirir la capacidad presentadora de antigenos tumorales a las células T CD8+
(Fuijii et al., 2003). Las células T CD8+ pueden entonces reconocer y eliminar a las células
tumorales o patégenos intracelulares (fig. 5).
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Figura 5. La produccion de citocinas y expresion de moléculas coestimuladoras de las NKTs
permiten la maduracién de células presentadoras que a su vez inducen una inmunidad antitumoral.
Las células NKT pueden inducir la maduracion de DCs, las cuales a su vez adquieren la habilidad de
presentar antigenos tumorales a las células T citotdxicas. Los linfocitos T citotéxicos activados pueden
entonces reconocer y eliminar las células tumorales.

Bajo estas evidencias clinicas y experimentales vemos que el primer objetivo en una
terapia inmunoldgica inducir la maduracion de APCs y aumentar su capacidad
presentadora. Requerimos entonces de antigenos peptidicos tumorales. En los modelos
experimentales estos antigenos se pueden introducidos artificialmente para su expresion
en las células cancerosas (gj. Lisozima, OVA). Estos antigenos proteicos estan dirigidos
hacia los linfocitos T, principalmente lo linfocitos T citotéxicos o CD8+. Las sefales para
inducir la maduracion de las APCs pueden variar, entre agonistas de receptores como
CDA40, ligandos de PRRs, citocinas, etc.

En el presente proyecto se utilizar4d un modelo de melanoma murino, inducido mediante la
inoculacion de células transformadas. Estas células tienen como caracteristica importante
la capacidad de expresar el antigeno modelo OVA. La OVA es una proteina que
intrinsecamente no es inmunogénica e induce una respuesta de tolerancia en ausencia de
adyuvantes, como sucede en condiciones de homeostasis tisular (Liu et al., 2002;
Steinman et al., 2003). De tal manera que al conocer un antigeno presente sélo en las
células transformadas, es posible evaluar la capacidad adyuvante de moléculas de origen
microbiano, como la Lipopéptido-fosfoglicana de Entamoeba histolytica.
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3.4 LA LIPOPEPTIDO-FOSFOGLICANA DE Entamoeba histolytica COMO
MOLECULA INMUNOESTIMULADORA

Para combatir las enfermades infecciosas mas importantes en México en los afios 70’s, el
pardsito protozoario Entamoeba histolytica (el agente causante del absceso hepéatico
amibiano) fue estudiado para poder desarrollar vacunas y tratamientos. En 1969, Galanos
et al desarrollaron un método para la extraccion del LPS presente en bacterias Gram
negativas. Utilizando un método similar al desarrollado para la extraccién del LPS, el
grupo de lIsibasi y colaboradores obtuvo una molécula de la membrana de trofozoitos del
parasito Entamoeba histolytica (Isibasi-Araujo et al., 1982a; Isibasi-Araujo et al., 1982b).
El objetivo era determinar si el parasito tenia algin componente de membrana con
propiedades quimicas o inmunoldgicas similares a la molécula bacteriana. La molécula
descrita en estos trabajos fue llamada Lipopéptido-fosfoglicana de E. histolytica (EhLPPG
o simplemente LPPG).

Los analisis bioquimicos de la LPPG indican una variedad de componentes que sugieren
una complejidad estructural tal, que nos podria dar indicios sobre su capacidad de
estimular al sistema inmune a través de sus distintos mecanismos de reconocimiento.
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Figura 6. Modelo de la composicion molecular de la LPPG de E. histolytica comparado con el LPS y
aGalCer. Estructura general de la LPPG obtenida a partir de estudios de caracterizacién bioquimica. A la
derecha se sefiala la region GPI de la molécula, la cual ha reportado que es presentada en el contexto de
CD1d. La fraccibn mas externa glicosilada de la LPPG es capaz de estimular los TLRs 2,4 y 6. En
comparacién se muestran las estructuras moleculares de otros agentes inmunoestimuladores como el LPS
que estimula TLR-4 y la aGalCer, ligando de CD1d. Modificado de Wong-Baeza 2010.
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El grueso de la composiciéon de la LPPG es la porcidon de carbohidratos (fig. 6), la cual
abarca aproximadamente el 85% del peso de la molécula. Esta porcibn se compone
principalmente de Glucosa, Galactosa y Manosa. En cuanto al componente peptidico (8%
del total), este se constituye de Aspartato y Glutamato, y en menos cantidad de Metionina,
Tirosina, Cisteina e Histidina. El resto de la molécula se constituye de la porcion lipidica
de anclaje (2.5% aprox.), la cual se ha reportado en orden de abundancia, acidos grasos
de 12, 16 y 14 carbonos, esta porcién también incluiria la porcién fosfatidica (Wong-Baeza
et al., 2010).

Diversos estudios han mostrado que las moléculas de anclaje tipo Glicosil-
Fosfatidilinositol (GPI), son abundantes en parasitos protozoarios como Leishmania major,
Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum, y Toxoplasma gondii. Al mismo tiempo, se ha
reconocido que estas moléculas son reconocidas por TLRs, y son capaces de activar
células de linaje linfoide y mieloide (Gazzinelli and Denkers, 2006).

Tabla 2. Moléculas GPI presentes en protozoarios parasitos y con capacidad de estimular TLRs..

PAMP Parasito Estadio de expresion | Estructura TLR
Entamoeba histolytica  [Trofozoito LPPG TLR2,TLR4,TLR6
Leishmania major Promastigote,tripomastigote | LPG TLR2

GPI Trypanosoma cruzi Epimastigote GIPL TLR4
Plasmodium falciparum [Merozoitos GIPL TLR2, TLR4
Toxoplasma gondii Taquizoitos GIPL TLR2, TLR4

LPPG, lipopéptido-fosfoglicana; LPG, lipofosfoglicana; GIPL, glicosilinositol-fosfolipido. Modificado de
Gazinelli y Denkers, 2006.

Diversos estudios con la LPPG han evidenciado su actividad estimuladora tanto de la
inmunidad innata como de la adaptativa. En la linea celular HEK-293 (células de rifidn
embrionario) se determiné que LPPG la puede ser reconocida por receptores TLR-2 y
TLR-4, y que esta interaccion resulta en la activacion del factor de transcripcion NF-kB y
la produccién de citocinas IL-8, IL-10, IL-12p40 y TNFa (Maldonado-Bernal et al., 2005).
De igual manera, se ha reconocido que la LPPG es capaz estimular a la inmunidad
adaptativa, dado que los pacientes diagnosticados con absceso hepatico amibiano tienen
niveles detectables de anticuerpos especificos contra la LPPG. Ademas, se han
encontrado anticuerpos IgA anti-LPPG en el calostro de mujeres infectadas con E.
histolytica (Meraz and Isibasi-Araujo, 1986).

En un estudio in vitro también se observd que en APCs (macrofagos y células
dendriticas), la LPPG es internalizada a los endosomas tardios y es capaz de activar su
capacidad presentadora. Las DCs activadas con LPPG tienen un incremento en la
expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40, asi como un aumento
en la expresiéon de las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-8 e IL-12 (Vivanco-Cid et al.,
2007). La colocalizacion de la LPPG con los organelos que contienen la Proteina de
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Membrana Asociada a Lisosoma-1 (LAMP-1) sugiri6 que en dichos compartimentos la
molécula podria ser procesada y cargada en moléculas de presentacion de antigenos.

Para el caso de otros patdgenos protozoarios, se ha observado que la porcién de GPI
puede interactuar con CD1d. Las porcién GPI de los componentes de membrana de
Leishmania donovani son presentadas a través de CD1d a las células NKTs, las cuales a
su vez intervienen en la respuesta inmune contra el patégeno (Amprey, 2004). Por otro
lado, en el caso de infecciones con Trypanosoma cruzii, las NKTs también juegan un
papel clave en la inmunidad protectora, no obstante, a diferencia del trabajo anterior, la
actividad de estas células era més dependiente de IL-12 y la presentacion de antigenos
enddgenos a través de CD1d (Duthie et al., 2005). Estos estudios sefialan que los
mecanismos la activacion de las NKTs (ver figura 3) en infecciones por protozoarios es
un fendmeno comun, sugiriendo mecanismos similares actuando contra E. histolytica.

La capacidad de la LPPG para estimular a las células NKT y contribuir al control del
absceso hepético amibiano, es una recientemente caracterizada recientemente en un
modelo murino. En este estudio se evalud la capacidad de la LPPG para estimular la
produccion de citocinas. Para ello se cultivdo CPAs con LPPG o aGalCer previo al co-
cultivo con linfocitos de bazo o higado. La estimulacién con LPPG alcanzo6 niveles de
produccion de IFNy entre el 30-50% a los inducidos con la aGalCer. No obstante, a
diferencia de las células estimuladas con aGalCer, la estimulacién con LPPG no indujo la
produccion de IL-4, (Lotter et al., 2009).

También se demostrd que los ratones deficientes de NKTs (Jal18-/- y CD1d-/-) mostraban
una reduccion importante en la produccion de IFNy cuando se incubaron con CPAs
pulsadas con LPPG o aGalCer, indicando que las NKTs representan la fuente principal de
esta citocina. En conjunto, estos resultados sugieren que la presentacién dependiente de
CD1d de la porcion GPI de la LPPG induce la produccion de IFNy por las NKTs. Por
altimo, se pudo observar que es necesario el procesamiento de la LPPG por las CPAs
para permitir su procesamiento a través de CD1d y los ratones que recibieron la aplicacion
por via intraperitoneal de LPPG mostraron una proteccion significativa respecto a los
controles en un modelo murino de absceso hepatico amibiano.

Las evidencias sefialadas anteriormente han llevado a proponer a la LPPG como una
molécula cuyas propiedades inmunogénicas la convierten en un antigeno candidato para
el desarrollo de una vacuna contra las infecciones causadas por el paréasito, pero también
para usarla como un adjuvante para una vacuna contra el desarrollo y tratamiento de
tumores (figura 7).
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Figura 7. El papel de la Lipopéptidofosfoglicana de Entamoeba histolytica como estimulador del
sistema inmune innato y adaptativo. La LPPG de los trofozoitos de E. histolytica es reconocida a través
de TLR-2 , TLR-6 y TLR-4/CD14 e induce la produccién de IL-8, IL-10. IL-12p40 y TNFa en APCs. En los
macrofagos y DCs la LPPG es internalizada en endosomas marcados con LAMP-1, y las DCs activadas con
LPPG aumentan su expresion de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40. Las células NKTs
también son activadas por la LPPG, de manera CD1d dependiente. Para el caso de la inmunidad adaptativa,
se han observado anticuerpos contra la LPPG pacientes con abceso hepético, en el calostro de mujeres
infectadas, asi como anticuerpos anti LPPG en modelos animales. Tomado de Wong-Baeza et al. 2010.
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4. JUSTIFICACION

La terapia inmunoldgica para el tratamiento del cancer y en particular del melanoma, es
una estrategia que puede ayudar en el control de la enfermedad. A su vez, la
inmunoterapia puede complementar los tratamientos convencionales cuando estos no
resultan eficaces. La inmunoterapia contra el melanoma ha mostrado mejores resultados
gue la terapia convencional, por lo que es importante identificar y evaluar moléculas
capaces de promover una respuesta inmune eficiente contra las células cancerosas. La
composicién compleja de la LPPG de Entamoeba histolytica le confiere la capacidad de
estimular al sistema inmune a través de diversos mecanismos celulares y moleculares. En
vista de dichas propiedades, se evalud la adyuvanticidad de esta molécula en un modelo
de vacunacion contra un antigeno melanoma-especifico.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El uso de la LPPG de Entamoeba histolytica como adyuvante de un antigeno tumor-
especifico inducira una respuesta inmune capaz de evitar o retardar el crecimiento tumoral
en un modelo murino de melanoma?

6. HIPOTESIS

El uso del antigeno de LPPG de origen microbiano como adyuvante hacia un antigeno
tumor-especifico inducird una respuesta antitumoral que evitara el crecimiento tumoral en
un modelo de melanoma murino que exprese dicho antigeno.
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7. OBJETIVO GENERAL

Obtener y evaluar el uso de la LPPG de Entamoeba histolytica como adyuvante en la
induccién de una respuesta inmune tumor-especifica en un modelo de melanoma murino.

7.1 Objetivos Particulares

*Realizar un cultivo axénico de trofozoitos de la cepa HM1:IMSS de E. histolytica para la
obtencién de biomoasa.

«Extraer y caracterizar la LPPG de E. histolytica.

*Reproducir y estandarizar el modelo de melanoma murino que exprese un antigeno
tumor-especifico.

*Evaluar el potencial la LPPG como adyuvante e inmunoestimulante hacia el melanoma,
en comparaciéon con adyuvantes modelo.
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8. MATERIALES Y METODOS

Obtencién de biomasa de trofozoitos. En cuanto a la obtenciéon de la biomasa, los
trofozoitos de la cepa patogénica HM-1:IMSS fueron cultivados axénicamente en cajas de
75 cm? (Corning, NY, USA) a 36.5°C en medio TYI-S-33 para E. histolytica. Los frascos se
cultivaron durante 48-72 horas, que corresponden a la fase de crecimiento logaritmico (o
cuando las cajas tenian 90% de confluencia), tiempo en el cual se realiz6 la cosecha.
Para cosechar los trofozoitos, los frascos se enfriaron sobre hielo durante 10-15 minutos.
El contenido se recupero en tubos conicos de 50 ml para centrifuga (Corning, NY, USA) y
se concentrd centrifugando a 1500 rpm durante 5 min a 4°C. El botdn de trofozoitos se
lavd con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) por dos veces, centrifugando en
las mismas condiciones, para eliminar los componentes del medio. La biomasa se
almacenod a -70°C hasta la fase de extraccion de la LPPG.

Preparacion de medio TYI-S-33. Los componentes del medio se disolvieron en agua
destilada inyectable y se ajust6 el pH a 6.8 para que posteriormente sea esterilizado a
121°C durante 15 minutos en autoclave. Para complementar el medio, se agregaron 10%
del volumen final con suero bovino inactivado y una dilucion del la mezcla de vitaminas de
Diamond (LGC Promochem), asi como 100 U/ml de penicilina/estreptomicina (Gibco,
USA) .

Extraccion de la LPPG de Entamoeba histolytica. Brevemente, de acuerdo al método de
Lotter y Gonzalez-Roldan (Lotter et al., 2009) la LPPG se aisl6 a partir de la biomasa total
de trofozoitos. Se resuspendié el boton de biomasa en agua destilada inyectable. Las
células fueron lisadas con 5 ciclos de frio calor a -20°C y 37°C, respectivamente. El
homogenizado se centrifug6 a 430 g a 4°C por 10 min y el sobrenadante se recuperd y se
centrifugé a 150,000 g por 40 min. El boton obtenido se liofiliz6 toda la noche y
posteriormente se le dio un tratamiento con una mezcla de cloroformo/metanol/agua
10:10:3 (para 20 ml de volumen final). EI material insoluble se recuperd por centrifugacion,
se sec6 en frio, resuspendiendo en agua destilada libre de pirébgenos y se extrajo tres
veces con un volumen de 90% fenol a 68°C por 30 min en agitacion constante. La fase
acuosa que contiene la LPPG se recuper6 después de una centrifugacion de 12, 000 g por
30 min y se dializ6é por 3 dias en agua inyectable. El dializado se liofilizé para proseguir
con la caracterizacion.

Cuantificacion de carbohidratos de la LPPG. El contenido de carbohidratos de la LPPG se
determiné colorimétricamente por el método de antrona. Para llevar a cabo esta prueba, la
muestra y los estandares de glucosa se hierven durante 10 minutos con una solucién de
antrona con 0.2% de &cido sulflrico. En este proceso el &cido sulfurico hidroliza los
polisacaridos en sus extremos reductores y los monosacéridos libres, en forma de
furfurales, forman un complejo azul-verdoso con la antrona; la abosorbancia a 660 nm es
proporcional a la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra.
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Determinacion de endotoxina. La presencia de endotoxina o LPS contaminante en la
LPPG se determind mediante el lisado de amebocitos (células sanguineas) de Limulus
poliphemus (LAL) cromogénico QCL-1000 (Lonza, MD, USA). En el método de LAL de
Limulus, la presencia de endotoxina activa una serie de enzimas de la cascada de
coagulacion. Posteriormente se agrega un substrato cromogénico, que en presencia de
estas enzimas libera una molécula cromofora, lo cual resulta en una solucion amarilla que
se mide en un espectrofotbmetro a 405 nm. La correlacion entre concentracién de
endotoxina y absorbancia es lineal entre 0.1 y 1 unidades de endotoxina/ml (EU/ml).

Electroforesis en gel de poliacrilamida. La LPPG se caracterizd utilizando geles de
poliacrilamida al 10% (BioRad, CA, USA). El corrimiento se realiz6 entre 2-3 horas a 60
volts en solucion de corrimiento con pH 8.3. Posteriormente, los geles se tifieron para
revelar carbohidratos con el método de tincion de plata (Silver Stain Plus, BioRad).

Cultivo de células B16-MO4 y expresion inducida de ovoalbumina. Debido a que los
antigenos tumorales de naturaleza proteica no son diferentes la mayoria de las proteinas
sintetizada por células no transformadas, cualquier proteina de sintetizada por un tumor
podria funcionar como un antigeno tumoral. Sin embargo, esto no define antigenos tumor-
especificos. Las clones de células de melanoma murino B16 estan transfectadas con un
plasmido capaz de expresar la proteina OVA y son denominadas MO4. Estas células son
singénicas a la cepa de ratones C57BL/6 y en presencia de un antibiético de seleccién
(Geneticina 0 G418; Sigma-Aldrich, USA) expresan el antigeno a nivel de citoplasma, lo
cual permite su presentacion a través de moléculas MHC de clase | (Falo et al., 1995).

Las células B16-MO4 se crecieron en Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado con 10% de SFB descomplementado previamente (56°C durante
30 min en bafio maria). El medio fue adicionado con geneticina (300-500 ug/ml como
indica el fabricante) como antibiético de seleccién y se mantuvieron en cajas de cultivo de
75 cm?. Las células fueron descongeladas para cada ronda de experimentos a partir de un
stock mantenido en Nitrégeno liquido, o bien a -70°C cuando estas se usaron en menos
de 3 meses desde su congelacion.

Para su expansion y cosecha, las cajas de cultivo las cajas de cultivo se lavaron 3 veces
con 10 ml de PBS. Posteriormente fueron despegadas con 5 ml de una solucion de Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 2mM. Se les adicionaron 10 mL de PBS para diluir el
EDTA y recolectar las células en tubos Falcon de 50 mL; centrifugando después por 5 min
a 380 g y 4°C. Los tubos se decataron y se resuspendié el boton celular en 5 mL de PBS
aproximadamente. A partir de esta Ultima concentracion se procedié a realizar el conteo
de las células en una camara de Neubauer para preparar las dosis requeridas.

Animales de experimentacion. Se utilizaron hembras de ratébn (Mus musculus) cepa
C57BL/6 de 8-12 semanas mantenidos en el bioterio de la Unidad de Medicina
Experimental. Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autbnoma de México. Hospital
General de México con comida ad libitum.
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Modelo de melanoma murino. Para la induccion de los tumores con las células de
melanoma, lo ratones fueron preparados al menos un dia antes de la inoculacién de las
células. Se les administré6 de manera intramuscular una combinacién de ketamina/xilazina
de 100mg/kg y 10mg/kg respectivamente. Posteriormente fueron depilados, ya sea con
crema depiladora comercial o bien, con una rasuradora eléctrica. En este caso los ratones
fueron depilados del costado derecho, tratando de despejar lo suficiente el area, tanto
para poder inocular las células como para medir el crecimiento tumoral en los dias
subsecuentes. Los resultados con la rasuradora eléctrica fueron mejores, dado que se
evita el dafo de la piel de los animales al no usar sustancias agresivas.

Una vez preparados los ratones, las células MO4 cosechadas fueron resuspendidas en a
una concentracién de 5x10° en 100uL medio RPMI sin suplementar por cada ratén. La
suspension celular se inyecté por la via subcutanea en el costado derecho previamente
depilado (una vez inoculadas las células se debe observar una protuberancia similar a una
ampolla), y se monitore6 al rededor de 20 dias el crecimiento del tumor. El volumen del
tumor se calculé utilizando la férmula (diametro mayor x diametro menor?)/2. Los ratones
fueron sacrificados cuando se observd necrosis externa y/o el diametro mayor del tumor
rebasé los 2 cm (Purwar et al., 2012).
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9. DISENO EXPERIMENTAL

Para las diferentes estrategias experimentales (vacuna profilactica, tratamiento
intratumoral y vacuna terapéutica) se utilizaron grupos de 4-7 ratones hembras . En los
animales donde se requerian inmunizaciones, estas fueron realizadas de manera
subcutanea (cojinete plantar) con un volumen de 20uL-50puL por ratdn distribuido en una o
dos extremidades.

La dosis utilizadas de los adyuvantes aCD40 (25ug) con Poli I:C a (50ug) se determin6 a
partir de trabajos previos en el laboratorio. La dosis de LPPG como adyuvante se
determiné a partir de la cantidad de molécula recuperada (< 3 mg totales) y el trabajo de
Lotter et al (2009), donde se us6 una cantidad de 10ug en ensayos in vitro e in vivo. La
cantidad utilizada de aGalCer como adyuvante (2 ug) se determiné a partir de los
trabajos reportados en la literatura para el modelo de melanoma B16 (Fujii et al., 2003) A
continuacion se resumen los disefios experimentales utilizados en este trabajo.

Adyuvanticidad en una vacuna profilactica. En el modelo de vacuna profilactica los
animales fueron inmunizados con el antigeno tumor-especifico OVA y adyuvantes.
Catorce dias después fueron retados con las células de melanoma B16-MO4, y a partir
del dia 5 postinoculacion se monitore6 el crecimiento tumoral de los distintos grupos.

I I I

DO Dl4 D19-D40
Inmunizacion: Reto células de Medicion de
OVA+ Adyuvantes melanoma tumores

Los grupos evaluados fueron inmunizados de la siguiente manera (dosis/raton).

Grupo de inmunizacion Dosis/ratén

OVA 100 g
OVA+EhLPPG 100ug + 10ug

OVA + aGalCer 100ug + 2ug

OVA+ aCD40+Poli I:C 100ug + 25ug + 50ug
PBS 100 pL
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Tratamiento intratumoral con LPPG. Posteriormente, siguiendo una légica similar a la
utilizada en la toxina de Coley, se evaluo si las inoculacion in situ de la LPPG seria capaz
de controlar el crecimiento tumoral o inducir su rechazo, esto en ausencia del antigeno
tumor-especifico (OVA). Para ello se indujeron los tumores y, a la par de las mediciones
del volumen tumoral (en los dias 5-20 postinoculacién), en los dias 6 y 11 los ratones
recibieron inoculaciones in situ de PBS (50 ul) o LPPG (10 pg/50 pl).

D5-D20
Medicion de
tumores

>
DO Dé DIl
Reto células de Inoculacion de Inoculacion de
melanoma Antigenos Antigenos

¢

Adyuvanticidad en una vacuna terapéutica. Para el modelo de vacunacion terapéutica
los ratones fueron primero retados con las células tumorales B16-MO4 para 4 dias
después recibir la vacuna con el antigeno tumor-especifico mas adyuvantes. El
crecimiento tumoral fue evaluado a partir del dia 5 al 20 postinoculacion tumoral.

i» N

| I "
Do D4 D5-D20
Reto ::elulas de Inmunizacion: Medicion de
melanoma OVA+ adyuvantes tumores

Los grupos comparados en estos experimentos fueron los siguientes:

Grupo de inmunizacion Dosis/ratén
OVA 100ug

OVA + aGalCer 100ug + 2ug
OVA+EhLPPG 100ug + 20ug
aGalCer 219

EhLPPG 20ug
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El crecimiento de los tumores se monitored de tal manera que se obtuvieran mediciones a
los dias 5, 10, 15 y 20. Los voliumenes calculados fueron graficados respecto al tiempo
para comparar la curva de crecimiento de los tumores en los distintos grupos. También se
compararon los volumenes tumorales entre los distintos grupos al final de los
experimentos. Por ultimo, antes de su sacrificio, a los animales estos ultimos experimento
se les obtuvo muestras de suero, y linfocitos CD3+ de ganglios drenantes, para los
subsecuentes analisis en busca de indicadores relacionados al efecto observado
(proliferacién, citocinas).

Andlisis estadisticos. Para determinar las diferencias estadisticas entre los grupos
evaluados, se aplicé la prueba no paramétrica de t de Student para datos no pareados,
realizados con el programa Prism 6 para Machintosh (GraphPad).

Prueba de ELISA para IL-9 en suero y sobrenadantes de cocultivos. (Purwar et al., 2012)
reportaron la importancia de la respuesta antitumoral de células productoras de IL-9 en
este modelo de melanoma murino. Por esta razén, decidimos evaluar la presencia de IL-9
en suero al final del experimento de vacuna terapéutica, asi como su produccién en
cocultivos celulares de células Ty APCs CD11c+ de los ratones en presencia del antigeno
tumor-especifico (OVA) .

En el dia 20 después de la inoculacion tumoral (finalizaciébn del experimento), se
recuperaron muestras de suero por sangria de la vena facial. Posteriormente los ratones
fueron sacrificados y se recuperaron las células CD3+ por seleccion negativa (panning),
asi como células CD11c+ mediante un kit de seleccidn positiva con perlas magnéticas en
columna, de acuerdo con las intrucciones del fabricante (MACS, Miltenyi Biotec,
Gladbach, Alemania). Los cocultivos se realizaron en placas de 96 pozos con fondo
redondo a una proporcién 3:1 de células CD3+:CD11c+, con 1x10° células CD11c+. Las
células se mantuvieron en presencia de 25ug de OVA/pozo, para 6 dias después
recuperar los sobrenadantes.

La cuantificacion de IL-9 en suero y sobrenadantes se realizé empleando el respectivo kit
de Biolegend (San Diego, CA, EUA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Ensayo de proliferacion de linfocitos. Previo al ensayo de cocultivo, los linfocitos T fueron
marcados con el fluorocromo de unién a proteinas citoplasméticas CellTrace Violet (CTV)
(Life Technologies) para medir su proliferaciéon en presencia de APCs y el antigeno
tumoral OVA. Al sexto dia de cocultivo, las células se recuperaron y fueron preparadas
para evaluar su proliferacion mediante citometria de flujo.
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10. RESULTADOS

10.1 Obtencidon y caracterizacion de la Lipopéptido-fosfoglicana de Entamoeba
histolytica

Se realiz6 un cultivo axénico de trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa
HM1:IMSS en frascos de 75 cm?, cosechando las amibas durante la fase decrecimiento
logaritmico (aprox. 50 frascos por 7-9 meses).

Para la extraccion de la LPPG se obtuvo una biomasa de aproximadamente 40gr (peso
hamedo). Se obtuvo LPPG por el método de extraccion fenol-agua de Isibasi modificado
Lotter y Gonzales-Roldan. La concentracion de LPPG obtenida fue de 0.710 mg/ml
cuantificando carbohidratos (el principal componente) por el método de antrona.
Posteriormente se realizé la prueba de Limulus spp. para determinar la concentracion de
endotoxina, obteniendo 0.45 UE/mI. Finalmente se realizé un una electroforesis en gel y
una tincion de carbohidratos, confirmando el barrido reportado de la molécula. El patron
de corrimiento corresponde a los descritos previamente (Alcantara-Hernandez, 2010;
Lotter et al., 2009; Maldonado-Bernal et al.,, 2005), donde se observa un barrido
caracteristico de moléculas poliméricas.

y = 0.0231 + 0.0195
Rz =0.9934
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Figura 8. Curva estadndar de glucosa (Método de antrona). Para determinar la cantidad de LPPG
obtenida de la extraccion se realiz6 una curva de referencia para carbohidratos (glucosa), comparando las
absorbancia obtenidas contra las observancias medidas de muestras de LPPG, obteniendo una

concentracién de 710mg/mL de la molécula.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida con el patrén de corrimiento de la EhLPPG. Tras cuantificar la LPPG se
procedi6 a la caracterizacion por electroforesis de la molécula obtenida, pudiendo observar el barrido
caracterizado para la molécula, producto de la composicibn de carbohidratos de distintos pesos
moleculares, pero distinto al LPS. Gel de poliacrilamida al 10% con tincién de plata.

10.2 Las células B16-MO4 son capaces de inducir un tumor sdélido en los ratones
hospederos

Previo a la evaluacion de la LPPG como adyuvante, se estandarizé el modelo de
melanoma murino. Para ello utilizamos la linea celular B16-MO4 de fondo C57BL/6, con la
cual se indujeron los tumores de melanoma en los ratones y se monitore6 el crecimiento
del tumor a lo largo de 20 dias. En esta etapa se probaron tres dosis de células de
melanoma (5x10°, 1x10° y 5x10°) por cada ratén para determinar el crecimiento 6ptimo
gue permita evaluar la actividad adyuvante de la LPPG. Al mismo tiempo se buscé que los
animales sobrevivan al menos 20 dias y los tumores no crecieran mas alla de 20mm de
diametro en cualquier direccion.
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Figura 10. Estandarizacién de dosis de células de melanoma para la induccién de tumores. El modelo
de melanoma murino se estandariz6 evaluando distintas dosis de células B16-MO4 para poder llevar a cabo

los experimentos subsecuentes. Los volimenes y tiempo de desarrollo tumoral encontrados concuerdan con
los trabajos reportados en la literatura. Se indican la media + e.s., n=5.

No se observé una diferencia significativa en el crecimiento entre las dosis de 5x10° y
1x10° células de melanoma por ratén. En cuanto a la dosis de 5x10° el crecimiento
tumoral fue mas rapido, no obstante, los volumenes tumorales finales eran similares.

Debido a la mayor facilidad para mantener los cultivos celulares, y la capacidad de
supervivencia de los ratones por 20 dias con los tumores, decidimos optar por la menor
dosis (5x10° células B16-MO4/rat6n) para los siguientes experimentos.

10.3 El uso de los la LPPG como adyuvante en un modelo de vacuna profilactica no
provoco algun efecto en el crecimiento de los tumores

Una vez comprobada la capacidad de las células MO4 de inducir tumores de manera
reproducible, el siguiente objetivo fue evaluar el uso de la LPPG como adyuvante. En este
sentido, fue importante evaluar a la LPPG comparandola con adyuvantes con eficiencia
previamente demostrada en la proteccién contra tumores en el modelo de melanoma.
Para comparar la LPPG con una molécula que también active células NKTs utilizamos
aGalCer. También comparamos a la LPPG con adyuvantes capaces de inducir la
maduracion de CPAs usando poli I:C junto con aCD40.

El Acido Policitidilico-poliinosina (Poli I:C), es una molécula de RNA de doble cadena que
actua como ligando del TLR-3 (Alexopoulou et al., 2001), su uso junto con el anticuerpo
monoclonal aCD40 (imitando las funciones de CD40L) induce la maduracion de células
presentadoras. En esta etapa se evalud la generacion de memoria utilizando el antigeno
tumor-especifico OVA y los adyuvantes (LPPG, aGalCer, poli I:C + aCD40) 14 dias antes
del reto (ver la seccion de disefio experimental).
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Bajo este esquema experimental se observo los animales inmunizados solamente con el
antigeno OVA (100ug) o junto con la LPPG (10ug) como adyuvante, no controlaron el
crecimiento tumoral. Ademas, los animales que no recibieron ningun tipo de inmunizacion
mostraron un crecimiento exacerbado de tumores a lo largo de los experimentos.
Solamente los animales que recibieron el antigeno tumor-especifico OVA en presencia de
los adyuvantes aGalCer (2ug) o bien, poli I:C (25ug) mas aCD40 (40ug) mostraron un
menor crecimiento tumoral a lo largo de los experimentos (valor P < 0.0001), lo cual
concuerda con los reportes de adyuvanticidad para estas moléculas.
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Figura 11. La inmunizacion profilactica de OVA méas LPPG no protegid a los animales contra el reto
de células de melanoma B16-MO4. En la parte superior a) se presentan los datos conjuntos de tres
experimentos de crecimiento tumoral por 20 dias. En la figura b) se muestran los volimenes tumorales de
los ratones que sobrevivieron al final de los 3 experimentos (dia 20). Los animales inmunizados con OVA
mas los adyuvantes aGalCer o poli I:C mas aCD40 mantuvieron un menor crecimiento tumoral en estos
experimentos (P < 0.0001). Se sefalan la media + e.s., para cada experimento n=5-7.
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10.4 El tratamiento intratumoral con LPPG no produjo algun efecto en el
crecimiento de los tumores

Posteriormente decidimos evaluar el potencial terapéutico de la LPPG al ser administrada
intratumoralmente. La idea de usar el antigeno del parasito es similar al uso de la toxina
de Coley, donde la administracion in situ de extractos bacterianos es capaz de inducir la
regresion tumoral. Para estos experimentos solamente se compar6 la administracion del
antigeno contra el vehiculo PBS y no se coadministré el antigeno tumor-especifico OVA.
Posterior de la inoculacion de las células de melanoma, los animales recibieron
tratamientos a los dias 6 y 11. En este caso no se observo algun efecto en el tamafio de
los tumores cuanto al uso de la LPPG. Inclusive se observd un ligero aumento en los
tumores tratados con la molécula, sin embargo este no fue significativo (P < 0.05).
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Figura 12. El tratamiento intratumoral de la LPPG no produjo ningun efecto significativo en el control
de los tumores cuando se compard con el vehiculo PBS. Las figuras son representativas de dos
experimentos independientes. En a) se observa el crecimiento de los tumores por 20 dias y en b) los
volimenes tumorales al final del experimento. Se muestra la media + e.s., en cada experimento n=6.
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10.5 El uso como adyuvante de la LPPG en un modelo de vacuna terapéutica para
un antigeno tumor-especifico produjo un menor crecimiento tumoral

En vista de los resultados desfavorables hacia el uso de la LPPG como adyuvante e
inmundgeno se realizdé una ronda de experimentos utilizando a la LPPG a manera de
adyuvante pero en esta ocasion apostando a una mayor dosis (20ug/ratén). En esta
ocasion se evalu6 un modelo de inmunizacién similar al utilizado en las vacunas
terapéuticas, es decir, posterior al establecimiento de los tumores, pero anterior al
desarrollo descontrolado de la malignidad. Especificamente el modelo consistidé en
primero inducir los tumores y cuatro dias después los animales fueron inmunizados con el
antigeno tumor-especifico OVA con o sin los adyuvantes. En estos experimentos solo se
utilizé el adyuvante aGalCer (2 ug) como adyuvante comparativo.
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Figura 13. El uso de la LPPG como adyuvante al antigeno tumor-especifico en un modelo de
vacunacion terapéutica produjo un menor crecimiento tumoral. Los animales tratados con OVA mas
LPPG mostraron un mejor control del crecimiento tumoral a lo largo de los experimentos comparado con los
gue solamente recibieron OVA u OVA + aGalCer como adyuvante (valor P < 0.01). Se muestran los datos
conjuntos de dos experimentos independientes, indicando la media + e.s., en cada experimento n=>5.
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El uso de la LPPG como adyuvante de un antigeno tumor-especifico en nuestro modelo
de vacuna terapéutica permitié un crecimiento significativamente menor de los tumores en
los ratones (P < 0.01). Esto nos llevo a razonar sobre la posible implicacion de células de
la inmunidad adaptativa, donde la proteccion se perderia en ausencia del antigeno tumor-
especifico OVA. Por lo tanto, se realiz6 un tercer experimento con dos grupos de
inmunizacion adicionales como control, usando las moléculas adyuvantes sin el antigeno
tumor-especifico OVA.

En la figura 14 se muestra el resultado de dicho experimento, en el que también se
observa el efecto adyuvante de la LPPG. Ademas, dicho efecto inmunogénico sélo se
observd en presencia del antigeno tumor-especifico OVA, lo que concuerda con los
experimentos de inoculacion in situ.
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Figura 14. El uso de la LPPG como adyuvante de un antigeno tumor-especifico en un modelo de
vacuna terapéutica le permite a los ratones controlar mejor el crecimiento tumoral. En ausencia del
antigeno OVA se pierde observa un mayor crecimiento tumoral. Esto sefiala la importancia del uso tanto del
antigeno proteico OVA y la LPPG como adyuvante para controlar los tumores en este modelo. Se indican la
media + e.s. para un experimento con n=5y valor de P < 0.01.
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En la figura 15 se presentan dos fotografias tomadas al término del experimento (dia 20
postinoculacion), donde se comparan los crecimientos tumorales de los grupos
inmunizados con OVA y LPPG comparado con ratones inmunizados solamente con
LPPG.

Figura 15. Comparacién del crecimiento tumoral en los grupos inmunizados con OVA mas LPPG
(izquierda) o solamente la molécula de LPPG (derecha). El efecto s6lo sobre el control tumoral solo se
observé en presencia del antigeno tumor-especifico OVA, validando la adyuvanticidad del antigeno
microbiano.

Posteriormente se realizaron ensayos para indagar posibles mecanismos involucrados en
el fendmeno observado. Para ello obtuvimos suero de los ratones al final del experimento
y se les realizdé una prueba de ELISA para detectar IL-9. En este modelo particular de
melanoma, dicha citocina se ha asociado a una respuesta inmune protectora por parte de
los linfocitos T CD4+ (Purwar et al., 2012). En otro ensayo, linfocitos T totales obtenidos
de los ganglios linfaticos drenantes se cultivaron con APCs CD11c+ en presencia del
antigeno tumor-especifico OVA para evaluar tanto la capacidad de proliferacion de los
linfocitos como la produccién de IL-9.

En dichos ensayos no se logr6é detectar la produccion de IL-9 en suero como en los
sobrenadantes de los cocultivos. Tampoco se detectd por citometria de flujo proliferacién
de células T en presencia de APCs CD1llc+ y el antigeno tumoral OVA (datos no
mostrados).
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11. DISCUSION

Un elemento clave para la formulacion exitosa de vacunas es favorecer la maduracion de
células presentadoras con el fin de inducir una respuesta inmune antigeno-especifica.
Para tal propésito, el uso de adyuvantes como los ligandos de TLRs y antigenos
presentados por CD1d se usan en vacunas experimentales contra cancer (Corgnac et al.,
2014; Guy, 2007; Mellman et al., 2011). Esta estrategia resulta una alternativa en la
clinica, cuando las terapias convencionales (radioterapia o quimioterapia) no son eficaces.
También pueden complementar la inmunoterapia actual contra melanoma, donde se
pretende suprimir la tolerancia o anergia a los tumores usando anticuerpos bloqueadores
de CTLA-4 o PD-1 (Nikolaou et al., 2012; Rotte et al., 2015). Aun cuando lo ideal seria
erradicar las malignidades avanzadas, un objetivo primordial de estos tratamientos es
aumento en la sobrevida de los pacientes.

En la presente tesis, se realiz6 un cultivo axénico de trofozoitos de Entamoeba histolytica
para obtener la molécula membranal Lipopéptido-fosfoglicana. Estos cultivos fueron
monitoreados periddicamente con controles microbiolégicos para evitar su contaminacion.
La LPPG ha mostrado capacidad de estimular TLRs (2, 4 y 6), asi como activar células
NKT a través de CD1d (Vivanco-Cid et al., 2007){Lotter 2009}. Debido a estas
propiedades, se evalu6 su capacidad adyuvante sobre un antigeno tumor-especifico en un
modelo de melanoma murino, una malignidad dificil de tratar.

Partiendo de una biomasa considerable de trofozoitos (>40gr peso hdamedo), la
concentracion de LPPG obtenida con el método de Isibasi modificado por Lotter fue
inferior a la reportada en estudios anteriores. En nuestro caso obtuvimos 0.710 mg/ml,
muy por debajo a concentraciones por encima de 10 mg/ml reportadas anteriormente
(Alcantara-Hernandez, 2010). Esta pérdida considerable de producto podria atribuirse al
uso de la solucién Cloroformo-metano-agua (segun el método de Lotter), la cual pretende
eliminar contaminantes fosfolipidicos. A pesar de este inconveniente, se obtuvo suficiente
producto para la realizacion de los distintos ensayos de este trabajo.

La cantidad de endotoxina medida en la solucion de LPPG usada en los experimentos
(0.45 UE/mI), es comparable a las utilizadas en reportes anteriores de Alcantara-
Hernandez (2010) y Gonzales-Roldan (2009) (0.41 y 0.25 UE/mI respectivamente). Esto
sugiere que tanto el cultivo como el método de extraccion se realizaron sin contaminacion
microbiolégica o por endotoxina. De manera importante, esto también garantiza que los
efectos biol6gicos observados se deben a la LPPG.

Después de aislar y caracterizar la LPPG, se prosigui6é a realizar los experimentos para
evaluar su capacidad adyuvante sobre un antigeno tumor-especifico. Una vacuna de esta
naturaleza pretende superar los mecanismos regulatorios e inmunosupresores presentes
en el microambiente tumoral. Como se menciond en la introduccion, el blogueo de estos
mecanismos inmunosupresores son actualmente el principal blanco terapéutico en la
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inmunoterapia contra el melanoma. Sin embargo, el disefio de vacunas también se
considera una estrategia atractiva para su tratamiento.

Entre las limitantes para desarrollar vacunas contra el cancer, conocer la identidad de los
antigenos tumorales es de las mas importantes a considerar. A excepciéon de ciertos tipos
de cancer inducidos por virus, los antigenos proteicos tumorales son en su mayoria
epitopos de autoantigenos o autoantigenos alterados. En condiciones fisiologicas, estos
antigenos no son inmunogénicos y son sometidos a mecanismos de tolerancia (Corgnac
et al.,, 2014). Por lo tanto, se requiere identificar antigenos especificos para cada caso,
siendo que los antigenos tumorales pueden variar entre personas o incluso dentro del
mismo tumor (Zhang et al., 2014).

Experimentalmente, para poder superar esta limitante, utilizamos células de melanoma
B16-MO4 que expresan un antigeno exogeno definido (ovoalbumina). En otros estudios,
el uso de antigenos enddgenos de melanoma (Trp, Melan-A) ofrece resultados similares
al uso de OVA como antigeno tumor-especifico (Overwijk and Restifo, 2001). Este modelo
funciona como un transplante de células singénicas (en la cepa murina C57BL/6), y tiene
la ventaja de permitirnos conocer la identidad un antigeno tumor-especifico y no ser
intrinsecamente inmunogénico. Esta estrategia permite evaluar experimentalmente la
adyuvanticidad de una molécula microbiolégica como la LPPG.

Es importante sefalar que los tumores derivados de células B16, comparado con otros
tumores derivados de ratones C57BL/6, son menos inmunogénicos, posiblemente debido
a que expresan bajos niveles de moléculas MHC-I (Ya et al., 2015). Ademas, hay que
recalcar que nuestros resultados no requirieron de la transferencia adoptiva de células T
CD8+ anti-OVA (OT-l), donde la respuesta inmune previa a los retos se encuentra
sesgada. Esto permiti6 aprovechar el repertorio endégeno de células T para generar
inmunidad antigeno-especifica.

En resumen, a pesar de sus limitantes inherentes, los tumores derivados de células B16-
MO4 son un modelo razonable del melanoma en humanos. Su crecimiento rapido, baja
expresion de MHC-I, falta de respuesta a la quimioterapia y a la transferencia adoptiva de
CTLs es comparable con las caracteristicas de la enfermedad en humanos (Landsberg et
al., 2012). Estas propiedades sefialan a la evaluacion de una inmunoterapia contra
melanomas B16-MO4 como una prueba rigurosa a su efectividad, permitiéndonos valorar
mejor los resultados derivados de este trabajo.

Como primer punto se evalud la capacidad adyuvante de la LPPG en un esquema de
vacunacion profilactica, es decir, primero se inmunizaron a los ratones y 14 dias
posteriores fueron retados con células de melanoma B16-MO4. Ante la falta de
adyuvantes reportados con propiedades similares a la LPPG (activacion de TLRs y
presentacion por CD1d), usamos adyuvantes cumplieran con la capacidad de: i) inducir la
maduracion de APCs con agonistas de TLRs, como el Poli I:C (agonista de TLR-3) que
junto con aCD40 tiene un efecto antitumoral antigeno-especifica; y ii) que pueda activar
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células NKTs a través de su presentacion por CD1d, como la aGalCer, adyuvante
evaluado incluso en vacunas en humanos.

En esta ronda de experimentos (3 en total), no se observé algun efecto de la LPPG como
adyuvante al reto con células B16-MO4. Bajo las condiciones evaluadas, una
inmunizacion con OVA (100 ug) y LPPG (10 pg) no mostré un efecto adyuvante sobre el
antigeno tumor-especifico, a excepcién de un experimento donde los tumores si tenian un
crecimiento significativamente menor (P < 0.05) (datos no mostrados).

Por su parte, los ratones inmunizados ya sea con OVA mas aCD40 y poli I:.C, u OVA 'y
aGalCer mostraron un crecimiento significativamente menor a los grupos control (P <
0.0001). Estos resultados son congruentes con los reportados previamente para estos
adyuvantes, refuerzando la evidencia hacia su uso, tanto en vacunas contra el cancer
como en vacunas contra patdégenos (Fujii et al., 2003; O,AdHagan and Fox, 2015;
Olafsdottir et al., 2015). Seria interesante evaluar si las células que lograron proliferar en
estos grupos aun mantienen la expresion del antigeno OVA. Los ratones que no
recibieron ningun tipo de antigeno previo al reto (grupo con PBS), mostraron un
crecimiento descontrolado de sus tumores, ademas de una menor supervivencia antes de
los 20 dias postinoculacion.

Sobre el uso de la LPPG como adyuvante profilactico, diversos factores pudieron afectar
su desempefio. Entre estos se pueden mencionar la incapacidad para estimular la
maduracion de las APCs, al menos con una sola dosis. De acuerdo a esta logica, aun
cuando las APCs sean capaces de acceder tanto al antigeno como al adyuvante LPPG,
se podrian presentar al menos los siguientes escenarios:

a) Las APCs no son capaces de responder a la inmunizacién. En este escenario las
APCs son capaces de procesar y presentar el antigeno OVA en el contexto MHC-I,
sin embargo el adyuvante es incapaz de activar eficientemente los TLRs y/o ser
presentado por CD1d. Esto privaria de sefiales de maduracién a las APCs, y por lo
tanto de las células efectoras. Esto derivaria en la incapacidad de montar una
respuesta inmune de memoria contra el antigeno, dado que el crecimiento de los
tumores no mostré diferencia aparente respecto a los grupos inmunizados
solamente con OVA.

b) Las APCs son capaces responder a la inmunizacién pero solo de manera
transitoria. En este caso las APCs pueden madurar y presentar el antigeno OVA a
través del MHC-I y son estimuladas por la LPPG a través de TLRs y/o CD1d. Sin
embargo, esta estimulacién solo seria transitoria e insuficiente para generar
memoria, por lo que aun cuando hubiera algun tipo de respuesta efectora, esta
seria irrelevante al momento del reto con el melanoma.

En estos experimentos se utiliz6 una dosis de LPPG probada previamente en nuestro
grupo (10 pg), bajo la cual se observaron efectos biolégicos relevantes (Lotter et al.,
2009). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que dicha dosis fue evaluada en un modelo
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de amibiasis, donde el tipo reto por infeccion y la via de administracién difieren con
respecto a nuestros experimentos. Es importante realizar mas experimentos utilizando
distintas dosis y mas de una inmunizacion para poder descartar completamente el uso de
la LPPG como adyuvante en una vacuna profilactica.

En los siguientes experimentos nos enfocamos en evaluar el uso de la LPPG como
inmunomoestimulante intratumoral, siguiendo una légica similar al uso de la toxina de
Coley, la cual actia estimulando diversos PRRs en las células presentes en el ambiente
tumoral, aumentando su inmunogenicidad y estimulando una respuesta inmune de
rechazo. Los grupos tratados se compararon con la administracién del vehiculo PBS. En
estos experimentos no se utilizd el antigeno tumor-especifico OVA, en busca de una
estimulacién antitumoral generalizada. Para ello se administraron las células tumorales, y
posteriormente se realizaron dos administraciones instratumorales de la LPPG o PBS (dia
6 y 11 postinoculacion). La mediciéon de los volimenes tumorales a durante los
experimentos no mostré algun efecto de la LPPG, incluso los volimenes tumorales de los
ratones tratados con el antigeno mostraron un crecimiento ligeramente mayor que los
controles, sin embargo este no fue significativo (P < 0.05).

Entre las posibles explicaciones al efecto observado podemos mencionar que la presencia
de la LPPG intratumoral podria activar mecanismos inflamatorios, pero no inmunogénicos.
Un fendmeno ampliamente caracterizado en cancer, donde la presencia de células y
citocinas inflamatorias asociadas en el microambiente tumoral promueven su crecimiento,
angiogénesis e invasividad (Coussens et al., 2013; Grivennikov et al., 2010). Diversas
células del sistema inmune podrian intervenir en este proceso, incluyendo a las propias
células de melanoma, las cuales son capaces de expresar TLR-4 (Pichika et al., 2013). La
LPPG por si sola mostré incapacidad para revertir la tolerancia tumoral, a diferencia de la
toxina de Coley que posee distintos ligandos de TLRs. Seria interesante evaluar el efecto
de este tratamiento utilizando formulaciones que aumenten la distribucion de nuestra
molécula dentro del tumor, como seria mediante el uso de liposomas o formulaciones
agua-aceite (Cordeiro et al., 2015).

Ante la inefectividad demostrada por la LPPG como adyuvante profilactico o como agente
inmunoestimulador, decidimos realizar una ultima ronda de experimentos donde los
ratones serian tratados con una vacuna de tipo terapéutico. Este tipo de vacunas son
utilizadas cuando el sistema inmune falla en la liberacion del hospedero de una infeccién,
0 para provocar una respuesta inmune contra un tumor establecido. Las vacunas
terapéuticas tienen un perfil de riesgo/beneficio diferente a las vacunas profilacticas, que
se administran a poblaciones libres de enfermedad. Ademas, este tipo de vacunas pueden
requerir una modulacién del sistema inmune distinta, ya que tanto las infecciones crénicas
como el cancer se asocian a estados inmunosuprimidos (Kamphorst et al., 2015).

A diferencia de los resultados previos, el uso de la LPPG como adyuvante en una vacuna
de tipo terapéutica logro retardar el crecimiento tumoral. En esta ronda de experimentos
los ratones eran retados con las células de melanoma y cuatro dias posteriores recibian
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una sola inmunizacién con el antigeno tumor-especifico OVA o junto con los adyuvantes
LPPG o aGalCer como control. A lo largo de los experimentos (20 dias) solo los ratones
inmunizados con OVA y LPPG controlaron mejor el crecimiento tumoral (figura 13).

La dosis utilizada para los experimentos de vacuna terapéutica fue mayor que en los
experimentos de vacuna profilactica (20 y 10ug respectivamente). No obstante, es dificil
atribuir esta diferencia observada solamente a las dosis referidas, dado que las
cantidades se mantienen en el mismo orden de magnitud. Para poder descartar el efecto
de la dosis per se, seria ideal realizar ambos experimentos evaluando la distintas dosis.

En vista de este resultado, quisimos identificar los posibles mecanismos involucrados.
Para ello se realiz6 un experimento donde los ratones recibirian los tratamientos utilizados
anteriormente (OVA, OVA + LPPG y OVA + aGalCer); pero ademas, se incluyeron grupos
inmunizados solo con los adyuvantes. La idea detras de este experimento fue saber si la
respuesta antitumoral observada se debid a una respuesta antigeno especifica sobre los
tumores que expresan OVA o si resultd de una activacion general e inespecifica,
posiblemente mediada por PRRs y el sistema inmune innato. Este experimento también
indic6 que solamente cuando inmunizamos a los animales con el antigeno OVA y LPPG
como adyuvante, el crecimiento de los tumores disminuia. Al igual que los experimentos
intratumorales, la sola presencia de la LPPG no fue suficiente para inducir una respuesta
antitumoral. De igual manera, sugiere la participacion de células del sistema inmune
adaptativo, como las células T, para reconocer epitopos derivados de OVA.

También se recuperd y estimulé ex vivo células dendriticas autélogas y linfocitos T (CD3+)
de ganglios drenantes, esto en presencia del antigeno OVA. Después de seis dias de
cocultivo se evalué la capacidad de proliferacion y produccion de IL-9 de los linfocitos. En
ambos ensayos no identificamos diferencia significativa de los controles. A pesar de ello,
no se descarta la posibilidad de observar alguna actividad de respuesta bajo otras
condiciones, como seria la evaluacion de la toxicidad directa hacia células B16-MO4.
Asimismo, seria importante comparar estos experimentos usando linfocitos recuperados
del ambiente intratumoral o circulantes, dado que son lugares ideales para encontrar
células efectoras terminales (Sathaliyawala et al., 2013).

En los experimentos realizados, el uso de la LPPG como adyuvante en una vacuna
profilactica o terapéutica tiene resultados distintos, distinguiendo entre la inmunidad
efectora y de memoria. Revisando la literatura sobre los mecanismos involucrados en la
generacion de la respuesta inmune adaptativa, se aprecia un panorama complejo de dicho
proceso. Las células T efectoras y de memoria no representan un solo tipo celular sino
gue exhiben una considerable heterogeneidad desde las perspectivas fenotipica,
funcional, anatémica y de desarrollo. En particular, la ontogenia de las células de memoria
y su interrelacion con los diferentes tipos de células T efectoras es considerado entre los
temas mas controversiales y estudiados en la inmunologia actual (Chang et al., 2014;
Crompton et al., 2015).
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Los estudios experimentales en ratdn, sugieren un modelo candnico para la generaciéon de
una inmunidad adaptativa por linfocitos T (Jiang et al., 2015; Kaech and Cui, 2012), donde
se propone que, en respuesta a antigenos extrafios, los linfocitos T naive llevan a cabo
una respuesta compuesta de tres fases:

1. La activacion y expansion clonal durante las primeras dos semanas, donde las
células adquieren funciones de citotoxicidad y produccién de citocinas;

2. posterior al pico de expansion, se ha observado que las células efectoras
terminales sufren una fase de contraccién, donde la mayoria de las células
antigeno-especificas mueren por apoptosis (90-95% aproximadamente);

3. y por ultimo la etapa donde se observan células T sobrevivientes a la fase de
contracciéon (entre 5-10%), las cuales poseen marcadores de memoria
(CD44+,CD45R0O+, CCR7+, CD62L+).

Las células efectoras o de memoria generadas en dicho proceso, son capaces de mediar
la proteccion inmediata o a largo plazo. Los factores determinantes de la diferenciacion
entre células efectoras y de memoria pueden ser variados. Entre estos se incluyen la
intensidad de la sefial del TCR, moléculas coestimuladoras, citocinas inflamatorias,
microambiente del tejido, reguladores metabdlicos y metabolitos, factores de transcripcion
especificos o el tipo de divisibn celular (simétrico o asimétrico). Estos factores no
sonmutuamente excluyentes y pueden actuar de manera concertada, dando lugar
fenotipos heterogeneidad.

Existen distintas hipotesis para tratar de explicar como se forman ambos subconjuntos
durante las tres fases, entre los que se incluyen los modelos siguientes:

1. sucesion lineal (naive=>»efectora=»memoria 0 naive=»memoria=»efectora);

precursores diferentes (naive=>»efectora, naive=»memoria);

3. diferenciacion decreciente, donde las células efectoras pierden progresivamente la
capacidad de diferenciarse a células de memoria conforme consolidan su fenotipo;

4. un modelo donde la intensidad de sefalizaciébn y coestimulacion durante la
presentacion antigénica determinan su fenotipo posterior;

5. y el modelo de divisién celular asimétrica, donde la misma célula precursora da
lugar a las subpoblaciones efectoras y de memoria.

N

De manera importante, dichos modelos no son mutuamente excluyentes y en términos
generales coinciden en el resultado final, donde potencialmente se obtienen células con
potencial de memoria y longevidad, y por otro lado células efectoras de respuesta aguda
(Kaech and Cui, 2012).

En los experimentos de vacunacién profilactica, donde no se observé proteccion
inmunoldgica, el reto con melanoma se presentaria justo al final de la fase de contraccion
(dos semanas posteriores a la inmunizacion). La vacunacion terapéutica por su parte
(cuatro dias después del reto ), donde se observGé menor crecimiento tumoral, si pudo
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haber ocurrido durante la fase de expansion de células efectoras, lo que puede generar
una respuesta inmune aguda.

La diferencia en la respuesta inducida por el tipo de vacunacion refleja la complejidad en
la generaciéon y desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. En un estudio reciente
(Buchholz et al., 2013), al realizar el seguimiento in vivo de celulas se observdé una
diferenciacion progresiva desde células de memoria de proliferacion lenta hacia células
efectoras de expansion rapida. Dado que la poblacién de células de memoria declind
rapidamente (8 dias), los autores sugieren que la generacion y mantenimiento de la
memoria inmunoldgica pude ser independiente a la expansién de células efectoras, por lo
gue una respuesta aguda no necesariamente implica el mantenimiento de memoria
inmunoldgica.

Sobre la misma linea de estudios, Gerlach y colaboradores reportaron que,
individualmente, los linfocitos T naive contribuyen de manera distinta a la protecciéon a
corto y largo plazo. El seguimiento indvividual in vivo de linfocitos mostr6 que la
diferenciacion, expansion, y capacidad de generar memoria varia entre una célula vy otra.
Esta variabilidad podria deberse a diferencias intrinsecos y extrinsecos, como las
mencionadas anteriormente (Gerlach et al., 2013). Aunado a ello, las diferencias en el
estatus de los hospederos (presencia o ausencia de tumores) también podrian contribuir a
una respuesta distinta a las inmunizaciones profilacticas y terapéuticas, sin embargo los
mecanismos subyacentes quedan fuera del alcance de nuestros estudios.

También es propio mencionar que existen diferencias fundamentales entre los estudios
mencionados, el cancer y nuestro modelo experimental, dado que la mayor parte de
nuestro conocimiento respecto a la generacion de inmunidad adaptativa proviene de
estudios con virus y bacterias intracelulares. En el caso de los patdégenos, los antigenos
son exogenos y de mayor inmunogenicidad, dado que no involucran mecanismos de
tolerancia, mientras que los antigenos tumorales son en su mayoria autoantigenos
sometidos a mecanismos de tolerancia central o periférica (Kim and Ahmed, 2010).

En nuestro modelo usamos células tumorales que expresan el antigeno exdgeno OVA, no
obstante debemos recordar que dicho antigeno no es inmunogénico intrinsecamente, lo
cual nos permite evaluar el uso de adyuvantes. También se ha observado previamente
gue los animales inmunizados con OVA que son capaces de sobrevivir al reto con células
B16-MO4, también generan inmunidad protectora hacia células de melanoma parentales
gue no expresan dicho antigeno. Presumiblemente como consecuencia de una respuesta
hacia otros antigenos (Falo et al., 1995). El uso de antigenos especificos de melanoma
(gpl100, Melan-A, tirosinasa, TRP-1 y TRP-2), tanto en modelos experimentales como en
estudios clinicos, puede brindar mayor claridad acerca de la efectividad de la LPPG como
adyuvante y la generacion de respuesta anti-melanoma.

Los resultados derivados de este trabajo resaltan la capacidad adyuvante de la LPPG
para generar una inmunidad efectora aguda, sin embargo no se observa la generacion de
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memoria inmunolégica hacia el antigeno tumor-especifico. Queda por determinar el grado
de contribucion a la adyuvanticidad de la LPPG que provienen de la activacién de TLRs o
presentacion por CD1d, o incluso otro mecanismo aun no descrito. También queda por
definir la localizacion, identidad de los tipos celulares y mecanismos moleculares
involucrados en los efectos inmunolégicos observados.
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12. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente proyecto nos permitieron llegar a las siguientes
conclusiones:

- El uso como adyuvante de la Lipopéptido-fosfoglicana obtenida de la cepa virulenta
de Entamoeba histolytica HM1:IMSS (EhLPPG) en una sola dosis de una vacuna
profilactica contra un antigeno tumor-especifico no indujo una proteccién cuando se
realizaron retos con células de melanoma B16-MO4.

- La inoculacion intratumoral de la EhLPPG no provoco un rechazo o disminucion de
los tumores ya establecidos en los animales de experimentacion. También se
observd un crecimiento ligeramente mayor a los controles, sin embargo este no fue
estadisticamente significativo.

- El uso como adyuvante de la EhLPPG en una sola dosis de una vacuna terapéutica
contra un antigeno-tumor especifico indujo un menor crecimiento de los tumores de
melanoma B16-MO4 a los largo de 20 dias, y este efecto no se observa en
ausencia del antigeno tumoral durante la inmunizacion.
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13. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se evaluo el potencial adyuvante de la EhLPPG hacia un antigeno
tumor-especifico en un modelo in vivo de melanoma. Dada la capacidad observada de
generar una respuesta aguda contra el antigeno, se proponen las siguientes perspectivas
del trabajo:
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Mejorar el método de obtencién de la LPPG para poder obtener un mayor
rendimiento con una menor disposicion de biomasa de trofozoitos.

Determinar la relacion dosis-respuesta de la LPPG como adyuvante en los modelos
de vacunacion profilactica y terapéutica.

Definir el perfil de respuesta efectora generada por la vacuna en este modelo, asi
como los tipos celulares y citocinas claves en la generacion de inmunidad.

Determinar en la LPPG el grado de contribucién entre la actividad agonista de TLRs
y la presentacién por CD1d sobre los efectos inmunogénicos observados.

Comparar la adyuvanticidad de la LPPG proveniente de distintas cepas de
Entamoeba histolytica, asi como distintas sustancias de acarreo como emulsiones
o liposomas.

De igual manera es importante evaluar la capacidad adyuvante de la LPPG en
otros modelos de tumores o incluso en modelos de infecciones agudas, como las
virales.
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