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1. RESUMEN 

INTRODUCCIÓN. El melanoma es un tipo de cáncer de piel caracterizado por la proliferación 
atípica de melanocitos. Existen varios tratamientos de elección como la cirugía, radiación y 
quimioterapia; no obstante los resultados no han sido satisfactorios ya que la mayoría de las 
mueren en pocos meses. Actualmente se está estudiando la posibilidad de utilizar alternativas 
terapéuticas que induzcan la activación del sistema inmune del paciente, quien generalmente 
se encuentra inmunosuprimido. 

Las vacunas o inmunoterapia basadas en células dendríticas activan a linfocitos T CD4 y CD8 
antígeno específicos induciendo una respuesta Th1, la cual ha sido señalada como la más 
eficaz en la erradicación de las células tumorales. Varias han sido las alternativas para cargar a 
las células dendríticas, como el uso de lisados tumorales o con antígenos antitumorales de 
melanoma como gp-100 o tirosinasa. No obstante unos de los antígenos tumorales más 
usados son las proteínas MAGE, las cuales sólo se localizan en células tumorales así como 
espermatogonias. Además se ha observado que la inmunoterapia con células dendríticas y 
cargadas con antígenos MAGE pueden inducir una respuesta Th1. Sin embargo, es necesario 
aumentar la eficacia de las vacunas con células dendríticas mediante el uso de 
inmunomoduladores. Por lo que en este trabajo se estudió el efecto del péptido GK-1 en las 
células dendríticas, el cual a pesar de estar compuesto de 17aa, induce protección contra 
cisticercosis en cerdos. Aunado a lo anterior, induce una respuesta inmune específica contra la 
influenza cuando es utilizado como adyuvante. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue 
evaluar el efecto terapéutico de las células dendríticas derivadas de médula ósea cargadas con 
MAGE y estimuladas con GK-1 en ratones con melanoma. 

MATERIAL Y MÉTODO. Se utilizaron ratones C57BL/6, los cuales fueron inoculados con 6x105 
células de la línea celular de melanoma B16/F10. Por otro lado, se sacrificaron ratones de la 
misma cepa para la obtención de médula ósea, con el fin de realizar cultivos con GM-CSF para 
la obtención de células dendríticas. Después de 10 días de cultivo, las células fueron tratadas 

con: LPS, MAGE-AX, GK-1, MAGE/GK-1, TNF, TNF/MAGE-AX, TNF/GK-1 y TNF/MAGE-
AX/GK-1. Se midió la expresión de Moléculas Clase II, CD11c y Moléculas coestimulatorias 
(CD80, CD86 y CD40) en las células dendríticas después de los tratamientos, además del calcio 
intracelular. Una semana después de haber inducido melanoma, los ratones fueron vacunados 
con 1x106 células dendríticas una vez por semana durante tres semanas. Se midió la sobrevida 
de los ratones y el tamaño de los tumores, los cuales tuvieron un estudio histopatológico. 
Finalmente se obtuvieron los linfocitos del ganglio poplíteo y el bazo de los ratones para ser 
estimulados con MAGE-AX. Cinco días después de haber sido realizados los ensayos de 
proliferación, los linfocitos fueron tratados con brefeldina y se realizó la inmunotinción con los 

anticuerpos anti- CD3, CD4, CD8, IFN, IL-4 e IL-10. 

RESULTADOS. El tratamiento con TNF y GK-1 induce un incremento significativo en la 
expresión de moléculas coestimulatorias (CD80, CD86 y CD40), Moléculas del Complejo Mayor 
de Histocompatibilidad II e IL-12 en células dendríticas. Mientras que el tratamiento con GK-1 
en células dendríticas induce incremento en los niveles de calcio intracelular, lo cual está 
implicado en el incremento en los niveles de CD86 y la producción de IL-12. 
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En relación con el tamaño tumoral y la sobrevida de los ratones, el tratamiento con células 

dendríticas TNF/MAGE/GK-1 indujo la mayor sobrevida y el menor tamaño tumoral en los 
ratones con melanoma. En cuanto al porcentaje de linfocitos CD4 y CD8 en ganglio y bazo, se 
observó que los animales que recibieron el tratamiento con MAGE/GK-1 mostraron un mayor 

porcentaje de linfocitos T CD8 y CD4 IFN en bazo, mientras que el ganglio poplíteo presentó 

incremento en los niveles de linfocitos T CD4 y CD8 IFN. En relación con IL-4, el grupo 
MAGE/GK-1, fue el que mostró el menor porcentaje de linfocitos positivos a esta citocina. 

Finalmente a pesar que se constató un aumento en los niveles de IL-10, los niveles de IFN 

siempre fueron más altos en el grupo tratado con TNF/MAGE-AX/GK-1. 

En relación con la histopatología, se observó que el grupo de ratones tratado con CDs 

estimuladas con TNF/MAGE/GK-1, TNF/MAGE, TNF /GK-1 mostraron numerosas áreas de 
muerte celular. 

CONCLUSIONES. El péptido GK-1 indujo aumento en la expresión 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 Th1 antígeno específica 

caracterizada por el aumento en el porcentaje de linfocitos T CD4 y CD8 productores de IFN, 
además de la disminución en la producción de IL-4. Asimismo los resultados histopatológicos 
se correlacionaron con la sobrevida y tamaño tumoral, dado que los ratones vacunados con 
CDs estimuladas con GK-1 mostraron abundantes áreas 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 Th1 antígeno específica en ratones con melanoma.  
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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 IFNγ), 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, TNF, TNF/MAGE-AX, TNF/GK-1 

y TNF/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 1x106 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 IFN, IL-4 and IL-10 expression were 
measured by flow cytometry.  
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RESULTS. TNF 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 TNF/ 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 IFN. Regarding IL-4, the MAGE-AX/GK-
1 group showed the lowest percentage of IL-4 positive cells. Finally, although IL-10 level in 

TNF/MAGE-AX/GK-1 increased, IFN level was higher in all groups.  

In the histopathology analysis, mice treated with DCs TNF/MAGE-AX/GK-1, DCs 

TNFMAGE-AX or DCs TNF/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 IFNγ 
producing T cells. The presence of tumor cell death is also evident, indicating that GK-1 
can positively immunomodulate a Th1 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 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Melanoma 

Es un tumor derivado de la proliferación de melanocitos atípicos con o sin capacidad de 

producir pigmento, caracterizado por la gran capacidad metastásica. Se presenta 

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

 

3.1.1. Epidemiología del melanoma cutáneo 

El melanoma cutáneo se define como la transformación de epidérmicos y representa el 

4% de todos los tumores malignos de piel, aunque puede presentarse en otros órganos. Es 

el cáncer de piel más agresivo debido a la alta capacidad de metástasis, se ha descrito que 

aproximadamente el 80% de las personas con un diagnóstico tardío mueren en los 

primeros años de la enfermedad (Desmond et al. 2003; Masloski et al. 2008). Mientras 

que la sobrevivencia de los pacientes con diagnóstico temprano de melanoma pueden 

tener del 93 al 100% de sobrevivir 10 años 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, según las estadísticas del Instituto Nacional de Cancerología, la incidencia del 

melanoma maligno ha aumentado hasta en un 500% en los últimos años;  de acuerdo a un 

estudio retrospectivo basado en los datos del registro Histopatológico 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 (Martínez-Saíd et al. 2004). En 

relación con la edad, 45 años es la edad promedio de las personas con mayor incidencia 

del melanoma (Desmond et al. 2003), teniendo un gran impacto en la economía de las 

personas, ya que se encuentran en una de las etapas más 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 años y el 0.3% corresponde a personas 
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menores de 14 años y se presenta en el contexto de un nevo melanocítico congénito 

gigante, en el síndrome de nevos displásicos o en el xeroderma pigmentoso (Desmond et 

al. 2003) 

 

3.1.2. Factores de riesgo para el  desarrollo de melanoma cutáneo   

En el desarrollo del melanoma participan factores tanto genéticos como ambientales. El 

principal factor ambiental es la exposición solar crónica, por lo que se recomienda a la 

población en general la protección física contra la exposición solar. Otro factor importante 

es el uso de cámaras de bronceado, ya que estudios clínicos controlados han mostrado 

que 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 I y II de Fitzpatrick) tienen una 

tienen una incidencia 10 veces mayor de desarrollar melanoma en comparación con las 

personas de raza negra, y de 7 veces más que la raza indígena 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, además que algunos 

pacientes con melanoma familiar presentan nevos displásicos. (Schaffer et al. 2004). 

Varios de los genes responsables del melanoma familiar y esporádico codifican genes 

supresores de tumores bien caracterizados: 25% de los pacientes muestran una mutación 

en el gen CDKN2A, cuyo efecto es el aumento en la proliferación de los melanocitos e 

inhibición 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 cáncer, es la mutación 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, 

están presentes en 60-70% de los melanomas; mientras que las mutaciones activadoras 

de RAS están presentes en un 10- 15% de los tumores. Por razones no claras, los 
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melanomas que surgen sin exposición solar poseen mucho más 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. Diagnóstico 

El diagnóstico de melanoma se realiza por medio de dermatoscopía y otros métodos no 

invasivos de diagnóstico, no obstante sólo se confirma mediante histopatología (Gutiérrez 

Vidrio et al. 2007). Macroscópicamente, los melanomas se caracterizan por ser lesiones 

asimétricas con diversos grados de pigmentación, pueden presentar variaciones de color 

con tonos negros, marrones, rojos, azules oscuros y grises. En ocasiones aparecen zonas 

de hipopigmentación blancas o color piel por regresión 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 diagnóstico temprano conocido como 

ABCDE (amplitud, bordes, coloración, diámetro y elevación) el cual puede ser utilizado 

para reconocer fácilmente los datos de malignidad; no obstante no resulta fiable en el 

caso de melanoma en etapas iniciales. Las lesiones pueden presentar prurito, dolor, 

ulceración 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 clínico y 

dermatoscópico es recomendable en la extirpación de las lesiones pigmentadas; así como 

el análisis a los ganglios linfáticos regionales para detectar posibles metástasis 

macroscópicas y el uso de marcajes inmunohistoquímicos para melanoma como el de 

S100 (altamente sensible pero poco específico) y HMB-45, los que aunados a otros 

marcadores tales como antígenos de diferenciación melanocítica (Melan A/MAET1, MITF y 

tirosinasa) y marcadores de proliferación celular (Ki-67) aumentan la sensibilidad y 

especificidad del estudio histopatológico de los ganglios regionales hasta en un 44% 

(Brady. 2004). 
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3.1.4. Estadiaje  

En 2001, el “American Joint Committee on Cancer” desarrolló un sistema TNM (tumor 

primario, ganglios linfáticos regionales, metástasis distantes) de estadiaje del melanoma. 

De acuerdo a éste, la profundidad en milímetros y la ulceración son los principales 

determinantes pronósticos en los melanomas localizados (estadios I y II), el número de 

metástasis ganglionares, la carga tumoral y la ulceración son los predictores más potentes 

de la sobrevida de los pacientes en estadio III y el sitio anatómico de las metástasis a 

distancia son el factor pronóstico más 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 años de los pacientes con metástasis 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 más frecuente de aparición de melanomas en los varones y en las 

mujeres se divide en partes iguales entre la espalda y la región distal de las extremidades 

inferiores (Tsao et al. 2004; Masloski et al. 2008). 
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Tabla 1. Clasificación TNM del melanoma 2002. 

T Profundidad Ulceración 

T1 = 1 mm a: sin ulceración y nivel II/III 

b: con ulceración o nivel IV/V 

T2 1.01-2.0 mm a: sin ulceración 

b: con ulceración 

T3 2.01- 4.0 mm a: sin ulceración 

b: con ulceración 

T4 >4 mm a. con ulceración 

b: sin ulceración 

N No de ganglios Masa Tumoral ganglionar 

N1 1 a: micrometástasis 

b: macrometástasis 

N2 2-3 a: micrometástasis 

b: macrometástasis 

c: metástasis en tránsito o sin 

ganglios positivos 

N3 4 o más metástasis en tránsito a: micrometástasis 

b: macrometástasis 

M Sitio LDH sérica 

M1a Piel, subcutis o ganglionar a 

distancia 

Normal 

M1b Pulmonar Normal 

M1c Cualquier otra metástasis visceral o 

a distancia 

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

Cancer”. 

Estadio Estadiaje 

T N M 

O Tis N0 M0 

IA T1a N0 MO 

IB T1b 

T2a 

N0 M0 

IIA T2b 

T3a 

N0 M0 

IIB T3b 

T4a 

N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

III Cualquier T N1 

N2 

N3 

M0 

M0 

M0 

IIIA T1-4ª 

T1-4ª 

N1a 

N2a 

M0 

M0 

IIIB T1-4b 

T1-4b 

T1-4a 

T1-4a 

T1-4a/b 

N1a 

N2a 

N1b 

N2b 

N2c 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

IIIC T1-4b 

T1-4b 

Cualquier T 

N1b 

N2b 

N3 

M0 

M0 

M0 

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

La extirpación quirúrgica completa con margen es el tratamiento de elección para 

melanoma localizado. Durante la última década ha existido una tendencia a disminuir el 

margen para la escisión del melanoma primario, basándose en estudios controlados que 

no muestran diferencias en el pronóstico de los pacientes con melanomas extirpados con 

márgenes de 4 o más centímetros 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 metástasis regional del 

melanoma a piel: escisión quirúrgica, radioterapia, perfusión aislada de la extremidad, 

hipertermia local, crioterapia, electrocirugía y curetaje, terapia fotodinámica, 

quimioterapia local, inmunoterapia local, quimioterapia sistémica, terapia génica, entre 

otras (Gutiérrez Vidrio, 2007). Las terapias pueden combinarse, con el objetivo de inducir 

una mayor regresión tumoral, no obstante, en los últimos años, 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 antígenos antitumorales, 

células tumorales lisadas, transferencia adoptiva de linfocitos T o células dendríticas, 

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 específica, por lo tanto es importante el estudio de antígenos 

antitumorales. A continuación se mencionarán los principales antígenos tumorales 

encontrados en el melanoma y otros tipos de cáncer. 

 

3.2. Antígenos Tumorales 

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

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

diferentes tipos de antígenos tumorales en diferentes tipos de cáncer y en el melanoma. 

a) Antígenos de diferenciación: Son proteínas que se localizan tanto en melanocitos 

como en células de melanoma; sin embargo su expresión es mayor en las células 

tumorales. Algunos ejemplos son: gp100, tirosinasa y melan-A/MART-1, los cuales 

han sido los más utilizados en la inmunoterapia contra melanoma (Jager et al. 

2001; Parmiani et al. 2002) 

b) Antígenos cáncer/testis: Son antígenos expresados en células tumorales, ya sea 

melanoma u otro tipo de cáncer como linfomas, y células del conducto seminífero, 

sitio caracterizado por ser considerado inmunoprovilegiado por no expresar 

Moléculas del Complejo Mayor de histocompatibilidad I (MHCI). Dado lo anterior, 

pueden ser reconocidos por células del sistema inmune para inducir una respuesta 

inmune antitumoral. A este grupo pertenecen los antígenos MAGE y NY-ESO-1 

(Fisher et al. 2008).  

c) Antígenos sobreexpresados: Son moléculas que se encuentran en células 

tumorales y células somáticas, como melanocitos. Pueden ser usados en 

inmunoterapia, debido a que los niveles de expresión 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).  

d) Antígenos originados por mutaciones. Se originan a partir de mutaciones en genes 

relacionados con supervivencia, proliferación y muerte celular, algunos ejemplos 

son antígenos derivados de genes de la vía de p53 y RB. 

e) Antígenos virales. Por ejemplo EBV y HPV. 

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

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

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

antígenos tumorales, las proteínas 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. Antígenos MAGE 

Los antígenos MAGE fueron descubiertos en 1991 en células de melanoma, e inicialmente 

se denominaron MAGE-A1. Son antígenos 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 antígenos MAGE es muy grande y se 

divide en tres subfamilias: genes codificantes para los antígenos de melanoma (MAGE), 

genes que codifican para los antígenos G (GAGE) y los genes codificantes de los antígenos 

del cromosoma X (XAGE) (Feng et al 2010). La subfamilia MAGE está dividida en dos, los 

genes que codifican para MAGE tipo I y el tipo II. Los genes MAGE tipo I se localizan en el 

cromosoma X y se dividen en los grupos MAGE A, B y C, que se expresan en testículo, 

trofoblasto, placenta y en células tumorales. La familia de genes A está formada por 12 

miembros localizados en la región q28 del cromosoma X. Los genes de la familia B se 

encuentra en la región p21 del cromosoma X y la familia C en la región q26-27 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 más frecuencia en las metástasis, por lo tanto son los antígenos más 

utilizados durante la inmunoterapia (Zhang et al. 2005; Feng et al. 2010). Los genes MAGE 

tipo II, que agrupan aproximadamente 15 genes, se expresan en una amplia variedad de 

tejidos de forma normal y se les ha relacionado con apoptosis y diferenciación neuronal 

(Espantman et al. 2010).  

Los promotores de los genes MAGE tipo I se encuentran metilados en las células 

somáticas, lo que evita la expresión de proteínas MAGE I. En células tumorales, estos 

genes son activados mediante la desmetilación de los promotores (Simpson et al. 2005; 

Miranda 2010; Akers et al. 2010). Diversos estudios han dado a conocer que la función de 

estos antígenos en las células tumorales, está relacionada con la sobrevivencia, 

proliferación y metástasis (Yang et al. 2007). La expresión anormal de los antígenos MAGE 

tipo I han sido observados además del melanoma en cáncer de vejiga, hígado, cerebro, 

próstata, 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 expresión es específica en 
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células tumorales y los genes MAGE I son presentados  vía Moléculas clase I y II a linfocitos 

T CD8 y CD4 respectivamente, lo cual está implicado en el desarrollo de una respuesta 

inmune antitumoral específica. Es importante hacer notar que el uso de los antígenos 

MAGE en la terapia contra el melanoma ha tenido mayor éxito que el obtenido con otro 

tipo de antígenos 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 antígenos MAGE (Lonchay et al. 2004; Germeau et al. 2005; Michalek et al. 

2007), por ejemplo, los antígenos MAGE han sido inoculados solos o en combinación 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 antígenos 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 más éxito en la inmunoterapia contra el melanoma, dado que se ha investigado 

que aproximadamente del 9-20% de los pacientes han tenido regresión 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. Antígenos MAGE en ratón 

En ratón, 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 excepción de 

los túbulos seminíferos, 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 proteínas 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 

antígenos MAGE A1, A3 y A5 de ratón y está restringido a moléculas Kb de ratón. Puede 
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inducir una respuesta antitumoral específica 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 la 

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 

antígenos MAGE, los cuales pueden inducir una fuerte respuesta inmune antitumoral en 

ratones, además 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 activación de linfocitos T antígeno específicos, por lo tanto es que en 

este trabajo se propone el uso de CDs derivadas de médula ósea (MOCDs), las cuales se 

describen a continuación. 

 

3.3. Células dendríticas 

Las células dendríticas son las células presentadoras de antígenos más eficientes que 

inician y regulan la respuesta inmune (Geissman et al. 2010) tanto innata como adaptativa 

(Joffre et al. 2009; Dhodapkar et al. 2008). Están involucradas en la activación de células 

NK mediante la interacción célula-célula o por medio de la secreción de citocinas (e.i. IL-

12, IL-18 e IFN de tipo I); en la inducción de la respuesta inmune adaptativa con los 

linfocitos T CD4 y T CD8; y además en la respuesta inmune humoral mediante la activación 

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

3.3.1. Clasificación de células dendríticas 

De acuerdo a su origen, fenotipo y localización, 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 órganos linfoides. Las 

primeras pueden encontrarse en cualquier tejido ya que, después de haber estado en 

contacto con un antígeno, migran hacia los órganos linfoides para la presentación de 
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antígenos a los linfocitos T. Las células de Langerhans pertenecen a esta categoría; fueron 

las primeras CDs descritas y se caracterizan por contar, entre otras moléculas, con una 

fuerte expresión 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 maduración (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 órganos 

linfoides (Geissman et al. 2010). Las CDs derivadas de monocitos provienen del Progenitor 

Mieloide Común (CMP por sus siglas en inglés) y del Precursor de Células Dendríticas y 

Macrófagos (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 patógenos y daño celular (señales de daño, antígenos 

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), además de moléculas involucradas con 

macropinocitosis, endocitosis y fagocitosis de patógenos (Fig. 1) (Hackstein y Thomson. 

2004). Después de la internalización, los antígenos son procesados a través de una vía 

endosomal y lisosomal que está implicada en la producción de péptidos derivados de los 

antígenos, que posteriormente son cargados en Moléculas Clase II. Alternativamente, 

antígenos exógenos pueden procesados por el proteasoma de las CDs para generar 

péptidos que son transportados hacia el Retículo Endoplásmico Rugoso para cargar a las 

Moléculas Clase I (Hackstein y Thomson. 2004).     

Asimismo, las CDs modifican su morfología y fenotipo, inicia la disminución en la expresión 

de los receptores que promueven la fagocitosis y en la expresión de CD68 e incrementa la 

expresión de moléculas de adhesión (CD54/ICAM, CD58/LFA), LAMP 3, moléculas 

coestimulatorias (CD80, CD86 y CD40), moléculas HLA de clase I y II, y la producción de IL-

12, la cual está involucrada en inducir la síntesis de IFNγ. Además, las CDs inician la 

expresión de CCR7 implicado en la migración de éstas hacia la zona T dependiente de los 
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órganos linfoides secundarios (Hackstein y Thomson.2004). Todos los cambios antes 

mencionados en las CDs después de haber estado en contado con un patógeno se le 

denomina maduración, y es esencial para que las CDs puedan interactuar con los linfocitos 

T de los ganglios linfáticos y exista una efectiva presentación de antígenos, mecanismo 

que da lugar al desarrollo de una respuesta inmune en contra de patógenos o molécula 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Presentación de antígenos por las CDs a linfocitos T y producción de IL-12. 
Cuando las CDs maduras migran a los órganos linfoides secundarios presentan 
exitosamente antígeno 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 Th1 caracterizada por la activación de 
linfocitos T CD4, CD8 y la producción de IFNγ. Dibujo obtenido de Merad. 2011. 
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Figura. 2. Características de las CDs. Las CDs se localizan en los diversos epitelios de la 
economía, tejido conjuntivo, sangre y tejidos linfoides. Cuando las CDs reconocen algún 
patógeno éstas maduran y migran hacia tejidos linfoides secundarios, con el objetivo de 
inducir la activación antígeno específico de linfocitos T CD4 y CD8. Posteriormente los 
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induce immune tolerance either through T cell deletion 

or through the expansion of regulatory or suppressor 

T cells24.

DCs promptly respond to environmental signals 

and differentiate into mature DCs that can efficiently 

launch immune responses. Maturation is associated 

with the downregulation of antigen-capture activity, 

the increased expression of surface MHC class II mol-

ecules and co-stimulatory molecules, the ability to 

secrete cytokines14, as well as the acquisition of CCR7, 

which allows migration of the DC into the drain-

ing lymph node14. The ligation of the co-stimulatory 

receptor CD40 (also known as TNFRSF5) is an essen-

tial signal for the differentiation of immature DCs 

into fully mature DCs that are able to launch adaptive 

T cell-mediated immunity25,26. However, DC matura-

tion alone does not result in a unique DC phenotype 

(FIG. 2). Instead, the different signals that are provided 

by different microbes either directly or through the 

surrounding immune cells induce DCs to acquire 

distinct phenotypes that eventually contribute to dif-

ferent immune responses. Indeed, DC maturation var-

ies according to different microbes because microbes 

express different pathogen-associated molecular pat-

terns (PAMPs) that trigger distinct DC molecular 

sensors, which are called pattern recognition recep-

tors (PPRs) (reviewed in REFS 6,27,28 ). Strikingly, 

although most microbes activate DCs, a few can block 

DC maturation through various pathways (reviewed 

in REFS 6,27,28 ). Tissue-localized DCs can also be 

polarized into distinct phenotypes by the products 

released from surrounding immune cells that respond 

to injury. For example, γδ-T cells and NK cells release 

interferon-γ (IFNγ), mast cells release pre-formed IL-4 

and TNF, pDCs secrete IFNα, stromal cells secrete 

IL-15 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP), and 

so on (reviewed in REFS 29,30). These cytokines induce 

the differentiation of progenitor cells or of precursor 

cells such as monocytes into distinct inflammatory 

DCs that yield unique types of T cells (FIG. 2).

It is now accepted that the adjuvant component of 

vaccines primarily acts by triggering DC maturation. 

As described above with microbes, different adju-

vants activate DCs through distinct molecular path-

ways, leading to various types of T cell responses31,32. 

For example, alum mediates its adjuvant effects partly 

through the activation of the DC inflammasome33, 

as well as through the sensing of lipids in the plasma 

membrane of DCs34.

The recent progress that has been made in genomics 

and systems immunology35 is expected to uncover the 

pathways that determine the type of immune responses 

that DCs elicit. Approaches that combine transcrip-

tional profiling, genetic and small-molecule screen-

ing together with phosphoproteomics have unravelled 

molecules that regulate TLR signalling in DCs36. These 

strategies will help us to understand the molecular paths 

of DC maturation and thereby enable the discovery of 

novel adjuvants. The crucial issues related to cancer that 

need to be overcome include the lack of necessary DC  

co-stimulation signals in the tumour microenvironment 

and the presence of inappropriate signals that lead to 

DCs that are unable to induce protective anti-tumour 

immune responses.

DC subsets. Subsets of human DCs in the blood can be 

distinguished by the differential expression of three cell-

surface molecules: CD303 (also known as BDCA2 and 

Figure 1 | Launching the immune response. Antigens can reach lymph nodes through 

two pathways: via lymphatics, where the antigen is captured by lymph node-resident 

dendritic cells (DCs), or via tissue-resident DCs. These immature DCs capture antigens, 

and DC activation triggers their migration towards secondary lymphoid organs and their 

molecules, which allow the selection of rare antigen-specific T lymphocytes. Activated 

signals, they will remain immature and antigen presentation will lead to immune 

regulation and/or suppression. T
Reg
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linfocitos T tienen la capacidad de migrar hacia el sitio de infección. Dibujo tomado de 
Palucka y Banchereau. 2012.  

 

3.3.2. Activación de linfocitos T por células dendríticas 

Después que el antígeno ha sido reconocido por las CDs éstos son procesados con la 

finalidad de presentar antígeno a los linfocitos para inducir el desarrollo de una respuesta 

Th y la activación de otras células como las NK y macrófagos mediante la producción de IL-

12 e IL-15. Para que lo anterior suceda, se ha desarrollado un modelo en el que se indica 

que deben existir cuatro señales en las CDs para que se lleve a cabo una exitosa 

presentación de antígenos. Éstas señales se les llaman señal 0, 1, 2 y 3 (Kapsenberg et al. 

2003; Guy, 2007; Guy; 2009; Pali-Schöll, 2010). La señal 0 está involucrada en el 

reconocimiento de patógenos por las CD mediante el reconocimiento de PAMPs por los 

receptores PRRs o TLRs. Mientras que la señal 1 está implicada con la presentación de 

antígenos a los linfocitos T por medio de la interacción entre el Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad tipo II (MHCII), localizado en las CD, y el Receptor de linfocitos T (TCR) 

en los linfocitos T. No obstante, si no se presenta otra señal, los linfocitos T pueden sufrir 

anergia o una respuesta abortiva. Para evitar la anergia, son necesarias señales 

coestimulatorias las cuales son conocidas como señal 2. Esta señal está implicada entre la 

interacción entre moléculas coestimulatorias localizadas en las CDs y sus ligandos en los 

linfocitos T, como la interacción entre CD40-CD40L (CD154), OX40 (CD134)-OX40L 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 activación de los linfocitos T. Finalmente la 

señal 3 está involucrada con las citocinas y quimiocinas en el microambiente que pueden 

modular la función de las CDs e influenciar la respuesta inmune (Kapsenberg et al. 2003; 

Guy, 2007; Pulendra, et al. 2008; Guy; 2009; Pali-Schöll, 2010) (Fig. 3). Lo anterior puede 

comprobarse cuando CDs son cultivadas in vitro con IL-10 o TGF inducen una respuesta 

Th2 o regulatoria, mientras que CDs cultivadas con  IFN una respuesta Th1 (Steinman y 

Hemmi. 2006; Bianchi. 2007; Pulendran et al. 2008).  
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Figura 3. Presentación de antígenos por las CDs a los linfocitos T. Para que se lleve a cabo 
una presentación de antígenos exitosa, las CDs primero deben reconocer antígenos (señal 
0), posteriormente deben presentar antígenos a los linfocitos T (señal 1) en conjunto con 
el reconocimiento de las moléculas coestimulatorias localizadas en las CDs con sus 
ligandos en los linfocitos T (señal 2). Finalmente la secreción de citocinas induce la 
inmunomodulación de la respuesta inmune, en la imagen denominan a éstas factores de 
polarización. Dibujo tomado de Kapsenberg et al. 2003.  

 

Posterior a la presentación de antígenos, 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 
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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 Th1 está 

acompañada  por la secreción de IL-2 e IFN, las cuales favorecen respuestas inmunes 

mediadas por células y la activación de linfocitos T CD8+, además de la generación en 

ratones de anticuerpos fijadores del complemento (IgG2a e IgG3). La respuesta Th2 se 

caracteriza por la secreción de IL-4, IL-5 e IL-6, promoviendo la activación de linfocitos B y 
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la producción de IgG1, IgE e IgA en ratones, y de IgE e IgG4 en humanos. Mientras que la 

respuesta Th17 está implicada con inflamación contra bacterias, parásitos 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 

acción de TGF, IL-10 y CTLA-4 (Parkin y Cohen. 2001; Guy. 2007). Además el desarrollo de 

las distintas respuestas depende de la expresión de diferentes factores de transcripción 

como T-bet para Th1, GATA3 para Th2, ROR para Th17 y Foxp3 para las células T 

reguladoras (Goldsmid y Trinchieri. 2012).  

Para poder conocer más acerca de las CDs es importante su aislamiento u obtención a 

partir de cultivos tanto de monocitos como de médula ósea como a continuación se 

describe. 

 

3.3.3. Obtención de CDs in vitro  

Durante las pasadas dos décadas se han estudiado los distintos tipos de CDs, así como sus 

diversas funciones, ya que se puede obtener una gran cantidad de células mediante 

cultivos ex vivo. En los últimos años se han optimizado los sistemas de cultivo para la 

producción de las CDs no sólo para estudiarlas sino para ser utilizadas en la 

inmunoterapia. Las CDs han sido aplicadas desde hace más de una década como una 

herramienta terapéutica para combatir el cáncer, sobre todo en personas que sufren de 

metástasis, por su capacidad de inducir la activación de linfocitos T CD8 (Choi et al. 2011; 

Palucka et al. 2011). Existen dos protocolos para la obtención de CDs: a partir de 

monocitos o por medio de precursores hematopoyéticos CD34+  de médula ósea, las 

denomiadas células dendríticas derivadas de médula ósea (MOCDs) (Ardavín 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 maduración, en el cual pueden ser 

utilizados TNF, prostaglandinas, ligandos de TLRs o moléculas antigénicas (Ardavín et al. 

2001). 
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Las CDs derivadas de monocitos se obtienen, a partir del cultivo de monocitos extraídos 

de sangre periférica estimulados con GM-CSF e IL-4. Se ha observado que la IL-4 es 

necesaria para la diferenciación de las CDs, dado que esta citocina inhibe la diferenciación 

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

Las CDs inmaduras obtenidas pueden ser maduradas mediante la adición de TNFα (Liu et 

al. 2010). La adición de diversas citocinas al cultivo de monocitos puede inducir la 

diferenciación de un tipo determinado de CDs, por ejemplo, en cultivos a los cuales se les 

añade IL-4 se pueden encontrar CDs que secretan IL-4; mientras que si se complementa el 

cultivo con IFNγ, TNFα o IL-15 pueden diferenciarse CDs productoras de IFNγ, TNFα e IL-

15, respectivamente (Banchereau et al. 2005). Por otro lado, si al medio se añade TGFβ se 

obtienen células de Langerhans, las cuales se ha descrito que son las mejores células 

presentadoras de antígenos (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, además de 

TNF para preservar su estado de maduración, 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 ósea o sangre de cordón umbilical; sin embargo, se emplean más las células 

hematopoyéticas derivadas de médula ósea (MOCDs) (Sheng et al. 2005). Generalmente 

se realizan cultivos de precursores hematopoyéticos con GM-CSF, obteniéndose CDs 

inmaduras que posteriormente pueden ser maduradas con TNFα, LPS o CD40L. Por otro 

lado, también se emplea como factor de crecimiento al FLT3L para la diferenciación de 

CDs plasmacitoides a partir de células de médula ósea y precursores de CDs 

plasmacitoides aislados de sangre periférica (Wan et al. 2005); mismos que 

posteriormente pueden ser inducidos hacia un estado de maduración mediante la adición 

de IL-3 y CD40L o IL-3 y TNFα (Ardavin et al. 2001). Además, las CDs plasmacitoides 

pueden ser aisladas de sangre, amígdalas u otro órgano linfoide por medio del uso del 
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marcador BCDA-2, Neurofilina 1 o CD123 (Wan et al. 2005). Para la obtención de un mayor 

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

De los protocolos antes mencionados, las CDs derivadas de monocitos son las más 

utilizadas en la inmunoterapia contra el cáncer, 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 ósea 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 

que inducen la maduración de las CDs, estas últimas pueden inhibir la producción de IL-12 

la cual junto con IFNγ, es de vital importancia para inducir una respuesta inmune 

antitumoral; por lo que en ocasiones se administra IFNγ o algún agonista de TLRs (e.i. CpG) 

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

 

3.4. Vacunas contra el cáncer 

Durante muchos años se han empleado las vacunas contra el cáncer tales como: las 

vacunas de células tumorales alógenas y autólogas, 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 regresión tumoral, mientras que en otros no se muestra 

disminución en el tamaño tumoral, pero si existe activación del sistema inmunológico 

(generalmente se observa aumento en los niveles de IFNγ 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 regresión tumoral a pesar de desarrollar una respuesta antitumoral 

antígeno específica. Lo mismo ocurrió en otro estudio en el que los pacientes fueron 

inoculados con MAGE, MART-1 o tirosina, antígenos que se caracterizan por localizarse en 

el melanoma (Yang et al. 2002; Palucka et al. 2010).  
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En el caso de cáncer de próstata también se han desarrollado vacunas con péptidos o con 

vectores virales, plásmidos o liposomas; sin embargo, en estos casos la respuesta no fue la 

esperada, puesto que muy pocas personas mostraron regresión 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) mostró resultados muy poco satisfactorios: de los 175 pacientes que 

recibieron la vacuna de péptidos, sólo el 4% mostró regresión tumoral incompleta; de los 

216 pacientes que recibieron vacunas de péptidos virales, ninguno mostró regresión 

tumoral, pero 7.1% de las personas que fueron inmunizadas con vacunas con CDs 

mostraron regresión tumoral (Rosenberg et al. 2004). Ahora bien, en otro estudio donde 

se comparó y evaluó el grado de protección generada por vacunas a base de lisados de 

células tumorales contra vacunas de CDs, se observó que las segundas inducían regresión 

tumoral, mientras que las vacunas de células tumorales muertas sólo generaba protección 

en algunos individuos (Ribas et al. 1999). 

Por lo tanto, es necesario desarrollar otros tipos de estrategias de vacunación que 

induzcan el aumento en la respuesta antitumoral, como es el caso de las vacunas de CDs 

las cuales han sido un poco más exitosas que  los otros tipos de vacunas. Este tipo de 

inmunoterapia tiene como objetivo la maduración 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 regresión tumoral exitosa y duradera para mejorar el 

pronóstico de las personas con cáncer (Fig. 4) (Jonuleit et al. 2001; Banchereau y Palucka. 

2005).  
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Figura 4. Diferentes tipos de vacunas utilizadas contra el cáncer. En la región superior se 
ejemplifican algunos tipos de vacuna como las basadas en péptidos, proteínas, 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 ósea, y maduradas por medio de señales exógenas como 
citocinas. Dibujo tomado de Leterhuis y Punt. 2012. 
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las células tumorales (Stagg, et al. 2007; Palucka et al. 2011). Por otro lado, en la 

actualidad están siendo realizadas estrategias terapéuticas mixtas en las que ya no 

únicamente se utilizan CDs maduradas con antígenos tumorales, sino que actualmente se 

está tratando de regular la respuesta de los linfocitos T mediante la inactivación 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 función 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 ácidos 

nucleicos (CpG), Imiquimod, LPS, Lípido 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 expresión de 

moléculas coestimulatorias y la secreción de citocinas mediante la transfección de genes. 

Los resultados son variados, por lo que se está tratando de utilizar no sólo la 

inmunoterapia sino también en combinación con otras terapias como la radioterapia y 

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

A pesar de lo anterior, durante la última década numerosos trabajos han demostrado que 

las CDs además están involucradas en la inducción de tolerancia. Se ha observado que la 

administración de CDs inmaduras a ratones con cáncer induce la producción altos niveles 

de IL-10 y TGF-β, las cuales están relacionadas con la inducción de tolerancia y aumento 

del tamaño tumoral (Schuler et al. 2002; Lande et al. 2010); algo parecido ocurrió cuando 

a individuos sanos les fueron inoculadas CDs inmaduras, dado que la vacuna indujo la 

liberación de IL-10 e inhibió la actividad de los linfocitos T CD8 (Dhodapkar, et al. 2001; 

Bjoern et al. 2011). Por otro lado, las CDs, además 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 señal relacionada con la tolerancia es la 

ausencia de citocinas inflamatorias o señales de daño. Un estudio realizado por Shankaran 
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en el 2001, dio a conocer que algunos tumores pueden liberar señales de daño, por lo que 

puede haber secreción de moléculas proinflamatorias que permitan la adecuada 

maduración de CDs. Si lo anterior sucede, puede ocurrir regresión tumoral; dado que las 

CDs pueden migrar a ganglios linfáticos en donde inducen la activación de los linfocitos T. 

No obstante, existen tumores que son capaces de secretar moléculas inhibitorias [i.e. IL-

10, TGFβ e indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO)], y éstas impedir la maduración 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 tamaño tumoral (Shankaran et al. 

2001). Con respecto a lo anterior, en biopsias de tumores de seno, pulmón y piel se han 

encontrado CDs plasmacitoides inmaduras, células que han sido implicadas en la 

generación de células T regs y en la liberación 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 cáncer, dado que las CDs tolerogénicas pueden estar involucradas en la 

presencia de linfocitos T regs y de citocinas inhibitorias, elementos muy importantes para 

la inducción de tolerancia contra el cáncer. 

 

3.4.2. Vacunas de CDs 

Existen diversos tipos de vacunas con CDs, se pueden dividir de acuerdo al tipo de CD 

utilizado, así como del estímulo que induce su maduración. Igualmente se han utilizado 

diferentes vehículos para la entrega de los antígenos tumorales a las CDs como: vectores 

virales, plásmidos y DNA desnudo, RNA, liposomas con ácidos nucleicos o proteínas, 

lisados tumorales, células apoptóticas y péptidos (Fig. 3) (Bancheareau y Steinman 1998). 

 

 

 



28 
 

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 diferenciación de las CDs. Un estudio 

llevado a cabo en pacientes con melanoma dio a conocer que las CDs diferenciadas con IL-

15 indujeron la activación de un mayor porcentaje de linfocitos T CD8 que las CDs 

diferenciadas con IL-4; sin embargo, la mayoría de los trabajos realizados en la clínica 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 

diferenciación (GM-CSF e IL-4), no se observaron diferencias significativas entre las 

vacunas empleadas, dado que ambas indujeron la regresión tumoral en no más del 20% 

de los pacientes, además se encontró una correlación positiva entre la regresión tumoral y 

el desarrollo de una respuesta inmunológica contra el tumor (Mackensen et al. 2000). 

Todo lo anterior indica que después de haber inducido la diferenciación 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 características de las diferentes tipos de CDs que puedan obtenerse ex vivo, con el fin 

de poder elegir la subpoblación de CDs y antígenos adecuados para que se desarrolle una 

respuesta inmune apropiada (Palucka et al. 2010). 

 

3.4.2.2. Vacunas de CDs cargadas con proteínas tumorales 

En años recientes, una de las áreas de investigación acerca de la inmunología del cáncer 

que ha recibido gran atención, corresponde a la búsqueda de marcadores tumorales 

específicos, cuya característica primordial es que dicha proteína no sea expresada de 

manera constitutiva en células normales o bien que su expresión sea restringida o mínima 

en tejidos sanos, lo que ha resultado en la descripción y caracterización de numerosos y 

diversos antígenos asociados a tumores (AAT), los cuales pueden ser específicos para 
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algunos tipos de neoplasias, o bien compartidos por distintos tipos cáncer cancerosas. Por 

ejemplo, algunas proteínas que normalmente se expresan en tejidos embrionarios y 

germinales se observan frecuentemente en tumores malignos, como la familia de 

proteínas MAGE y la proteína NY-eso (Parmiani et al. 2003; Miranda. 2010). En un 

principio, cuando se descubrieron los antígenos tumorales, se utilizaron para desarrollar 

vacunas antitumorales que contenían a la proteína completa o sólo a alguno de sus 

péptidos; sin embargo, se observó que la sola presencia de los antígenos tumorales 

promovía una respuesta de tolerancia por parte del sistema inmunológico y sólo en 

algunas ocasiones se podía inducir regresión tumoral. Posteriormente, se constató que 

tanto al poner en contacto las CDs con dichos antígenos tumorales in vivo como in vitro, se 

podía inducir en ellas un fenotipo de maduración además de inducir la carga de CDs con 

antígenos tumorales, promoviendo así la activación antígeno específico del sistema 

inmunológico, lo que permitió el inicio del uso de antígenos tumorales para el desarrollo 

de vacunas con CDs contra el cáncer (Rosenberg et al. 2004). En este sentido, algunas de 

las proteínas que han sido utilizadas en inmunoterapia son las proteínas MAGE (Zhang et 

al. 2005; Carrasco et al. 2008), gp-100 (Grover et al. 2006), gp70/p15E (Casey et al. 2003), 

antígeno carcinoembrionario (CEA) (Lesterhuis et al. 2010), antígeno membranal 

prostático (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 antígenos tumorales; por ejemplo, en un 

estudio en pacientes con melanoma se administraron CDs cargadas con varios antígenos 

específicos de melanoma (gp100 y tirosinasa) con un éxito de regresión del 11% (Craig, et 

al. 2003); mientras que en otro estudio, en el que se utilizaron los mismos antígenos junto 

con KLH (key hole hemocyanin), el 57% de las personas que recibieron la terapia 

mostraron estabilidad en la enfermedad (sin crecimiento tumoral) y sólo el 4 % mostró 

regresión tumoral completa (De Vries et al. 2005). El éxito de las vacunas con CDs 

maduradas con proteínas o cargadas con péptidos tumorales ha sido moderado; ya que el 

éxito de regresión tumoral no ha sido mayor al 20% debido a que no es muy alta la 

proliferación de linfocitos T específicos para los péptidos presentados. No obstante la 
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inmunoterapia basada en CDs ha sido más exitosa que otras estrategias de vacunación 

(por ejemplo, el uso de vacunas basadas en péptidos), dado que, a pesar que la 

proliferación de linfocitos T no es muy alta si es efectiva en la regresión 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, además que es necesario que 

dicha aplicación se realice en pacientes con estadio I y II de desarrollo tumoral para así 

obtener un mayor éxito, sin embargo la mayoría de los tratamientos con CDs son 

aplicados a personas en estadios III y IV de la enfermedad debido a una detección tardía 

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 cáncer de próstata. Tal vacuna se basa en el uso de monocitos del paciente 

que posteriormente son incubados con GM-CSF y más tarde son cargados con fosfatasa 

prostática. La vacuna Sipuleucel T no sólo ha inducido la migración de linfocitos T 

específicos al tumor en la próstata, sino también una mayor sobrevivencia en los 

pacientes que la recibieron en comparación a los que recibieron el placebo (Kantoff et al. 

2010; Enomoto. 2011). 

 

3.4.2.3. Vacunas de CDs maduradas con células muertas 

En relación con la entrega de los antígenos tumorales a las CDs, las primeras estrategias 

desarrolladas fueron mediante la interacción de éstas con células tumorales muertas, 

tanto apoptóticas como necróticas (Fields et al. 1998; Ullrich et al. 2008). Las CDs pueden 

fagocitar a las células tumorales por medio de su reconocimiento por receptores 

específicos; así, las células apoptóticas son reconocidas por la integrina V5, CD36 o por 

medio del receptor de fosfatidil serina (Dhodapkar et al. 2008); mientras que las células 

necróticas 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 antígenos por medio de moléculas Clase I y así activar mediante una 

presentación cruzada a linfocitos T CD8+; conjuntamente el haplotipo por medio del cual 



31 
 

son presentados los antígenos 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 está relacionado 

fuertemente con la maduración de estas últimas. Matzinger denominó a lo anterior: 

maduración de CDs por “señales de daño”, las cuales pueden activar al sistema inmune 

por medio de traumas ocasionados en algún tejido. De esta forma se observa que las 

células necróticas son un claro ejemplo de daño o trauma que induce la maduración 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 ácido úrico, las cuales están 

directamente implicadas con la maduración de CDs y en la secreción de citocinas 

proinflamatorias (Ullrich et al. 2007; Dhodapkar et al. 2008; Zitvogel et al. 2008). Por otro 

lado, algunos estudios indican que la maduración de CDs con cuerpos apoptóticos induce 

tolerancia del sistema inmune, pero otros muestran que sí puede inducirse una respuesta 

antitumoral efectiva. Un estudio realizado en un modelo de melanoma murino dio a 

conocer que la maduración de CDs con cuerpos apoptóticos de células de melanoma 

inducia un aumento en la liberación 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 apoptóticas, dado que se 

observó un aumento en los niveles de células Tregs, además 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 radiación o antraciclinas; este tipo de muerte está implicada 

en la expresión de calreticulina y HSP en los primeros estadios de muerte, mientras que en 

la apoptosis tardía se expresa una proteína denominada HMGB1, molécula reconocida por 

TLR4. La expresión de éstas moléculas induce la maduración y migración de CDs, las 

cuales, a su vez, promueven un respuesta inmune antitumoral (Apetoh et al. 2007; 

Cornforth et al. 2011), tal y como lo demostró un estudio en donde se utilizaron células de 

mieloma irradiadas, las cuales indujeron presentación cruzada por parte de las CDs y una 

mayor lisis de células tumorales que la provocada por linfocitos T activados por CDs 



32 
 

madurados con antígenos tumorales (Dhodapkar et al. 2002). Las vacunas desarrolladas 

mediante esta estrategia han promovido una respuesta antitumoral contra el melanoma, 

cáncer renal, carcinoma paratoroideo y cáncer de seno (Xia et al. 2006). Igualmente se ha 

demostrado que este tipo de vacunas pueden inducir la activación de células T CD4 y CD8 

específicas del tumor; como lo demostró un estudio de 13 pacientes con melanoma, en 

donde tres mostraron regresión tumoral y uno mostró aumento en los niveles de IFN 

(Palucka et al. 2006). Por lo tanto, es importante conocer qué tipo de apoptosis es 

inducida en las células tumorales, para así llevar a cabo una exitosa respuesta inmune 

antitumoral mediada por CDs maduradas con células apoptóticas. Aunado a lo anterior, 

también es importante que se lleven a cabo terapias mixtas, dado que ciertos fármacos 

utilizados en la quimioterapia (antraciclinas), así como en la radiación, inducen apoptosis 

inmunológica y esto daría lugar a la activación de CDs in situ, lo cual a su vez induciría una 

mayor activación de la repuesta inmune antitumoral y con ello la erradicación del tumor.  

 

3.4.2.4. Vacunas de CDs transfectadas con genes  

Así como las CDs pueden ser cargadas con antígenos 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 proteínas 

tumorales por medio de diferentes moléculas HLA, de manera que puede haber activación 

de un gran número 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 

que codifican antígenos tumorales específicos, 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 diferenciación de CDs, en este tipo de 

terapia tal adición no es necesaria (Liu et al. 2000). En relación con la transfección de 

genes de antígenos tumorales específicos, se ha inducido la expresión de MAGE, gp-100, 

MART-1, hTRP2, p53 o MUC1; los resultados han sido moderadamente satisfactorios 
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puesto que se observó el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral comprendida 

por la presencia de linfocitos T CD8 y secreción de IFNγ (Narvaiza et al. 2000; Feldman et 

al. 2002). Aunado a lo anterior, se ha comprobado que este tipo de vacunas no sólo 

estimula la proliferación y activación de células NK, sino además induce la disminución 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 transfección de células, además de que se ha registrado baja viabilidad en las 

CDs. En cuanto a la expresión génica, ésta es corta; igualmente algunos virus han sido 

utilizados en este tipo de terapias, sin embargo estos pueden interfieren con la función y 

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

 

3.5. Vía de administración de las vacunas de CDs 

Otro factor importante en la eficacia de la inmunoterapia con CDs es la vía por medio de la 

cual se inoculan las CDs. En varios modelos animales se ha observado que la 

administración de CDs vía subcutánea e intralinfatica induce una respuesta antitumoral 

Th1 (Grover et al. 2006), mientras que la inoculación intravenosa desarrolla una respuesta 

Th2, la cual es considerada deletérea en las personas enfermas de cáncer. Además, se ha 

observado tanto en modelos de melanoma murino como en estudios en pacientes 

también con melanoma, que la administración subcutánea incluso inducía la presencia de 

células T de memoria, generando protección contra posibles amenazas de cáncer; por otro 

lado, en un estudio en el que la administración fue intravenosa se observó 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 subcutáneos son los encargados de 

la respuesta inmune antitumoral contra el melanoma, por lo que las células inyectadas vía 

subcutánea pueden migrar más fácilmente hasta estos órganos linfoides. Ahora bien, la 

vía intranodal también puede ser exitosa, dado que las CDs no tienen la necesidad de 

migrar, empero se ha indicado que en algunas ocasiones la inoculación de CDs destruye la 

arquitectura de los órganos. Por otro lado, se ha subrayado en diversos estudios con 
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pacientes con metástasis visceral, que la mejor vía de administración de las vacunas con 

CDs es la vía intravenosa; en contraste con las metástasis no viscerales, en donde la mejor 

vía de administración es la subcutánea (Figdor, et al. 2004).  

Por otro lado, cuando se inoculan CDs en conjunto con citocinas como TNF o IFN, e 

incluso con ligandos de TLR, éstas pueden madurar y migrar hacia los ganglios linfáticos. 

Además se ha observado que el uso de éstas moléculas pueden ayudar al desarrollo de 

una respuesta inmune específica cuando se inoculan antígenos 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 continuación. 

 

3.6. Adyuvantes e Inmunomoduladores 

Los adyuvantes son compuestos que mejoran la respuesta inmune contra antígenos 

inoculados. El objetivo de un adyuvante es la de generar una intensa respuesta inmune. 

Los adyuvantes pueden ser usados para varios propósitos: mejorar la inmunogenicidad de 

antígenos recombinantes o purificados; para reducir la concentración de antígenos o el 

número de inmunizaciones requeridas para inducir una respuesta inmunológica; para 

mejorar la eficacia de vacunas en recién nacidos personas de edad avanzada o 

inmunocomprometidas; como un sistema que ayuda a la entrega de antígenos en la 

mucosa.  

Los adyuvantes se definen como compuestos que pueden incrementar y/o modular la 

inmunogenicidad intrínseca de un antígeno. Se requiere el uso de un adyuvante para 

varios propósitos, como: mejorar la inmunogenicidad de antígenos recombinantes o 

purificados; para reducir la concentración de antígenos o el número de inmunizaciones 

requeridas para inducir una respuesta inmunológica; 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 antígenos mucosas (Aguilar y Rodríguez. 2007).  
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En ocasiones el término adyuvante es usado como sinónimo 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 antígenos e incluso el de inmunomodular al sistema inmune. 

Desafortunadamente la acción 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 Rodríguez. 2007; Guy 2007). 

 

Figura 5. Mecanismos de acción de los adyuvantes o inmunoestimuladores en las CDs. 
Para que se lleve a cabo una adecuada respuesta inmunológica, es necesario que se 
activen tres señales en las células presentadoras de antígenos. La señal 0 está implicada 
en la activación de las células dendríticas o macrófagos, la señal 1 está relacionada con el 
mejoramiento en la presentación de antígenos y la señal 2 en el aumento en la expresión 
de moléculas coestimulatorias. Dibujo obtenido de Guy. 2007 
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La respuesta inmune está mediada por la activación de linfocitos T después de la 

presentación de antígenos mediada por macrófagos 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 teoría 

de las dos señales para la activación de linfocitos T. Esta hipótesis indica que se necesitan 

de dos señales para la activación de linfocitos T: la señal 1 es la interacción entre el TCR de 

los linfocitos T con las Moléculas Clase II, mientras que la señal 2 se trata de la interacción 

entre moléculas coestimulatorias entre los linfocitos T y las Células Presentadoras de 

Antígenos (APCs) (Guy. 2007; Brunner et al. 2010). Posteriormente Janeway y Matzinger 

introdujeron el término de la señal 0, la cual está involucrada con el reconocimiento de 

antígenos por las APCs (Janeway. 1989; Matzinger. 1997). En general los adyuvantes 

poseen varios mecanismo efectores, de manera que si éstos actúan en la señal 0 se les 

denomina Adyuvantes A; si los adyuvantes o inmunomoduladores basan su efecto en la 

amplificación de la señal 1 se les denominan adyuvantes de tipo B. Mientras que si los 

adyuvantes son reconocidos por las APCs e inducen el incremento en la expresión 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 señales en las células presentadoras de antígenos, referidas como las 

señales 0, 1 y 2; los adyuvantes pueden actuar en alguna de las tres señales 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 actúan en la señal 0 y de forma 

indirecta en la señal 2, al inducir la activación de células presentadoras de antígeno e 

inducir la secreción de IL-12. Además, los agonistas de TLR pueden actuar sobre la señal 1 

favoreciendo la presentación de antígenos administrados. Los adyuvantes que tienen 

como blanco a las células presentadoras de antígeno y pueden inducir una mejora en la 

captación de antígenos y en la señal 1, es decir, su efecto está implicado en el 

mejoramiento de la presentación de antígenos a linfocitos T. Los liposomas, microesferas 

y algunas emulsiones se encuentran en esta categoría. En algunas ocasiones, la señal 1 no 
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es suficiente, por lo que es recomendable administrar una molécula inmunomoduladora 

para inducir una respuesta inmunológica óptima. Este tipo de moléculas se les conoce 

como adyuvantes tipo C y están involucrados mejorar directamente la señal 2. El 

adyuvante TNG1412 (anti-CD28) es un ejemplo de adyuvante tipo C. Es importante 

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

Los adyuvantes pueden tener diferentes propiedades, algunos pueden acarrear o 

depositar antígenos, 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 y las 

micropartículas 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 Th1 o 

Th2, asimismo pueden ser utilizados para transportar antígenos y cargar a células 

presentadoras de antígeno (Reddy. 2006). 

Para inducir una respuesta antígeno específico, se han utilizado herramientas como los 

anticuerpos para poder cargar a las CDs de forma específica. Tal es el caso del uso de un 

anticuerpo que reconoce a CD205, el cual ayuda que un determinado antígeno sea 

fagocitado por células CD205+, no obstante en el estado basal esta herramienta causa 

tolerancia (Bonifaz et al. 2002). Para inducir la maduración de las CDs es necesario el uso 

de un anticuerpo que reconoce a CD40, lo cual induce la estimulación de las señales 0 y 2 

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

También se ha estudiado el efecto de agonistas de TLR con el objetivo de activar células 

presentadoras de antígeno de forma efectiva e inducir una respuesta Th1 antígeno 

específica. Algunos agonistas son CpGs bacterianos y oligonucleotidos, los cuales son 

agonistas de TLR9; lipopeptidos los cuales son ligandos de TLR2; así 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 cáncer 

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 combinación con la administración de CDs 

para aumentar la sobrevida de personas enfermas de cáncer. Por ejemplo, en un estudio 

de pacientes con melanoma, primero se inhibieron las células Tregs por medio de la 

administración de ciclofosfamida, y posteriormente los pacientes fueron vacunados con 

CDs maduradas con lisados de células tumorales. El resultado de este estudio arrojó 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 había explicado, la presencia de citocinas 

inflamatorias induce la migración de CDs a los ganglios linfoides, además de que ayudan a 

la maduración de las CDs y a la secreción de otras citocinas (Shankaran et al. 2001). 

También se ha administrado TNF antes de la vacunación con CDs en personas con 

melanoma, lo cual indujo su migración a ganglios linfoides; igualmente se ha utilizado IL-2 

e IFN las cuales inducen la proliferación de linfocitos T y la activación de macrófagos 

(Banchereau y Palucka. 2005). Aunado a esto, un estudio en pacientes con cáncer renal 

dio a conocer que IFN puede inducir el decremento en los niveles de células Tregs (Bracci 

et al. 2007). IFN también ha sido usada en vacunas con CDs transfectadas con diversos 

antígenos de melanoma (MAGE A3, gp-100 y tirosinasa), lo que resultó en una respuesta 

parcial y sólo 5 personas tratadas con este esquema fueron reportadas con enfermedad 

estable (Wilgenhof et al. 2011); lo cual muestra que sería importante continuar con el 

estudio acerca del uso de esta citocina en otros tipos de cáncer (Bracci et al. 2007). En 

relación con el ambiente tolerogénico tumoral, éste ha despertado gran interés en el 

campo de la inmunoterapia, dado que ahora no sólo se requiere activar al sistema 

inmune, sino que además se necesita inhibir el ambiente tolerogénico que el tumor pueda 

inducir. En la actualidad, se está estudiando el uso de anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-GITR, 

los cuales ayudan a la activación del sistema inmune y a la regresión tumoral con muy 

buenos resultados en personas enfermas de melanoma, cáncer de próstata o de riñón, 
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por lo que la FDA ha permitido su aplicación (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 está implicada con un 

aumento de metástasis. Hoy en día se están utilizando medicamentos que inhiben a este 

factor de crecimiento junto con terapia de CDs en personas con cáncer 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 número de células como 

granulocitos, linfocitos y CDs; en estas últimas los agonistas de TLRs inducen el aumento 

en la expresión de moléculas coestimulatorias así como la liberación de citocinas pro-

inflamatorias. Por lo tanto, en diversos tipos de cáncer han sido utilizadas moléculas 

reconocidas por TLRs para inducir no sólo la maduración de CDs sino la de otros tipos de 

células relacionadas con la respuesta inmune (Adams. 2009; Lubaroff et al. 2009). En el 

caso de cáncer de próstata, se han manejado vacunas de CDs derivadas de médula ósea 

transfectadas con adenovirus que expresan al antígeno específico prostático (PSA), y 

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 adición de CpG ayuda a la presentación antigénica de los péptidos tumorales, lo 

cual a su vez puede inducir una respuesta específica antitumoral (Lubaroff et al. 2009). En 

otro estudio se utilizó LPS para inducir aumento en la maduración 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 observó regresión tumoral y una respuesta específica 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 cáncer; no obstante, es importante elegir perfectamente el agonista que se 

utilizará en la terapia, dado que existen reportes de vacunas que no han aportado 

resultados satisfactorios en pacientes; tal es el caso de la administración de ácido 

poliriboinosinico-poliribocitidilico junto con CDs (Adams et al. 2009). Asimismo, se sabe 

que los ligandos de TLR2 inducen la formación de Tregs; de tal forma, este tipo de ligando 
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no debe ser utilizado durante el tratamiento de inmunoterapia contra el cáncer (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 mencionó, el uso de un solo tipo de vacunas induce 

un éxito clínico limitado, puesto que sólo un bajo porcentaje de pacientes han mostrado 

una regresión tumoral completa y en la mayoría de las ocasiones las personas han 

manifestado enfermedad estable. A pesar de ello, la continua investigación ha ayudado a 

conocer que se necesita de moléculas que modulen la respuesta no sólo de los linfocitos T 

CD8, sino de las demás 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 utilización de la inmunoterapia con 

células dendríticas cargadas con MAGE (se ha observado 20% de regresión 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 IFN 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 protección 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 están infectados con Taenia solium. El grupo de investigación del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas liderado por la Dra. Edda Sciutto mostró que antígenos 

obtenidos de Taenia crassiceps indujeron en algunos cerdos protección contra T. solium 

(Manoutcharian et al. 1996). Posteriormente se identificaron cuatro antígenos 

inmunodominantes denominados KETc1, 4, 7 y 12, los cuales les conferían a ratones 

diferentes niveles de resistencia a cisticercosis murina (Manoutcharian et al. 1996). 

Después se analizó a KETc7 para detectar posibles epítopos inmunológicamente activos, 

se encontraron tres posibles regiones inmunológicamente activas denominadas GK-1, GK-

2 y GK-3 (Gevorkian, et al. 1996). De los tres péptidos contra T. crassiceps en ratones, sólo 

GK-1 indujo protección contra la cisticercosis murina (Toledo et al. 1999). Posteriormente 

se realizó una vacuna que no sólo contenía GK-1 sino otros dos péptidos más KETc1 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 producción de IFNγ por 

cultivos de esplenocitos (Toledo et al. 1999), mientras que estudios en cerdos han 

demostrado que la administración de GK-1 induce la liberación de IgGs, IL-2 e IFNDíaz et 

al. 2003). Asimismo, se ha observado que el péptido tiene naturaleza adyuvante dado que 

sólo la administración de GK-1 indujo protección contra la cisticercosis murina, además 

cuando se administró GK-1 en conjunto con la vacuna contra la influenza produjo una alta 

respuesta inmune específica contra antígenos específicos de influenza (Segura Velázquez 

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 expresión de CD40, CD80 y MHCII en 

células dendríticas derivadas de médula ósea (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 liberación de citocinas proinflamatorias 

(Fragoso et al. 2011). Finalmente, dado las características 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 

regresión tumoral en algunos casos, en la mayoría la terapia inmunológica ha tenido un 

éxito limitado. En el caso de la inmunoterapia con células dendríticas, 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 terapeútica contra el cáncer. Por lo tanto, es 

necesario explorar las características inmuno potenciadoras del péptido GK-1 en las CDs, 

para su posterior utilización en la clínica. Así, el objetivo del presente estudio es utilizar 

células dendríticas cargadas con proteinas MAGE-AX y estimuladas con el péptido GK-1 

como tratamiento contra melanoma de ratón. De manera que la pregunta fundamental de 

este estudio es: ¿existirá alguna diferencia entre las CD derivadas de médula ósea tratadas 

con GK-1 y las no tratadas con relación a la capacidad de inducir una mayor respuesta 

inmune antitumoral, sobrevida y menor tamaño tumoral?  

 

5. HIPÓTESIS 

La administración de células dendríticas derivadas de médula ósea maduradas con TNF, 

cargadas con MAGE A-X y tratadas con el péptido GK-1 inducirán un aumento en la 

respuesta inmune celular contra melanoma, que causará la disminución en el tamaño 

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 dendríticas 

derivadas de médula ósea maduradas con TNF 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 maduración (MHCII, CD80, CD86 y CD40) y en la concentración de 

calcio intracelular. 

• Evaluar el efecto de las CDMO maduradas con TNF, cargadas con MAGE-AX y 

tratadas con GK-1 en el crecimiento de tumores y sobrevida de ratones C57BL/6. 

• Analizar los cambios histológicos en melanomas de ratones después de la 

administración de CDMO maduradas con TNF, cargadas con MAGE-AX y tratadas 

con GK-1. 

• Evaluar el efecto de las CDMO maduradas con TNF, 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 (IFNγ, IL-4 e 

IL-10)  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Ratones 

Para cada grupo experimental se incluyeron 60 ratones machos C57BL/6 (H2Kb) de 6 a 8 

semanas de edad, mismos que se mantuvieron en condiciones de luz-oscuridad y 

temperatura controladas, y alimentados ad libitum en el Bioterio del Departamento de 

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

 

Reactivos 

Los anticuerpos monoclonales para la caracterización de las CDs y linfocitos mediante 

citometría de flujo fueron: anti-CD3biotina, anti-CD4-aloficocianina, anti-CD8-cycrome, 

anti-CD11c-aloficocianina, anti-CD40-biotina, anti-CD86-biotina, anti-Ia/Ie-ficoeritrina, 

anti-IL-12-biotina, anti-IFNbiotina, anti-IL-4-biotina e anti-IL-10-biotina, fueron hechos 

en rata y adquiridos en Pharmingen, BD Bioscience, USA. La línea celular B16/F10 de 

melanoma murino con haplotipo H-2Kb fue adquirida en The American Type Culture 

Collection, USA. La línea celular de carcinoma de Ovario de Hamster Chino (CHO) 

transfectada con el gen del Factor de Crecimiento de Granulocitos y Macrófagos (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 corroboró 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%. 
 

 

A 
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Diferenciación de células dendríticas derivadas de médula ósea (MOCDs) 

Para la diferenciación de MOCDs, se utilizó la metodología 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 músculo fue removido y los huesos desinfectados mediante 

lavados continuos con etanol al 70% por 2 min. Posteriormente para obtener la médula 

ósea, las epífisis de los huesos fueron removidas y las diáfisis 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 ósea fueron inoculadas en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado 

con penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100g/ml, Sigma), L- glutamina (2mM Sigma), 

mercaptoetanol (50M) y 10% de suero bovino fetal (Biowest, USA) en botellas de cultivo 

de 75 cm3 a una concentración de 5 x 105 células por ml. El medio completo fue 

suplementado al 20% con sobrenadante de la línea celular CHO, el sobrenadante contenía 

aproximadamente 200 U/ml de Factor de Crecimiento de Granulocitos y Macrófagos (GM-

SCF). Cada tercer día se reemplazó el medio con RPMI complementado con GM-SCF y al 

décimo día de cultivo, las células fueron tratadas con 1g/ml de LPS o 50 ng/ml de 

TNFcomo control, 25mg/ml de MAGE-AX y/o 10 g/ml GK-1 durante 24 horas, por lo 

que se formaron los siguientes grupos: 1) sin tratamiento, 2) LPS, 3) TNF, 4) MAGE-AX, 5) 

GK-1, 6) TNF/MAGE-AX, 7) TNF/GK-1, 8) TNF/MAGE-AX/GK-1. El grado de maduración 

de las MOCDs se evaluó a través de la expresión de moléculas MHCII, CD86, CD80, CD40 

por citometría de flujo.  

 

Caracterización del fenotipo de MOCDs 

El fenotipo de las CDs se caracterizó mediante citometría de flujo. Las suspensiones 

celulares fueron teñidas a 4°C con los siguientes anticuerpos: CD11c-aloficocianina, Ia/Ie-

isotiacianato, CD40-biotina, CD80-biotina, CD86-biotin, IL-12- biotina. Las MOCDs tratadas 

con LPS, TNF, GK-1 y TNF/GK-1 fueron incubadas con 1g/ml de Brefeldina A durante 4 

horas, posteriormente las células fueron fijadas con el buffer BDCitofixTM y 

permeabilizadas con el buffer BD Perm/WashTM de BD Bioscience, USA. Después las 

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

analizadas con el programa Flow Jo. 

 

Niveles en la concentración 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 teñidas con el colorante FURA-1 e incubadas por treinta 

minutos a 37 C y 5% de CO2. Posteriormente fueron lavadas y colocadas en un 

fluorómetro del laboratorio de Biomembranas del Departamento de Farmacología para 

poder analizar su concentración de Ca++ intracelular. 

 

Inducción de melanoma  

Para la inducción de melanoma se inocularon vía subcutánea 60,000 células de la línea de 

melanoma B16/F10 a cada uno de los 50 ratones C57BL/6 en la región abdominal. 

Después de una semana de inducción del tumor, se inició la terapia con MOCDs 

maduradas con TNF, cargadas con antígenos MAGE- AX y tratadas con GK-1. 

 

Grupos experimentales y protocolo de inmunización 

Para los distintos tratamientos se formaron cinco grupos de diez ratones cada uno, uno sin 

tratamiento y 4 recibieron inoculación subcutánea de 1x106 MOCDs maduradas con TNF 

y estimuladas o no con GK-1 y cargadas o no con MAGE-AX como a continuación de 

describe: 1) 300l de PBS (Sin tratamiento), 2) MOCDs/ TNF, 3) MOCDs/ TNF/ MAGE-

AX, 4) MOCDs/ TNF/ GK-1 y 5) MOCDs/ TNF/ MAGE-AX/ GK-1. El tratamiento fue 

administrado una vez por semana durante tres semanas, después de haber realizado 

diferentes protocolos de inmunización y curvas de concentración de células.  

 

Sobrevivencia de los ratones con melanoma y determinación del tamaño del tumor 

Desde el momento en que los grupos de ratones recibieron los distintos tratamientos, se 

registró la supervivencia de los ratones y se midió cada dos días el diámetro mayor de los 

tumores utilizando un Vernier.  
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Evaluación de cortes de melanoma teñidos con hematoxilina y eosina por microscopía 

fotónica 

Para la evaluación histopatológica de los melanomas siguiendo los procedimientos 

previamente descritos (Kumar et al. 2010), los tumores disectados fueron fijados en 

solución de Zamboni (Solución saturada de ácido pícrico y formol amortiguado 4%) 

durante 24 horas. A continuación los tumores fijados fueron incluidos en parafina. 

Posteriormente, se realizaron hasta 10 cortes histológicos de aproximadamente 5m cada 

uno, que fueron teñidos con hematoxilina y eosina para su estudio histopatológico. El 

registro del estudio histológico fue realizado mediante fotomicrografías que mostraban un 

área de 1,093,456.9 2, es importante mencionar que fueron tomadas fotomicrografías en 

la totalidad del área de cada uno de los 10 cortes histológicos, con un objetivo de 20x en 

un microscopio Nikon Eclipse 80i. Para obtener el porcentaje del área de muerte celular 

en cada fotomicrografía, se registró el área de muerte celular (regiones acidófilas con 

abundantes células con núcleo picnótico) por medio del programa Motic Images Plus 2.0.  

 

Caracterización del perfil de citocinas en linfocitos de ganglio poplíteo y bazo de los 

ratones con melanoma 

Con el propósito de identificar el tipo de respuesta inmune, el ganglio poplíteo y el bazo 

de los ratones fueron disectados y posteriormente disgregados con la ayuda de una malla 

con un tamaño de poro de 200m, con el objetivo de separar los linfocitos del tejido 

conjuntivo y obtener una solución rica en linfocitos. 1x106 células/ml del ganglio poplíteo y 

los bazos de los grupos de ratones con distintos tratamientos fueron estimuladas con 

25mg/ml de MAGE-AX durante 5 días (Clay et al. 2001), a continuación los cultivos fueron 

tratados con 1g/ml de Brefeldina A (BD Bioscience, USA) durante 5 horas. 

Posteriormente, las células fueron teñidas a 4ºC 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 teñidas con los anticuerpos anti-IL-4 

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

FACScalibur y analizadas en el programa Flow Jo. 

 

Análisis Estadístico 

Se realizó un ensayo ANOVA y luego una prueba de Tukey para evaluar la significancia del  

efecto de los diferentes tratamientos realizados. Una P < 0.05 fue considerada 

estadísticamente significativa. Todos los análisis fueron realizados en el programa 

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

 

8.1. Expansión de células B16F10 

Las células B16F10 fueron expandidas con medio RPMI 1640 hasta confluencia. 

Posteriormente, las células fueron tripsinadas y utilizadas para la posterior inducción de 

tumores en ratones C57BL/6. En relación con su morfología, las células se caracterizan por 

ser fusiformes y sin patrón de ordenamiento en la caja (Fig. 7A). Asimismo, se constató la 

expresión de Moléculas Clase I (MHCI) en las células tumorales mediante citometría de 

flujo. Se corroboró que las células fueran positivas  a MHCI (Fig. 7B), para constatar que las 

células tumorales pudieran presentar antígenos a los linfocitos T CD8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura. 7. A. Morfología y fenotipo de las células de melanoma B16F10. Las células son 
alargadas y crecen sin un orden establecido. B. Histograma de la expresión de moléculas 
clase I en las células B16F10. Se observa que las células B16F10 son positivas a MHCI. 
Línea roja: control de isotipo. Línea verde: esplenocitos de ratones C57BL/6. Línea azul: 
células de la línea B16F10. 
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8.2. Obtención del sobrenadante de células CHO como fuente de Factor de Crecimiento 

de Granulocitos y Macrófagos  

Se realizó la expansión de la línea 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 diferenciación de células dendríticas derivadas de médula 

ósea in vitro.  

 

8.3. Estudios In vitro 

 

8.3.1. Diferenciación y caracterización de CDs a partir de células precursoras de médula 

ósea 

Las células precursoras de médula ósea de ratones C57BL/6 fueron sembradas con GM-

CSF al 20% durante 10 días. Los primeros días se observó que se encontraban dos 

poblaciones celulares: células adherentes denominadas células estromales, y células 

semiadherentes hematopoyéticas que formaban cúmulos por arriba de las células 

adheridas a la caja (Fig.8 B, C y D). Aproximadamente en el día 6 de cultivo, las células 

semiadherentes se desprenden y cambian su morfología al presentar abundantes 

extensiones citoplásmicas. Al día 10 de cultivo aproximadamente el 90% de las células 

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

 

Posteriormente al día 10 de cultivo las CDs fueron teñidas con anticuerpos anti- CD11c y 

anti- Moléculas Clase II del Complejo Mayor de Histocompatibilidad para conocer el grado 

de diferenciación inducido por el sobrenadante obtenido del cultivo de células CHO. 

Mientras que para conocer el grado de maduración de las CDs las células también fueron 

teñidas con anti- CD86 y anti- CD40. Se observó que aproximadamente el 90% de las 

células fueron CD11c, MHCII+, además de poseer bajos niveles de CD86 y CD40 (Fig. 9), 

fenotipo característico de CDs diferenciadas e inmaduras. 
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Figura 8. Cultivos de células de médula ósea suplementado con GM-CSF. A Cultivo al día 
1, se observa como las células semiadherentes empiezan a formar cúmulos (flecha). B y C. 
Cultivo de 5 y 7 días respectivamente, se observa como las células semiadherentes forman 
cúmulos (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 dendríticas libres en el 
medio de cultivo (fecha). E. Se observan células dendríticas semiadheridas al cúmulo de 
células (flecha).  

A B 

C D 

E F 

* 

* 

* 

* 
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Figura 9. Fenotipo de las MOCDs después de diez días 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 maduración de las CDs 

 

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

Después que las MOCDs fueron diferenciadas, y para corroborar el efecto de GK-1 en la 

maduración, las MOCDs fueron tratadas con GK-1, TNF o TNF/GK-1. El tratamiento con 

GK-1 indujo un ligero aumento en la expresión de MHCII, CD40, CD80 y CD86, sin embargo 

sólo la adición de TNF indujo un incremento significativo (Fig. 10). Además, se analizó si 

GK-1 podía 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 MHCII y moléculas coestimulatorias como en 

la media de intensidad de fluorescencia (MIF). El estímulo con TNF o TNF/GK-1 

generó un aumento estadísticamente 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, TNF y 

TNF/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, TNF, 

TNF/GK-1. El tratamiento con LPS, TNF y TNF/GK-1 induce el incremento en la 
expresión 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 días de 
diferenciación. Se indujo el 91.9% de diferenciación (91.9% de células CD11c+). Las 
MOCDs expresaban una mediana concentración 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 TNF/GK-1, +P<0.0001 TNF vs GK-1.  
 
Se empleó MAGE-AX como antígeno tumoral para inducir una respuesta específica contra 

el melanoma, por lo que también se verificó si la exposición a MAGE-AX podría inducir 

algún cambio en la expresión de MHCII y moléculas coestimulatorias. El tratamiento con 

MAGE-AX a las MOCDs maduradas con TNF y cultivadas con o sin GK-1 no mostró 

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

MOCDs positivas a esas moléculas (Fig. 11). 

 

Para evaluar la producción de IL-12 en MOCDs, las células obtenidas fueron tratadas con 

TNF, GK-1 o TNF/GK-1 durante 24 horas, posteriormente se incubaron con Brefeldina A 

durante 5 horas y finalmente se determinó la producción de IL-12. Se constató el aumentó 

en la expresión y en el número de células positivas a IL-12 en los grupos de células 

estimulados con TNF, GK-1 o TNF/GK-1 en comparación con el grupo control. Es 

importante mencionar que la producción de IL-12 por MOCDs tratadas con GK-1 fue la 

misma que las MOCDs tratadas con TNF (Fig. 12). 
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Figura 11. Efecto del GK-1 y/o MAGE-AX con TNF 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. 
 



58 
 

 

 
 
Figura 12. Producción de IL-12 en las MOCDs. Niveles de IL -12 fueron medidos después 
de diferentes tratamientos: Control, LPS, GK- 1, TNFα, TNFα/GK-1. Todos los tratamientos 
indujeron aumento en el número de células IL-12+ así como en la MIF de IL-12. GK-1 

induce la producción de IL-12 tanto como TNF 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 concentración de calcio intracelular de MOCDs 

Además de estudiar el fenotipo de las CDs después de haber sido estimuladas con GK-1 

y/o MAGE-AX, se estudió el cambio en la concentración 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 concentración de calcio intracelular da a conocer de forma indirecta, el grado de 

maduración 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 

comparación 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 activación, migración y producción de IL-12.  
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Figura 13. Concentración 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 mostró 
mayor concentración 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 TNF y tratadas 

con 1) GK-1, 2) MAGE o 4) MAGE-AX/GK-1. La terapia con  las MOCDs inició una semana 

después de inocular 6 x 105 células B16F10. Los ratones que recibieron las MOCDs 

tratadas  con MAGE-AX y GK-1 mostraron la mayor sobrevida en relación con los grupos 

control. Los ratones que no recibieron terapia así como los que recibieron las 

MOCDs/TNF mostraron la menor supervivencia (100% de muerte a los días 24-25). 10% 

de los ratones tratados con MOCDs con TNF/ MAGE-AX o GK-1 sobrevivieron a los 40 

días después de haber sido inoculados con melanoma, alcanzando 100% de muerte entre 

los días 41-45. En contraste el 40% de los ratones que recibieron el tratamiento con  las 
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MOCDs TNF/MAGE-AX/GK-1 alcanzaron una sobrevida del 40% 1.5 años después de 

haber sido inoculados con melanoma (Fig. 14). Es importante destacar que estos ratones 

tuvieron regresión tumoral después del tratamiento. 

 

 

Figura 14. Sobrevivencia de ratones con melanoma inoculados con las MOCDs. EL grupo 
MAGE-AX/GK-1 fue el que mostró un mayor nivel de supervivencia: 40% 1.5 años después 
de hacer sido inoculados con las MOCDs. Le siguen los grupos GK-1, MAGE-AX, TNFα  y el 
grupo control. 
 

Por otro lado, el diámetro mayor de los tumores fue medido cada dos días. Los grupos 

tratados con MOCDs TNF/MAGE-AX o GK-1 mantuvieron un tamaño similar durante todo 

el tratamiento, mientras que los ratones sin tratamiento así como los inoculados con 

MOCDs/TNF mostraron una mayor tasa de crecimiento tumoral en comparación con los 
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demás grupos. Es importante hacer notar que el grupo de ratones que recibió MOCDs 

TNF/MAGE-AX/GK-1 conservó la menor tasa de crecimiento tumoral desde que inicio del 

tratamiento (Fig. 15). 

 

Figura 15. Diámetro mayor de los tumores de ratones C57BL/6. Tamaño tumoral de los 
ratones inoculados con MOCDs maduradas con TNFα y tratadas con MAGE-AX, GK-1 o 
MAGE-AX/GK-1. Desde el día 22 al 24 el grupo tratado con MAGE/GK-1 MOCDs mostró 
menor crecimiento tumoral en comparación con todos los grupos. Desde el día 26, no se 

observa crecimiento tumoral en el grupo TNF 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, ɑP<0.001 MAGE/GK-1 vs WT. 
 
 
 

Días

5 10 15 20 25 30 35 40 45

cm

0

2

4

6

8

Control

TNF

MAGE

GK-1

MAGE/GK-1



62 
 

8.4.2. Efecto de la administración de las CDs estimuladas con GK-1 y cargadas con 

MAGE-AX en linfocitos de ganglio poplíteo 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 IFN+, así como en la producción de IFN tanto en los linfocitos CD4 

como en los CD8 del ganglio poplíteo 

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T CD4 o CD8 en 

el ganglio poplíteo de los ratones con melanoma, sin embargo si se encontró un aumento 

significativo en el porcentaje de células T CD4 IFN+ en el grupo MOCDs TNF/ MAGE-AX/ 

GK-1 en comparación con todos los grupos (Fig. 16A). En cuanto a la producción de 

citocinas, en el caso de IFN, los linfocitos T CD4 mostraron una mayor producción de IFN 

en los grupos que recibieron MOCDs estimuladas con TNF, TNF/MAGE-AX, TNF/GK-1 

y TNF/MAGE-AX/GK-1 en comparación con el grupo control, aunque los grupos MOCDs 

TNF/MAGE-AX, GK-1 y MAGE-AX/GK-1 tuvieron mayor producción de IFN que el grupo 

MOCDs TNF(Fig. 16B). En los linfocitos T CD8, los grupos TNF, TNF/GK-1 y 

TNF/MAGE-AX/GK-1 revelaron mayor producción de IFNen comparación con el grupo 

control y MOCDs TNF/ MAGE-AXno obstante los grupos tratados con MOCDs 

TNF/MAGE-AX/GK-1 y TNF/GK-1 tuvieron mayor producción de IFN que el grupo 

MOCDs TNF (Fig. 16D).  

 

En el caso de IL-4, el grupo tratado con MOCDs TNF/ MAGE-AX/GK-1 tuvo el porcentaje 

más bajo de linfocitos T CD4 IL-4+ en comparación con todos los grupos (Fig. 16A), sin 

embargo demostró la mayor MIF de IL-4 en comparación con los demás tratamientos (Fig. 

16B). Por último, en el caso de IL-10 los linfocitos de los ratones inoculados con MOCDs 

tratados con GK-1 mostró un aumento significativo en el porcentaje de células T CD8 IL-

10+ en comparación con los grupos MOCDs estimulados con TNF/MAGE-AX, TNF/GK-1 

y TNF/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 síntesis de 
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IFN fue mayor (Fig. 16B y 16D) en comparación con las demás citocinas, a pesar que el 

grupo tratado con MOCDs TNF/GK-1 demostró un aumento significativo en el porcentaje 

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

aumento en la producción de IL-4 en comparación con los demás grupos (Fig. 16B). 

Figura 16. Perfil de citocinas en los linfocitos T CD4 o CD8 de ganglio poplíteo. Porcentaje 

de linfocitos T CD4 y CD8, así como la producción de IFN, IL-4 e IL-10 en ganglio poplíteo 

de ratones con melanoma inoculados con MOCDs maduradas con TNF 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 IFN en linfocitos CD8+. A. Porcentaje de 

linfocitos T CD4 totales y productores de IFN, IL-4 e IL-10. *P<0.05, **P< 0.001. B. MIF de 

IFN, 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 IFNγ e IL-10. *P<0.05 GK-1 vs todos los grupos. D. MFI de IFNγ 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 proliferación de 

linfocitos T CD8+ y producción de IFN en bazo de ratones con melanoma 

Para conocer el mecanismo de acción de las MOCDs estimuladas con GK-1 y cargadas con 

MAGE AX, los bazos y el ganglio poplíteo de los ratones con melanoma que recibieron la 

terapia fueron removidos. Las células totales de bazo fueron cultivadas con MAGE-AX 

durante 5 días; y se analizó los niveles de linfocitos T CD4+ o CD8+ y el nivel de expresión 

de IFN, IL-4 e IL-10. 

 

La respuesta observada fue diferente entre el bazo y el ganglio. En el bazo se encontró un 

aumento en la proliferación de linfocitos T CD8+ en el grupo que recibió MOCDs MAGE-

AX/GK-1 (Fig 17C), aunque en relación con la producción de citocinas en los linfocitos T 

CD8, se observó una mayor producción de IL-10 en los grupos MOCDs MAGE AX, GK-1 y 

MAGE-AX/GK-1 que en el grupo TNF. No obstante, es importante mencionar que, la 

producción de IFN en todos los grupos fue mayor que la de IL-10 (Fig. 17D). En relación 

con los linfocitos T CD4+ se encontraron diferencias en los grupos GK-1 y MAGE-AX/GK-1 

(Fig. 17A y B). En relación con el porcentaje de linfocitos T CD4 IFN+, los grupos que 

recibieron MOCDs tratadas con TNF, MAGE-AX y MAGE AX/GK-1 mostraron el mayor 

porcentaje en comparación con los otros grupos (Fig. 17A); la media de intensidad de 

fluorescencia de IFN mostró una tendencia positiva, aunque sólo el grupo que recibió 

MOCDs GK-1 mostró un cambio significativo (Fig. 17B). Con relación a los linfocitos T CD4 

productores de IL-4, se observó que en el grupo que recibió MOCDs MAGE AX/GK-1 

disminuyó el porcentaje de células positivas a IL-4 con respecto al grupo GK-1, en 

contraste GK-1 fue el grupo que mostró 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 último el grupo GK-1 fue el 

que mostró 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.  

Figura 17. Perfil de citocinas en los linfocitos T CD4 o CD8 totales de bazo. Porcentaje de 

linfocitos T CD4 y CD8, asì como la producción de IFN, IL-4 e IL-10 en ganglios linfáticos de 

ratones con melanoma inoculados con MOCDs maduradas con TNF 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 producción de 

IFNe IL-10, y disminución en la producción de IL-10 por linfocitos T CD4+. A. Porcentaje 

de linfocitos T CD4 totales y productores de IFN, IL-4 e IL-10. * P<0.05, c 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 IFN, 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 IFNγ e IL-10 *P<0.05, c P<0.001 MAGE/GK-1 vs TNF, MAGE, GK-1. 
D. MFI de IFNγ 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 histopatológico mostró que la administración de MOCDs estimuladas 

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

El análisis histopatológico de los tumores de los ratones control y los que recibieron 

MOCDs tratadas con TNF mostraron abundantes nidos de células epitelioides, 

caracterizadas por la presencia de numerosos núcleos con abundante eucromatina, lo cual 

es indicativo de una gran actividad celular. Asimismo, se observaron numerosos vasos 

sanguíneos entre los nidos de células epiteloides (Fig. 18A y B). Ambos parámetros están 

relacionados con tumores con un alto índice 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 áreas de muerte celular que los cortes de los ratones control y TNF. Las áreas 

de muerte celular se caracterizaron por poseer regiones eosinófilas formadas por restos 

celulares y células con núcleos picnóticos (Fig. 18C, D y E). Después se tomaron fotos de la 

totalidad del área tumoral, con el propósito de evaluar el porcentaje del área de muerte 

celular en los tumores (Fig. 18F). Se observó que los tumores de los ratones sin 

tratamiento y los que recibieron la terapia con las MOCDs TNF fueron tumores sólidos 

con escasas áreas de muerte celular, en cambio los tumores de los ratones que recibieron 

la terapia con las MOCDs TNF/MAGE-AX, TNF/GK-1 o TNF/MAGE-AX/GK-1 mostraron 

áreas de muerte celular mayores que los ratones de los grupos control y los que recibieron 

MOCDs TNF. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos TNF/MAGE, 

TNF/GK-1 y TNF/MAGE/GK-1 (Fig. 18F).  
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Figure 18. Análisis histopatológico de melanoma de los ratones que recibieron terapia 
con las MOCDs. Fotomicrografías de secciones histológicas de tumores tratados con 
MOCDs maduradas con TNFα y tratadas con MAGE-AX, GK-1 o MAGE-AX/GK-1. Grupos 
MAGE-AX, GK-1 y MAGE-AX/GK-1 mostraron abundantes áreas de muerte celular tumoral. 
A. Sin tratamiento (WT). Se observan abundantes células tumorales así como vasos 
sanguíneos. B. TNFα. Se observaron las mismas características histológicas que en los 
tumores de los ratones sin tratamiento: abundantes células tumorales y vasos sanguíneos. 
C. MAGE-AX. D. GK-1. E. MAGE-AX/GK-1. En figuras (C), (D) and (E), fueron observadas 
áreas eosinofilas compuestas por células muertas, además de áreas basófilas 

CONTROL 
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caracterizadas por la presencia de células tumorales muy activas. F. Gráfica que muestra 
los cambios en las áreas de muerte celular inducida en los tumores tratados con BMDCs 
estimuladas con TNFα, MAGE-AX, GK-1 or MAGE-AX/GK-1. ***P<0.001, ^P<0.001 MAGE 
vs TNF, ɑP<0.001 GK-1 vs TNF, ɛP<0.001 MAGE/GK-1 vs TNF. Media + SEM n> 3. 
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9. DISCUSIÓN 

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 área de muerte celular en los tumores (Fig. 18) y en el tiempo de sobrevida de los 

ratones con melanoma (Fig. 14). Además, el tratamiento adicional con GK-1 de las MOCDs 

cargadas con MAGE-AX aumentó significativamente la eficiencia de la inmunoterapia 

(Fig.9, 10, 12).  

 

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

El efecto de GK-1 sobre la expresión de marcadores de activación y maduración de las 

MOCDs amerita comentarios especiales. GK-1 aumentó significativamente la expresión de 

CD86 y la producción de IL-12 en MOCDs. CD86 es una molécula involucrada en la sinapsis 

inmunológica, con mayor afinidad por CD28 que CD80, por lo tanto su aumento puede 

considerarse como un incremento en la capacidad presentadora de antígenos de las 

MOCDs que resulte en la activación de linfocitos T específicos 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 Th1 así como un aumento en la 

producción de IFN. Tanto IL-12 como IFN, están involucrados en la inmunovigilancia 

contra células tumorales (Smyth, 2000; Janeway, 2001; Dunn et al., 2004; Diamond, 2011); 

asimismo se ha demostrado que la administración exógena de IL-12 en ratones con 

tumores inducidos, puede promover la disminución en el tamaño tumoral por medio del 

aumento en la activación 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 

que se ha demostrado que las CDs inmaduras, caracterizadas por una baja expresión de 

moléculas coestimulatorias, pueden inducir una no respuesta inmune tumoral, tolerancia 

o incluso ausencia de memoria inmunológica en pacientes con melanoma (Toungouz et 
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al., 2001). Por otro lado, el empleo de las CDs maduras puede inducir memoria 

inmunológica así como una respuesta inmunológica efectiva caracterizada por una 

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

 

En este trabajo se observó que el GK-1 moduló de forma positiva la maduración de las 

MOCDs al inducir un incremento en la expresión de CD86 e IL-12. Esto puede explicar la 

disminución en el crecimiento tumoral, el desarrollo de una respuesta Th1 y la muerte 

celular observada en la histopatología en este trabajo. GK-1 es una molécula cuyas 

propiedades físicas y químicas ayudan a que sea reconocida por receptores tipo 

Scavenger, promoviendo la presentación de antígeno y la liberación de citocinas 

proinflamatorias (Toledo, et al. 1999; Fragoso et al. 2011). Además, los resultados 

obtenidos aumentan la posibilidad del empleo de moléculas como GK-1 para inducir la 

inmunomodulación de CDs in vitro que posteriormente sean utilizadas en la 

inmunoterapia no sólo contra el melanoma, sino para otro tipo de cáncer. Aunado a lo 

anterior, GK-1 además de inmunomodular la respuesta de las CDs, se cree que puede ser 

reconocido por otros tipos de células, como los macrófagos, e inducir la producción de 

citocinas como TNF, la cual puede inducir la maduración de las CDs. Por lo tanto, 

también sería posible utilizar a GK-1 como adyuvante en la inmunoterapia basada en las 

CDs, con el objetivo de inducir la producción de citocinas que ayuden a la activación de 

otro tipo de células como las NK, macrófagos 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 específica en 

contra del tumor casi de la misma intensidad que la inducida por GK-1. Además, es 

importante mencionar que la adición de MAGE-AX a los cultivos de MOCDs no provocó 

cambios adversos en la activación de las células, por lo tanto las MOCDs pudieron ser 

utilizadas con éxito en la inmunoterapia. Previamente se han utilizado los antígenos 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 regresión tumoral ha sido esporádica. No obstante, 

cuando se utilizan las CDs cargadas con MAGE-AX se ha observado aumento en la 

sobrevida, disminución del tamaño tumoral en ratones con melanoma y desarrollo de una 

respuesta inmune específica dependiente de linfocitos T CD8 y producción de IFN (Eggert 

et al., 2004; Connerotte et al., 2008; Herrera et al. 2015). Además, los antígenos MAGE 

pueden encontrarse en otros tipos de cáncer, como cáncer de vejiga, leucemia y 

glioblastoma. En el presente trabajo, fue utilizado MAGE-AX, la cual es una molécula que 

se expresa ratones, por lo que sería 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 cáncer en personas enfermas con melanoma u otro tipo de 

cáncer. Por lo tanto, MAGE es una buena opción para ser utilizado en la inmunoterapia, 

dado que es capaz de inducir una respuesta inmune específica y efectiva, además de 

poder ser usado en el tratamiento contra distintos tipos de cáncer (Cannerotte et al, 

2008).  

 

9.2. Efecto de GK-1 en la concentración de calcio citoplásmico en las MOCDs 

Por otro lado, también fue medido  la concentración de Ca++ citosólico en las MOCDs 

después de haber sido tratadas con GK-1. Las respuestas mediadas por calcio en las 

MOCDs están menos caracterizadas que en los linfocitos. Cuando las MOCDs llevan a cabo 

eventos relacionados con migración y maduración/ activación, por ejemplo cuando las 

MOCDs reconocen a algún patógeno, el calcio localizado en el retículo endoplásmico liso o 

en el medio extracelular ingresa al citoplasma de las MOCDs para mediar varios pasos 

involucrados en la señalización celular. (Salter y Walkinks. 2009). Ya ha sido demostrado 

que el tratamiento con LPS de MOCDs induce aumento en la concentración de calcio 

intracelular, así como el incremento en la expresión de CD86 (Shumilina et al. 2007), 

mientras que la exposición de CDs a vitamina D induce disminución en la migración, en la 

concentración de calcio citoplásmico, de CD86 y de IL-12 respuesta típica de MOCDs 

tolerogénicas (Gauzzi et al. 2005). En el presente trabajo, se demostró que los grupos de 

MOCDs tratados con GK-1 y MAGE-AX/GK-1 (Fig. 13) mostraron una mayor concentración 
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de calcio intracelular en comparación con el grupo control y el grupo LPS, por lo que 

podemos considerar que las MOCDs utilizadas durante la inmunoterapia estaban en 

óptimas condiciones para migrar y presentar antígenos exitosamente. Estos resultados se 

pueden correlacionar con el fenotipo mostrado por las MOCDs, dado que observamos que 

las MOCDs mostraron un aumento en la expresión de CD86 e IL-12 cuando fueron 

expuestos a GK-1, por lo tanto las MOCDs tratadas con GK-1 mostraron aumento en la 

concentración de calcio citosólico, indicando óptimas condiciones de maduración y 

capacidad de migración para la posterior activación de linfocitos T antígeno específicos.  

 

9.3. Efecto de la administración 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 específica 

anti-tumoral se evaluaron los niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en el ganglio poplíteo y 

en el bazo de los ratones con melanoma. La vía de inoculación de MOCDs fue subcutánea, 

por lo que se estudió la respuesta en el ganglio poplíteo el cual fue el órgano linfoide más 

cercano al tumor; además que se ha observado que la administración subcutánea de CDs 

induce una respuesta Th-1 por linfocitos de ganglios periféricos al tumor (Thomas et al., 

1999), mientras que la administración de CDs vía intravenosa induce una respuesta 

dependiente de linfocitos de bazo (Ribas et al., 1999; Mullins, 2003). En nuestro modelo, 

se observó una respuesta en los ganglios linfáticos periféricos al tumor como se discute a 

continuación.  

 

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

En el caso del bazo, se mostró un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4 IFNɣ+ en 

el grupo tratado con MOCDs con respecto al grupo control y TNF (Fig. 6A), mientras que 

sólo el grupo tratado con MOCD GK-1 mostró un aumento significativo en la media de 

intensidad de fluorescencia para IFN (Fig. 17B). Asimismo, el grupo de ratones tratado 

con MOCDs MAGE-AX/GK-1 manifestó una disminución en el porcentaje de linfocitos T 

CD4 IL-4+ o IL-10+ (Fig. 6A). En el caso de los linfocitos T CD8, 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 producción de IL-10 por linfocitos T CD8 (Fig. 17D). Lo anterior es de 

notar, dado que IL-10 está involucrada con tolerancia inmunológica (Rabinovich et al. 

2007) no obstante si se observa la figura 6D, es mayor la producción de IFN que de IL-10 

en los ratones tratados con MOCDs MAGE-AX/GK-1, lo cual es muy importante dado que 

IFN está involucrada con el desarrollo de la respuesta Th1 (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 sólo indujeron una respuesta inmune 

local sino también una respuesta inmune sistémica (Mullins 2003). Lo que sugiere que la 

inoculación de MOCDs con MAGE-AX/GK-1 puede inducir una respuesta Th-1 sistémica, 

caracterizada por la proliferación de linfocitos T CD8 y CD4 productores de IFN así como 

la disminución en la producción de IL-4, citocina característica de una respuesta inmune 

Th2 (Dranoff. 2004; Stagg et al. 2007), la cual es sinónimo de mal pronóstico en pacientes 

enfermos de cáncer (Stagg et al. 2007; Zhu et al. 2011). Además 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 mostró que la 

terapia inducía una mayor producción de IFN por linfocitos T CD4 en bazo, además 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 sólo indujo una respuesta en el bazo caracterizada por la producción de IFN y la 

disminución en la producción de IL-4, sino que la terapia indujo una sobrevida de hasta 1.5 

después de haber sido inoculados con melanoma. Así, es claro que el tratamiento MOCDs 

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

 

9.3.2. Efecto de la administración de MOCDs en el ganglio poplíteo de ratones con 

melanoma 

Los ganglios linfáticos de los ratones que recibieron el tratamiento con MOCDs fueron 

analizados para estudiar la respuesta desarrollada por el tratamiento. El grupo 

TNF/MAGE-AX/GK-1 mostró los niveles más altos de linfocitos T CD4+ y CD8+ en 
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comparación 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+ están implicados en la secreción de citocinas que pueden inducir la 

activación tanto de linfocitos T como de otras células del sistema inmune como 

macrófagos, células NK e incluso células NKT. Trabajos en los que se ha inhibido la 

producción de linfocitos T CD4+ en ratones con cáncer, han demostrado que los linfocitos 

T CD4+ son esenciales para que exista un correcta activación tanto de los linfocitos T CD8+ 

así como de células NK, las cuales están implicadas en la citotoxicidad contra células 

tumorales; además, ratones deficientes de linfocitos desarrollan tumores, por lo que la 

activación 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 Silva y 

Münz. 2011). El hecho que las MOCDs estimuladas con GK-1 hayan inducido la activación 

de linfocitos T en el ganglio poplíteo 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 estimulación 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 situación, 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 administración subcutánea como oral del 

péptido GK-1 induce incremento en el número de linfocitos T CD4/CD25/CD69+ además 

de producción de IFNγ en ganglios linfáticos; sin embargo, no se detectaron altos niveles 

de linfocitos T CD8 (Sciutto et al. 2007; Segura-Velázquez et al. 2006; Segura-Velázquez et 

al. 2009; Fragoso et al. 2011). Nosotros observamos que células de ganglios linfáticos de 

ratón con melanoma que previamente habían 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 número de linfocitos T CD4 IFNɣ y en la MIF de IL-4 e IFNγ en las mismas células (Fig. 

16). Además, se constató el incremento en el número de linfocitos T CD8 IL-10+. Es 

importante hacer notar que a pesar que el porcentaje de linfocitos T CD8 IL-10+ 

incrementó, la MIF de IFN fue mayor que la MIF de IFNɣ en las mismas células. La 

inesperada estimulación 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 físicas y químicas 

ayudan a promover su reconocimiento por receptores tipo Scavenger en la membrana de 

las MOCDs, promoviendo así la presentación de antígenos por medio de Moléculas clase II 

y la liberación de citocinas proinflamatorias, situación ya constatada en CDs tratadas con 

GK-1, promoviendo así la activación de linfocitos T CD4 (Fragoso et al. 2011). Aunado a lo 

anterior, en el presente trabajo, también se observó que los ratones tratados con MOCDs 

con MAGE-AX, GK-1 o ambos poseían tumores con extensas áreas de muerte celular, por 

lo que es posible que los antígenos tumorales llegaran hasta el ganglio poplíteo, fueran 

reconocidos por APCs y posteriormente fueran presentados a linfocitos T CD4 y CD8. Lo 

anterior es relevante dado que la activación de los linfocitos T, tanto CD4 como CD8, de 

ganglios linfáticos es muy importante para que se lleve a cabo una respuesta inmune 

antitumoral, además que la activación de células T CD4 es primordial para la activación no 

sólo de linfocitos T CD8, sino de otras células. Así, en nuestro modelo no sólo se observó la 

activación de linfocitos T CD8 (respuesta esperada por utilizar MOCDs cargadas con 

MAGE-AX) sino de CD4. Por lo tanto, el empleo de GK-1 coadyuvó al incremento de la 

respuesta antitumoral mediada por linfocitos T localizados en el ganglio poplíteo, mientras 

que MAGE-AX propició que esa respuesta fuese específica contra el melanoma 

 

No sólo se observó proliferación de linfocitos T en los ganglios de los ratones tratados con 

MOCDs TNF/MAGE-AX/GK-1, también se mostró un aumento en la producción de IFN, 

mientras que en la producción de IL-10 e IL-4 no se mostraron cambios notables (Fig. 5). 

IFN es una citocina relacionada con una respuesta inmune antitumoral efectiva 
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caracterizada por la proliferación de linfocitos T CD8+ citotóxicos, activación de 

macrófagos, inducción de apoptosis e incremento en la expresión de Moléculas Clase I y II 

(Narvaiza et al., 2000; Shankaran et al., 2001; Bracci et al., 2007), mientras que IL-4, cuyos 

niveles fueron más bajos que los de IFN, está implicada con una respuesta Th2, la cual es 

sinónimo de mal pronóstico en pacientes enfermos de cáncer (Stagg et al. 2007; Zhu et al. 

2011). El hecho que la producción de IFN fuera mayor que la de IL-4 es muy importante, 

dado que IFN es la citocina que puede inducir mayores efectos sobre las células 

tumorales, dado que no sólo puede inducir la activación de células implicadas en la 

fagocitosis (i.e. macrófagos), 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 IFN haya sido inducida por la secreción de IL-12 por las MOCDs (Trinchieri et 

al. 2003), puesto que se observó que GK-1 estimuló el aumento en la producción de esta 

citocina (Fig. 12). Se conoce que IL-12 puede estimular células T, NK y NKT para la 

producción de IFN (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 producción de IL-12 por 

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

 

En el caso de la IL-10, sólo 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, además también es notable que los niveles de producción de IFN es mucho 

mayor que de IL-10 (Fig. 16). En el caso de IL-10, varios estudios han dado a conocer que 

personas con cáncer presentan altas concentraciones de IL-10, por lo que su aumento ha 

sido correlacionado con un mal pronóstico (Steinman et al. 2003). También se ha descrito 

que esta citocina induce una ambiente tumoral inmunosupresor (Ravinovich et al. 2007; 

Stagg et al. 2007), lo cual ocasiona inhibición de células como macrófagos, 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 TNF indujeron una mayor producción 

de IL-10 que de IL-4 e IFN en los linfocitos T CD4 del ganglio poplíteo, asimismo fueron 
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estos grupos lo que mostraron la menor sobrevivencia, mayor tamaño tumoral y menores 

áreas de muerte celular, por lo que es posible que lo anterior haya ocurrido por mayor 

producción de IL-10 que de IFN 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 producción de 

IL-10 y de IL-4, pero si promovieron la producción de IFN tanto en linfocitos T CD4+ o 

CD8+ en el ganglio poplíteo, por lo que la sobrevida de ratones, las abundantes áreas de 

muerte celular y el tamaño de los tumores en los ratones vacunados con MOCDs MAGE-

AX/GK-1 fue reflejo de las células activadas y de la producción de IFN en el ganglio 

poplíteo de los ratones con melanoma.  

 

En relación con los linfocitos y los niveles de las citocinas tanto en bazo como en ganglio 

poplíteo se concluye que la inmunoterapia basada en MOCDs estimuladas con GK-1 puede 

inducir la activación de linfocitos T CD4+ como CD8+ y la producción de IFN, 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. Histopatología de los tumores de ratones con melanoma tratados con MOCDs  

Los datos antes mencionados se correlacionaron con los hallazgos histopatológicos, en la 

supervivencia y en la tasa de crecimiento tumoral. El tratamiento con MOCDs MAGE-

AX/GK-1 mostraron tumores con abundantes áreas de muerte celular (Fig. 18), bajo 

crecimiento tumoral (Fig. 15) y una supervivencia de hasta 1.5 años después de haber sido 

inducido el melanoma (Fig. 14). Es importante recordar que en el ganglio de los ratones 

que recibieron MOCDs TNF/MAGE-AX/GK-1 se encontró un aumento en los niveles de 

linfocitos T CD8, los cuales están implicados en la inducción de muerte de células 

tumorales (Yee. 2002; Wan y Flavell. 2009), así es muy probable que el aumento en el área 

de muerte celular, así como la disminución en el crecimiento tumoral y aumento en la 

supervivencia haya sido causado por la activación de linfocitos T CD8. En el trabajo 

realizado por Herrera y colaboradoras en 2015, se observó mediante inmunohistoquímica 

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 CD8. 

 

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 Münz. 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 daño 

(DAMPs) pueden ser reconocidos por APCs, inducir su maduración y la posterior migración 

a ganglios linfáticos para la activación 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 adición de GK-1 a MOCDs cargadas con MAGE-AX 

disminuye el crecimiento tumoral, aumenta la sobrevida de ratones, la expresión de CD86 

e IL-12 en MOCDs y los niveles de linfocitos T CD4 y CD8 productores de IFN, así como la 

presencia de muerte de células tumorales, lo que indica que GK-1 puede inmunomodular 

positivamente una respuesta Th1 favoreciendo en control del crecimiento tumoral. Las 

evidencias reportadas en este trabajo señalan la utilidad de GK-1 no sólo durante el 

tratamiento contra el melanoma, sino también de forma preventiva; como en el caso de 

personas con cáncer que han sufrido cirugía y que desean prevenir la aparición de un 

tumor. Asimismo, es conveniente investigar si GK-1 pueda estar involucrado en la 

activación de otros tipos celulares relacionados con la inmunovigilancia, de manera que se 

pueda utilizar en la activación de otras extirpes celulares que puedan ser utilizadas en el 

futuro en la inmunoterapia.  
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