UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DE CELULAS DENDRITICAS CARGADAS CON ANTIGENOS MAGE Y ACTIVADAS
CON EL PEPTIDO GK-1 EN RATONES CON MELANOMA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
GABRIELA PINON ZARATE

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. ANDRES ELIU CASTELL RODRIGUEZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. EDDA LYDIA SCIUTTO CONDE
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

MEXICO, D.F. FEBRERO 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DE CELULAS DENDRITICAS CARGADAS CON ANTIGENOS MAGE Y ACTIVADAS
CON EL PEPTIDO GK-1 EN RATONES CON MELANOMA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
GABRIELA PINON ZARATE

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. ANDRES ELIU CASTELL RODRIGUEZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. EDDA LYDIA SCIUTTO CONDE
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

MEXICO, D.F. FEBRERO 2015



UN Marid COORDINACION
POSGRMDO @Sﬁ

Cilenci ns'ﬁi ologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biclogia Expenmental y Biomedicina del
Fosgrado en Ciencias Bioldgicas, en su sesidn ordinaria del dia 03 de noviembre de 2014, aprobd
el jurado para la presentacidn de su examen para obtener ¢ grado de DOCTORA EN CIENCIAS
de la alumna PINON ZARATE GABRIELA con nimera de cuenta 98330584 con la tesis titulada
“EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
CELULAS DENDRITICAS CARGADAS CON ANTIGENOS MAGE Y ACTIVADAS COM EL
PEPTIDO GK-1 EN RATONES CON MELANOMA™, realizada bajo la direccién del DR. ANDRES
ELIJ CASTELL RODRIGUEZ:

Prasidents: DRA: INGEBORG DOROTHEA BECKER FALISER

Vaocal DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ
Secretario: DRA. EDDA LYDIA SCIUTTO CONDE
Suplente DR. JOSE SULLIVAN LOPEZ GONZALEZ
Suplante: DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH

Sin olro particular, me es grato enviarle un' cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
'E?, Cd. Universilaria, D.F.. a 21 de enero de 2015

- DRA. MARIA DEL CORD ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINACION COORDINADORA DEL PROGRAMA

Syot

Unidod de Posgrado * Coordinacidn del Posgrodo en Ciencias Bioldgicas Edificio B, ler, Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universiiona
Deelegacidn Coyoacdn C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 hup://pebiol posgrado. unam. mx



AGRADECIMIENTOS

Agradezco en primer lugar al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM.

A los apoyos recibidos: beca CONACYT; apoyo CONACyYT 50396 y al apoyo a Proyectos de
Investigaciéon PAPIIT-DGAPA IN225808 y IN214109.

A los miembros del comité tutoral por su apoyo académico:
e Dr. Andrés Eliu Castell Rodriguez
e Dra. Edda Sciutto Conde.
e Dra. Laila Gutierrez Kobeh



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Agradezco la excelente direccién de este trabajo al Dr. Andrés Eliu Castell Rodriguez.
Asimismo agradezco el excelente apoyo académico y técnico al Dr. Miguel Angel Herrera

Enriquez durante el doctorado.
Este trabajo no hubiera sido posible sin el apoyo técnico y académico de:

e Biol. Beatriz Hernandez Téllez

e M. en C. Katia Jarquin Yafiez

e MC. Judith Alvarez Pérez

e M. en C.B Christian Adrian Cardenas Monroy

e (Q.F.B. Carlos Castellanos Barba



DEDICATORIA

e Dedico con todo mi corazdn este trabajo a mi familia: a Monowito Kibir, Bichito Raro y
mi querido Fosfolipido, pero sobre todo a mi Werita preciosa que estuvo conmigo en
todo momento. Los quiero mas que a mi vida.

e También dedico este trabajo a mi nifio amado Christian Adrian, el nifio que me
ensefid a ser feliz, te amo mi nifio hermoso.

e Este trabajo también estd dedicado al Dr. Castell, porque usted no sélo me adoptd
sino que me apoyo en todo momento y me ensefié a luchar en todo sentido. Muchas
gracias, lo quiero mucho.

e A mi estimadisimo Miguel!! Eres uno de los mejores amigos que tengo, porque
siempre has estado ahi tanto en lo académico como en lo personal!! Mil gracias por
todo tu apoyo, te quiero harto.

e A miKAT!! Mana hermosa, mil gracias por todo! Fuimos adoptadas al mismo tiempoy
aprendimos todo juntas!!! Mil gracias por tu amistad, por siempre estar ahi!! Te
quiero y dedico este trabajo.

e A mis manis hermosa, Mars!! Te quiero muchisisimo, mil gracias por siempre estar
ahil!!

e A mi bellisima Cells y a mi queridisimo Bad Person!!!l Los quiero muchisisisismo,
desde que nos conocimos hace afios han sido tremendamente importes para mi!! Los
quiero masivo

e A Bety hermosa, porque desde que llegue al lab me ensenaste muchisimas mil cosas,
sobre todo a poner atencidn. Mil gracias por todo tu apoyo durante todos estos afos,
te quiero un montén.

e A mis companeros del lab durante los primeros afos del doctorado: a Rodri querido,
Mi Pau preciosa, a mi Pato... los quiero y extrafio mucho.

e Por ultimo dedico este trabajo a mis compafieros del laboratorio: Mitzi, Dulce, Rosita,

Cass, Laurita, Pao, Rodri y Dany.



INDICE

Lista de figuras y tablas

1. Resumen
2. Abstract
3. Introduccidn
3.1. Melanoma
3.1.1. Epidemiologia del melanoma cutaneo
3.1.2. Factores de riesgo para el desarrollo del melanoma cutaneo
3.1.3. Diagnéstico
3.1.4. Estadiaje
3.1.5. Tratamiento
3.2. Antigenos tumorales
3.2.1. Antigenos MAGE
3.2.1.1. Antigenos MAGE en raton
3.3. Células dendriticas
3.3.1. Clasificacion de células dendriticas
3.3.2. Activacion de linfocitos T por células dendriticas
3.3.3. Obtencién de CDs in vitro
3.4. Vacunas contra el cancer
3.4.1. CDs en lainmunoterapia
3.4.2. Vacunas de CDs
3.4.2.1. Vacunas con distintos tipos de CDs
3.4.2.2. Vacunas con CDs cargadas con proteinas tumorales
3.4.2.3. Vacunas de CDs maduradas con células muertas
3.4.2.4. Vacunas de CDs transfectadas con genes
3.5. Via de administracion de vacunas con CDs
3.6. Adyuvantes e inmunomoduladores

3.6.1. Adyuvantes e inmunomoduladores utilizados contra el cdncer

0o N oo ol L1 W

W W W W W N N N N N N P R R P oy gy oy
0O B W N O 00 00 N U W LB O U1 B B W KL k.



3.6.2. Inmunoestimuladores utilizados en la inmunoterapia contra el melanoma

40

3.6.3. GK-1 41

4. Planteamiento del problema 43
5. Hipdtesis 43
6. Objetivo general 44
6.1. Objetivos particulares 44

7. Materiales y método 45
8. Resultados 51
8.1. Expansion de células B16F10 51

8.2. Obtencidén de sobrenadante de células CHO como fuente de factor de crecimiento
de granulocitos y macroéfagos 52

8.3. Estudios in vitro 52
8.3.1. Diferenciacién de CDs a partir de células precursoras de médula dsea 52
8.3.2. Efecto de GK-1 en la maduracion de CDs 54
8.3.2.1. GK-1induce aumento en la expresion de CD86 en las MOCDs 54

8.3.2.2. GK-1 induce aumento en la concentracidon de calcio intracelular de

MOCDs 58
8.4. Estudios in vivo 59
8.4.1. Sobreviday crecimiento tumoral en ratones tratados con MOCDs 59

8.4.2. Efecto de la administraciéon de CDs estimuladas con GK-1 y cargadas con
MAGE-AX en linfocitos de ganglio popliteo y bazo de ratones con melanoma

62

8.4.2.1. Las MOCDs estimuladas con GK-1 indujeron un aumento en el
porcentaje de linfocitos T CD4 IFNy+, asi como en la produccién de IFNy

tanto en los linfocitos CD4 como en CD8 de ganglio popliteo 62

8.4.2.2. Las MOCDs estimuladas con GK-1 induce aumento en |la
proliferacién de linfocitos T CD8+ y produccidn de IFNy en bazo de

ratones con melanoma 64



8.5. El examen histopatoldgico mostré que la administracion de MOCDs estimuladas

con GK-1 indujo un aumento en las zonas de muerte celular tumoral 66

9. Discusion 69
9.1. Efecto de GK-1 en la maduracion de las MOCDs 69
9.2. Efecto de GK-1 en la concentracion de calcio citoplasmico en CDs 71

9.3. Efecto de la administracién de MOCDs en los linfocitos T CD4 y CD8 de los ratones
con melanoma 72
9.3.1. Efecto de la administracion de MOCDs en el bazo de los ratones con
melanoma 72

9.3.2. Efecto de la administracién de MOCDs en el ganglio popliteo de los ratones

con melanoma 73

9.3.3. Histopatologia de los tumores de los ratones tratados con MOCDs 77

10. Conclusiones 78
11. Literatura citada 79

12. Apéndice 96



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS
Introduccion

e Tabla 1. Clasificacion TNF del melanoma 9
e Tabla 2. Estadiaje del melanoma de acuerdo al American Join Committee on

Cancer 10
e Figura 1. Presentacién de antigenos por las CDs y produccién de IL-12 17
e Figura 2. Caracteristicas de las células dendriticas 18
e Figura 3. Presentacion de antigenos por las CDs a los linfocitos T 20
e Figura 4. Diferentes tipos de vacunas utilizadas contra el cancer 25
e Figura 5. Mecanismos de accion de los adyuvantes o inmunoestimuladores en CDs
35
Resultados

e Figura 6. HPLC de MAGE-AX y GK-1 46
e Figura 7. Morfologia y fenotipo de las células de melanoma B16F10 51
e Figura 8. Cultivos de células de médula dsea suplementados con GM-CSF 53
e Figura 9. Fenotipo de MOCDsc después de 10 dias de cultivo 54

e Figura 10. Fenotipo de las MOCDs después del tratamiento con LPS, GK-1, TNFa,
TNFo,/GK-1 55
e Figura 11. Efecto de GK-1 y/o MAGE-AX con TNFa en el fenotipo de las MOCDs 57
e Figura 12. Produccién de IL-12 en MOCDs 58
e Figura 13. Concentracién de calcio intracelular en MOCDs 59
e Figura 14. Sobrevivencia de ratones con melanoma inoculados con MOCDs 60
e Figura 15. Diametro mayor de los tumores de ratones C57BL/6 61
e Figura 16. Perfil de citocinas en linfocitos T CD4 o CD8 de ganglio popliteo 63
e Figura 17. Perfil de citocinas en linfocitos T CD4 o CD8 en bazo 65

e Figura 18. Andlisis Histopatoldgico de melanoma de los ratones que recibieron
terapia con las MOCDs 67



1. RESUMEN

INTRODUCCION. El melanoma es un tipo de cancer de piel caracterizado por la proliferacién
atipica de melanocitos. Existen varios tratamientos de eleccién como la cirugia, radiacion y
guimioterapia; no obstante los resultados no han sido satisfactorios ya que la mayoria de las
mueren en pocos meses. Actualmente se estd estudiando la posibilidad de utilizar alternativas
terapéuticas que induzcan la activacidn del sistema inmune del paciente, quien generalmente
se encuentra inmunosuprimido.

Las vacunas o inmunoterapia basadas en células dendriticas activan a linfocitos T CD4 y CD8
antigeno especificos induciendo una respuesta Thl, la cual ha sido sefialada como la mas
eficaz en la erradicacion de las células tumorales. Varias han sido las alternativas para cargar a
las células dendriticas, como el uso de lisados tumorales o con antigenos antitumorales de
melanoma como gp-100 o tirosinasa. No obstante unos de los antigenos tumorales mas
usados son las proteinas MAGE, las cuales sélo se localizan en células tumorales asi como
espermatogonias. Ademas se ha observado que la inmunoterapia con células dendriticas y
cargadas con antigenos MAGE pueden inducir una respuesta Thl. Sin embargo, es necesario
aumentar la eficacia de las vacunas con células dendriticas mediante el uso de
inmunomoduladores. Por lo que en este trabajo se estudid el efecto del péptido GK-1 en las
células dendriticas, el cual a pesar de estar compuesto de 17aa, induce proteccién contra
cisticercosis en cerdos. Aunado a lo anterior, induce una respuesta inmune especifica contra la
influenza cuando es utilizado como adyuvante. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto terapéutico de las células dendriticas derivadas de médula dsea cargadas con
MAGE y estimuladas con GK-1 en ratones con melanoma.

MATERIAL Y METODO. Se utilizaron ratones C57BL/6, los cuales fueron inoculados con 6x105
células de la linea celular de melanoma B16/F10. Por otro lado, se sacrificaron ratones de la
misma cepa para la obtencién de médula dsea, con el fin de realizar cultivos con GM-CSF para
la obtencién de células dendriticas. Después de 10 dias de cultivo, las células fueron tratadas
con: LPS, MAGE-AX, GK-1, MAGE/GK-1, TNFa, TNFo/MAGE-AX, TNFa,/GK-1 y TNFo/MAGE-
AX/GK-1. Se midio la expresion de Moléculas Clase Il, CD11c y Moléculas coestimulatorias
(CD80, CD86 y CD40) en las células dendriticas después de los tratamientos, ademas del calcio
intracelular. Una semana después de haber inducido melanoma, los ratones fueron vacunados
con 1x106 células dendriticas una vez por semana durante tres semanas. Se midié la sobrevida
de los ratones y el tamafio de los tumores, los cuales tuvieron un estudio histopatolégico.
Finalmente se obtuvieron los linfocitos del ganglio popliteo y el bazo de los ratones para ser
estimulados con MAGE-AX. Cinco dias después de haber sido realizados los ensayos de
proliferacidn, los linfocitos fueron tratados con brefeldina y se realizd la inmunotincién con los
anticuerpos anti- CD3, CD4, CDS, IFNy, IL-4 e IL-10.

RESULTADOS. El tratamiento con TNFa y GK-1 induce un incremento significativo en la
expresion de moléculas coestimulatorias (CD80, CD86 y CD40), Moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad Il e IL-12 en células dendriticas. Mientras que el tratamiento con GK-1
en células dendriticas induce incremento en los niveles de calcio intracelular, lo cual esta
implicado en el incremento en los niveles de CD86 y la produccion de IL-12.



En relacién con el tamafio tumoral y la sobrevida de los ratones, el tratamiento con células
dendriticas TNFo,/MAGE/GK-1 indujo la mayor sobrevida y el menor tamafio tumoral en los
ratones con melanoma. En cuanto al porcentaje de linfocitos CD4 y CD8 en ganglio y bazo, se
observd que los animales que recibieron el tratamiento con MAGE/GK-1 mostraron un mayor
porcentaje de linfocitos T CD8 y CD4 IFNy en bazo, mientras que el ganglio popliteo presenté
incremento en los niveles de linfocitos T CD4 y CD8 IFNy. En relacién con IL-4, el grupo
MAGE/GK-1, fue el que mostré el menor porcentaje de linfocitos positivos a esta citocina.
Finalmente a pesar que se constaté un aumento en los niveles de IL-10, los niveles de IFNy
siempre fueron mas altos en el grupo tratado con TNFo/MAGE-AX/GK-1.

En relacién con la histopatologia, se observé que el grupo de ratones tratado con CDs
estimuladas con TNFo/MAGE/GK-1, TNFo,/MAGE, TNFa /GK-1 mostraron numerosas areas de
muerte celular.

CONCLUSIONES. El péptido GK-1 indujo aumento en la expresién de CD86 e IL-12 en CDs;
mientras que las CDs estimuladas con GK-1 y cargadas con MAGE-AX incrementaron la
sobrevida de ratones con melanoma debido a una respuesta Thl antigeno especifica
caracterizada por el aumento en el porcentaje de linfocitos T CD4 y CD8 productores de IFNYy,
ademas de la disminucién en la produccién de IL-4. Asimismo los resultados histopatoldgicos
se correlacionaron con la sobrevida y tamafio tumoral, dado que los ratones vacunados con
CDs estimuladas con GK-1 mostraron abundantes areas de muerte celular en los tumores. Por
lo tanto, CDs estimuladas con GK-1 y cargadas con MAGE-AX son capaces de inducir el
desarrollo de una respuesta Thl antigeno especifica en ratones con melanoma.



2. ABSTRACT

INTRODUCTION. Melanoma is a very aggressive skin cancer due to its high metastatic
capacity. Early diagnosis increases the survival rate of 95 % at 5 years, however, if the
diagnosis is delayed the chance of survival decreases to 5% in a year. Surgery,
chemotherapy, radiotherapy and combinations of these have been used for the treatment
of melanoma, with poor results. Thus, in recent years, new possibilities with different
immunotherapy approaches have been explored, like nonspecific immunomodulation
based on the use of various cytokines (IL-2, IL-12 and IFNy), antibodies and TLR ligands, in
addition to adoptive transfer.

For over a decade, dendritic cells (DCs) have been used in immunotherapy against
different varieties of cancer. The most used DCs are the ones differentiated from bone
marrow cells or peripheral blood monocytes; particularly the DCs derived from bone
marrow cells (BMDCs) may have a greater capacity to activate T lymphocytes. The use of
DCs also enables the possibility to load them with tumor peptides and/or with necrotic or
apoptotic tumor cells. Although the results are far from satisfactory, the cells loaded with
tumor peptides have been proven the most effective in immunotherapy with DCs.

Despite the efforts made in the area of immunotherapy, the control of advanced
melanoma remains a challenge, so in this work we evaluate the possibility of using
immunotherapy through the transfer of DCs pretreated with MAGE-AX. MAGE-AX is a
highly immunogenic peptide, composed of eight amino acid residues, common to the
MAGE A1-3 and A5 tumor proteins, which are located primarily in tumor cells.
Furthermore, in order to increase the efficiency of this treatment, we included a synthetic
peptide designated GK-1, which is one of the three components of the S3Pvac vaccine
against porcine cysticercosis, which has properties that might be useful to increase the
antigen-presenting capacity of DCs. Experimental evidence shows that in addition to
inducing a specific immune response, GK- 1 possesses an adjuvant capacity that increases
the efficiency of influenza vaccine in mice and pigs) So the aim of this study was to
evaluate the capacity of GK-1 as an immunomodulator in DCs loaded with the MAGE-AX
peptide for immunotherapy against melanoma.

MATERIALS AND METHODS. C57BL/6 mice were inoculated with 6x105 B16/F10
melanoma cells. In addition, bone marrow cells obtained from others C57BL/6 were
cultivated with GM-CSF during ten days in order to get immature DCs. Furthermore, DCs
were treated with: LPS, MAGE-AX, GK-1, MAGE/GK-1, TNFa, TNFa,/MAGE-AX, TNFa,/GK-1
y TNFo/MAGE-AX/GK-1,. After treatment the expression of MHCII, CD11c, CD80, CD86
and CD40 were measured in CDs by flow cytometry, and also the intracellular calcium
levels. A week after the melanoma induction, mice were inoculated with 1x10° CDs once a
week during three weeks. Mice survivor and tumor size were measured and analyzed.
Finally lymphocytes from lymph nodes and spleen were stimulated with MAGE-AX during
five days, additionally CD4 and CD8 cells levels and IFNy, IL-4 and IL-10 expression were
measured by flow cytometry.



RESULTS. TNFa and GK-1 treatment induced a significant increase in the expression of
costimulatory molecules (CD80, CD86 and CD40), MHCII, IL-12, and in the intracellular
calcium in DCs, which is involved in the production of CD86 and IL-12.

According with mice survival and tumor size, DCs TNFo/ MAGE-AX/ GK-1 treatment
induced the highest survival and the lowest tumor size. While in the CD4 and CD8
percentage, mice that received treatment with MAGE-AX/GK-1 showed high levels in both
types of lymphocytes and increased production of IFNy. Regarding IL-4, the MAGE-AX/GK-
1 group showed the lowest percentage of IL-4 positive cells. Finally, although IL-10 level in
TNFo/MAGE-AX/GK-1 increased, IFNy level was higher in all groups.

In the histopathology analysis, mice treated with DCs TNFo/MAGE-AX/GK-1, DCs
TNFa/MAGE-AX or DCs TNFa/GK-1 showed more tumor cells death areas than control
groups.

CONCLUSIONS. Our findings demonstrate that the addition of GK-1 to BMDCs loaded with
MAGE-AX decreases the rate of tumor growth, increases the survival of mice and the
expression of CD86 and IL-12 in the BMDCs, as well as the levels of CD4 and CD8 IFNy
producing T cells. The presence of tumor cell death is also evident, indicating that GK-1
can positively immunomodulate a Th1l response that favors tumor growth control. The
evidence reported in this study indicates the usefulness of GK-1 not only for the treatment
of melanoma, but also preventively; as in the case of people who have undergone cancer
surgery and want to prevent the reappearance of a tumor. It is also appropriate to
investigate whether GK-1 may be involved in the activation of other cell types associated
with immunosurveillance, so that it can be used in the activation of other cell lines that
could be used in immunotherapy in the future



3. INTRODUCCION
3.1. Melanoma

Es un tumor derivado de la proliferacion de melanocitos atipicos con o sin capacidad de
producir pigmento, caracterizado por la gran capacidad metastdsica. Se presenta

principalmente en la piel, no obstante se puede presentar en otros érganos.

3.1.1. Epidemiologia del melanoma cutaneo

El melanoma cutaneo se define como la transformaciéon de epidérmicos y representa el
4% de todos los tumores malignos de piel, aunque puede presentarse en otros drganos. Es
el cancer de piel mas agresivo debido a la alta capacidad de metastasis, se ha descrito que
aproximadamente el 80% de las personas con un diagndstico tardio mueren en los
primeros afios de la enfermedad (Desmond et al. 2003; Masloski et al. 2008). Mientras
qgue la sobrevivencia de los pacientes con diagndstico temprano de melanoma pueden
tener del 93 al 100% de sobrevivir 10 afios después de haber sido detectada la
enfermedad. De acuerdo a estimaciones de la International Agency for Research on
Cancer la incidencia de melanoma en América Latina que va de 0/100,000 habitantes en
Belice, 2/100,000 habitantes en México, hasta 7.6/100,000 habitantes en Uruguay. En
México, segun las estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia, la incidencia del
melanoma maligno ha aumentado hasta en un 500% en los Ultimos afios; de acuerdo a un
estudio retrospectivo basado en los datos del registro Histopatoldgico de Neoplasias
Malignas la incidencia global de melanoma calculada fue de 10.01/100,000 habitantes, 2.4
por cada 100,000 hombres y de 2.21 por 100,000 mujeres (Martinez-Said et al. 2004). En
relacion con la edad, 45 anos es la edad promedio de las personas con mayor incidencia
del melanoma (Desmond et al. 2003), teniendo un gran impacto en la economia de las
personas, ya que se encuentran en una de las etapas mas productivas de la vida. El
melanoma es poco frecuente en la infancia o en la adolescencia, puesto que del 1 al 4% de

nuevos casos ocurre en pacientes menores a 20 afos y el 0.3% corresponde a personas



menores de 14 afios y se presenta en el contexto de un nevo melanocitico congénito
gigante, en el sindrome de nevos displasicos o en el xeroderma pigmentoso (Desmond et

al. 2003)

3.1.2. Factores de riesgo para el desarrollo de melanoma cutdneo

En el desarrollo del melanoma participan factores tanto genéticos como ambientales. El
principal factor ambiental es la exposicion solar crénica, por lo que se recomienda a la
poblacidn en general la proteccion fisica contra la exposicidn solar. Otro factor importante
es el uso de cadmaras de bronceado, ya que estudios clinicos controlados han mostrado
qgue el uso de estos dispositivos aumenta un 1.8% el riesgo de desarrollar melanoma

(Desmond et al. 2003).

Se ha identificado que las personas de piel clara (fototipo | y Il de Fitzpatrick) tienen una
tienen una incidencia 10 veces mayor de desarrollar melanoma en comparacién con las
personas de raza negra, y de 7 veces mas que la raza indigena y criolla de América Latina
(Goldstain y Goldstein. 2001). Mientras que el cabello rojizo, los ojos claros y las efélides

aumentan el riesgo 3 veces (Schaffer et al. 2004).

Se calcula que del 10- 15% de los melanomas son familiares, ademas que algunos
pacientes con melanoma familiar presentan nevos displasicos. (Schaffer et al. 2004).
Varios de los genes responsables del melanoma familiar y esporadico codifican genes
supresores de tumores bien caracterizados: 25% de los pacientes muestran una mutacion
en el gen CDKN2A, cuyo efecto es el aumento en la proliferaciéon de los melanocitos e
inhibicién de la senescencia celular inducida por oncogenes (Tsao et al. 2004; Fisher et al.
2008). Otros genes involucrados en el desarrollo del melanoma, y también en otros tipos
de cancer, es la mutaciéon en el gen supresor de tumores p53 (Tsao et al. 2004), en el gen
BRAF y RAS (Fisher et al. 2008; Long et al. 2011). Las mutaciones activadoras en BRAF,
estan presentes en 60-70% de los melanomas; mientras que las mutaciones activadoras

de RAS estan presentes en un 10- 15% de los tumores. Por razones no claras, los



melanomas que surgen sin exposicidon solar poseen mucho mas probabilidad de presentar
mutaciones activadoras en el receptor de tirosina cinasa c-KIT, que es previo tanto a RAS

como a BRAF (Long et al. 2011).

3.1.3. Diagnéstico

El diagndstico de melanoma se realiza por medio de dermatoscopia y otros métodos no
invasivos de diagndstico, no obstante sélo se confirma mediante histopatologia (Gutiérrez
Vidrio et al. 2007). Macroscépicamente, los melanomas se caracterizan por ser lesiones
asimétricas con diversos grados de pigmentacién, pueden presentar variaciones de color
con tonos negros, marrones, rojos, azules oscuros y grises. En ocasiones aparecen zonas
de hipopigmentacion blancas o color piel por regresion localizada del tumor. Cualquier
cambio en el aspecto de una mancha pigmentada de la piel es un signo de advertencia y
de manera sencilla se ha establecido un método diagndstico temprano conocido como
ABCDE (amplitud, bordes, coloracion, diametro y elevacion) el cual puede ser utilizado
para reconocer facilmente los datos de malignidad; no obstante no resulta fiable en el
caso de melanoma en etapas iniciales. Las lesiones pueden presentar prurito, dolor,
ulceracion y sangrado, por lo que también son consideradas signos de alerta (Gutiérrez

Vidrio et al. 2007).

La biopsia excisional con un margen de 1 a 2 mm, orientados por el examen clinico y
dermatoscopico es recomendable en la extirpacidn de las lesiones pigmentadas; asi como
el andlisis a los ganglios linfaticos regionales para detectar posibles metastasis
macroscépicas y el uso de marcajes inmunohistoquimicos para melanoma como el de
S100 (altamente sensible pero poco especifico) y HMB-45, los que aunados a otros
marcadores tales como antigenos de diferenciacion melanocitica (Melan A/MAET1, MITF y
tirosinasa) y marcadores de proliferacion celular (Ki-67) aumentan la sensibilidad y
especificidad del estudio histopatoldgico de los ganglios regionales hasta en un 44%

(Brady. 2004).



3.1.4. Estadiaje

En 2001, el “American Joint Committee on Cancer” desarrollé un sistema TNM (tumor
primario, ganglios linfaticos regionales, metdstasis distantes) de estadiaje del melanoma.
De acuerdo a éste, la profundidad en milimetros y la ulceracién son los principales
determinantes prondsticos en los melanomas localizados (estadios | y Il), el nUmero de
metastasis ganglionares, la carga tumoral y la ulceracidn son los predictores mas potentes
de la sobrevida de los pacientes en estadio Il y el sitio anatdomico de las metastasis a
distancia son el factor prondstico mas significativo en los pacientes del estadio IV (Tabla 1

y 2) (Balch et al. 2001).

En pacientes con melanomas de grosor inferior a 1.01 mm, la supervivencia es del 93%. La
sobrevida a 5 afios de los pacientes con metastasis ganglionares es de 20%
aproximadamente, mientras que en los pacientes con ganglios negativos a melanoma es

de 50% (Brady. 2004).

La espalda es el lugar mas frecuente de aparicién de melanomas en los varones y en las
mujeres se divide en partes iguales entre la espalda y la region distal de las extremidades

inferiores (Tsao et al. 2004; Masloski et al. 2008).



Tabla 1. Clasificacién TNM del melanoma 2002.

T Profundidad Ulceracion
T1 =1mm a: sin ulceracion y nivel I1/11l
b: con ulceracién o nivel IV/V
T2 1.01-2.0 mm a: sin ulceracién
b: con ulceracién
T3 2.01- 4.0 mm a: sin ulceracién
b: con ulceracién
T4 >4 mm a. con ulceracion
b: sin ulceracién
N No de ganglios Masa Tumoral ganglionar
N1 1 a: micrometastasis
b: macrometastasis
N2 2-3 a: micrometastasis
b: macrometastasis
c: metastasis en transito o sin
ganglios positivos
N3 4 0 mas metastasis en transito a: micrometastasis
b: macrometastasis
M Sitio LDH sérica
M1la Piel, subcutis o ganglionar a | Normal
distancia
M1b Pulmonar Normal
Milc Cualquier otra metastasis visceral o | Elevada

a distancia




Tabla 2. Estadiaje del melanoma de acuerdo al “American Joint Committee on

Cancer”.

Estadio Estadiaje
T N M

0] Tis NO MO

A Tla NO MO

IB Tib NO MO
T2a

1A T2b NO MO
T3a

1B T3b NO MO
T4a

IIC T4b NO MO

1" Cualquier T N1 MO

N2 MO
N3 MO

A T1-42 Nla MO
T1-42 N2a MO

1B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a/b N2c MO

e T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
Cualquier T N3 MO

v Cualquier T Cualquier N M1
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3.1.5. Tratamiento contra el melanoma

La extirpacion quirdrgica completa con margen es el tratamiento de eleccién para
melanoma localizado. Durante la ultima década ha existido una tendencia a disminuir el
margen para la escision del melanoma primario, basandose en estudios controlados que
no muestran diferencias en el prondstico de los pacientes con melanomas extirpados con
margenes de 4 o mas centimetros con respecto a los que fueron extirpados con margen

de 2 cm (Bach et al. 2001).

Las modalidades de tratamiento para el tumor primerio y la metastasis regional del
melanoma a piel: escisién quirurgica, radioterapia, perfusién aislada de la extremidad,
hipertermia local, crioterapia, electrocirugia y curetaje, terapia fotodinamica,
guimioterapia local, inmunoterapia local, quimioterapia sistémica, terapia génica, entre
otras (Gutiérrez Vidrio, 2007). Las terapias pueden combinarse, con el objetivo de inducir
una mayor regresion tumoral, no obstante, en los ultimos afios, ha aumentado el interés
de desarrollar terapias que aumenten la sobrevivencia de las personas con melanoma,

dado que es un problema de salud a nivel mundial, como es el caso de la inmunoterapia.

La inmunoterapia es una estrategia en la que se pueden utilizar antigenos antitumorales,
células tumorales lisadas, transferencia adoptiva de linfocitos T o células dendriticas,
anticuerpos y citocinas, que induzcan el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral
efectiva. La inmunoterapia es utilizada en conjunto con otras alternativas de tratamiento,
como las antes mencionadas. Para el uso de la inmunoterapia es importante que se lleve a
cabo una respuesta inmune especifica, por lo tanto es importante el estudio de antigenos
antitumorales. A continuacién se mencionaran los principales antigenos tumorales

encontrados en el melanoma y otros tipos de cancer.

3.2. Antigenos Tumorales

Las células provenientes de las células tumorales poseen diversos antigenos con capacidad

inmunogénica que pueden ser utilizados de manera efectiva para el tratamiento contra el
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cancer (Renkvist et al. 2001; Lonchay et al. 2004). A continuacién se describen los

diferentes tipos de antigenos tumorales en diferentes tipos de cancer y en el melanoma.

a)

b)

d)

e)

Antigenos de diferenciacion: Son proteinas que se localizan tanto en melanocitos
como en células de melanoma; sin embargo su expresién es mayor en las células
tumorales. Algunos ejemplos son: gp100, tirosinasa y melan-A/MART-1, los cuales
han sido los mas utilizados en la inmunoterapia contra melanoma (Jager et al.
2001; Parmiani et al. 2002)

Antigenos cancer/testis: Son antigenos expresados en células tumorales, ya sea
melanoma u otro tipo de cancer como linfomas, y células del conducto seminifero,
sitio caracterizado por ser considerado inmunoprovilegiado por no expresar
Moléculas del Complejo Mayor de histocompatibilidad | (MHCI). Dado lo anterior,
pueden ser reconocidos por células del sistema inmune para inducir una respuesta
inmune antitumoral. A este grupo pertenecen los antigenos MAGE y NY-ESO-1
(Fisher et al. 2008).

Antigenos sobreexpresados: Son moléculas que se encuentran en células
tumorales y células somaticas, como melanocitos. Pueden ser usados en
inmunoterapia, debido a que los niveles de expresidon en tejidos normales es
mucho menor que la encontrada en melanoma. Algunos ejemplos son HER-2/neu y
Melan A/MART 1 (Jager et al. 2001; Parmiani et al. 2003).

Antigenos originados por mutaciones. Se originan a partir de mutaciones en genes
relacionados con supervivencia, proliferaciéon y muerte celular, algunos ejemplos
son antigenos derivados de genes de la via de p53 y RB.

Antigenos virales. Por ejemplo EBV y HPV.

Todos los antigenos antes mencionados han sido utilizados en la inmunoterapia contra el

melanoma y otros tipos de cancer, ya sea mediante vacunas con péptidos, virus o por

medio de células dendriticas (CDs) cargadas con alguno de los péptidos tumorales. De los

antigenos tumorales, las proteinas MAGE son las que han tenido mayor éxito en la

inmunoterapia contra melanoma (Parmiani et al. 2003; Godelaine et al. 2003).
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3.2.1. Antigenos MAGE

Los antigenos MAGE fueron descubiertos en 1991 en células de melanoma, e inicialmente
se denominaron MAGE-A1. Son antigenos que se encuentran exclusivamente en células
tumorales, en las espermatogonias y en trofoblastos (Reikvist et al. 2001; Simpson et al.
2005). La familia de genes que codifican para los antigenos MAGE es muy grande y se
divide en tres subfamilias: genes codificantes para los antigenos de melanoma (MAGE),
genes que codifican para los antigenos G (GAGE) y los genes codificantes de los antigenos
del cromosoma X (XAGE) (Feng et al 2010). La subfamilia MAGE esta dividida en dos, los
genes que codifican para MAGE tipo | y el tipo Il. Los genes MAGE tipo | se localizan en el
cromosoma X y se dividen en los grupos MAGE A, B y C, que se expresan en testiculo,
trofoblasto, placenta y en células tumorales. La familia de genes A estd formada por 12
miembros localizados en la regién 28 del cromosoma X. Los genes de la familia B se
encuentra en la regién p21 del cromosoma X y la familia C en la regién g26-27 del
cromosoma X. Del grupo A, MAGE-A1 y MAGE-A3 se han localizado en el 40 al 69% de los
melanomas primarios, mientras que MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3 y MAGE-A4 se
expresan con mas frecuencia en las metdstasis, por lo tanto son los antigenos mas
utilizados durante la inmunoterapia (Zhang et al. 2005; Feng et al. 2010). Los genes MAGE
tipo I, que agrupan aproximadamente 15 genes, se expresan en una amplia variedad de
tejidos de forma normal y se les ha relacionado con apoptosis y diferenciacién neuronal

(Espantman et al. 2010).

Los promotores de los genes MAGE tipo | se encuentran metilados en las células
somaticas, lo que evita la expresién de proteinas MAGE |. En células tumorales, estos
genes son activados mediante la desmetilacién de los promotores (Simpson et al. 2005;
Miranda 2010; Akers et al. 2010). Diversos estudios han dado a conocer que la funcién de
estos antigenos en las células tumorales, esta relacionada con la sobrevivencia,
proliferacidon y metastasis (Yang et al. 2007). La expresion anormal de los antigenos MAGE
tipo | han sido observados ademas del melanoma en cdncer de vejiga, higado, cerebro,
préstata, ovario, piel y tiroides (Miranda et al. 2010; Doyle et al. 2010), por lo que han sido
muy estudiados y utilizados en inmunoterapia, dado que su expresidn es especifica en
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células tumorales y los genes MAGE | son presentados via Moléculas clase | y Il a linfocitos
T CD8 y CD4 respectivamente, lo cual esta implicado en el desarrollo de una respuesta
inmune antitumoral especifica. Es importante hacer notar que el uso de los antigenos
MAGE en la terapia contra el melanoma ha tenido mayor éxito que el obtenido con otro
tipo de antigenos de melanoma (Parmiani et al. 2003; Lonchay et al. 2004; Germeau et al.

2005; Michelalek et al. 2007; Carrasco et al. 2008; Fisher et al. 2008).

Durante la inmunoterapia contra el melanoma, han sido desarrolladas vacunas en las que
se utilizan los antigenos MAGE (Lonchay et al. 2004; Germeau et al. 2005; Michalek et al.
2007), por ejemplo, los antigenos MAGE han sido inoculados solos o en combinacion con
adyuvantes, se han construido virus recombinantes que codifican péptidos MAGE (Van
Baren et al. 2005; Zhang et al. 2005) y se han utilizado vacunas basadas en CDs cargadas
con antigenos MAGE. (Goldelaine et al. 2003; De Vries. 2003; Cannerotte et al. 2008;
Carrasco et al. 2008). Las vacunas basadas en péptidos y en CDs han sido las que han
tenido mas éxito en la inmunoterapia contra el melanoma, dado que se ha investigado
que aproximadamente del 9-20% de los pacientes han tenido regresion del tumor
(Thurner et al. 1999; Lonchay et al. 2004; De Vries et al. 2005; Van Baren et al. 2005), por

lo tanto su eso en la inmunoterapia ha sido exitoso.

3.2.1.1. Antigenos MAGE en ratén

En ratén, se han identificado dos grupos de genes MAGE denominados mMAGE, los
cuales, al igual que en los humanos, no se expresan en tejidos adultos, con excepcion de
los tubulos seminiferos, y algunos de ellos se expresan en células tumorales. Los genes
murinos se denominan mMage-A y B debido a que las secuencias y puntos isoeléctricos
corresponden a las proteinas MAGE-A y B respectivamente, no obstante los genes MAGE-
C no han sido identificados en ratones (Chomez et al. 2001). En el 2004, Eggert y cols.
construyeron al péptido MAGE-AX (LGITYDGM) como alternativa para el estudio de
inmunoterapia contra el melanoma. MAGE-AX contiene una secuencia localizada en los
antigenos MAGE A1, A3 y A5 de ratdn y estd restringido a moléculas K® de ratén. Puede
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inducir una respuesta antitumoral especifica dependiente de linfocitos T CD8+ en ratones
con melanoma, cuando CDs aisladas de bazo y posteriormente cargadas con el péptido
MAGE-AX son inoculadas en ratones con melanoma. Dado lo anterior, MAGE-AX puede
ser considerado como una alternativa muy importante para el estudio de |Ia
inmunoterapia contra el melanoma murino (Eggert et al. 2004). Dado lo anterior, en este
trabajo se propone realizar una nueva alternativa de vacunas con CDs cargadas con
antigenos MAGE, los cuales pueden inducir una fuerte respuesta inmune antitumoral en
ratones, ademas del uso de un inmunomodulador que aumente la respuesta inmune
contra el melanoma. Es importante destacar que las CDs son las principales células
involucradas en la activacion de linfocitos T antigeno especificos, por lo tanto es que en
este trabajo se propone el uso de CDs derivadas de médula ésea (MOCDs), las cuales se

describen a continuacion.

3.3. Células dendriticas

Las células dendriticas son las células presentadoras de antigenos mas eficientes que
inician y regulan la respuesta inmune (Geissman et al. 2010) tanto innata como adaptativa
(Joffre et al. 2009; Dhodapkar et al. 2008). Estan involucradas en la activacion de células
NK mediante la interaccion célula-célula o por medio de la secrecién de citocinas (e.i. IL-
12, IL-18 e IFN de tipo 1); en la induccién de la respuesta inmune adaptativa con los
linfocitos T CD4 y T CDS8; y ademas en la respuesta inmune humoral mediante la activacion

de linfocitos B (Banchereau y Palucka. 2005; Barreira da Silva y Miinz. 2011).

3.3.1. Clasificacion de células dendriticas

De acuerdo a su origen, fenotipo y localizacién, se pueden clasificar en tres tipos de CDs:
las CDs convencionales (cCDs) y las plasmacitoides (pCDs) y las derivadas de monocitos.
Las cCDs comprenden a las CDs migratorias y a las CDs residentes de drganos linfoides. Las
primeras pueden encontrarse en cualquier tejido ya que, después de haber estado en

contacto con un antigeno, migran hacia los érganos linfoides para la presentacion de
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antigenos a los linfocitos T. Las células de Langerhans pertenecen a esta categoria; fueron
las primeras CDs descritas y se caracterizan por contar, entre otras moléculas, con una
fuerte expresién de CD207 (Takeuchi et al. 2007). Las cCDs pueden expresar los
receptores tipo Toll (TLR) 1-6 y 8 y pueden secretar altas concentraciones de IL-12 después
de su maduracion (Villadangos y Schnorrer. 2007; Adams et al. 2009; Liu y Nussenzweig.
2010; Kushwah et al. 2011) (Fig. 1). Las CDs plasmacitoides (pCDs) pueden expresar TLR7 y
9 y secretar altas concentraciones de IFN de tipo I; se localizan en sangre y en los érganos
linfoides (Geissman et al. 2010). Las CDs derivadas de monocitos provienen del Progenitor
Mieloide Comun (CMP por sus siglas en inglés) y del Precursor de Células Dendriticas y
Macréfagos (MDPs) bajo condiciones inflamatorias (Wu y Liu. 2007; Kushwah et al. 2011).
Las CDs se localizan en epitelios y tejido conjuntivo de casi todo el organismo y en estos
sitios poseen un fenotipo inmaduro; es decir, expresan en su membrana moléculas
implicadas en el reconocimiento de patdgenos y dano celular (senales de dano, antigenos
tumorales), entre las que se pueden mencionar a los TLRs, a los receptores Scavenger, a
los receptores tipo RIG (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors (RLRs)) y a los
receptores tipo NOD (NRLs) (Zhu et al. 2011), ademds de moléculas involucradas con
macropinocitosis, endocitosis y fagocitosis de patégenos (Fig. 1) (Hackstein y Thomson.
2004). Después de la internalizacién, los antigenos son procesados a través de una via
endosomal y lisosomal que esta implicada en la produccion de péptidos derivados de los
antigenos, que posteriormente son cargados en Moléculas Clase II. Alternativamente,
antigenos exdégenos pueden procesados por el proteasoma de las CDs para generar
péptidos que son transportados hacia el Reticulo Endoplasmico Rugoso para cargar a las

Moléculas Clase | (Hackstein y Thomson. 2004).

Asimismo, las CDs modifican su morfologia y fenotipo, inicia la disminucidn en la expresién
de los receptores que promueven la fagocitosis y en la expresion de CD68 e incrementa la
expresion de moléculas de adhesion (CD54/ICAM, CDS58/LFA), LAMP 3, moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86 y CD40), moléculas HLA de clase | y Il, y la produccién de IL-
12, la cual esta involucrada en inducir la sintesis de IFNy. Ademas, las CDs inician la

expresion de CCR7 implicado en la migracién de éstas hacia la zona T dependiente de los
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organos linfoides secundarios (Hackstein y Thomson.2004). Todos los cambios antes
mencionados en las CDs después de haber estado en contado con un patégeno se le
denomina maduracion, y es esencial para que las CDs puedan interactuar con los linfocitos
T de los ganglios linfaticos y exista una efectiva presentacion de antigenos, mecanismo
gue da lugar al desarrollo de una respuesta inmune en contra de patégenos o molécula

extrafias (Fig. 1y 2) (Wan y Dupasquier. 2005; Banchereau y Palucka. 2005).

(

IFNy

Inmunidad celular

Figura 1. Presentacion de antigenos por las CDs a linfocitos T y produccion de IL-12.
Cuando las CDs maduras migran a los drganos linfoides secundarios presentan
exitosamente antigeno a los linfocitos T. Asimismo, las CDs secretan citocinas relacionadas
con el desarrollo de una determinada respuesta inmunitaria. En el caso de IL-12, esta
citocina es capaz de inducir una respuesta tipo Thl caracterizada por la activacion de
linfocitos T CD4, CD8y la produccion de IFNy. Dibujo obtenido de Merad. 2011.
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Antigeno

CDs residentes de

tejidos
Captura Activadores
* Lectinas ¢ Patégenos
* Receptores de Fc * Citocinas

v v

Migracion de CDs residentes de tejidos a los
ganglios linfaticos

— Ganglio linfatico

* Supresién inmune * Respuestainmune
* Inmunosupresién * Activacion inmune

Figura. 2. Caracteristicas de las CDs. Las CDs se localizan en los diversos epitelios de la
economia, tejido conjuntivo, sangre y tejidos linfoides. Cuando las CDs reconocen algun
patégeno éstas maduran y migran hacia tejidos linfoides secundarios, con el objetivo de
inducir la activacidon antigeno especifico de linfocitos T CD4 y CD8. Posteriormente los
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linfocitos T tienen la capacidad de migrar hacia el sitio de infeccién. Dibujo tomado de
Palucka y Banchereau. 2012.

3.3.2. Activacidn de linfocitos T por células dendriticas

Después que el antigeno ha sido reconocido por las CDs éstos son procesados con la
finalidad de presentar antigeno a los linfocitos para inducir el desarrollo de una respuesta
Th y la activacién de otras células como las NK y macréfagos mediante la produccidn de IL-
12 e IL-15. Para que lo anterior suceda, se ha desarrollado un modelo en el que se indica
gue deben existir cuatro senales en las CDs para que se lleve a cabo una exitosa
presentacion de antigenos. Estas sefiales se les llaman sefial 0, 1, 2 y 3 (Kapsenberg et al.
2003; Guy, 2007; Guy; 2009; Pali-Scholl, 2010). La sefial 0 esta involucrada en el
reconocimiento de patdgenos por las CD mediante el reconocimiento de PAMPs por los
receptores PRRs o TLRs. Mientras que la seial 1 estd implicada con la presentacién de
antigenos a los linfocitos T por medio de la interaccion entre el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo Il (MHCII), localizado en las CD, y el Receptor de linfocitos T (TCR)
en los linfocitos T. No obstante, si no se presenta otra sefial, los linfocitos T pueden sufrir
anergia o una respuesta abortiva. Para evitar la anergia, son necesarias sefiales
coestimulatorias las cuales son conocidas como sefial 2. Esta sefial estd implicada entre la
interaccidon entre moléculas coestimulatorias localizadas en las CDs y sus ligandos en los
linfocitos T, como la interaccion entre CD40-CD40L (CD154), OX40 (CD134)-0OX40L o CD80
(B7.1)- CD28. Alternativamente, el reconocimiento entre CD80 o CD86 con CD152 (CTLA-4)
o entre PD-L1 (B7H1) o PD-L2 (B7DC) inhibe la activacion de los linfocitos T. Finalmente la
sefal 3 esta involucrada con las citocinas y quimiocinas en el microambiente que pueden
modular la funcién de las CDs e influenciar la respuesta inmune (Kapsenberg et al. 2003;
Guy, 2007; Pulendra, et al. 2008; Guy; 2009; Pali-Schoéll, 2010) (Fig. 3). Lo anterior puede
comprobarse cuando CDs son cultivadas in vitro con IL-10 o TGFf inducen una respuesta
Th2 o regulatoria, mientras que CDs cultivadas con IFNy una respuesta Thl (Steinman y

Hemmi. 2006; Bianchi. 2007; Pulendran et al. 2008).
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Th2

Figura 3. Presentacion de antigenos por las CDs a los linfocitos T. Para que se lleve a cabo
una presentacion de antigenos exitosa, las CDs primero deben reconocer antigenos (sefial
0), posteriormente deben presentar antigenos a los linfocitos T (sefial 1) en conjunto con
el reconocimiento de las moléculas coestimulatorias localizadas en las CDs con sus
ligandos en los linfocitos T (sefial 2). Finalmente la secrecion de citocinas induce la
inmunomodulacién de la respuesta inmune, en la imagen denominan a éstas factores de
polarizacién. Dibujo tomado de Kapsenberg et al. 2003.

Posterior a la presentacidon de antigenos, pueden activarse los linfocitos T CD4 también
conocidos como Linfocitos cooperadores (Th), estos linfocitos a su vez pueden
diferenciarse en varios grupos de células efectoras, es decir pueden diferenciarse en
células T que puedan secretar ciertas citocinas que induzcan un determinado tipo de
respuesta. Los grupos de células efectoras pueden ser Thl, Th2, Thl7 o T reguladoras; el
tipo de respuesta Th que se desarrolle depende de factores microambientales, por
ejemplo el tipo de citocina que se encuentre en el microambiente. La respuesta Thl esta
acompafiada por la secrecidn de IL-2 e IFNy, las cuales favorecen respuestas inmunes
mediadas por células y la activacién de linfocitos T CD8+, ademas de la generacién en
ratones de anticuerpos fijadores del complemento (IgG2a e 1gG3). La respuesta Th2 se

caracteriza por la secrecién de IL-4, IL-5 e IL-6, promoviendo la activacidn de linfocitos B y
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la produccién de IgG1, IgE e IgA en ratones, y de IgE e IgG4 en humanos. Mientras que la
respuesta Th1l7 estd implicada con inflamacidn contra bacterias, parasitos y
autoinmunidad. Por su parte, las células T reguladoras (Tregs) regulan el balance entre la
tolerancia y la respuesta inmune mediada por linfocitos T y B, en particular a través de la
accion de TGFp, IL-10 y CTLA-4 (Parkin y Cohen. 2001; Guy. 2007). Ademas el desarrollo de
las distintas respuestas depende de la expresion de diferentes factores de transcripcién
como T-bet para Thl, GATA3 para Th2, RORa para Thl7 y Foxp3 para las células T

reguladoras (Goldsmid y Trinchieri. 2012).

Para poder conocer mas acerca de las CDs es importante su aislamiento u obtencién a
partir de cultivos tanto de monocitos como de médula ésea como a continuacién se

describe.

3.3.3. Obtencion de CDs in vitro

Durante las pasadas dos décadas se han estudiado los distintos tipos de CDs, asi como sus
diversas funciones, ya que se puede obtener una gran cantidad de células mediante
cultivos ex vivo. En los ultimos afos se han optimizado los sistemas de cultivo para la
produccion de las CDs no sélo para estudiarlas sino para ser utilizadas en la
inmunoterapia. Las CDs han sido aplicadas desde hace mds de una década como una
herramienta terapéutica para combatir el cadncer, sobre todo en personas que sufren de
metdstasis, por su capacidad de inducir la activacién de linfocitos T CD8 (Choi et al. 2011;
Palucka et al. 2011). Existen dos protocolos para la obtencién de CDs: a partir de
monocitos o por medio de precursores hematopoyéticos CD34+ de médula dsea, las
denomiadas células dendriticas derivadas de médula ésea (MOCDs) (Ardavin et al. 2001;
Sheng et al. 2005; Takeuchi et al. 2007; Geissman et al. 2010). En ambos casos se obtienen
primero CDs inmaduras y el segundo paso es la fase de maduracién, en el cual pueden ser
utilizados TNFa., prostaglandinas, ligandos de TLRs o moléculas antigénicas (Ardavin et al.

2001).
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Las CDs derivadas de monocitos se obtienen, a partir del cultivo de monocitos extraidos
de sangre periférica estimulados con GM-CSF e IL-4. Se ha observado que la IL-4 es
necesaria para la diferenciacién de las CDs, dado que esta citocina inhibe la diferenciacién

de los monocitos a macréfagos (Bancheareau y Steinman 1998; Ardavin et al. 2001).

Las CDs inmaduras obtenidas pueden ser maduradas mediante la adicion de TNFa (Liu et
al. 2010). La adicion de diversas citocinas al cultivo de monocitos puede inducir la
diferenciacién de un tipo determinado de CDs, por ejemplo, en cultivos a los cuales se les
anade IL-4 se pueden encontrar CDs que secretan IL-4; mientras que si se complementa el
cultivo con IFNy, TNFa o IL-15 pueden diferenciarse CDs productoras de IFNy, TNFa e IL-
15, respectivamente (Banchereau et al. 2005). Por otro lado, si al medio se afiade TGFB se
obtienen células de Langerhans, las cuales se ha descrito que son las mejores células
presentadoras de antigenos (Wan et al. 2005). A pesar de que las CDs derivadas de
monocitos son obtenidas con relativa facilidad, se ha descubierto que este tipo de CD
necesita de un aporte continuo de GM-CSF e IL-4 para mantener su fenotipo, ademas de
TNFa para preservar su estado de maduracion, lo cual debe ser considerado cuando se

producen las vacunas antitumorales (Ardavin et al. 2001).

Las CDs también pueden obtenerse de precursores hematopoyéticos localizados en
médula 6sea o sangre de cordén umbilical; sin embargo, se emplean mas las células
hematopoyéticas derivadas de médula ésea (MOCDs) (Sheng et al. 2005). Generalmente
se realizan cultivos de precursores hematopoyéticos con GM-CSF, obteniéndose CDs
inmaduras que posteriormente pueden ser maduradas con TNFa, LPS o CD40L. Por otro
lado, también se emplea como factor de crecimiento al FLT3L para la diferenciacién de
CDs plasmacitoides a partir de células de médula dsea y precursores de CDs
plasmacitoides aislados de sangre periférica (Wan et al. 2005); mismos que
posteriormente pueden ser inducidos hacia un estado de maduracién mediante la adicién
de IL-3 y CD40L o IL-3 y TNFa (Ardavin et al. 2001). Ademads, las CDs plasmacitoides

pueden ser aisladas de sangre, amigdalas u otro drgano linfoide por medio del uso del

22



marcador BCDA-2, Neurofilina 1 0 CD123 (Wan et al. 2005). Para la obtencién de un mayor

numero de CDs puede administrarse FLT3L (Sheng et al. 2005).

De los protocolos antes mencionados, las CDs derivadas de monocitos son las mas
utilizadas en la inmunoterapia contra el cdncer, dado la facilidad con la que se obtienen
los monocitos de los pacientes; sin embargo, se ha demostrado que las CDs derivadas de
precursoras de médula ésea poseen mayor capacidad de activar a linfocitos T (Bai et al.
2002). A pesar de lo anterior, se ha demostrado que aunque se utilicen citocinas ex vivo
gue inducen la maduracién de las CDs, estas ultimas pueden inhibir la produccién de IL-12
la cual junto con IFNy, es de vital importancia para inducir una respuesta inmune
antitumoral; por lo que en ocasiones se administra IFNy o algin agonista de TLRs (e.i. CpG)

para promover la capacidad de expresidon antigénica en las CDs (Mailliard et al. 2004).

3.4. Vacunas contra el cancer

Durante muchos afios se han empleado las vacunas contra el cdncer tales como: las
vacunas de células tumorales alégenas y autdlogas, de péptidos tumorales, de DNA,
virales o basadas en CDs (Fig. 4). No obstante, los resultados no han sido muy
satisfactorios, esto debido a que en algunos casos es muy bajo el porcentaje de las
personas que muestran regresién tumoral, mientras que en otros no se muestra
disminucién en el tamafio tumoral, pero si existe activaciéon del sistema inmunoldgico
(generalmente se observa aumento en los niveles de IFNy y CD8 de sangres periférica)
(Parmiani et al. 2003: Zhang et al. 2005; Cannerotte et al. 2008). Como ejemplo de lo
anterior, pacientes que presentaban melanoma y que fueron vacunados con el péptido
gp-100 no mostraron regresidn tumoral a pesar de desarrollar una respuesta antitumoral
antigeno especifica. Lo mismo ocurrié en otro estudio en el que los pacientes fueron
inoculados con MAGE, MART-1 o tirosina, antigenos que se caracterizan por localizarse en

el melanoma (Yang et al. 2002; Palucka et al. 2010).
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En el caso de cdncer de prostata también se han desarrollado vacunas con péptidos o con
vectores virales, plasmidos o liposomas; sin embargo, en estos casos la respuesta no fue la
esperada, puesto que muy pocas personas mostraron regresién tumoral (Lubaroff et al.
2009). Mientras que un estudio en donde participaron 765 personas con melanoma que
fueron inmunizados con diferentes tipos de vacunas (vacunas de péptidos, de vectores
virales y de CDs) mostré resultados muy poco satisfactorios: de los 175 pacientes que
recibieron la vacuna de péptidos, sélo el 4% mostré regresién tumoral incompleta; de los
216 pacientes que recibieron vacunas de péptidos virales, ninguno mostrd regresién
tumoral, pero 7.1% de las personas que fueron inmunizadas con vacunas con CDs
mostraron regresion tumoral (Rosenberg et al. 2004). Ahora bien, en otro estudio donde
se comparo y evalud el grado de proteccion generada por vacunas a base de lisados de
células tumorales contra vacunas de CDs, se observé que las segundas inducian regresion
tumoral, mientras que las vacunas de células tumorales muertas sélo generaba proteccion

en algunos individuos (Ribas et al. 1999).

Por lo tanto, es necesario desarrollar otros tipos de estrategias de vacunacion que
induzcan el aumento en la respuesta antitumoral, como es el caso de las vacunas de CDs
las cuales han sido un poco mas exitosas que los otros tipos de vacunas. Este tipo de
inmunoterapia tiene como objetivo la maduracién ex vivo de las CDs del paciente, para
después inducir una respuesta inmune en contra de las células tumorales; asimismo, se
pretende que las células CD8 puedan migrar hacia el estroma tumoral, con el objetivo de
que se pueda llevar a cabo una regresion tumoral exitosa y duradera para mejorar el
prondstico de las personas con cancer (Fig. 4) (Jonuleit et al. 2001; Banchereau y Palucka.

2005).
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Figura 4. Diferentes tipos de vacunas utilizadas contra el cancer. En la region superior se
ejemplifican algunos tipos de vacuna como las basadas en péptidos, proteinas, virus, DNA
o anticuerpos. Mientras que en la parte inferior se ejemplifica como las vacunas pueden
ser basadas en células tumorales irradiadas o en CDs. Las CDs pueden ser obtenidas a
partir de monocitos o médula ésea, y maduradas por medio de sefiales exdégenas como
citocinas. Dibujo tomado de Leterhuis y Punt. 2012.

3.4.1. CDs en la inmunoterapia

Las vacunas con CDs no sélo inducen el incremento en el nimero de células T antigeno
especificas presentes en las lesiones tumorales, sino también promueven la activacidon de
otro tipo de células involucradas en la respuesta inmune, como es el caso de las células

NK, las cuales, como ya se ha mencionado, estan implicadas a la inmuno vigilancia contra
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las células tumorales (Stagg, et al. 2007; Palucka et al. 2011). Por otro lado, en la
actualidad estan siendo realizadas estrategias terapéuticas mixtas en las que ya no
Unicamente se utilizan CDs maduradas con antigenos tumorales, sino que actualmente se
estd tratando de regular la respuesta de los linfocitos T mediante la inactivacidon de
moléculas inhibitorias, ejemplo de ello es el CTLA-4 en los linfocitos T y el PD-L1 en las
CDs, lo cual puede reestablecer la funcién de las células T (Stagg et al. 2007; Palucka et al.
2011; Zhu et al. 2011). Asimismo, ha sido estudiado el efecto de algunas moléculas para
mejorar la actividad de las CDs mediante el uso de agonistas de TLRs tales como acidos
nucleicos (CpG), Imiquimod, LPS, Lipido A Monofosforil, BCG, etc., obteniendo resultados
satisfactorios (Bhardwaj et al. 2011). Por otro lado, también ha sido utilizada la terapia
génica para exacerbar la respuesta contra el tumor, de esta forma se ha tratado de
transfectar a las CDs con DNA tumoral; aunado a esto, ha sido inducida la expresion de
moléculas coestimulatorias y la secrecidn de citocinas mediante la transfeccién de genes.
Los resultados son variados, por lo que se estd tratando de utilizar no sélo la
inmunoterapia sino también en combinacidon con otras terapias como la radioterapia vy

guimioterapia (Xia et al. 2006; Zitvogel et al. 2008).

A pesar de lo anterior, durante la Ultima década numerosos trabajos han demostrado que
las CDs ademads estan involucradas en la induccién de tolerancia. Se ha observado que la
administracién de CDs inmaduras a ratones con cancer induce la produccion altos niveles
de IL-10 y TGF-B, las cuales estdn relacionadas con la induccion de tolerancia y aumento
del tamafio tumoral (Schuler et al. 2002; Lande et al. 2010); algo parecido ocurrié cuando
a individuos sanos les fueron inoculadas CDs inmaduras, dado que la vacuna indujo la
liberacion de IL-10 e inhibié la actividad de los linfocitos T CD8 (Dhodapkar, et al. 2001;
Bjoern et al. 2011). Por otro lado, las CDs, ademas de presentar moléculas
coestimulatorias, al mismo tiempo pueden expresar moléculas co inhibitorias como B7-H1
y B7-DC, las cuales pueden interactuar con PD-1, molécula co inhibitoria localizadas en los
linfocitos T, y esto puede inducir tolerancia en los linfocitos T (Steinman et a. 2003;
Dhodapkar et al. 2008; Zhu et al. 2011). Otra seiial relacionada con la tolerancia es la

ausencia de citocinas inflamatorias o sefiales de dafio. Un estudio realizado por Shankaran
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en el 2001, dio a conocer que algunos tumores pueden liberar seiales de dafio, por lo que
puede haber secrecion de moléculas proinflamatorias que permitan la adecuada
maduracién de CDs. Si lo anterior sucede, puede ocurrir regresién tumoral; dado que las
CDs pueden migrar a ganglios linfaticos en donde inducen la activacion de los linfocitos T.
No obstante, existen tumores que son capaces de secretar moléculas inhibitorias [i.e. IL-
10, TGFB e indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO)], y éstas impedir la maduraciéon de CDs e
iniciar la tolerancia de linfocitos T, los cuales son muy importantes en la respuesta inmune
antitumoral, teniendo como resultado el aumento del tamafo tumoral (Shankaran et al.
2001). Con respecto a lo anterior, en biopsias de tumores de seno, pulmén y piel se han
encontrado CDs plasmacitoides inmaduras, células que han sido implicadas en la
generacion de células T regs y en la liberacién de IL-10; asimismo, se ha demostrado que
los ganglios centinela de varios tipos de tumores presentan CDs plasmacitoides que
expresan IDO, la cual inhibe la respuesta inmune antitumoral (Lande et al. 2010). Por lo
tanto, es muy importante saber el tipo y fenotipo de las CDs que son utilizadas como
vacunas contra el cancer, dado que las CDs tolerogénicas pueden estar involucradas en la
presencia de linfocitos T regs y de citocinas inhibitorias, elementos muy importantes para

la induccidn de tolerancia contra el cancer.

3.4.2. Vacunas de CDs

Existen diversos tipos de vacunas con CDs, se pueden dividir de acuerdo al tipo de CD
utilizado, asi como del estimulo que induce su maduracion. Igualmente se han utilizado
diferentes vehiculos para la entrega de los antigenos tumorales a las CDs como: vectores
virales, plasmidos y DNA desnudo, RNA, liposomas con dacidos nucleicos o proteinas,

lisados tumorales, células apoptdticas y péptidos (Fig. 3) (Bancheareau y Steinman 1998).
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3.4.2.1. Vacunas con distintos tipos de CDs

Con respecto al tipo de CD utilizada, se han observado resultados diferentes de acuerdo al
tipo de citocina que haya sido ocupada para la diferenciacién de las CDs. Un estudio
llevado a cabo en pacientes con melanoma dio a conocer que las CDs diferenciadas con IL-
15 indujeron la activacién de un mayor porcentaje de linfocitos T CD8 que las CDs
diferenciadas con IL-4; sin embargo, la mayoria de los trabajos realizados en la clinica han
utilizado CDs derivadas de monocitos y diferenciadas con IL-4 (Palucka et al. 2010).
También se han realizado estudios para comparar la eficacia entre las vacunas de CDs
derivadas de monocitos y las derivadas de células CD34+, ambas en pacientes con
melanoma. A pesar de haberse utilizado los mismos factores de crecimiento para su
diferenciaciéon (GM-CSF e IL-4), no se observaron diferencias significativas entre las
vacunas empleadas, dado que ambas indujeron la regresién tumoral en no mas del 20%
de los pacientes, ademas se encontré una correlacion positiva entre la regresiéon tumoral y
el desarrollo de una respuesta inmunoldgica contra el tumor (Mackensen et al. 2000).
Todo lo anterior indica que después de haber inducido la diferenciaciéon de CDs mediante
diversos cocteles de citocinas, es muy importante el tipo de CD que se obtenga en cultivo,
ya sea derivada de monocitos o de células CD34+. Por consiguiente, es crucial considerar
las caracteristicas de las diferentes tipos de CDs que puedan obtenerse ex vivo, con el fin
de poder elegir la subpoblaciéon de CDs y antigenos adecuados para que se desarrolle una

respuesta inmune apropiada (Palucka et al. 2010).

3.4.2.2. Vacunas de CDs cargadas con proteinas tumorales

En afos recientes, una de las areas de investigacidn acerca de la inmunologia del cancer
gue ha recibido gran atencién, corresponde a la busqueda de marcadores tumorales
especificos, cuya caracteristica primordial es que dicha proteina no sea expresada de
manera constitutiva en células normales o bien que su expresidn sea restringida o minima
en tejidos sanos, lo que ha resultado en la descripcidn y caracterizacién de numerosos y

diversos antigenos asociados a tumores (AAT), los cuales pueden ser especificos para
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algunos tipos de neoplasias, o bien compartidos por distintos tipos cdncer cancerosas. Por
ejemplo, algunas proteinas que normalmente se expresan en tejidos embrionarios y
germinales se observan frecuentemente en tumores malignos, como la familia de
proteinas MAGE y la proteina NY-eso (Parmiani et al. 2003; Miranda. 2010). En un
principio, cuando se descubrieron los antigenos tumorales, se utilizaron para desarrollar
vacunas antitumorales que contenian a la proteina completa o sdlo a alguno de sus
péptidos; sin embargo, se observd que la sola presencia de los antigenos tumorales
promovia una respuesta de tolerancia por parte del sistema inmunolégico y sélo en
algunas ocasiones se podia inducir regresion tumoral. Posteriormente, se constaté que
tanto al poner en contacto las CDs con dichos antigenos tumorales in vivo como in vitro, se
podia inducir en ellas un fenotipo de maduracion ademas de inducir la carga de CDs con
antigenos tumorales, promoviendo asi la activacién antigeno especifico del sistema
inmunoloégico, lo que permitié el inicio del uso de antigenos tumorales para el desarrollo
de vacunas con CDs contra el cancer (Rosenberg et al. 2004). En este sentido, algunas de
las proteinas que han sido utilizadas en inmunoterapia son las proteinas MAGE (Zhang et
al. 2005; Carrasco et al. 2008), gp-100 (Grover et al. 2006), gp70/p15E (Casey et al. 2003),
antigeno carcinoembrionario (CEA) (Lesterhuis et al. 2010), antigeno membranal
prostatico (PMSA) (Maurer et al. 2011), survivina (Trepiakas et al. 2010), MUC-1 (Kobukai
et al. 2011), HER2/Neu (Napoletano et al. 2009), entre otros.

Las CDs han sido cargadas con uno o varios antigenos tumorales; por ejemplo, en un
estudio en pacientes con melanoma se administraron CDs cargadas con varios antigenos
especificos de melanoma (gp100 y tirosinasa) con un éxito de regresion del 11% (Craig, et
al. 2003); mientras que en otro estudio, en el que se utilizaron los mismos antigenos junto
con KLH (key hole hemocyanin), el 57% de las personas que recibieron la terapia
mostraron estabilidad en la enfermedad (sin crecimiento tumoral) y sélo el 4 % mostré
regresion tumoral completa (De Vries et al. 2005). El éxito de las vacunas con CDs
maduradas con proteinas o cargadas con péptidos tumorales ha sido moderado; ya que el
éxito de regresion tumoral no ha sido mayor al 20% debido a que no es muy alta la

proliferacién de linfocitos T especificos para los péptidos presentados. No obstante la
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inmunoterapia basada en CDs ha sido mds exitosa que otras estrategias de vacunacién
(por ejemplo, el uso de vacunas basadas en péptidos), dado que, a pesar que la
proliferacidn de linfocitos T no es muy alta si es efectiva en la regresién tumoral (Lonchay
et al. 2004). De tal forma, este tipo de vacuna actualmente se aplica en conjunto con otras
terapias para aumentar la respuesta inmune antitumoral, ademds que es necesario que
dicha aplicacidn se realice en pacientes con estadio | y Il de desarrollo tumoral para asi
obtener un mayor éxito, sin embargo la mayoria de los tratamientos con CDs son
aplicados a personas en estadios Ill y IV de la enfermedad debido a una deteccién tardia
de las lesiones cancerosas (Xia et al. 2006; Lubaroff et al. 2009). Un ejemplo de lo anterior
es la vacuna Sipuleucel T, la cual ha sido aceptada por la FDA para ser aplicada en
pacientes con cancer de prdstata. Tal vacuna se basa en el uso de monocitos del paciente
gue posteriormente son incubados con GM-CSF y mas tarde son cargados con fosfatasa
prostatica. La vacuna Sipuleucel T no sélo ha inducido la migraciéon de linfocitos T
especificos al tumor en la prdéstata, sino también una mayor sobrevivencia en los
pacientes que la recibieron en comparacién a los que recibieron el placebo (Kantoff et al.

2010; Enomoto. 2011).

3.4.2.3. Vacunas de CDs maduradas con células muertas

En relacién con la entrega de los antigenos tumorales a las CDs, las primeras estrategias
desarrolladas fueron mediante la interaccion de éstas con células tumorales muertas,
tanto apoptdticas como necroéticas (Fields et al. 1998; Ullrich et al. 2008). Las CDs pueden
fagocitar a las células tumorales por medio de su reconocimiento por receptores
especificos; asi, las células apoptdticas son reconocidas por la integrina aVp5, CD36 o por
medio del receptor de fosfatidil serina (Dhodapkar et al. 2008); mientras que las células
necroticas son reconocidas por CD91, TLR-2 y TLR4 (Apetoh et al. 2004; Dhodapkar, et al.
2008). Una de las grandes ventajas de utilizar células tumorales muertas es que las CDs
pueden presentar antigenos por medio de moléculas Clase | y asi activar mediante una

presentacién cruzada a linfocitos T CD8+; conjuntamente el haplotipo por medio del cual
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son presentados los antigenos es independiente a la respuesta, por lo que este tipo de

vacuna puede ser aplicada a cualquier paciente (Kurts et al. 2010).

El reconocimiento de las células muertas realizado por las CDs estd relacionado
fuertemente con la maduracidon de estas ultimas. Matzinger denomind a lo anterior:
maduracién de CDs por “sefales de dafio”, las cuales pueden activar al sistema inmune
por medio de traumas ocasionados en algun tejido. De esta forma se observa que las
células necréticas son un claro ejemplo de dafio o trauma que induce la maduracién de
CDs (Zitvogel et al. 2008). Se ha demostrado que tanto en la necrosis como en la apoptosis
se liberan moléculas tales como HSP, calreticulina y acido dUrico, las cuales estan
directamente implicadas con la maduracién de CDs y en la secrecién de citocinas
proinflamatorias (Ullrich et al. 2007; Dhodapkar et al. 2008; Zitvogel et al. 2008). Por otro
lado, algunos estudios indican que la maduracion de CDs con cuerpos apoptdticos induce
tolerancia del sistema inmune, pero otros muestran que si puede inducirse una respuesta
antitumoral efectiva. Un estudio realizado en un modelo de melanoma murino dio a
conocer que la maduracion de CDs con cuerpos apoptéticos de células de melanoma
inducia un aumento en la liberacién de IL-10, lo cual apunta al desarrollo de una respuesta
inmune tolerogénica (Matheoud, et al. 2011). Resultados muy parecidos se han obtenido
en pacientes que han recibido CD maduradas con células apoptéticas, dado que se
observé un aumento en los niveles de células Tregs, ademas que no todas las personas
desarrollaban inmunidad contra el tumor (Palucka et al. 2010). Aunado a esto, también se
ha comprobado que existe un determinado tipo de apoptosis llamado apoptosis
inmunogénica inducida por radiaciéon o antraciclinas; este tipo de muerte esta implicada
en la expresidn de calreticulina y HSP en los primeros estadios de muerte, mientras que en
la apoptosis tardia se expresa una proteina denominada HMGB1, molécula reconocida por
TLR4. La expresion de éstas moléculas induce la maduracion y migracidon de CDs, las
cuales, a su vez, promueven un respuesta inmune antitumoral (Apetoh et al. 2007;
Cornforth et al. 2011), tal y como lo demostré un estudio en donde se utilizaron células de
mieloma irradiadas, las cuales indujeron presentacién cruzada por parte de las CDs y una

mayor lisis de células tumorales que la provocada por linfocitos T activados por CDs
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madurados con antigenos tumorales (Dhodapkar et al. 2002). Las vacunas desarrolladas
mediante esta estrategia han promovido una respuesta antitumoral contra el melanoma,
cancer renal, carcinoma paratoroideo y cancer de seno (Xia et al. 2006). Igualmente se ha
demostrado que este tipo de vacunas pueden inducir la activacién de células T CD4 y CD8
especificas del tumor; como lo demostré un estudio de 13 pacientes con melanoma, en
donde tres mostraron regresion tumoral y uno mostré aumento en los niveles de IFNy
(Palucka et al. 2006). Por lo tanto, es importante conocer qué tipo de apoptosis es
inducida en las células tumorales, para asi llevar a cabo una exitosa respuesta inmune
antitumoral mediada por CDs maduradas con células apoptéticas. Aunado a lo anterior,
también es importante que se lleven a cabo terapias mixtas, dado que ciertos farmacos
utilizados en la quimioterapia (antraciclinas), asi como en la radiacion, inducen apoptosis
inmunoldégica y esto daria lugar a la activaciéon de CDs in situ, lo cual a su vez induciria una

mayor activacion de la repuesta inmune antitumoral y con ello la erradicacion del tumor.

3.4.2.4. Vacunas de CDs transfectadas con genes

Asi como las CDs pueden ser cargadas con antigenos tumorales, lisados de células
tumorales o células muertas, también pueden ser pulsadas o transfectadas con RNA
tumoral. Las CDs que han sido transfectadas exitosamente pueden presentar proteinas
tumorales por medio de diferentes moléculas HLA, de manera que puede haber activacion
de un gran niumero de clonas de linfocitos T CD8 (Boczkowski et al. 2000; Nair et al. 2002).
También en el campo de la terapia génica, se ha tratado de transfectar a las CDs con genes
gue codifican antigenos tumorales especificos, citocinas o moléculas coestimulatorias
(Ribas et al. 1999). Un ejemplo de este tipo de terapia es la transferencia del gen de GM-
CSF a células precursoras de CDs; el cual es de gran ayuda, dado que el GM-CSF
generalmente es adicionado a los cultivos para la diferenciaciéon de CDs, en este tipo de
terapia tal adicidon no es necesaria (Liu et al. 2000). En relaciéon con la transfeccidon de
genes de antigenos tumorales especificos, se ha inducido la expresion de MAGE, gp-100,

MART-1, hTRP2, p53 o MUCI; los resultados han sido moderadamente satisfactorios
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puesto que se observd el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral comprendida
por la presencia de linfocitos T CD8 y secrecion de IFNy (Narvaiza et al. 2000; Feldman et
al. 2002). Aunado a lo anterior, se ha comprobado que este tipo de vacunas no sélo
estimula la proliferacién y activacion de células NK, sino ademas induce la disminucién en
los niveles de células Tregs, en pacientes con carcinoma hepatocelular (Bray et al. 2011). A
pesar de lo anterior, no siempre se consiguen buenos resultados, debido a que es baja la
eficacia en la transfeccion de células, ademas de que se ha registrado baja viabilidad en las
CDs. En cuanto a la expresion génica, ésta es corta; igualmente algunos virus han sido
utilizados en este tipo de terapias, sin embargo estos pueden interfieren con la funcién y

maduracién de las CDs dependiendo de la naturaleza del vector (Sheng et al. 2005).

3.5. Via de administracion de las vacunas de CDs

Otro factor importante en la eficacia de la inmunoterapia con CDs es la via por medio de la
cual se inoculan las CDs. En varios modelos animales se ha observado que la
administraciéon de CDs via subcutanea e intralinfatica induce una respuesta antitumoral
Th1 (Grover et al. 2006), mientras que la inoculacidn intravenosa desarrolla una respuesta
Th2, la cual es considerada deletérea en las personas enfermas de cancer. Ademas, se ha
observado tanto en modelos de melanoma murino como en estudios en pacientes
también con melanoma, que la administracidn subcutanea incluso inducia la presencia de
células T de memoria, generando proteccién contra posibles amenazas de cancer; por otro
lado, en un estudio en el que la administracién fue intravenosa se observé que no se
indujo el aumento de células T de memoria (Ribas et al. 1999; Mullins . 2003). Lo anterior
puede ser explicado porque generalmente los ganglios subcutdneos son los encargados de
la respuesta inmune antitumoral contra el melanoma, por lo que las células inyectadas via
subcutanea pueden migrar mas facilmente hasta estos érganos linfoides. Ahora bien, la
via intranodal también puede ser exitosa, dado que las CDs no tienen la necesidad de
migrar, empero se ha indicado que en algunas ocasiones la inoculaciéon de CDs destruye la

arquitectura de los drganos. Por otro lado, se ha subrayado en diversos estudios con
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pacientes con metdstasis visceral, que la mejor via de administracion de las vacunas con
CDs es la via intravenosa; en contraste con las metastasis no viscerales, en donde la mejor

via de administracidn es la subcutanea (Figdor, et al. 2004).

Por otro lado, cuando se inoculan CDs en conjunto con citocinas como TNFa o IFNy, e
incluso con ligandos de TLR, éstas pueden madurar y migrar hacia los ganglios linfaticos.
Ademads se ha observado que el uso de éstas moléculas pueden ayudar al desarrollo de
una respuesta inmune especifica cuando se inoculan antigenos que no sean
inmunogénicos. Por lo tanto el uso de este tipo de moléculas es importante para el

desarrollo de vacunas y la inmunoterapia, por lo que se describen a continuacion.

3.6. Adyuvantes e Inmunomoduladores

Los adyuvantes son compuestos que mejoran la respuesta inmune contra antigenos
inoculados. El objetivo de un adyuvante es la de generar una intensa respuesta inmune.
Los adyuvantes pueden ser usados para varios propdsitos: mejorar la inmunogenicidad de
antigenos recombinantes o purificados; para reducir la concentracién de antigenos o el
nimero de inmunizaciones requeridas para inducir una respuesta inmunoldgica; para
mejorar la eficacia de vacunas en recién nacidos personas de edad avanzada o
inmunocomprometidas; como un sistema que ayuda a la entrega de antigenos en la

mucosa.

Los adyuvantes se definen como compuestos que pueden incrementar y/o modular la
inmunogenicidad intrinseca de un antigeno. Se requiere el uso de un adyuvante para
varios propédsitos, como: mejorar la inmunogenicidad de antigenos recombinantes o
purificados; para reducir la concentracién de antigenos o el nimero de inmunizaciones
requeridas para inducir una respuesta inmunoldgica; para mejorar la eficacia de vacunas
en recién nacidos personas de edad avanzada o inmunocomprometidas y como un

sistema que ayuda a la entrega de antigenos mucosas (Aguilar y Rodriguez. 2007).
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En ocasiones el término adyuvante es usado como sinénimo de inmunoestimulante, no
obstante, los inmunoestimulante son conocidos por ser una sola molécula con
propiedades inmunomoduladoras, mientras que los adyuvantes son un conjunto de
moléculas con distintas propiedades, funciones y actividades, incluidos el de acarrear o
depositar antigenos e incluso el de inmunomodular al sistema inmune.
Desafortunadamente la accidon de los adyuvantes se correlaciona con incremento en la
toxicidad, por lo que el desarrollo de inmunomoduladores o adyuvantes que puedan ser
seguros y que posean propiedades sinérgicas para inducir la respuesta inmune deseada

(Aguilar y Rodriguez. 2007; Guy 2007).

%| 0 Respuesta

interna Th

Efectos indirectos

Figura 5. Mecanismos de accion de los adyuvantes o inmunoestimuladores en las CDs.
Para que se lleve a cabo una adecuada respuesta inmunolégica, es necesario que se
activen tres sefales en las células presentadoras de antigenos. La sefial 0 estd implicada
en la activacién de las células dendriticas o macréfagos, la sefial 1 esta relacionada con el
mejoramiento en la presentacion de antigenos y la sefial 2 en el aumento en la expresién
de moléculas coestimulatorias. Dibujo obtenido de Guy. 2007
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La respuesta inmune estd mediada por la activacién de linfocitos T después de la
presentacién de antigenos mediada por macréfagos o CDs, para que después se obtengan
linfocitos T CD4 activados que liberan citocinas que modulan la actividad de los linfocitos T
CD8, B y NK. Para poder modular la respuesta inmune, Gill et al. en 1996 propuso la teoria
de las dos sefiales para la activacion de linfocitos T. Esta hipétesis indica que se necesitan
de dos sefiales para la activacion de linfocitos T: la sefial 1 es la interaccidn entre el TCR de
los linfocitos T con las Moléculas Clase Il, mientras que la sefial 2 se trata de la interaccion
entre moléculas coestimulatorias entre los linfocitos T y las Células Presentadoras de
Antigenos (APCs) (Guy. 2007; Brunner et al. 2010). Posteriormente Janeway y Matzinger
introdujeron el término de la sefial 0, la cual esta involucrada con el reconocimiento de
antigenos por las APCs (Janeway. 1989; Matzinger. 1997). En general los adyuvantes
poseen varios mecanismo efectores, de manera que si éstos actlan en la sefal O se les
denomina Adyuvantes A; si los adyuvantes o inmunomoduladores basan su efecto en la
amplificacion de la sefial 1 se les denominan adyuvantes de tipo B. Mientras que si los
adyuvantes son reconocidos por las APCs e inducen el incremento en la expresién de
moléculas coestimulatorias se les denomina adyuvantes tipo C (Fig. 5) (Schijns et al. 2001;
Guy. 2007; Brunner et al. 2010). Para que se lleve a cabo una respuesta Th es necesaria la
presencia de las tres sefales en las células presentadoras de antigenos, referidas como las
sefales 0, 1y 2; los adyuvantes pueden actuar en alguna de las tres sefiales para modular

la respuesta inmune.

Algunas moléculas agonistas de TLRs, como el Monofosforil Lipid A, pueden ser
considerados como los adyuvantes de tipo A, los cuales actian en la sefial 0 y de forma
indirecta en la sefal 2, al inducir la activacidon de células presentadoras de antigeno e
inducir la secrecién de IL-12. Ademas, los agonistas de TLR pueden actuar sobre la sefial 1
favoreciendo la presentacién de antigenos administrados. Los adyuvantes que tienen
como blanco a las células presentadoras de antigeno y pueden inducir una mejora en la
captacidon de antigenos y en la sefial 1, es decir, su efecto esta implicado en el
mejoramiento de la presentacién de antigenos a linfocitos T. Los liposomas, microesferas

y algunas emulsiones se encuentran en esta categoria. En algunas ocasiones, la sefial 1 no
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es suficiente, por lo que es recomendable administrar una molécula inmunomoduladora
para inducir una respuesta inmunoldgica dptima. Este tipo de moléculas se les conoce
como adyuvantes tipo C y estan involucrados mejorar directamente la senal 2. El
adyuvante TNG1412 (anti-CD28) es un ejemplo de adyuvante tipo C. Es importante

mencionar que estos compuestos deben ser utilizados con precaucién (Fig. 5) (Guy. 2007)

Los adyuvantes pueden tener diferentes propiedades, algunos pueden acarrear o
depositar antigenos, otros son inmunoestimuladores y acarreadores, mientras que
algunos son considerados inmunoestimulares. Las sales como el aluminio, las emulsiones y
los complejos inmunoestimulantes (ISCOMs) son conocidos por ser acarreadores e
inmunoestimulantes que pueden inducir una respuesta celular mediada por linfocitos T
CD8 o mediada por anticuepos (Sanders et al. 2005). En contraste, los liposomas vy las
microparticulas son acarreadores inertes que pueden ser utilizados para depositar
inmunoestimulantes como los ligandos de PRRs o ligandos de TLRs, los cuales
dependiendo de su naturaleza son capaces de inducir el desarrollo de una respuesta Thl o
Th2, asimismo pueden ser utilizados para transportar antigenos y cargar a células

presentadoras de antigeno (Reddy. 2006).

Para inducir una respuesta antigeno especifico, se han utilizado herramientas como los
anticuerpos para poder cargar a las CDs de forma especifica. Tal es el caso del uso de un
anticuerpo que reconoce a CD205, el cual ayuda que un determinado antigeno sea
fagocitado por células CD205+, no obstante en el estado basal esta herramienta causa
tolerancia (Bonifaz et al. 2002). Para inducir la maduraciéon de las CDs es necesario el uso
de un anticuerpo que reconoce a CD40, lo cual induce la estimulacion de las sefiales 0y 2

(Fig. 5) por lo tanto se induce una activacién exitosa de las CDs (Boscardin. 2006).

También se ha estudiado el efecto de agonistas de TLR con el objetivo de activar células
presentadoras de antigeno de forma efectiva e inducir una respuesta Thl antigeno
especifica. Algunos agonistas son CpGs bacterianos y oligonucleotidos, los cuales son
agonistas de TLR9; lipopeptidos los cuales son ligandos de TLR2; asi como

imidazoquinolinas que son ligandos de TLR7/TLR8 (Kaisho et al. 2002).
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3.6.1. Adyuvantes e inmunomoduladores utilizados contra el cancer

Dado que el éxito de la inmunoterapia con CDs no es alto mostrando un rango de eficacia
de entre el 9.5% y el 20%, al menos en pacientes con melanoma (Banchereau y Palucka.
2005), se requieren terapias alternativas o en combinacidn con la administracion de CDs
para aumentar la sobrevida de personas enfermas de cdncer. Por ejemplo, en un estudio
de pacientes con melanoma, primero se inhibieron las células Tregs por medio de la
administracion de ciclofosfamida, y posteriormente los pacientes fueron vacunados con
CDs maduradas con lisados de células tumorales. El resultado de este estudio arrojé el
desarrollo de inmunidad en contra del tumor (Berd et al. 1998). Ahora bien,
adicionalmente se han utilizado citocinas para inducir un ambiente inflamatorio antes de
la llegada de las CDs; y, como antes ya se habia explicado, la presencia de citocinas
inflamatorias induce la migracion de CDs a los ganglios linfoides, ademas de que ayudan a
la maduracion de las CDs y a la secrecidon de otras citocinas (Shankaran et al. 2001).
También se ha administrado TNFa antes de la vacunacion con CDs en personas con
melanoma, lo cual indujo su migracion a ganglios linfoides; igualmente se ha utilizado IL-2
e IFNa., las cuales inducen la proliferacion de linfocitos T y la activacién de macréfagos
(Banchereau y Palucka. 2005). Aunado a esto, un estudio en pacientes con cdncer renal
dio a conocer que IFNa. puede inducir el decremento en los niveles de células Tregs (Bracci
et al. 2007). IFNo también ha sido usada en vacunas con CDs transfectadas con diversos
antigenos de melanoma (MAGE A3, gp-100 y tirosinasa), lo que resulté en una respuesta
parcial y sélo 5 personas tratadas con este esquema fueron reportadas con enfermedad
estable (Wilgenhof et al. 2011); lo cual muestra que seria importante continuar con el
estudio acerca del uso de esta citocina en otros tipos de cdncer (Bracci et al. 2007). En
relaciéon con el ambiente tolerogénico tumoral, éste ha despertado gran interés en el
campo de la inmunoterapia, dado que ahora no sélo se requiere activar al sistema
inmune, sino que ademas se necesita inhibir el ambiente tolerogénico que el tumor pueda
inducir. En la actualidad, se esta estudiando el uso de anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-GITR,
los cuales ayudan a la activacidn del sistema inmune y a la regresidén tumoral con muy

buenos resultados en personas enfermas de melanoma, cancer de préstata o de rifidn,
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por lo que la FDA ha permitido su aplicacion (Hodi et al. 2010; Pruitt et al. 2011). Los
tumores también pueden secretar altas concentraciones de Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF), el cual induce angiogénesis que a su vez esta implicada con un
aumento de metastasis. Hoy en dia se estan utilizando medicamentos que inhiben a este
factor de crecimiento junto con terapia de CDs en personas con cancer renal con

resultados satisfactorios (Enomoto. 2011)

Asimismo, se ha tratado de utilizar agonistas de TLRs para inducir un aumento en la
respuesta antitumoral. Los TLRs pueden encontrarse en un gran numero de células como
granulocitos, linfocitos y CDs; en estas ultimas los agonistas de TLRs inducen el aumento
en la expresion de moléculas coestimulatorias asi como la liberacidon de citocinas pro-
inflamatorias. Por lo tanto, en diversos tipos de cancer han sido utilizadas moléculas
reconocidas por TLRs para inducir no sélo la maduracién de CDs sino la de otros tipos de
células relacionadas con la respuesta inmune (Adams. 2009; Lubaroff et al. 2009). En el
caso de cancer de prostata, se han manejado vacunas de CDs derivadas de médula ésea
transfectadas con adenovirus que expresan al antigeno especifico prostatico (PSA), vy
cultivadas en presencia de CpG, el cual es un ligando de TLRs. Lo anterior indujo un
aumento en la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD8 contra el tumor, por lo
tanto la adicién de CpG ayuda a la presentacion antigénica de los péptidos tumorales, lo
cual a su vez puede inducir una respuesta especifica antitumoral (Lubaroff et al. 2009). En
otro estudio se utilizdé LPS para inducir aumento en la maduracién de las CDs, en el cual
personas enfermas con carcinoma fueron vacunadas con CDs pulsadas con Her2 y
activadas con LPS. En este caso se observé regresion tumoral y una respuesta especifica a
Her2 mediada por linfocitos T (Czerniecki, et al. 2007). Por lo que se ha descrito, los
ligandos de TLRs son una alternativa importante para ser utilizados en las vacunas en
contra del cancer; no obstante, es importante elegir perfectamente el agonista que se
utilizara en la terapia, dado que existen reportes de vacunas que no han aportado
resultados satisfactorios en pacientes; tal es el caso de la administracién de dacido
poliriboinosinico-poliribocitidilico junto con CDs (Adams et al. 2009). Asimismo, se sabe

gue los ligandos de TLR2 inducen la formacién de Tregs; de tal forma, este tipo de ligando

39



no debe ser utilizado durante el tratamiento de inmunoterapia contra el cancer (Palucka

et al. 2010).

Por lo tanto, en estos momentos las vacunas de CDs son administradas junto con otro tipo
de moléculas, dado que, como ya se menciond, el uso de un solo tipo de vacunas induce
un éxito clinico limitado, puesto que sélo un bajo porcentaje de pacientes han mostrado
una regresion tumoral completa y en la mayoria de las ocasiones las personas han
manifestado enfermedad estable. A pesar de ello, la continua investigacion ha ayudado a
conocer que se necesita de moléculas que modulen la respuesta no sélo de los linfocitos T

CD8, sino de las demas moléculas y células que componen al sistema inmunitario.

3.6.2. Inmunoestimuladores utilizados en la inmunoterapia contra melanoma

A pesar de que se ha tenido un éxito relativo en la utilizaciéon de la inmunoterapia con
células dendriticas cargadas con MAGE (se ha observado 20% de regresion del tumor en
las personas con melanomas), se ha demostrado que se necesita de diversos
inmunoestimuladores que ayuden a incrementar la respuesta inmune en contra de las
lesiones tumorales. Hasta ahora se han utilizado citocinas como IFNy e IL-2, (Van der
Eertwegh et al. 2006; Zitvogel et al. 2008), LPS (Gabriele et al. 2004) y BCG (Berd et al.
2004), con relativo éxito, sin embargo se ha observado efectos secundarios (Ferrantini et
al. 2008) que impiden su empleo de manera continua. Por todo lo anterior, se justifica
investigar acerca de otros inmunoestimuladores tales como GK-1, el cual ha sido usado
como inmunoestimulante en la vacuna contra la influenza e induce proteccién contra la
cisticercosis sin el uso de adyuvantes. Es entonces que se propone el uso de GK-1 como

inmunomodulador de CDs utilizadas en la inmunoterapia antitumoral.
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3.6.3. GK-1

La cisticercosis ha sido desde hace décadas un problema sanitario, dado que actualmente
miles de cerdos estan infectados con Taenia solium. El grupo de investigacién del Instituto
de Investigaciones Biomédicas liderado por la Dra. Edda Sciutto mostrd que antigenos
obtenidos de Taenia crassiceps indujeron en algunos cerdos proteccion contra T. solium
(Manoutcharian et al. 1996). Posteriormente se identificaron cuatro antigenos
inmunodominantes denominados KETcl, 4, 7 y 12, los cuales les conferian a ratones
diferentes niveles de resistencia a cisticercosis murina (Manoutcharian et al. 1996).
Después se analizd a KETc7 para detectar posibles epitopos inmunolégicamente activos,
se encontraron tres posibles regiones inmunolégicamente activas denominadas GK-1, GK-
2 y GK-3 (Gevorkian, et al. 1996). De los tres péptidos contra T. crassiceps en ratones, solo
GK-1 indujo proteccion contra la cisticercosis murina (Toledo et al. 1999). Posteriormente
se realizdé una vacuna que no soélo contenia GK-1 sino otros dos péptidos mas KETcl y
KETc2 (Sciutto et al. 2007). De todos los péptidos utilizados, GK-1 es el que induce una
mayor respuesta inmune: se ha observado que GK-1 induce la produccion de IFNy por
cultivos de esplenocitos (Toledo et al. 1999), mientras que estudios en cerdos han
demostrado que la administracion de GK-1 induce la liberacién de 1gGs, IL-2 e IFNy (Diaz et
al. 2003). Asimismo, se ha observado que el péptido tiene naturaleza adyuvante dado que
sélo la administracién de GK-1 indujo proteccidén contra la cisticercosis murina, ademas
cuando se administré GK-1 en conjunto con la vacuna contra la influenza produjo una alta
respuesta inmune especifica contra antigenos especificos de influenza (Segura Veldzquez
et al. 2006). Por otro lado, se ha observado que GK-1 inhibe el crecimiento de
glioblastoma en ratas Wistar e induce aumento en la expresidon de CD40, CD80 y MHCII en
células dendriticas derivadas de médula ésea (MOCDs), lo cual se considera resultado del
reconocimiento del péptido por TLR-3. (Segura et al 2009), no obstante investigaciones
recientes indican que GK-1 posiblemente pueda ser reconocido por receptores tipo
Scavenger lo cual posiblemente pueda inducir la liberacion de citocinas proinflamatorias

(Fragoso et al. 2011). Finalmente, dado las caracteristicas de GK-1, es posible que su uso
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induzca el aumento en la respuesta inmune en contra del melanoma al utilizarse como

inmunoestimulador durante la inmunoterapia con CDs cargadas con MAGE-AX.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varias han sido las alternativas para el tratamiento del melanoma, si bien ha habido
regresién tumoral en algunos casos, en la mayoria la terapia inmunoldgica ha tenido un
éxito limitado. En el caso de la inmunoterapia con células dendriticas, es posible utilizar
otras herramientas que induzcan el aumento en la respuesta inmune antitumoral, como
los inmunoestimuladores. En la actualidad, el estudio de estas moléculas promete que la
inmunoterapia sea una mejor herramienta terapedutica contra el cancer. Por lo tanto, es
necesario explorar las caracteristicas inmuno potenciadoras del péptido GK-1 en las CDs,
para su posterior utilizacién en la clinica. Asi, el objetivo del presente estudio es utilizar
células dendriticas cargadas con proteinas MAGE-AX y estimuladas con el péptido GK-1
como tratamiento contra melanoma de ratén. De manera que la pregunta fundamental de
este estudio es: ¢ existira alguna diferencia entre las CD derivadas de médula ésea tratadas
con GK-1 y las no tratadas con relacion a la capacidad de inducir una mayor respuesta

inmune antitumoral, sobrevida y menor tamafio tumoral?

5. HIPOTESIS

La administracion de células dendriticas derivadas de médula 6sea maduradas con TNFa.,
cargadas con MAGE A-X y tratadas con el péptido GK-1 inducirdan un aumento en la
respuesta inmune celular contra melanoma, que causara la disminucién en el tamafio

tumoral y el aumento de la sobrevida de ratones con melanoma.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto terapéutico y la respuesta inmune inducida por las células dendriticas

derivadas de médula 6sea maduradas con TNFa pulsadas con MAGE-AX y tratadas con

GK-1 en ratones con melanoma.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de GK-1 en CDMO cargadas con MAGE-AX a través de la presencia
de marcadores de maduracién (MHCII, CD80, CD86 y CD40) y en la concentracion de
calcio intracelular.

Evaluar el efecto de las CDMO maduradas con TNFa, cargadas con MAGE-AX vy
tratadas con GK-1 en el crecimiento de tumores y sobrevida de ratones C57BL/6.
Analizar los cambios histolégicos en melanomas de ratones después de la
administracion de CDMO maduradas con TNFa, cargadas con MAGE-AX vy tratadas
con GK-1.

Evaluar el efecto de las CDMO maduradas con TNFa, cargadas con MAGE AX y
tratadas con GK-1 en la respuesta inmune contra el melanoma a través del estudio
de las poblaciones de linfocitos T (CD4 y CD8) y las citocinas producidas (IFNy, IL-4 e
IL-10)
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7. MATERIALES Y METODOS

Ratones

Para cada grupo experimental se incluyeron 60 ratones machos C57BL/6 (H2Kb) de6a8
semanas de edad, mismos que se mantuvieron en condiciones de luz-oscuridad vy
temperatura controladas, y alimentados ad libitum en el Bioterio del Departamento de

Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Reactivos

Los anticuerpos monoclonales para la caracterizacidon de las CDs y linfocitos mediante
citometria de flujo fueron: anti-CD3biotina, anti-CD4-aloficocianina, anti-CD8-cycrome,
anti-CD11c-aloficocianina, anti-CD40-biotina, anti-CD86-biotina, anti-la/le-ficoeritrina,
anti-IL-12-biotina, anti-IFNy—biotina, anti-IL-4-biotina e anti-IL-10-biotina, fueron hechos
en rata y adquiridos en Pharmingen, BD Bioscience, USA. La linea celular B16/F10 de
melanoma murino con haplotipo H-2K® fue adquirida en The American Type Culture
Collection, USA. La linea celular de carcinoma de Ovario de Hamster Chino (CHO)
transfectada con el gen del Factor de Crecimiento de Granulocitos y Macréfagos (GM-CSF)
fue gentilmente donada por la Dra. Edda Sciutto del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. El medio de cultivo RPMI-1640 y el medio F12 (Ham) fueron adquiridos en

GIBCO, USA.

Péptidos

El péptido MAGE-176 (LGITYDGM) fue sintetizado por Research Genetics (Invitrogen,
Leiden, Holanda), con una pureza del 94%. El péptido GK-1 (GYYYPSDPNTFYAPPSA) con
una pureza de 96.11% fue sintetizado por Alpha Diagnostics International, San Antonio,
Texas (Fig. 6). Ambos péptidos fueron almacenados a -70°C. Mediante el ensayo Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) de Thermo Lab se corroboré la ausencia de endotoxina bacteriana

en ambos péptidos.
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Figura 6. HPLC de MAGE-AX y GK-1. A. HLPC de MAGE-AX, se observa un elevado grado
de pureza en el péptido (94%). B. HPLC de GK-1 se observa un grado de pureza de 96.11%.
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Diferenciacion de células dendriticas derivadas de médula ésea (MOCDs)

Para la diferenciacién de MOCDs, se utilizdé la metodologia previamente descrita (Lutz et
al. 1999; Inaba et al. 1992) con algunas modificaciones. Se obtuvo el fémur y la tibia de
tres ratones C57BL/6, el musculo fue removido y los huesos desinfectados mediante
lavados continuos con etanol al 70% por 2 min. Posteriormente para obtener la médula
Osea, las epifisis de los huesos fueron removidas y las diafisis perfundidas con PBS (0.4 g/L
fosfato de potasio, 0.726 g/L de fosfato de sodio y 9 g/L de cloruro de sodio, Sigma). Las
células de médula 6sea fueron inoculadas en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado
con penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100ug/ml, Sigma), L- glutamina (2mM Sigma),
mercaptoetanol (50uM) y 10% de suero bovino fetal (Biowest, USA) en botellas de cultivo
de 75 cm® a una concentracién de 5 x 10° células por ml. El medio completo fue
suplementado al 20% con sobrenadante de la linea celular CHO, el sobrenadante contenia
aproximadamente 200 U/ml de Factor de Crecimiento de Granulocitos y Macréfagos (GM-
SCF). Cada tercer dia se reemplazé el medio con RPMI complementado con GM-SCF vy al
décimo dia de cultivo, las células fueron tratadas con 1ug/ml de LPS o 50 ng/ml de
TNFo como control, 25mg/ml de MAGE-AX y/o 10 ug/ml GK-1 durante 24 horas, por lo
que se formaron los siguientes grupos: 1) sin tratamiento, 2) LPS, 3) TNFa, 4) MAGE-AX, 5)
GK-1, 6) TNFa/MAGE-AX, 7) TNFo/GK-1, 8) TNFo/ MAGE-AX/GK-1. El grado de maduracién
de las MOCDs se evalué a través de la expresién de moléculas MHCII, CD86, CD80, CD40

por citometria de flujo.

Caracterizacion del fenotipo de MOCDs

El fenotipo de las CDs se caracterizé mediante citometria de flujo. Las suspensiones
celulares fueron tefidas a 4°C con los siguientes anticuerpos: CD11c-aloficocianina, la/le-
isotiacianato, CD40-biotina, CD80-biotina, CD86-biotin, IL-12- biotina. Las MOCDs tratadas
con LPS, TNFa, GK-1y TNFo/GK-1 fueron incubadas con 1ug/ml de Brefeldina A durante 4
horas, posteriormente las células fueron fijadas con el buffer BDCitofixTM vy
permeabilizadas con el buffer BD Perm/WashTM de BD Bioscience, USA. Después las

MOCDs fueron tefiidas con anti-IL.-12 y estreptavidina conjugada con ficoeritrina. Las
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muestras fueron adquiridas en un citdmetro de flujo BD Bioscience FACScalibur vy

analizadas con el programa Flow Jo.

Niveles en la concentracién de Ca* intracelular de CDs

Después de haber cargado a las CDs con MAGE-AX y haberlas estimulado con LPS o GK-1
durante 24hrs, las células fueron tefiidas con el colorante FURA-1 e incubadas por treinta
minutos a 37 C y 5% de CO,. Posteriormente fueron lavadas y colocadas en un
fluorémetro del laboratorio de Biomembranas del Departamento de Farmacologia para

poder analizar su concentracién de Ca™ intracelular.

Induccion de melanoma

Para la induccion de melanoma se inocularon via subcutanea 60,000 células de la linea de
melanoma B16/F10 a cada uno de los 50 ratones C57BL/6 en la region abdominal.
Después de una semana de induccion del tumor, se inicid la terapia con MOCDs

maduradas con TNFa., cargadas con antigenos MAGE- AX y tratadas con GK-1.

Grupos experimentales y protocolo de inmunizacién

Para los distintos tratamientos se formaron cinco grupos de diez ratones cada uno, uno sin
tratamiento y 4 recibieron inoculacién subcutdnea de 1x10° MOCDs maduradas con TNFo.
y estimuladas o no con GK-1 y cargadas o no con MAGE-AX como a continuacién de
describe: 1) 300ul de PBS (Sin tratamiento), 2) MOCDs/ TNFa, 3) MOCDs/ TNFo,/ MAGE-
AX, 4) MOCDs/ TNFa/ GK-1 y 5) MOCDs/ TNFa/ MAGE-AX/ GK-1. El tratamiento fue
administrado una vez por semana durante tres semanas, después de haber realizado

diferentes protocolos de inmunizacién y curvas de concentracidn de células.

Sobrevivencia de los ratones con melanoma y determinacidon del tamaiio del tumor
Desde el momento en que los grupos de ratones recibieron los distintos tratamientos, se
registrd la supervivencia de los ratones y se midié cada dos dias el didmetro mayor de los

tumores utilizando un Vernier.
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Evaluacion de cortes de melanoma teiidos con hematoxilina y eosina por microscopia
foténica

Para la evaluacién histopatoldgica de los melanomas siguiendo los procedimientos
previamente descritos (Kumar et al. 2010), los tumores disectados fueron fijados en
solucién de Zamboni (Solucién saturada de acido picrico y formol amortiguado 4%)
durante 24 horas. A continuacién los tumores fijados fueron incluidos en parafina.
Posteriormente, se realizaron hasta 10 cortes histologicos de aproximadamente 5um cada
uno, que fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para su estudio histopatolégico. El
registro del estudio histoldgico fue realizado mediante fotomicrografias que mostraban un
area de 1,093,456.9 uz, es importante mencionar que fueron tomadas fotomicrografias en
la totalidad del drea de cada uno de los 10 cortes histolégicos, con un objetivo de 20x en
un microscopio Nikon Eclipse 80i. Para obtener el porcentaje del drea de muerte celular
en cada fotomicrografia, se registrd el area de muerte celular (regiones aciddéfilas con

abundantes células con nucleo picnético) por medio del programa Motic Images Plus 2.0.

Caracterizacion del perfil de citocinas en linfocitos de ganglio popliteo y bazo de los
ratones con melanoma

Con el propdsito de identificar el tipo de respuesta inmune, el ganglio popliteo y el bazo
de los ratones fueron disectados y posteriormente disgregados con la ayuda de una malla
con un tamafo de poro de 200um, con el objetivo de separar los linfocitos del tejido
conjuntivo y obtener una solucién rica en linfocitos. 1x10° células/ml del ganglio popliteo y
los bazos de los grupos de ratones con distintos tratamientos fueron estimuladas con
25mg/ml de MAGE-AX durante 5 dias (Clay et al. 2001), a continuacidn los cultivos fueron
tratados con 1ug/ml de Brefeldina A (BD Bioscience, USA) durante 5 horas.
Posteriormente, las células fueron tenidas a 42C con anti-CD3 biotina, anti-CD4-
aloficocianina, anti-CD8-cycrome y estreptavidina- isotiacianato, luego fijadas con el
buffer BDCitofixTM y permeabilizadas con el buffer BD Perm/WashTM, todos de BD
Bioscience. USA. Finalmente las células fueron tefidas con los anticuerpos anti-IL-4

biotina, anti-IFNy biotina, anti-IL-10 biotina y estreptavidina conjugada con ficoeritrina (BD
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Bioscience. USA). Las muestras fueron adquiridas en un citémetro de flujo BD Bioscience

FACScalibur y analizadas en el programa Flow Jo.

Analisis Estadistico

Se realizdé un ensayo ANOVA vy luego una prueba de Tukey para evaluar la significancia del
efecto de los diferentes tratamientos realizados. Una P < 0.05 fue considerada
estadisticamente significativa. Todos los analisis fueron realizados en el programa

GraphPad Prim 6 y las graficas con el programa Sigma Plot 12.3.
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8. RESULTADOS

8.1. Expansion de células B16F10

Las células B16F10 fueron expandidas con medio RPMI 1640 hasta confluencia.
Posteriormente, las células fueron tripsinadas y utilizadas para la posterior induccién de
tumores en ratones C57BL/6. En relacion con su morfologia, las células se caracterizan por
ser fusiformes y sin patrén de ordenamiento en la caja (Fig. 7A). Asimismo, se constato la
expresion de Moléculas Clase | (MHCI) en las células tumorales mediante citometria de
flujo. Se corrobord que las células fueran positivas a MHCI (Fig. 7B), para constatar que las

células tumorales pudieran presentar antigenos a los linfocitos T CD8.

o
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Figura. 7. A. Morfologia y fenotipo de las células de melanoma B16F10. Las células son
alargadas y crecen sin un orden establecido. B. Histograma de la expresién de moléculas
clase | en las células B16F10. Se observa que las células B16F10 son positivas a MHCI.
Linea roja: control de isotipo. Linea verde: esplenocitos de ratones C57BL/6. Linea azul:
células de la linea B16F10.
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8.2. Obtencion del sobrenadante de células CHO como fuente de Factor de Crecimiento
de Granulocitos y Macréfagos

Se realizd la expansidn de la linea celular CHO transfectada con el gen murino del GM-CSF,
posteriormente se obtuvo el sobrenadante de los cultivos como fuente de GM-CSF, el cual
fue utilizado para inducir la diferenciaciéon de células dendriticas derivadas de médula

osea in vitro.

8.3. Estudios In vitro

8.3.1. Diferenciacion y caracterizacion de CDs a partir de células precursoras de médula
Osea

Las células precursoras de médula dsea de ratones C57BL/6 fueron sembradas con GM-
CSF al 20% durante 10 dias. Los primeros dias se observd que se encontraban dos
poblaciones celulares: células adherentes denominadas células estromales, y células
semiadherentes hematopoyéticas que formaban cuimulos por arriba de las células
adheridas a la caja (Fig.8 B, C y D). Aproximadamente en el dia 6 de cultivo, las células
semiadherentes se desprenden y cambian su morfologia al presentar abundantes
extensiones citoplasmicas. Al dia 10 de cultivo aproximadamente el 90% de las células

presentaban la morfologia antes mencionada (Fig.8 E, F)

Posteriormente al dia 10 de cultivo las CDs fueron tefiidas con anticuerpos anti- CD11c y
anti- Moléculas Clase Il del Complejo Mayor de Histocompatibilidad para conocer el grado
de diferenciacién inducido por el sobrenadante obtenido del cultivo de células CHO.
Mientras que para conocer el grado de maduracion de las CDs las células también fueron
tefiidas con anti- CD86 y anti- CD40. Se observd que aproximadamente el 90% de las
células fueron CD11c, MHCII+, ademas de poseer bajos niveles de CD86 y CD40 (Fig. 9),

fenotipo caracteristico de CDs diferenciadas e inmaduras.
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Figura 8. Cultivos de células de médula 6sea suplementado con GM-CSF. A Cultivo al dia
1, se observa como las células semiadherentes empiezan a formar cimulos (flecha). By C.
Cultivo de 5y 7 dias respectivamente, se observa como las células semiadherentes forman
cumulos (flecha) y las células adherentes al fondo de la caja (*). D y E. En D se aprecian las
células adherentes en el fondo de la caja y en E se ven las células dendriticas libres en el
medio de cultivo (fecha). E. Se observan células dendriticas semiadheridas al cimulo de
células (flecha).
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Figura 9. Fenotipo de las MOCDs después de diez dias de cultivo. Se puede observar
que las células se caracterizaron por ser MHCII+, CD11c+, CD86low y CD40low.

8.3.2. Efecto de GK-1 en la maduracion de las CDs

8.3.2.1. GK-1 induce aumento en la expresiéon de CD86 en las MOCDs

Después que las MOCDs fueron diferenciadas, y para corroborar el efecto de GK-1 en la
maduracién, las MOCDs fueron tratadas con GK-1, TNFo o TNFo/GK-1. El tratamiento con
GK-1 indujo un ligero aumento en la expresion de MHCII, CD40, CD80 y CD86, sin embargo
sélo la adicion de TNFa indujo un incremento significativo (Fig. 10). Ademas, se analizo si
GK-1 podia inducir cambios en el porcentaje de MOCDs positivas a MHCII, CD40, CD80 y
CD86. El comportamiento de los grupos de CDs con diferentes tratamientos fue semejante
tanto en el porcentaje de células positivas a MHCIl y moléculas coestimulatorias como en
la media de intensidad de fluorescencia (MIF). El estimulo con TNFo o TNFo/GK-1
generd un aumento estadisticamente significativo en el porcentaje de MOCDs

positivas a las moléculas MHCII, CD40, CD80 o CD86 (Fig.10).
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Figura 10. Fenotipo de las MOCDs después del tratamiento con LPS, GK-1, TNFa y
TNFo/GK-1. A. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) de MHCII, CD40, CD80 e CD86
en MOCDs con diferentes tratamientos: Control (sin tratamiento), LPS, GK-1, TNFa,
TNFa/GK-1. El tratamiento con LPS, TNFo y TNFo/GK-1 induce el incremento en la
expresion de MHCII, CD40, CD80 y CD86. A Media de intensidad de Fluorescencia (MIF) de
MHCII. *P<0.05, ***P< 0.001. B. Fenotipo de las MOCDs después de 10 dias de
diferenciacién. Se indujo el 91.9% de diferenciacién (91.9% de células CD11c+). Las
MOCDs expresaban una mediana concentracién de MHCII. Rojo. Control de isotipo. Azul.
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MOCDs. C. Porcentaje de MOCDs CD40+. *P<0.05. D. MIF de CD40 en MOCDs. **P<0.001,
***P< 0.0001. E. Porcentaje de MOCDs CD86+. *P< 0.05. F. MIF de CD86 en MOCDs.
*<0.05, **P<0.001, cP< 0.05 vs GK-1 G. Porcentaje de MOCDs CD80+. *P<0.05. H. MIF de
CD80 en MOCDs. ***P<0.0001, c P<0.001 TNFa/GK-1, +P<0.0001 TNFa vs GK-1.

Se empled MAGE-AX como antigeno tumoral para inducir una respuesta especifica contra
el melanoma, por lo que también se verificd si la exposicion a MAGE-AX podria inducir
algun cambio en la expresion de MHCII y moléculas coestimulatorias. El tratamiento con
MAGE-AX a las MOCDs maduradas con TNFa y cultivadas con o sin GK-1 no mostrd

cambios significativos en la MIF de moléculas coestimulatorias ni en el porcentaje de

MOCDs positivas a esas moléculas (Fig. 11).

Para evaluar la producciéon de IL-12 en MOCDs, las células obtenidas fueron tratadas con
TNFa, GK-1 o TNFo/GK-1 durante 24 horas, posteriormente se incubaron con Brefeldina A
durante 5 horas y finalmente se determind la produccion de IL-12. Se constato el aumentd
en la expresion y en el numero de células positivas a IL-12 en los grupos de células
estimulados con TNFoa, GK-1 o TNFa/GK-1 en comparacién con el grupo control. Es
importante mencionar que la produccién de IL-12 por MOCDs tratadas con GK-1 fue la

misma que las MOCDs tratadas con TNF a (Fig. 12).
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Figura 11. Efecto del GK-1 y/o MAGE-AX con TNFa en el fenotipo de las MOCDs.
Tratamiento con MAGE-AX no indujo cambios en el fenotipo de las MOCDs (A). Porcentaje
de MOCDs CD40+. *P<0.05. (B). MFI de CD40 en MOCDs. *P<0.05. (C).Porcentaje de
MOCDs CD86+. **P<0.001. (D). MFI de CD86 en MOCDs. **P<0.05, ***P<0.001. (E).
Porcentaje de MOCDs CD80+. *P<0.05. (F). MFI de CD80 en MOCDs. *P< 0.05. Media +
SEM n> 3.
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Figura 12. Produccion de IL-12 en las MOCDs. Niveles de IL -12 fueron medidos después
de diferentes tratamientos: Control, LPS, GK- 1, TNFa, TNFa/GK-1. Todos los tratamientos
indujeron aumento en el nimero de células IL-12+ asi como en la MIF de IL-12. GK-1
induce la produccion de IL-12 tanto como TNFa y LPS. A. Percentage of IL.-12+ MOCDs. B.
MFI of IL-12 in MOCDs. *P< 0.05, **P<0.001, ***P< 0.0001 Media + SEM n> 3.

8.3.2.2. GK-1 induce aumento en la concentracion de calcio intracelular de MOCDs

Ademas de estudiar el fenotipo de las CDs después de haber sido estimuladas con GK-1
y/o MAGE-AX, se estudié el cambio en la concentracion de calcio intracelular después de
estimular a las CDs con LPS, GK-1, MAGE-AX y MAGE-AX/GK-1. Se conoce que el aumento
en la concentracion de calcio intracelular da a conocer de forma indirecta, el grado de
maduracién de las CDs. Al igual que lo observado con las moléculas coestimulatorias, los
grupos GK-1, MAGE-AX y MAGE-AX/GK-1 mostraron niveles similares de calcio
intracelular, no obstante los mismos grupos mostraron mayores niveles de calcio en
comparacion con el grupo control y el grupo LPS (Fig. 13). Lo anterior es muy importante,
dado que se ha observado que las CDs con altas concentraciones de calcio muestran una

mejor activacién, migracién y produccion de IL-12.
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Figura 13. Concentracion de calcio intracelular en las MOCDs. Los grupos MAGE-AX, GK-1
y MAGE-AX/GK-1 mostraron niveles parecidos de calcio intracelular. El grupo LPS mostré
mayor concentracion de calcio que el grupo control.

8.4. Estudios in vivo

8.4.1. Sobrevida y tasa de crecimiento tumoral en ratones tratados con MOCDs

Todas las MOCDs utilizadas en la inmunoterapia fueron maduradas con TNFa vy tratadas
con 1) GK-1, 2) MAGE o 4) MAGE-AX/GK-1. La terapia con las MOCDs inicié una semana
después de inocular 6 x 10> células B16F10. Los ratones que recibieron las MOCDs
tratadas con MAGE-AX y GK-1 mostraron la mayor sobrevida en relacién con los grupos
control. Los ratones que no recibieron terapia asi como los que recibieron las
MOCDs/TNFo. mostraron la menor supervivencia (100% de muerte a los dias 24-25). 10%
de los ratones tratados con MOCDs con TNFa/ MAGE-AX o GK-1 sobrevivieron a los 40
dias después de haber sido inoculados con melanoma, alcanzando 100% de muerte entre

los dias 41-45. En contraste el 40% de los ratones que recibieron el tratamiento con las
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MOCDs TNFa/MAGE-AX/GK-1 alcanzaron una sobrevida del 40% 1.5 afios después de
haber sido inoculados con melanoma (Fig. 14). Es importante destacar que estos ratones

tuvieron regresion tumoral después del tratamiento.
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Figura 14. Sobrevivencia de ratones con melanoma inoculados con las MOCDs. EL grupo
MAGE-AX/GK-1 fue el que mostré un mayor nivel de supervivencia: 40% 1.5 afios después
de hacer sido inoculados con las MOCDs. Le siguen los grupos GK-1, MAGE-AX, TNFa vy el
grupo control.

Por otro lado, el diametro mayor de los tumores fue medido cada dos dias. Los grupos
tratados con MOCDs TNFa/MAGE-AX o GK-1 mantuvieron un tamafio similar durante todo
el tratamiento, mientras que los ratones sin tratamiento asi como los inoculados con

MOCDs/TNFa. mostraron una mayor tasa de crecimiento tumoral en comparacion con los
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demads grupos. Es importante hacer notar que el grupo de ratones que recibié MOCDs
TNFo/MAGE-AX/GK-1 conservé la menor tasa de crecimiento tumoral desde que inicio del

tratamiento (Fig. 15).
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Figura 15. Diametro mayor de los tumores de ratones C57BL/6. Tamafio tumoral de los
ratones inoculados con MOCDs maduradas con TNFa y tratadas con MAGE-AX, GK-1 o
MAGE-AX/GK-1. Desde el dia 22 al 24 el grupo tratado con MAGE/GK-1 MOCDs mostro
menor crecimiento tumoral en comparacion con todos los grupos. Desde el dia 26, no se
observa crecimiento tumoral en el grupo TNFa y el grupo sin tratamiento, debido a que la
tasa de supervivencia fue 0%. El crecimiento tumoral de los grupos MAGE-AX y GK-1 fue
similar. Media + SEM n> 3. *P<0.05 MAGE/GK-1 vs MAGE, "P<0.05 MAGE/GK-1 vs GK-1,
+P<0.001MAGE/GK-1vs TNF, aP<0.001 MAGE/GK-1 vs WT.
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8.4.2. Efecto de la administracion de las CDs estimuladas con GK-1 y cargadas con

MAGE-AX en linfocitos de ganglio popliteo y bazo de ratones con melanoma.

8.4.2.1. Las MOCDs estimuladas con GK-1 indujeron un aumento el porcentaje de
linfocitos T CD4 IFNy+, asi como en la produccion de IFNy tanto en los linfocitos CD4
como en los CD8 del ganglio popliteo

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T CD4 o CD8 en
el ganglio popliteo de los ratones con melanoma, sin embargo si se encontré un aumento
significativo en el porcentaje de células T CD4 IFNy+ en el grupo MOCDs TNFa,/ MAGE-AX/
GK-1 en comparacion con todos los grupos (Fig. 16A). En cuanto a la produccién de
citocinas, en el caso de IFNy, los linfocitos T CD4 mostraron una mayor produccion de IFNy
en los grupos que recibieron MOCDs estimuladas con TNFa, TNFo/MAGE-AX, TNFo/GK-1
y TNFa/MAGE-AX/GK-1 en comparacidn con el grupo control, aunque los grupos MOCDs
TNFo/MAGE-AX, GK-1 y MAGE-AX/GK-1 tuvieron mayor produccién de IFNy que el grupo
MOCDs TNFa (Fig. 16B). En los linfocitos T CD8, los grupos TNFa, TNFo/GK-1 vy
TNFo/MAGE-AX/GK-1 revelaron mayor produccién de IFNy en comparacion con el grupo
control y MOCDs TNFa/ MAGE-AX, no obstante los grupos tratados con MOCDs
TNFo/MAGE-AX/GK-1 y TNFo/GK-1 tuvieron mayor produccion de IFNy que el grupo
MOCDs TNFa. (Fig. 16D).

En el caso de IL-4, el grupo tratado con MOCDs TNFa/ MAGE-AX/GK-1 tuvo el porcentaje
mas bajo de linfocitos T CD4 IL-4+ en comparacidn con todos los grupos (Fig. 16A), sin
embargo demostré la mayor MIF de IL-4 en comparacién con los demas tratamientos (Fig.
16B). Por ultimo, en el caso de IL-10 los linfocitos de los ratones inoculados con MOCDs
tratados con GK-1 mostré un aumento significativo en el porcentaje de células T CD8 IL-
10+ en comparacion con los grupos MOCDs estimulados con TNFo/MAGE-AX, TNFo/GK-1
y TNFa/MAGE-AX/GK-1 (Fig. 16C). No se observaron cambios en la MIF IL-10 en los
linfocitos T CD8+ o CD4+ ni el porcentaje de linfocitos T CD4 IL-10+ (Fig. 16B y 16D). Es

importante destacar que tanto en los linfocitos T CD4+ como en los CD8+ la sintesis de
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IFNy fue mayor (Fig. 16B y 16D) en comparacidn con las demds citocinas, a pesar que el

grupo tratado con MOCDs TNFo/GK-1 demostré un aumento significativo en el porcentaje

de linfocitos T CD8 IL-10+ (Fig. 9C) y el grupo MOCDs TNFa/MAGE-AX/GK-1 indujo

aumento en la produccion de IL-4 en comparacién con los demds grupos (Fig. 16B).
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Figura 16. Perfil de citocinas en los linfocitos T CD4 o CD8 de ganglio popliteo. Porcentaje
de linfocitos T CD4 y CD8, asi como la produccion de IFNy, IL-4 e IL-10 en ganglio popliteo
de ratones con melanoma inoculados con MOCDs maduradas con TNFa y tratadas con
MAGE-AX, GK-1 o MAGE-AX/GK-1. Los ratones tratados con MOCDs MAGE-AX/GK-1
mostraron un incremento en los niveles de IFNy en linfocitos CD8+. A. Porcentaje de
linfocitos T CD4 totales y productores de IFNy, IL-4 e IL-10. *P<0.05, **P< 0.001. B. MIF de
IFNYy, IL-4, IL-10 en linfocitos T CD4. *P<0.05, **P<0.001. C. Porcentaje de linfocitos T CD8
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totales, y productores de IFNy e IL-10. *P<0.05 GK-1 vs todos los grupos. D. MFI de IFNy e
IL-10 en linfocitos T CD8. *P<0.05, c P<0.05 GK-1 vs MAGE, +P<0.05 MAGE/GK-1 vs MAGE.
Media+ SEM n> 3.

8.4.2.2. Las MOCDs estimuladas con GK-1 inducen aumento en la proliferacion de
linfocitos T CD8+ y produccidn de IFNy en bazo de ratones con melanoma

Para conocer el mecanismo de accién de las MOCDs estimuladas con GK-1 y cargadas con
MAGE AX, los bazos y el ganglio popliteo de los ratones con melanoma que recibieron la
terapia fueron removidos. Las células totales de bazo fueron cultivadas con MAGE-AX
durante 5 dias; y se analizd los niveles de linfocitos T CD4+ o CD8+ y el nivel de expresién

de IFNy, IL-4 e IL-10.

La respuesta observada fue diferente entre el bazo y el ganglio. En el bazo se encontrd un
aumento en la proliferacion de linfocitos T CD8+ en el grupo que recibio MOCDs MAGE-
AX/GK-1 (Fig 17C), aunque en relacidon con la produccion de citocinas en los linfocitos T
CD8, se observd una mayor produccion de IL-10 en los grupos MOCDs MAGE AX, GK-1y
MAGE-AX/GK-1 que en el grupo TNFoa. No obstante, es importante mencionar que, la
produccién de IFNy en todos los grupos fue mayor que la de IL-10 (Fig. 17D). En relacién
con los linfocitos T CD4+ se encontraron diferencias en los grupos GK-1 y MAGE-AX/GK-1
(Fig. 17A y B). En relaciéon con el porcentaje de linfocitos T CD4 IFNy+, los grupos que
recibieron MOCDs tratadas con TNFa, MAGE-AX y MAGE AX/GK-1 mostraron el mayor
porcentaje en comparacidon con los otros grupos (Fig. 17A); la media de intensidad de
fluorescencia de IFNy mostré una tendencia positiva, aunque sélo el grupo que recibio
MOCDs GK-1 mostré un cambio significativo (Fig. 17B). Con relacion a los linfocitos T CD4
productores de IL-4, se observd que en el grupo que recibi6 MOCDs MAGE AX/GK-1
disminuyé el porcentaje de células positivas a IL-4 con respecto al grupo GK-1, en
contraste GK-1 fue el grupo que mostré mayor porcentaje de linfocitos T CD4+
productores de IL-4 (Fig. 17A). Por otro lado no se observaron cambios significativos en la
media de intensidad de fluorescencia para IL-4 (Fig. 17B). Por ultimo el grupo GK-1 fue el

qgue mostrdo mayor porcentaje de linfocitos T CD4 IL-10+, mientras que el grupo MAGE
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AX/GK-1 fue el del menor porcentaje (Fig. 17A). En la media de intensidad de

fluorescencia de IL-10 no se observaron cambios.
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Figura 17. Perfil de citocinas en los linfocitos T CD4 o CD8 totales de bazo. Porcentaje de
linfocitos T CD4 y CD8, asi como la produccion de IFNy, IL-4 e IL-10 en ganglios linfaticos de
ratones con melanoma inoculados con MOCDs maduradas con TNFo y tratadas con
MAGE-AX, GK-1 o MAGE-AX/GK-1. Los ratones tratados con MOCDs MAGE-AX/GK-1
mostraron un incremento en los niveles linfocitos T CD8+ totales y en la produccion de
IFNy e IL-10, y disminucién en la produccion de IL-10 por linfocitos T CD4+. A. Porcentaje
de linfocitos T CD4 totales y productores de IFNy, IL-4 e IL-10. * P<0.05, ¢ P<0.001
MAGE/GK-1 vs TNF, GK-1, a P< 0.05 TNF vs GK-1, b P< 0.05 MAGE/ GK-1 vs MAGE, GK-1. B.
MIF de IFNy, IL-4, IL-10 en linfocitos T CD4. *P<0.05 C. Porcentaje de linfocitos T CD8
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totales, y productores de IFNy e IL-10 *P<0.05, c P<0.001 MAGE/GK-1 vs TNF, MAGE, GK-1.
D. MFI de IFNy e IL-10 en linfocitos T CD8 *P<0.05 TNF vs MAGE, GK-1, MAGE/GK-1.
Media+ SEM n> 3.

8.4.3. El examen histopatolégico mostré que la administracion de MOCDs estimuladas
con GK-1 indujo un aumento en las zonas de muerte celular tumoral.

El analisis histopatolégico de los tumores de los ratones control y los que recibieron
MOCDs tratadas con TNFo mostraron abundantes nidos de células epitelioides,
caracterizadas por la presencia de numerosos nucleos con abundante eucromatina, lo cual
es indicativo de una gran actividad celular. Asimismo, se observaron numerosos vasos
sanguineos entre los nidos de células epiteloides (Fig. 18A y B). Ambos parametros estan
relacionados con tumores con un alto indice de crecimiento (Kumar. 2010). Por otro lado,
los cortes de los tumores en ratones que recibieron el tratamiento con las MOCDs con
MAGE AX, GK-1 o MAGE AX/GK-1 mostraron menos zonas con células epiteliodes y
numerosas areas de muerte celular que los cortes de los ratones control y TNFa. Las areas
de muerte celular se caracterizaron por poseer regiones eosinofilas formadas por restos
celulares y células con nucleos picndticos (Fig. 18C, D y E). Después se tomaron fotos de la
totalidad del area tumoral, con el propdsito de evaluar el porcentaje del area de muerte
celular en los tumores (Fig. 18F). Se observé que los tumores de los ratones sin
tratamiento y los que recibieron la terapia con las MOCDs TNFa. fueron tumores sélidos
con escasas areas de muerte celular, en cambio los tumores de los ratones que recibieron
la terapia con las MOCDs TNFo/MAGE-AX, TNFo/GK-1 o TNFo,/MAGE-AX/GK-1 mostraron
areas de muerte celular mayores que los ratones de los grupos control y los que recibieron
MOCDs TNFa. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos TNFa,/MAGE,

TNFo/GK-1y TNFa/MAGE/GK-1 (Fig. 18F).
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Figure 18. Analisis histopatolégico de melanoma de los ratones que recibieron terapia
con las MOCDs. Fotomicrografias de secciones histolégicas de tumores tratados con
MOCDs maduradas con TNFa y tratadas con MAGE-AX, GK-1 o MAGE-AX/GK-1. Grupos
MAGE-AX, GK-1 y MAGE-AX/GK-1 mostraron abundantes areas de muerte celular tumoral.
A. Sin tratamiento (WT). Se observan abundantes células tumorales asi como vasos
sanguineos. B. TNFa. Se observaron las mismas caracteristicas histoldgicas que en los
tumores de los ratones sin tratamiento: abundantes células tumorales y vasos sanguineos.
C. MAGE-AX. D. GK-1. E. MAGE-AX/GK-1. En figuras (C), (D) and (E), fueron observadas
areas eosinofilas compuestas por células muertas, ademas de dreas basdfilas
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caracterizadas por la presencia de células tumorales muy activas. F. Grafica que muestra
los cambios en las areas de muerte celular inducida en los tumores tratados con BMDCs
estimuladas con TNFa, MAGE-AX, GK-1 or MAGE-AX/GK-1. ***P<0.001, ~P<0.001 MAGE
vs TNF, aP<0.001 GK-1 vs TNF, eP<0.001 MAGE/GK-1 vs TNF. Media + SEM n> 3.
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9. DISCUSION

En el presente trabajo demostramos que las MOCDs cargadas con MAGE-AX disminuyen
significativamente el crecimiento tumoral a través de un incremento en la respuesta
inmune antitumoral contra melanoma inducido (Fig. 16 y 17) que resulta en un aumento
del area de muerte celular en los tumores (Fig. 18) y en el tiempo de sobrevida de los
ratones con melanoma (Fig. 14). Ademas, el tratamiento adicional con GK-1 de las MOCDs
cargadas con MAGE-AX aumentd significativamente la eficiencia de la inmunoterapia

(Fig.9, 10, 12).

9.1. Efecto de GK-1 en la maduracién de las MOCDs

El efecto de GK-1 sobre la expresion de marcadores de activacién y maduracion de las
MOCDs amerita comentarios especiales. GK-1 aumentd significativamente la expresion de
CD86 y la produccion de IL.-12 en MOCDs. CD86 es una molécula involucrada en la sinapsis
inmunoloégica, con mayor afinidad por CD28 que CD80, por lo tanto su aumento puede
considerarse como un incremento en la capacidad presentadora de antigenos de las
MOCDs que resulte en la activacidon de linfocitos T especificos contra el tumor (Inaba et
al., 1992; Sheng et al., 2005; Wan and Flavell, 2009; Mitsui et al., 2010). Por otro lado, IL-
12 puede inducir el desarrollo de una respuesta Thl asi como un aumento en la
produccién de IFNy. Tanto IL-12 como IFNy, estdn involucrados en la inmunovigilancia
contra células tumorales (Smyth, 2000; Janeway, 2001; Dunn et al., 2004; Diamond, 2011);
asimismo se ha demostrado que la administracion exdégena de IL-12 en ratones con
tumores inducidos, puede promover la disminucién en el tamaio tumoral por medio del
aumento en la activacién de linfocitos T CD8+ y NKs, los cuales son los responsables de
inducir apoptosis en células tumorales. (Narvaiza et al., 2000; Trinchieri, 2013). El empleo
de MOCDs con un fenotipo maduro y con la capacidad de producir IL-12 es de vital
importancia para obtener resultados eficaces en la inmunoterapia antitumoral, puesto
gue se ha demostrado que las CDs inmaduras, caracterizadas por una baja expresion de
moléculas coestimulatorias, pueden inducir una no respuesta inmune tumoral, tolerancia

o incluso ausencia de memoria inmunoldgica en pacientes con melanoma (Toungouz et
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al., 2001). Por otro lado, el empleo de las CDs maduras puede inducir memoria
inmunolégica asi como una respuesta inmunolégica efectiva caracterizada por una

respuesta dependiente de linfocitos T CD8 (Figdor et al., 2004; Lande and Gillet, 2010).

En este trabajo se observo que el GK-1 modulé de forma positiva la maduracion de las
MOCDs al inducir un incremento en la expresion de CD86 e IL-12. Esto puede explicar la
disminucién en el crecimiento tumoral, el desarrollo de una respuesta Thl y la muerte
celular observada en la histopatologia en este trabajo. GK-1 es una molécula cuyas
propiedades fisicas y quimicas ayudan a que sea reconocida por receptores tipo
Scavenger, promoviendo la presentacion de antigeno y la liberacién de citocinas
proinflamatorias (Toledo, et al. 1999; Fragoso et al. 2011). Ademas, los resultados
obtenidos aumentan la posibilidad del empleo de moléculas como GK-1 para inducir la
inmunomodulacién de CDs in vitro que posteriormente sean utilizadas en la
inmunoterapia no sélo contra el melanoma, sino para otro tipo de cancer. Aunado a lo
anterior, GK-1 ademds de inmunomodular la respuesta de las CDs, se cree que puede ser
reconocido por otros tipos de células, como los macréfagos, e inducir la produccion de
citocinas como TNFa, la cual puede inducir la maduracién de las CDs. Por lo tanto,
también seria posible utilizar a GK-1 como adyuvante en la inmunoterapia basada en las
CDs, con el objetivo de inducir la produccion de citocinas que ayuden a la activacién de
otro tipo de células como las NK, macrdéfagos o incluso las CDs localizadas en los tejidos

para que se lleve a cabo una respuesta inmune antitumoral efectiva.

Si bien las MOCDs estimuladas con el GK-1 indujeron un incremento en la respuesta
inmune antitumoral, el uso de las MOCDs MAGE-AX produjo una respuesta especifica en
contra del tumor casi de la misma intensidad que la inducida por GK-1. Ademas, es
importante mencionar que la adicidn de MAGE-AX a los cultivos de MOCDs no provocd
cambios adversos en la activacién de las células, por lo tanto las MOCDs pudieron ser
utilizadas con éxito en la inmunoterapia. Previamente se han utilizado los antigenos MAGE

en la inmunoterapia, los resultados han sido heterogéneos, dado que la respuesta inmune
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desarrollada no ha sido efectiva y la regresion tumoral ha sido esporadica. No obstante,
cuando se utilizan las CDs cargadas con MAGE-AX se ha observado aumento en la
sobrevida, disminucién del tamafo tumoral en ratones con melanoma y desarrollo de una
respuesta inmune especifica dependiente de linfocitos T CD8 y produccién de IFNy (Eggert
et al.,, 2004; Connerotte et al., 2008; Herrera et al. 2015). Ademas, los antigenos MAGE
pueden encontrarse en otros tipos de cancer, como cancer de vejiga, leucemia vy
glioblastoma. En el presente trabajo, fue utilizado MAGE-AX, la cual es una molécula que
se expresa ratones, por lo que seria importante desarrollar una molécula que tuviese una
secuencia consenso con las moléculas MAGE humanas, con el objetivo de ser utilizada en
la inmunoterapia contra el cdncer en personas enfermas con melanoma u otro tipo de
cancer. Por lo tanto, MAGE es una buena opcidon para ser utilizado en la inmunoterapia,
dado que es capaz de inducir una respuesta inmune especifica y efectiva, ademas de
poder ser usado en el tratamiento contra distintos tipos de cancer (Cannerotte et al,

2008).

9.2. Efecto de GK-1 en la concentracion de calcio citoplasmico en las MOCDs

Por otro lado, también fue medido la concentracién de Ca*" citosélico en las MOCDs
después de haber sido tratadas con GK-1. Las respuestas mediadas por calcio en las
MOCDs estan menos caracterizadas que en los linfocitos. Cuando las MOCDs llevan a cabo
eventos relacionados con migracion y maduracién/ activacion, por ejemplo cuando las
MOCDs reconocen a algun patdgeno, el calcio localizado en el reticulo endoplasmico liso o
en el medio extracelular ingresa al citoplasma de las MOCDs para mediar varios pasos
involucrados en la sefalizacidn celular. (Salter y Walkinks. 2009). Ya ha sido demostrado
qgue el tratamiento con LPS de MOCDs induce aumento en la concentracion de calcio
intracelular, asi como el incremento en la expresion de CD86 (Shumilina et al. 2007),
mientras que la exposicidn de CDs a vitamina D induce disminucién en la migracion, en la
concentracion de calcio citoplasmico, de CD86 y de IL-12 respuesta tipica de MOCDs
tolerogénicas (Gauzzi et al. 2005). En el presente trabajo, se demostré que los grupos de

MOCDs tratados con GK-1 y MAGE-AX/GK-1 (Fig. 13) mostraron una mayor concentracion
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de calcio intracelular en comparacion con el grupo control y el grupo LPS, por lo que
podemos considerar que las MOCDs utilizadas durante la inmunoterapia estaban en
6ptimas condiciones para migrar y presentar antigenos exitosamente. Estos resultados se
pueden correlacionar con el fenotipo mostrado por las MOCDs, dado que observamos que
las MOCDs mostraron un aumento en la expresion de CD86 e IL-12 cuando fueron
expuestos a GK-1, por lo tanto las MOCDs tratadas con GK-1 mostraron aumento en la
concentracion de calcio citosdlico, indicando éptimas condiciones de maduracion vy

capacidad de migracién para la posterior activacidn de linfocitos T antigeno especificos.

9.3. Efecto de la administracion de MOCDs en los linfocitos T CD4 y CD8 de los ratones
con melanoma.

Para evaluar el efecto de la inmunoterapia basada en MOCDs en la inmunidad especifica
anti-tumoral se evaluaron los niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en el ganglio popliteo y
en el bazo de los ratones con melanoma. La via de inoculacion de MOCDs fue subcutéanea,
por lo que se estudio la respuesta en el ganglio popliteo el cual fue el drgano linfoide mas
cercano al tumor; ademas que se ha observado que la administracién subcutanea de CDs
induce una respuesta Th-1 por linfocitos de ganglios periféricos al tumor (Thomas et al.,
1999), mientras que la administracion de CDs via intravenosa induce una respuesta
dependiente de linfocitos de bazo (Ribas et al., 1999; Mullins, 2003). En nuestro modelo,
se observé una respuesta en los ganglios linfaticos periféricos al tumor como se discute a

continuacion.

9.3.1. Efecto de la administracion de MOCDs en el bazo de ratones con melanoma

En el caso del bazo, se mostré un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4 IFNy+ en
el grupo tratado con MOCDs con respecto al grupo control y TNFa (Fig. 6A), mientras que
solo el grupo tratado con MOCD GK-1 mostré un aumento significativo en la media de
intensidad de fluorescencia para IFNy (Fig. 17B). Asimismo, el grupo de ratones tratado
con MOCDs MAGE-AX/GK-1 manifestd una disminucion en el porcentaje de linfocitos T

CD4 IL-4+ o IL-10+ (Fig. 6A). En el caso de los linfocitos T CDS8, el grupo tratado con MOCDs
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MAGE-AX/GK-1 obtuvo un aumento en el porcentaje de linfocitos T CD8 totales en el bazo
(Fig. 17C) y en la produccién de IL-10 por linfocitos T CD8 (Fig. 17D). Lo anterior es de
notar, dado que IL-10 estd involucrada con tolerancia inmunoldgica (Rabinovich et al.
2007) no obstante si se observa la figura 6D, es mayor la produccién de IFNy que de IL-10
en los ratones tratados con MOCDs MAGE-AX/GK-1, lo cual es muy importante dado que
IFNy esta involucrada con el desarrollo de la respuesta Thl (Narvaiza et al. 2000;
Shankaran et al. 2001). El hecho de que se haya desarrollado una respuesta en el bazo es
muy importante, dado que indica que las MOCDs no sélo indujeron una respuesta inmune
local sino también una respuesta inmune sistémica (Mullins 2003). Lo que sugiere que la
inoculacién de MOCDs con MAGE-AX/GK-1 puede inducir una respuesta Th-1 sistémica,
caracterizada por la proliferacion de linfocitos T CD8 y CD4 productores de IFNy asi como
la disminucién en la produccion de IL-4, citocina caracteristica de una respuesta inmune
Th2 (Dranoff. 2004; Stagg et al. 2007), la cual es sindnimo de mal prondstico en pacientes
enfermos de cancer (Stagg et al. 2007; Zhu et al. 2011). Ademas el trabajo realizado por
Herrera y colaboradores en el cual, ratones con melanoma fueron tratados con MOCDs o
Células de Langerhans cargadas con MAGE-AX y maduradas con GM-CSF mostrd que la
terapia inducia una mayor produccién de IFNy por linfocitos T CD4 en bazo, ademas de
aumento en la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8 de bazo con respecto al control,
no obstante la sobrevida obtenida fue menor (Herrera, et al. 2015); por lo que el uso de
GK-1 no sélo indujo una respuesta en el bazo caracterizada por la produccion de IFNy y la
disminucién en la produccién de IL-4, sino que la terapia indujo una sobrevida de hasta 1.5
después de haber sido inoculados con melanoma. Asi, es claro que el tratamiento MOCDs

MAGE-AX/GK-1 indujo una respuesta inmune Th1 efectiva.

9.3.2. Efecto de la administracion de MOCDs en el ganglio popliteo de ratones con
melanoma

Los ganglios linfaticos de los ratones que recibieron el tratamiento con MOCDs fueron
analizados para estudiar la respuesta desarrollada por el tratamiento. El grupo

TNFo/MAGE-AX/GK-1 mostré los niveles mas altos de linfocitos T CD4+ y CD8+ en
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comparacion con los otros grupos (Fig. 16a y b). Este hecho es importante, ya que una
respuesta inmune antitumoral exitosa es mediada por linfocitos T (Palucka et al. 2011).
Los linfocitos T CD8+ son los responsables de inducir muerte celular tumoral, mientras que
los linfocitos T CD4+ estan implicados en la secrecién de citocinas que pueden inducir la
activacion tanto de linfocitos T como de otras células del sistema inmune como
macrofagos, células NK e incluso células NKT. Trabajos en los que se ha inhibido la
produccidn de linfocitos T CD4+ en ratones con cancer, han demostrado que los linfocitos
T CD4+ son esenciales para que exista un correcta activacion tanto de los linfocitos T CD8+
asi como de células NK, las cuales estdn implicadas en la citotoxicidad contra células
tumorales; ademads, ratones deficientes de linfocitos desarrollan tumores, por lo que la
activacion tanto de linfocitos T CD4 como CD8 son esenciales para que se lleve a cabo una
respuesta inmune antitumoral efectiva (Bai et al. 2003; Dunn et al. 2004; Barrera da Silvay
Miinz. 2011). El hecho que las MOCDs estimuladas con GK-1 hayan inducido la activacion
de linfocitos T en el ganglio popliteo es importante, dado que es posible que éstos hayan
migrado hacia el tumor y ocasionado la muerte de células tumorales, lo cual también
explica el hecho que los ratones tratados con MOCDs con MAGE-AX/GK-1 hayan tenido

una sobrevida de hasta 40%.

Nuestros datos demuestran que existe una estimulacién de linfocitos T CD4+ cuando
ratones con melanoma son tratados con MOCDs estimuladas con GK-1 y cargadas con
MAGE-AX. Es importante destacar esta situacidn, dado que MAGE-AX es un péptido
restringido a Moléculas MHCI. En previos estudios en un modelo murino y porcino de
cisticercosis, y en un modelo murino de influenza, Sciutto et al (Sciutto et al. 2007; Segura-
Velazquez, et al. 2006) mostraron que tanto la administracién subcutdnea como oral del
péptido GK-1 induce incremento en el numero de linfocitos T CD4/CD25/CD69+ ademas
de produccidn de IFNy en ganglios linfaticos; sin embargo, no se detectaron altos niveles
de linfocitos T CD8 (Sciutto et al. 2007; Segura-Veldzquez et al. 2006; Segura-Velazquez et
al. 2009; Fragoso et al. 2011). Nosotros observamos que células de ganglios linfaticos de

ratén con melanoma que previamente habian recibido MOCDs estimuladas con GK-1 y
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cargadas con MAGE-AX y estimuladas in vitro con MAGE-AX mostraron un incremento en
el nimero de linfocitos T CD4 IFNy y en la MIF de IL-4 e IFNy en las mismas células (Fig.
16). Ademas, se constatd el incremento en el numero de linfocitos T CD8 IL-10+. Es
importante hacer notar que a pesar que el porcentaje de linfocitos T CD8 IL-10+
incremento, la MIF de IFNy fue mayor que la MIF de IFNy en las mismas células. La
inesperada estimulacién de los linfocitos T CD4+ obtenidos de los ratones tratados con
MOCDs estimuladas con MAGE-AX/GK-1 puede ser explicado a través del efecto que GK-1
haya tenido sobre las MOCDs. GK-1 es una molécula cuyas propiedades fisicas y quimicas
ayudan a promover su reconocimiento por receptores tipo Scavenger en la membrana de
las MOCDs, promoviendo asi la presentacién de antigenos por medio de Moléculas clase Il
y la liberacién de citocinas proinflamatorias, situacion ya constatada en CDs tratadas con
GK-1, promoviendo asi la activacién de linfocitos T CD4 (Fragoso et al. 2011). Aunado a lo
anterior, en el presente trabajo, también se observd que los ratones tratados con MOCDs
con MAGE-AX, GK-1 o ambos poseian tumores con extensas areas de muerte celular, por
lo que es posible que los antigenos tumorales llegaran hasta el ganglio popliteo, fueran
reconocidos por APCs y posteriormente fueran presentados a linfocitos T CD4 y CD8. Lo
anterior es relevante dado que la activacién de los linfocitos T, tanto CD4 como CD8, de
ganglios linfaticos es muy importante para que se lleve a cabo una respuesta inmune
antitumoral, ademas que la activacién de células T CD4 es primordial para la activacién no
solo de linfocitos T CDS, sino de otras células. Asi, en nuestro modelo no sélo se observé la
activacion de linfocitos T CD8 (respuesta esperada por utilizar MOCDs cargadas con
MAGE-AX) sino de CDA4. Por lo tanto, el empleo de GK-1 coadyuvd al incremento de la
respuesta antitumoral mediada por linfocitos T localizados en el ganglio popliteo, mientras

gue MAGE-AX propicié que esa respuesta fuese especifica contra el melanoma

No sélo se observé proliferacidn de linfocitos T en los ganglios de los ratones tratados con
MOCDs TNFo/MAGE-AX/GK-1, también se mostré un aumento en la produccion de IFNy,
mientras que en la produccién de IL-10 e IL-4 no se mostraron cambios notables (Fig. 5).

IFNy es una citocina relacionada con una respuesta inmune antitumoral efectiva
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caracterizada por la proliferacion de linfocitos T CD8+ citotdxicos, activacion de
macrofagos, induccién de apoptosis e incremento en la expresiéon de Moléculas Clase | y |l
(Narvaiza et al., 2000; Shankaran et al., 2001; Bracci et al., 2007), mientras que IL-4, cuyos
niveles fueron mas bajos que los de IFNy, esta implicada con una respuesta Th2, la cual es
sinébnimo de mal prondstico en pacientes enfermos de cancer (Stagg et al. 2007; Zhu et al.
2011). El hecho que la produccion de IFNy fuera mayor que la de IL-4 es muy importante,
dado que IFNy es la citocina que puede inducir mayores efectos sobre las células
tumorales, dado que no sdélo puede inducir la activacién de células implicadas en la
fagocitosis (i.e. macrofagos), sino que puede estar implicada con la muerte de células
tumorales, como lo observamos en nuestro modelo (Fig. 18). Asimismo, es posible que el
aumento de IFNy haya sido inducida por la secrecion de IL-12 por las MOCDs (Trinchieri et
al. 2003), puesto que se observé que GK-1 estimuld el aumento en la produccion de esta
citocina (Fig. 12). Se conoce que IL-12 puede estimular células T, NK y NKT para la
produccién de IFNy (Smyth, 2000; Trinchieri, 2003; Barreira da Silva et al., 2011), de
manera que estos hechos también pudieron haber sucedido en nuestro modelo., sin
embargo se requieren estudios posteriores para corroborar si la produccién de IL-12 por

las MOCDs tratadas con GK-1 pudo inducir la activacién de estas células.

En el caso de la IL-10, sdlo los linfocitos T CD8+ mostraron incremento en el porcentaje de
células productoras de IL-10, no obstante si se observa la MIF, no se muestran cambios
significativos, ademds también es notable que los niveles de produccion de IFNy es mucho
mayor que de IL-10 (Fig. 16). En el caso de IL-10, varios estudios han dado a conocer que
personas con cancer presentan altas concentraciones de IL-10, por lo que su aumento ha
sido correlacionado con un mal pronéstico (Steinman et al. 2003). También se ha descrito
gue esta citocina induce una ambiente tumoral inmunosupresor (Ravinovich et al. 2007;
Stagg et al. 2007), lo cual ocasiona inhibicion de células como macrdéfagos, CDs y linfocitos
(Roncolo et al. 2001; Steinman et al. 2003; Dranoff. 2004). Es importante observar que los
ratones control y los inoculados con MOCDs con TNFa indujeron una mayor produccién

de IL-10 que de IL-4 e IFNy en los linfocitos T CD4 del ganglio popliteo, asimismo fueron
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estos grupos lo que mostraron la menor sobrevivencia, mayor tamafio tumoral y menores
areas de muerte celular, por lo que es posible que lo anterior haya ocurrido por mayor
produccién de IL-10 que de IFNy o IL-4. Es de destacar el hecho que las MOCDs cargadas
con MAGE-AX estimuladas con GK-1 no indujeron cambios notables en la produccion de
IL-10 y de IL-4, pero si promovieron la produccion de IFNy tanto en linfocitos T CD4+ o
CD8+ en el ganglio popliteo, por lo que la sobrevida de ratones, las abundantes areas de
muerte celular y el tamafio de los tumores en los ratones vacunados con MOCDs MAGE-
AX/GK-1 fue reflejo de las células activadas y de la produccidon de IFNy en el ganglio

popliteo de los ratones con melanoma.

En relacion con los linfocitos y los niveles de las citocinas tanto en bazo como en ganglio
popliteo se concluye que la inmunoterapia basada en MOCDs estimuladas con GK-1 puede
inducir la activacion de linfocitos T CD4+ como CD8+ y la produccidn de IFNYy, principales
componentes implicados en la respuesta inmune antitumoral, por lo que se sugiere el uso

de GK-1 como inmunomodulador de CDs para su posterior uso en las inmunoterapia.

9.3.3. Histopatologia de los tumores de ratones con melanoma tratados con MOCDs

Los datos antes mencionados se correlacionaron con los hallazgos histopatoldgicos, en la
supervivencia y en la tasa de crecimiento tumoral. El tratamiento con MOCDs MAGE-
AX/GK-1 mostraron tumores con abundantes areas de muerte celular (Fig. 18), bajo
crecimiento tumoral (Fig. 15) y una supervivencia de hasta 1.5 afios después de haber sido
inducido el melanoma (Fig. 14). Es importante recordar que en el ganglio de los ratones
que recibieron MOCDs TNFo/MAGE-AX/GK-1 se encontrd un aumento en los niveles de
linfocitos T CD8, los cuales estan implicados en la induccion de muerte de células
tumorales (Yee. 2002; Wan y Flavell. 2009), asi es muy probable que el aumento en el area
de muerte celular, asi como la disminucién en el crecimiento tumoral y aumento en la
supervivencia haya sido causado por la activacidon de linfocitos T CD8. En el trabajo
realizado por Herrera y colaboradoras en 2015, se observé mediante inmunohistoquimica

la presencia de linfocitos T CD8+ en los melanomas de ratones tratados con MOCDs
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cargadas con MAGE-AX (Herrera et al. 2015); en el presente modelo los ratones fueron
también tratados con MOCDs cargadas con MAGE-AX, por lo que la muerte de células

tumorales también pudo haber sido propiciada por linfocitos T CDS.

No obstante es importante mencionar que otras células del sistema inmune pueden
inducir muerte celular, como es el caso de las células NK las cuales son activadas por IL-12
(Trinchieri. 2003; Barreira da Silva y Miinz. 2011), citocina inducida por GK-1 (Fig. 12). Por
otro lado, se ha estudiado que la muerte celular tumoral también ayuda al aumento en la
repuesta inmune contra el tumor, puesto que los patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) pueden ser reconocidos por APCs, inducir su maduracién y la posterior migracién
a ganglios linfaticos para la activacién de linfocitos T (Ravanovich et al. 2007), por lo tanto
es posible que la muerte celular inducida por la vacuna de MOCDs cargadas con MAGE-AX

y estimuladas con GK-1 incremente la respuesta inmune antitumoral contra melanoma.

10. CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos demuestran que la adiciéon de GK-1 a MOCDs cargadas con MAGE-AX
disminuye el crecimiento tumoral, aumenta la sobrevida de ratones, la expresion de CD86
e IL-12 en MOCDs vy los niveles de linfocitos T CD4 y CD8 productores de IFNy, asi como la
presencia de muerte de células tumorales, lo que indica que GK-1 puede inmunomodular
positivamente una respuesta Th1l favoreciendo en control del crecimiento tumoral. Las
evidencias reportadas en este trabajo sefialan la utilidad de GK-1 no sélo durante el
tratamiento contra el melanoma, sino también de forma preventiva; como en el caso de
personas con cancer que han sufrido cirugia y que desean prevenir la apariciéon de un
tumor. Asimismo, es conveniente investigar si GK-1 pueda estar involucrado en la
activacion de otros tipos celulares relacionados con la inmunovigilancia, de manera que se
pueda utilizar en la activacién de otras extirpes celulares que puedan ser utilizadas en el

futuro en la inmunoterapia.
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The 2im of dendnitic cell (DO} vaccinateon in cncer is bo indoce tmmor-specific effector T cells that may reduce 2nd contsol temor
mass feseenestimmbints that conkd drive 2 deired fmmne reponse ace necessary to be fommd in order b genente 2 long bating
fEnor e response. GE-1 peptides, devived from Teewis orassaogps, induces oot ooly moresse I THEPR, [FNy, amd MCP
prodnction m ococalures of DCs and T hpmphocytes ot alse enmesalogice] protection ageinst mflaems vims. Moresves, the 22m
of this iovestigation is the o of GE-1 = 2 bone marmow DOy (BMDCs) immunostimalens targeted with MAGE antiges: thos,
BTy e mseeed 25 imrmnnothersoy 2gzinet murine mefanores GE-1 indoced in BMDCs 3 mesrnngful incremens of CTH8E and
-2 Imaddision, the nse of BAMDCs TRFo G -V MAGE- A X indmred the highest survival zod the mmallest tmmars in mice. Besdes,
ﬂ:umidimj hrnuﬂ::mquhn.rlnh:hml h.!rn:lh.:m‘i]ru.l.lpu*‘ pnale. Maxouen, ﬂ:lmllgﬂh.i'-‘.l
amatysis showsd that BMDCs trested with GE-1THFa and loadsd with MAGE-AX indoced the spparition af mare sapoptotic znd
necoiic aess in umon than in méce withoot trestment. These ressls highlight the properties of GE-1 & o immumostimeket of

Dy znd suggest as a potential candidate the vee of this immonothersy agzinst cancer disegse

1. Intreduction

Melanoma is a2 vy aggressive skin ancer die fo its high
mectastatic capaciy [1, 2]. Early diagnosis imreases the sar-
vival rate of 95% a2t 5 years; however, if the degnosis is delayed
the chance of smrvival decreases o 5% in 2 vear Sorgery,
chemotherapy, radictherapy, and combimstsons of these have
been used for the treatment of melansoms with poor results
[Z, 3]. Thas, in recent years, new posabilites with different
immunothempy approaches have been exploned [4], like
nonspedfic immemomodalation based on the wse of vanous
cytokines (TL-Z, TL-11, and IFNy). antibodies, and TLR lig-
ands [5-7]., in sddition to adoptive transfer [E]. Among them,
the use of antibodies reoogniring CTLA-4 amd FI)-1 stands
out, in an atternpd to reverse the inhibiten of lymphocyte
activotion and the adoptive transfer of asclogous T cells
activated ex wive, althoagh their success has been limited [9-

For over a decade, demdrtic cells (DCs) have been msed
in Inmmotherapy agzinst diferent vaneties of cancer [4, 12,
3] The most wsed DHCs are the ones differentiated from bone
mearrow cells or peripheral biiood momocytes [ 14]; partiosariy
ithe TMCs derived from bone moermow cells { BMIDCs) may hawe
2 grealor capacity to activale T hmphocytes [10]. The use of
IMCs also enables the possibality o load them with tumor pep-
tides andfor with necmotic or apepiofic twmor cells [I5, 6]
Althoogh the results are far from satisfactory, the cells Inaded
with tmmor peplides have been proven the most effectve in
mmemotherapy with DCs [I7-20]. Also recently, molecnles
like TR, [IFNy. prostaglandins, alpha galaciosylceramadss,
or TLRE bhgands have been wsed These have mcressed the
acivration and antigen-presenting capacity of DhiCs [21, 22].

Diespiie the ciforts made m the area of immunotherapy,
the control of advanord melanoms remains a challenge. so1n

this work we evaluate the possbility of using immunotherapy

1. 97 through the transfer of DCs pretreated with MAGE-AX




1

MAGE-AX 1s 2 highly immunogenic peptide, composed of
elght smino acld residues, common fo the MAGE AL-3 and
AL umor which are locaied primarily in tumor cells
[23]. Purthermors, o order to incresse the sificiency of this
trostmpnd, we thohided g synthettc peptids desipnated GK-1
which 15 ome of the thres companenis of he S3Pvac vaccine
epatiel porcine cysticercouls |24], which hes properties that
might be usafid to increase the anligen-pressniing capacity of
DCs [24, 25]. Expenments] evidence shows (hel, in addition
to Inducing & specific nmune response, GK-1 possesses an
adpuvant capacity thel increass the efficlency of influeara
vaccine in mice and pigs [25, 26]. Oa the other hand, 8 has
been shown thal colmmintrsiion of GK-1 with (he iInlluenss
vicrne Incresss the specific lymphocyis proleraitve capac-
qmmmwmmmm.mmu

DCa [35]. Racenily, it bas hean reporied (hat subcistsnsous
sdministration of GK-1 In mice with melanoma Induces
regrossion of the tumor mass and Increases survival So the
mm of this stady was io evalusis the capacy of GK-1 a3
an immenomodslator in DO losded with the MAGE-AX

peptide for immunodherapy agatne merine mesnoma

2. Materials and Methods
2.1 Ethics Stalement. The study was by the Faculty
of Medicine, UNAM ethicl review and was pef-

fiormed 10 sccondance with the Mexcsn Oificiz] Norm NOM
062-200-1999.

22 Mice 60 male C5TBL/G (H2K") aged six to elght weeks
old mice were incuded In sxch experiment. They were kept
In controlled light-dark and temperature conditions and ied
@ Ibtie tn the antmal facines of the Depariment of Cal

and Thesue Biology from the Paculty of Modicine, UMAM.

phycoerythrin, I1-12-baotin, 1PN p-blotin, and [1-10-biotin,
were pisfchased from Pharmingen, BD Blosclence, USA The
BI6/F10 murine melanoma cell line with the H-2K*

was aciuired from the American Type Culture

USA. The carcinoma call line of Chinese hamsier
(CHO) transfected with the granulocyte-

Gctor gene (GM-CSF) was donated by Dr. Edda 53-
uito from the institts for Hesparch, UNAM. The
HPMI-1640 and F12 (Ham) colture medla were parchased
from GIBCO, USA

24 Pepiides. The MAGE-AX (LGITYDGM) proteln was
srrihesized by Resmrch Gemetics (Invitrogen, Lelden, Hal-
land), with a 54% purily. The GK-1 peplide (GYYYPSDI
NTFYAPPSA) with 96.11% purity, was synthistzed by Alpha
Diagnostics Infermafional San Antonlo, TX, USA. Both
popildes were sored af -70°C. Using the Limulus amebocyie
Tyusle (LAL) assay from Thermo Lab, the absence of bactorial
endotonin In both pepides was confirmad.
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25, Digferentiotion of Dendritic Cells Dertved from Bone
AMarrow (BMDCs). For the differeniistion of BMDCs, the
méthodology previowsly describad |27, 28] was wsad with
some modificalions. The femer and this of thres (STELE
mice were oblained, the muscls was removad, and the bones
sanmiyed by continuous wathing with 70% etbasaol for 2min
Theseafler. {0 obtath the bone marrow, the epiphyses of the
bones ware removed and the disphysts perfused with PES
(odg/L phosphaie. (.726 g/l sodium phosphats
end 9g/L sodiam chloride, Sigma). The bone marrow cells
were inoculaded In APMI-1640 medivum supplementad with
penicillin (100 U/ml), streplomycin (100 xg/mi, Sigma), L-
ghitamine (ImAd, Sigma), mercapioethancd [50aM), and
10% fetal bovine serum (BloWess, USA), ir 7Scm’ culture
[asks at a conceniration of 5 x 10° calls par m1. The complals
madium was supplamended af 20% with supernatant of the
CHO coll ine. 3nd the supernsiant contained spproximataly
200 U/mlL of GM-SCF Every third day the GM-CSF sup-
plemanied RPMI madiim was replaced. Al the toath day of
growth, the cells were treated with | gg/mi. LPS or 50 ngfmlL
TNFa, 5mg/ml MAGE-AX, sndior 10ag/ml GK-1 for
24 bours, so that the growps were formed: (1)
without (restment (WT), (I) LPS, (3) TNFe, (4) MAGE-
AX, (5) GK-L (8) TNPFe/MAGE-AX, (7] THF2/GK-1, and
(8] THNRR/MAGE-AX/CGE-L The degree of maturalion and
acibvation of BMDCs wis assossed by monitoring the sxpros-
shon of MHCT, CD8&, CDs0, and CDA0 molecules by Siow

Crinmetry.

16, Phenofype Charactertzafion of BMDCE The BMDCs
paenntype was chamcierizad by flow criometry. Call sus-
pensions were sialoed & 4°C with the following entbhodles:
CDiic-gllophycocyanin, 1&7e tothlocyanats, CD0-biotin,
CD&l-blotin, CD&6-biofin, and 1L-12-biotia. The BMDCS
treated with LPS, TNFr, GK-L end TNFR=/GK-1 were tncu-
bated with | pg'ml Brefeldin A for 4 hours; then the clls
were fized with BD Cltofix buffer and permeshiiized with
BD Permy/Wash buier from BD Bloscience, USA. Aflerwarnds,
the BMDCs were siained with anii-11-12 and streptavidin
conugsted to phycoerythrin. Samples were acquired on @ BD
Foscience FACSCalbur flow cytometer and smalveed with
the Flow Jo software,

27 Tumor mduction. Por melanoma indection 60,000 B1&S

Fi0 cells worn mmodulated subcutansmusdy I 30 CSTBLG
mice for mch of {he tests performed. Afler & week of tumor
inductton, therapy with BMIDCs matred with TN Er, loaded
with MAGE-AX antigens, and stimulsied with GK-1 was
carried outl

LE, Freunmizmifon Profocol For each of the disferent treat-
miends five groups of Len mice each randomly assigned were
formed, one received no treatment and four recebwesd subou-
mneous Inoculation of 1 = 10 BMDCs matured with TNFe;
groips were formed acoording to presence or sbsence ol GK-1
and MAGE-AX load, as follows: (1) 300 uL of PES

, () BMCDe/ TR, (3) BMDCEH TNRUMAGE-AX,
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(4) BMDONTNR/GK-1 and (5) BMDCW TN RarMAGE-
AN/GE-L The treaiment was adminisiersd once 1 week ior
three wesks The experiment was repesiod, end dain were
pookad.

29 _Survival ond Tumor Size. From the moment in whilch the
groaps of mice received the various treatrmenis, the mice sur-
wival was recorded, and every other day the largest diamster
of the lumors wis masisuned ssing @ vernder caliper,

210, Sy of Hisobgios! Sactions with Memaloxyin amd
Engin. The hissopathological saluation of the melanomas

wis carmiad om following previosly described procedires
[29]. The dbsecied tumors were fixed in Zambonl solution

(plenc acid ssturated solution asd 4% bufferad formalin) far
24 bours. The fixed tumory were embadded in pararfin after-
wirds. Subsequently, up to 10 histological sections were per-
formed, of sboul 5 xm each, which were sisined with hema-
toxvlin and eosin for hisiological examination. The record
of the histological study was performed using photomicro-
graphs, showing an ares of LOY456.9 5°. 1 |s Important 1o
mention tha photomicrographs were taken in the endine anes
of esch of the 10 hisiological seciions, with a 200 objeciive on
& Nikon Edipse 801 microscope. [n onder (o obtain the are

of cefl death In each the arex
of cell death (acidophiix regions with shundant cells with
pyknotic nuclet) was recorded through the we of the Molic
Images Plus 2.0 soffware,

210, Cylokime Profile Charactertzation. In order 1o identsfy
the type of tmmumne response, 1= 10° celle'ml. of perttumoral
Iymph nodes, obtatned from the groups of mice with different
iresiments, were simuolated with 25 mg/ml of MAGE-AX
for 5 days [30); (hen the culbures were troated with 1 sg/ml
Brefeldin A (BD Bosclence, USA) for 5 hoiwr. Subsequently,
the collls womn stalmed ot 4"C with anil-CD3-botin, ant] -C0E.
cycrome, and streptavidin:sothiocyanate; afierwards they
were ixed with BD Citodix butfer and permeabilized with BD
Permywash busfer, all from BD Biosclence, USA. Fimally, the
cells were siained with antl-TFNy biotin, ant-TL-10 biotin,
and phyooerythrin conpugated sineptavidin antibodies (BD
Biosclence, USA). The samplss were acquired on 2 BD
Bipsclence FACS@lbur fow cyiometer and analyzed with
the Flow o sofiware

212 Stattsiicnl Amalysis. Data are shown a5 means and SEM.
Repeatod measures gnalysls of varlance best (ANOWVA) and
Tukey post hoo test was periormad In order o evalusie
the significance of the efects of the diferent treatments. A
P valee « 0.05 was considered statistically significant All
enalyres were periormed n the Prism & soffware,
gnd all graphs were bulll with the Sigma Flot 12.3 sofiware

3. Results

3L GE-7 Mdpces o Increment in CD8S amd 11-12 Expes-
Hom fm BMCE The BMDCS were differenilsiad from bome
marrow cultures of C57BRLA mice with GM-CSE. 90% of the

dafferoniistad colls expressed Lhe CDIC/MHCIT+ phenobype
(Paguare 1(h)).

To cormborale the efect of GE-1 1n maturation and sctl-
vation, the BMDCs were troated with GIK-1, TN, ar TNFRS
GE-L Treatment with GE-1 induced a shighl increase In the
expression of molecules of the magor histocompatibility com-
plex [T (MHCII), CD40, CDE&), and CDE4&; however, only the
pddmon of TN Rz Induced a significnt exprossion (Figure 1).
I addimon, we enalyred whether GK-1 could induce changes
In the pecentage of BMDCs posiibve o MHCIL CDMO,
CD8q, and CD8é. The trend percentage of cells posmtive o
MHCT and costimulstory molacules was stmilar to the trend
of the mesn fuorescence Intensity (MP1). SOmuistion with
TNFAT or TNREAGK-]1 resulted In & statistically significant
Increase In the patentzge of positive BMDCS o MHOTL,
CIM40, CDS0, or CD8s molacules (Figure 1),

MAGE-AX was used &5 a tumor antigen to induce 3 spe-
cfic response agamnst melanoma, so also i was verthed
whether exposure t0 MAGE-AX could Induce 2 change tn
the expression of MHCII and costimulstory molecules. The
BMDCs maturad with TNFz with or withoat GK-
| and MAGE-AX showed no stgntficant in the MFI
of costimedatory molscales or 1n the percentage of positive
BMDCs to these molecules (Figure 1)

To assess 11-12 prodection in the BMDCs, the obtained
cells were tresied with TNFr, GE-L or TNROGK-] for 24
hotrs and then incubated with Brefeldin A for 5 howrs and

n-12 wes dafermined An incresss was

in the expression znd pumber of cells to IL-
12 in the groups of cells stimulsted with TNFe, GK-1, and
TNFa/GE-11n comparison with the control groep (WT). The
prasencs of T™Pa did not induce a higher production of 11-13
than GK-1 (Fygures 1(1) and 1))

312 mereased Sunvival and Reduced Tumor Growih Raie i
Aice Trended with BMDOS Loadd with MAGE-AX aad GK-
I Slimulated. Al BMDWCs used o the wele
matured with TNFa and trested with (1) GK-L (2) MAGE, of
(%) MAGE-AX/GK-1. BMDC therapy started one week aflor
Inoculstion of 6 = 10* EMEFI0 colls. Mice recelving BMDCS
lomded with MAGE-AX and stimbstad with GK-1 showod
& higher survival rate relative io (he control groeps. Mice
ihat recetvad no (herapy &y well a5 those wiso rocstved the
BMDCWTNRE tresiment showsd the lowest survival rates
(100% death sl dayy 24-25). The BMDCs growups treated with
TR MAGE-AX or GE-1 had a sarvival of sl least b0 at day
40, while 40% of the mice that recenved the BAMDC treatment
with TNR/MAGE-AX/GEK-1 schieved a 40% survival rate up
1o 1.5 years after being Inoculated with melanoms (Pigure 3).

On the other hand, the largest dameter of the umor
wias mesured every other day The groups treated with
TNRMAGE-AX ar GK-1 BMDCs remained stmilar in size
throughout [he treatment, whereas uniresied mice and thoss
Inoculsied with THNFe BMDCs showed an Increased tumor
growih mie compared to the otber groups. T s Important
i note that the group of mice that recetved TRFR/MAGE-
AX/GE-1 BMCDs retained the lowest rate of humor growth

9%ince the beginning of the trestment (Figure 4),
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THF THFCE-1 WT

LP§ GE 1

THF THFAGK-1

Fraone | BMDCs phenatype. Levels of maolarales of the major histocnmpatibillsy complesy I (BT, OO, CIE0, CIEE, and [L-12 in

Im“m:hmummnm{-mm W, LIPS GE-L ThFe, TNFar'GE-L Trestneni with LPS
THFx, and THF=GE- inducss mcreassd dlﬂ!ﬂ]mm:ﬂdmmmmhﬂdn#-ﬁﬂlm

MEhmdMnmtﬂhmwr{Edmm'P < 0% *'P < ). {HHHEIE:
phemctype afies 10 dovs af difereshistion 99% diferentisison was inducsd (91.9% of CDElc s colin) Hed: motype control Bhse BMDCs ic)
Percentage of CIM0 « BMDCy after irestrment ™ p o« 008, {d) MP] of CIMO in BMDCa. ™ @ < 0001, " @ « D.000L (2) Percentage of CDEE »
BMIDC “P « 008, **P < 0.D0L (1) MF] of CDS6 in BMDCa. P « 008, °*F < 0.001."F « 005 TNFa veres GE-L (g) Percentage of
DS AMDCs. * p < 005 () MFT of OO0 in AMDC ANOVA, Tokey. **F < 00001, °p < D000] THNFGE.-1 wersus GE-L, * p < 0,001
TNF verms GE-L (7) Percentage of [1-12+ BMDCa (7 MF] of TL-12 in BMDNCE *F « D5, ™ F « 0001, " P < 00001, Meen & SEMa > 3.

313 GK-1 Simulsivd EMDCT Dluoed on Morese & G
PNy and IL-10 Procheciion for CD8 Lymphocyies from Lymph
Noder. No significant diierences wese found In the percent-
Ege of CIE T lymphocyies in hymph nodes peripheral to the
tumor (Figure ${2)). In terms of cytokdne production, @ CDE
T iymphocytes, the TNRz, TNFAGK-L and TNFa/MAGE-
AX/GK-1 groups showed Increased production of PNy
compared to the WT group and TNR/MAGE-AX BMDCs;
bowever, groups trested with TNFe/MAGE-AX/GE-1 and
TNER/GK-1 BMDCs showed 2 higher IFNy than
the TNFa group (Figure (b)) Finally, in tha case of I1-
10, the GK-1 group showed s increass in the
percentige of CDE IL-M+ T in comparson o the
THNEU/MAGE-AN, TNFa/GE-1, snd TN Fe/MAGE-ANJGK-
I growps (Fygure 5(a)). No changs were observad in the
IL-}0 MFA (Pigure5(b)). Il s \mpartant to note that the
kigher levels of fluorescence were showed by PNy In CDE+
T hymphocyles (Figure 5(b)), In comparison with IL-14,
although the group iremted with THRGE-1 BMDCS showed
§ sgnificant Increase In the percentage of CDR IL-10+ T
rmphocyies In compartson to the other groups (Flguane 5@)).

A4 Misiopathologion] Examination Showed Thad the Advwein-
istration of GK-| Sitmidated BMDCS bduced an Imcreace
i ohe Amas of Tumor Coll Deafh The histopathological
examination of the (umaors of the WT mice and from those
whio recefved BMDCS iremied with TNRx showed abun-
dant epitholtold cell mests, charactertred by the presence of
many nuclel with shundant suchromatin, which is indicative
of & greal cellular aciivity. Also numerous blood vesses
betwoen the nests of epitheliold cefls were observed (Flgures
&{a)-6ib)). Both are relaied 1o tumors with &
high prowih rate [29]. While sections of the umors from

MAGE-AX/GE-1 BMDCs showed numerous areas of cell
death and fewer areas with epithebiold cells than contml
groep, the aress of ool death were charscierizad by showing
ensinnphilic regions formed by cellular debris and cells with
priootic mudel (Figeres 6(c), &d), and &lel), Afierwards,
photographs wese taken of the totsl temor ares, In order
o evaluate the of the area of cell desth In the
tumars (Figure 6(01). i was observed that the tumors from
W'T mice and from those wio received trestment with TRz
BMDCs were solid tumor messes with few sreas of call dosth,
wherpss the tumors from the mice thet recetved therapy
with (he TNFa/MAGE-AX, TNF2/GK-1, of THFa/MAGE-
ANAGK-] BMDCs showed larper call deaih areas {han thoss
from the mics in the comtnol groaps and those that recatved
THR: BMDOC: No significant differences between fhe
TNRUMAGE, TNFU/GK- 1, and TNFa/MAGE/GK -1 groups
were found (Plgare 6(1)).

4. DMiscussion

In the preseni study we show that EMDCs loaded with
M ACIE-AY decrease the rate of tumor growth
through an incresss in the spactfic antifemor immune
responss against inducad melanoma (Figures 4 and 5), which
resialts in an incresse of the srea of cell desth |n femors
(Flgure 6) and 1n the survival tmes of mice with melanoma
(Plgure 3). Purthermore, the addiiona] treaiment with GK-1
of BMDCs loaded with MAGE- A X signtficantly increased the
efficiency of the immuanotherapy.

The effect of GE-1 on the expression of activation markers
and BMDCs maturaiion deserves speclal comment. GE-1
significantly Increased CDEG exprossion and 11-12 prodsc-
tion In BMDCs (Pigare1). CDB6 & 3 molacule involved

mice thal recetved tromiment with MAGE-AX, GE-1, or 1010 the immunciogical synapse; therefore, (he Increass @n
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in BMDCE " P < 05 Memn & S5EM a =3,

be seen &5 an Incresss in antigen-pressmling capacity of
BMDOs that results In the acitvation of spectfic T cells

sgainst twmors (22, 28, 3. 32]. On the other hand. n-12
can nduce the development of & Thl response as well as
an Increase In [FNp production. HBoth IL-12 and 1PNy are

phenotype of CD4a0y BMIDCs. *F « 0.05. (k) M of CI40 in BMDE “P < 005 ()
BMINC. " p < 0.001. {d) MFI of CDE6 m BMDCs. " "p < 005, ™" p < 0.00. (¢} Porcentage of CD80y BMDCe © p < 0,05, (7) MF of CDSO

of TG+

of 1L-12 In mie with induced tumors may promole the
reduction In tumor stze by Incressing the activafion of
CD8+ T lymphocyies, which are responsthle for Inducing
spopiosts In tumor cells [37, 38]. The use of BMDCs with

a mature phenotype and the ability to produce 11.-12 1s vizal

involved in tmmunosurvelllance against tumor cells [33-36); 1020r effaciive results In antitumor immunotherapy, since 1t

lkewise, # has boon shown thal axngenous sdministration

his beet demonsitalad that immatire DCS, dharaciarizad
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Frcray 3-Mice survival. Sarvivel of mice with melanoma mocpisted
with BAMTH s sugtherad with THEz and trested with MACE AX CE-
L or MACE AN/CE-1 The MAGE AXCK | group was the ome
which had a higher mirvval e 40% up to L5 yan sfier being
imoculsind with the AMCD § in folkmwed by the GE-L MAGE-AX,
TN, enid wnivested groep (W), respectivey

by low expression of costimulsory molecules, can induce
& lumor mmune nonresponse, lolerance, or even shsence
of Immunologlcal memory in patients with meanoma [39]
Purthermore, the use of mature and active DCs can Induce
immunological memory a5 well a5 an effeciive Immune
response characterized by 1 CD& T lymphocytes-dependent
respanse [40, 41].

Im this work, 7l was observed that GE-1 positively modi-
lated BMDCs activation by Indicing an Increased expression
of CD8s and 11-12. This may exglain the decrease in the rate
of umor growth, the development of a Thi response, and the
cell desth obsarved in the hisopathology of ths study. GK-1
Is 2 molacule whose physicochemical properties can
Iz recognilion by scavenger recepiors oo the membrans of
BEMDCs, promoling tumor antigen pressntation snd reless-
Ing profnfammaiory cytokine, sEustion slready obssrvisd
tn DOy treated with GK-1 [42]. Parthermore, the obtaned
rewalis mcroase the Ikelibood of the use of Immuenotherapy
medited by DCs trensfer and the wse of Immanomodulatorns,
such a5 GK-L o both curative and preventive controls of
melznoma In those Individuals who have had thelr tumor
resecied.

Even though GK-1 stimelstad BMDCs Induced an 1n-
creass In the antfumor Immeme response, the sse of MAGE-
AX BMDCs produced 3 specific response the temor
of almost the same as that by GE-L
Purtharmore, it &5 noleworthy that the addtion of MAGE-
AX o BMDCs cultures caused no adverse changes in cefl
activation (Figure 2); therofore, BMDCs could be psed 1n

MAGE antigros have been used already in
mmunotherepy; he rosalis have been mized, since the

fem}

is a0 s Ao 15

5 i} - a5
Days

—a— Comerel —a— UE-1

—a- THF 8- MACEAGE-1

== MACE

Fiewe 4 Tarsor development Taomor e in mece moculzed with
EMDCs matured with ThEx and treated with MAGE AKX, GE-L
or MACE AXACK-|. From day 20 to day M the gromp treated with
MAGECK-1 BMDCs had ke bmor growth [ comparsan with
all groagp. From day 26 mo umar growih was shien in the THFa
mnd uniresind groups, bocmase the sarvinl mie was 0% Temor
prowih of the MAGE-AX and GE-] grosps was smilar. Withouot

treatmend (WT)L Meam s EM i > 1 "F « U5 MAGEGE-]
wersas MACE, ¢ « 05 MAGEGE-1 verms GE-L, * P - Q03
MACEN | verms THNE *p - 0001 MAGEAGE | versss WT

tumor regression has been sporadic. However, when DO
loaded with MAGE-AX were used, there has been Incresse In
survival,  reduction of bupor size 1o mice with mesnoma,
End development of 3 speciic Immune response dependent
on CD& T cells and 1PNy production |23, 43]. Furthermore,
MAGE antigens can be found I other types of cancer,
ks bladder cancer, loukemia, and ghioblastoms  Howeves,
MAGE-AX Is 3 molerule that can be located in mice. which
may be the reason why B woild be important to develop &
modacule with 3 conssnes sequence In relation o MAGE
buman moleculbs, i order lobe used in cancer immumnother-
iy in paiionis with melanoma or other typs of cancer
Thieredinne, MAGE i 1 good cholce for we In Immunotherapy,
mince 1 1s able to induce a strong speciiic IMMune respons:
End can be wsed In the trestment against varioas (ypes of
cancer [43].

To evahmie the offect of BMDCS transfer In specific
aEntRumor , the lewels of CD8+ T m
mm@mmmwﬁmﬂu
were measired (Figure 51 The rowte of BMDCS Inooulation
was subcutaneous, so that the sesponse was studled In per-
nmumaorsl iymph nodes, as it has been stndied that the suh-
cutsnemis sdmmistraion of DCs inducad 2 Th-1 r=sponss
by iymphocytes from peritumoral rmph nodes [44], while
the intravenous administratson of DCs Indices a responss
dependent on spleen ymphocytos [45, 46]. In our model, &

wii observed In the peniumonl ymph nodes as

PPN
developed Immune response has not been affective and 103woumsad baow:
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Frcvas & Cyiokine peofile. Perceaiage of bolad CI T cells andd [FSy or [L- 10 prodacing CDE cells, in perimaral rmph sodes of mice wilk
melanomma mosculaied wah BT maiared wiith THFe snd tresied with MAGE-AX CK-L or MAGE-AXNGE-L Mice irested with BMDCs
MACENCE-1 showed [nereased beveds off PNy = CDE ysphocyis (o) Percenage of total COE T oells and [Py and 1110 prodecer,
*p < 005 GK-1 versas ol groups. (b) M1 of PNy and [0 is CDB T lymsphooyies. *p < 005, p < 0.05 GE-1 versas MAGE, 'p < 005
MACENCE.- 1 werwes MAGE. Withos (seatvseed (W) Mean ¢ SI0Me > 1,

The lymph nodes of the mice that recetved trestment  that this oviokine Induces an Immunosuppressive tumor
with BMDCs were analyzed to study the response developed  environment, resuliing in the inhthition of cellls such as
by the resimenl. The TH e/ MAGE- AXCK-| groupshowed — macrophages, 13Cs, and lymphocyiss [ 53] 11 s theselore nole-
ihe highest levels of CDE+ T Iymphocyls &5 compared o worlhy that BMDCs loaded with MAGE-AX and stimislated
the other groups (Figire 5(a}). This & important, since a  with GK-1 did not indisce significant changes in I1.-10, but
stcrmssful antfiumor Immune resporse b medisted by T they promoted high 1PNy levels 1n CD8+ T lymphocytes
I 8 0.8+ T afe podss | &), vaal for zn
s e i e RS s e il i 8y B gy
which can induce the activation of both T and  hoped for in cancer
other Immune cells [13, 46] Therefore, use af GE-1 The sforementoned dats wese orrelsted with the
contributed to the increase in the antttumor response medi-  histopathological findings, the survival and the tumor growth
ated by T cells located 1n lymph nodes, whereas MAGE-AX  male Trestment with the MAGE-AX/GK-1 BMDCs showed
promoted that such response was specific against melanoma.  tumors with abundant sreas of cdl desth (Figare 6L low

Our dsta demonpstrates there was Incressed amount of  tumor growih (Figure 4), 2nd & sarvval mie of up o L5
T CD8 11-10+ lymphocytes and 1PNy MIF when mice wnth  yesrs afier the melanoma being induced (Pigume3). It is
melanoma were treated with BMDCs stimulated with Gk~ Important 1o remember that in the lymph node of mace
1 and loaded with MAGE-AX. It 15 highly mmariable to  receiving TNF/MAGE-AN/GK-1 BMIDOCS, Increased kevels
mention that athough the percentage of CD& IL-10+ was  ©fCDS T lymphocyies were found, which are invoived in the
Increased, the MIF of [FNy was higher than TL-10 MIF In  Induction of tumor ol death (9, 30], so N is very Dty that
T CDA lymphocyts. PNy I8 & cytoking associsted with  the Increass In the sres of cell desth as well as the decrease In
a Thi mmiRumor effactive immune response, charsctertzsd  tumor growth and sarvivil galn were cousasd by the sctivation
by proliferation of cytotoxsc CDE+ T cells and macrophage  of CD& T calls. On the other hand, it has béen studied that
activatlon [37, 48, 45]_ It 1s posxible that the Increase of IFNy  tumor cell deth also Increases the Immune response Fgaimst
has been induced by 1L-12 secretion by BMDCs (3], since  the tumar [5]; thensiore it 8 possihle that ¢all death induced
it was ohserved that GK-1 stimulated the increse in the By ihe vacination with BMDCy loaded with MAGE-AX
production of this cytokins (Figeres 10 and 1(0). A s known  and stimulaied with GK-1 heps (o increase the aniftumor
thad IL-12 can stimulsie T colls to produce [FNy [33, 38, 50),  immuné response in this modal.

50 these pyvents also could have happened [0 owr model.

I the case af 1110, several studlss have reporied the 5 Conclpsions
palionts with cancer presant high [1-10 concankrations, which
may be the resson why s increment has bapn correleted
with 2 poor prognosts [S1]. 0 has aiso besn described

104{:-:" findings demonsirate (hat the additon of GE-1 io
BMDCS Inaded with MAGE-AY derress the rate of tamaor
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Faowma i Histopabalogical sndyiis Phitombdorographs of histclogicl section of emeor from mice vaorinabed with BMIDCs mature] with
T Fa anid treabed with MAGE-LX, CK-1, or MAGE-ANGE-L Gomgpa MAGE-AX, GE-1, snd MAGE-ANNGE-1 showed plemtiful tumar ol
death sreax. (o) No prsiment [WT) Abundam aurmor cels pnd blood vessls were cbserved. (B) THFa. The mme charucteristios s haose
observed i entreated mice werr observed: sbundas wrmor odls and Blosd wessds, (o) MAGE-AX. {(d) GE-L (e} MAGE-AXACK-1 I (gl

(d), and (e}, pink aseas (e

ensimnphiiic], composed of desd cells, were abserved m addition o arems {basophalic), compossd of wery

mmaﬁ{ﬂﬁmmkm m the areas of cefl denth oy tiomoes froes mace

were rented with M s and winds

wete stiomilsted with TNEe. MAGE AY GK-1 or MAGE ANGE. ] ** P« 0000 *F < (1001 MAGE versns TNE U« 00001 GK-§ versias

TP, *p < 0001 MACPEASK- | versus THE Mesn « SEMe = 3.

growih and Increases the survival of mice and the expression
of CD86 and T1.-12 In the BMDCx, a5 well a5 {he Tevels of
CDE [FNy producing T cells. The presence of umor cell
doath 15 also evident, Indicating that GK-1 may positively
immunmmodulsie a Thi response thal Gvors umor growth
controd. The evidence reporied 1o this study Indicaies the

but also preventively, as in the e of people who bave
undergone cancer surgery ind want ko prevent the reappear
ance of 2 tumor. It & also appropriate o 1nvestigale whether
GE-1 may be invoived 1n the actvelion of other cell types
assoclated with immunosurvedllance, so that 1 can be wsed
In the actvation of other cell lines that could be used In

piefuiness of GK-1 not only for the irestment of meanoma, 105mhmwmﬂ:e future,
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