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1. Resumen

Los gliomas son tumores derivados de células gliales clasificados por la Organizacion
Mundial de Salud en cuatro grados, donde el glioblastoma es el estadio mas agresivo con
una media de supervivencia menor a 2 afos. El tratamiento convencional consiste en
cirugia, radiacion y quimioterapia; sin embargo, el pronostico tan desfavorable deja ver la
necesidad de desarrollar nuevas terapias, tales como las estrategias inmunoterapéuticas.
Las microvesiculas son producidas por casi todas las células, incluyendo las tumorales y
tienen un papel importante en la regulacion de la inmunidad. La posibilidad de que estas
entreguen antigenos tumorales hace a las vacunas basadas en microvesiculas un
acercamiento terapéutico atractivo contra el glioblastoma. Diversos estudios han
empleado vesiculas extracelulares como vacunacion, demostrando su viabilidad y
seguridad, pero pobre inmunogenicidad. En este trabajo determinamos el efecto de la
vacunaciéon con microvesiculas derivadas de células previamente irradiadas en un
modelo de glioblastoma subcutaneo en rata. Para ello se cultivaron e irradiaron células
C6 de glioma de rata. Se colect6 el medio de cultivo y se ultracentrifugd para obtener las
microvesiculas, que fueron luego analizadas mediante andlisis de rastreo de
nanoparticulas, microscopia electronica de transmision y electroforesis desnaturalizante
de proteinas. Se realiz6 un implante subcutaneo de células C6 en tres grupos de ratas
(n=10). Una vez que los tumores alcanzaron 2 cm de diametro, las microvesiculas de C6
irradiadas o sin radiacion emulsificadas en adyuvante completo de Freund, o solo
adyuvante completo de Freund para el grupo control, se administraron por via subcutanea
en los dias los dias 0 y 7. Posteriormente, se determiné el crecimiento tumoral
semanalmente durante 21 dias y se evaluaron las poblaciones de linfocitos T
cooperadores, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T reguladores, células NK y macrofagos
en sangre, bazo y tumor mediante citometria de flujo. Observamos una disminucién
significativa de méas de 60% en el volumen tumoral en el grupo tratado con microvesiculas
de C6 irradiadas en comparacion al grupo control, ademas de un aumento significativo
en el porcentaje de linfocitos T cooperadores, linfocitos T citotéxicos y linfocitos T
reguladores infiltrantes del tumor. De igual manera, se encontré un incremento en el

porcentaje de células apoptdticas en tumor en el mismo grupo. Las poblaciones de NK 'y



macrofagos no presentaron cambios significativos. Asi, podemos sugerir que las MV de
Cé6 irradiadas inducen una respuesta antitumoral mediada por linfocitos T que incrementa

la muerte celular por la apoptosis de las células tumorales.



2. Abstract

Gliomas are tumors derived from glial cells classified in four grades by the World Health
Organization, where glioblastoma is the most aggressive stage with a mean survival of
less than 2 vyears. Conventional treatment consists of surgery, radiation and
chemotherapy; however, the poor prognosis reveals the need of developing new
therapies, such as immunotherapeutic strategies. Microvesicles are produced by almost
all cells, including tumor cells, and play an important role in immune system regulation.
The possibility that microvesicles deliver tumor antigens, makes microvesicles-based
vaccines an attractive therapeutic approach against glioblastoma. Several studies have
used extracellular vesicles as vaccination, demonstrating their feasibility and safety, but
poor immunogenicity. In this work, we determined the effect of microvesicles vaccination
derived from irradiated cells in a subcutaneous glioblastoma model in rat. To achieve this,
C6 cells from rat glioma were cultured and irradiated. The culture medium was collected
and ultracentrifuged to obtain the microvesicles, which were then analyzed by
nanoparticle tracking analysis, transmission electron microscopy and denaturing protein
electrophoresis. Subcutaneous implantation of C6 cells in three groups of rats (n=10) was
performed. Once tumors reached 2 cm in diameter, C6 microvesicles irradiated or not
irradiated emulsified in Freund's complete adjuvant or Freund's complete adjuvant alone
were administered subcutaneously on days 7 and 14. Subsequently, tumor growth was
determined weekly for 21 days and subpopulations of T helper, T cytotoxic and T
regulatory cells, NK cells and macrophages were evaluated in blood, spleen and tumor
by flow cytometry. We observed a significant decrease of more than 60% in tumor volume
in the group treated with irradiated C6 microvesicles compared to the control group and a
significant increase in the percentage in infiltrating T helper, T cytotoxic and T regulatory
cells. An increase in the percentage of apoptotic cells in tumors in the same group was
also found. The populations of NK and macrophages did not show significant changes.
Thus, we can suggest that irradiated C6 MV induce an anti-tumor response mediated by

T lymphocytes that increases tumor cell death by apoptosis.



3. Introduccioén

3.1 Gliomas

La glia son células del sistema nervioso central (SNC) con funciones principalmente
homeostaticas, incluyendo el mantenimiento del entorno iénico de las células nerviosas,
la modulacion de la velocidad de propagacion de la sefal nerviosa, la modulacion de la
accion sinaptica controlando la captacién de neurotransmisores, proporcionar andamiaje
para algunos aspectos del desarrollo neuronal, y ayudar (o prevenir, en algunos casos)
en la recuperacion de la lesion neural (Purves et al., 2001). Los gliomas son tumores
cerebrales que derivan de las células gliales o sus precursores. Estos constituyen los
tumores primarios mas comunes del SNC y presentan una incidencia anual estimada de
6.60 por cada 100,000 individuos en Estados Unidos (Ostrom et al., 2016). Con base en
criterios histoldgicos, la Organizacion Mundial de la Salud clasifica a los gliomas en
astrocitoma, oligodendroglioma, ependimoma, oligoastrocitoma, glioma maligno, no

especifico, y algunas histologias atipicas (D. N. Louis et al., 2016).

3.1.1 Etiologia de los gliomas

La etiologia de los gliomas no se ha esclarecido a la fecha. Sin embargo, diversos
factores se han correlacionado con un mayor riesgo de desarrollar tumores cerebrales.
Un estudio realizado en México, encontré un incremento de la incidencia de glioblastoma
(GBM) con la exposicién a pesticidas, herbicidas y fertilizantes, ya que una gran
proporcion de pacientes eran habitantes de comunidades rurales (Lopez-Gonzalez &
Sotelo, 2000). Por otro lado, la radiacion ionizante terapéutica se ha considerado también
como un factor de riesgo. Hodges y colaboradores mostraron una prevalencia de 17% de
irradiacion terapéutica previa entre pacientes con GBM (Hodges, Smith, Garrett, & Tate,
1992). Otro estudio reportd dos veces mas riesgo de presentar tumores cerebrales en
personas expuestas a tomografias computarizadas en la infancia y adolescencia, con una
relacion dosis-respuesta (Mathews et al., 2013). En cuanto a la agregacion familiar de los
gliomas, se ha reportado en 5% de los casos (Malmer et al., 2001; Wrensch et al., 1997).



Hemminki y colaboradores reportaron que la Tasa de Incidencia Estandarizada para hijos
de padres diagnosticados con astrocitomas fue del doble, mientras que entre hermanos
la proporcion fue del triple (Hemminki y Li, 2003a). Los gliomas se han asociado con
diversos sindromes de predisposicidn genética. La neurofibromatosis tipo 1 se relaciona
con una mayor incidencia de astrocitoma pilocitico, la neurofibromatosis tipo 2 esta
asociada con ependimomas espinales y la esclerosis tuberosa se asocia con
astrocitomas de células gigantes. Asi también, los individuos con sindrome de Li-Faumeni
y el sindrome de Turcot muestran una mayor incidencia de gliomas (Weller et al., 2015).

3.2 Astrocitomas

Los astrocitomas son los gliomas mas comunes y, con base en sus caracteristicas
histopatoldgicas, se dividen clinicamente en 4 grados: Grado | o astrocitoma pilocitico,
grado Il o astrocitoma difuso, grado Il o astrocitoma anaplasico y grado IV o GBM, siendo
este ultimo el mas comuan (Figura 1) (D. N. Louis et al., 2016, Ostrom et al., 2016). Los
astrocitomas de bajo grado (I y Il) son tumores bien diferenciados y de lento crecimiento,
mientras que los gliomas de alto grado (Il y IV) son menos diferenciados o anaplasicos,
e infiltran fuertemente en el parénquima cerebral (Tabla 1) (David N. Louis et al., 2007).

_ Astrocitoma pilocitico
/: 6.8%

_— Astrocitoma difuso
10.8%

_ Astrocitoma anaplasico
R 8.4%

Glioblastoma -
74.0% AN

Figura 1. Distribucion de los diferentes grados de astrocitomas en Estados Unidos en el periodo de
2009-2013. Modificado de Ostrom et al., 2016.



Tabla 1. Clasificacion de la OMS para Astrocitomas

Grado/

Nomenclatura

Caracteristicas histologicas

Circunscrito; bifasico: células piloides y

Astrocitoma multipolares; microquistes, fibras de

pilocitico Rosenthal, cuerpos granulares; puede
0 no presentar figuras mitéticas poco
comunes, proliferacion vascular o
necrosis focal.

| Celularidad de células mondtonas

Astrocitoma moderada; atipia nuclear moderada;

difuso actividad mitética limitada o ausente;
sin proliferacién vascular o necrosis.

] Celularidad e infiltracién  difusa

Astrocitoma incrementadas; atipia nuclear

anaplasico incrementada; actividad mitética
incrementada; sin proliferacion
vascular ni necrosis.

v Ceularidad muy elevada; proliferacién

Glioblastoma

vascular y necrosis, células

anaplasicas abundantes; atipia nuclear
mitética

incrementada, actividad

incrementada.

X S d o s

Tomada de Louis DN, Ohgaki H, World Health Organization classification of tumors: pathology and genetics of the nervous system.

IARC press 2007. Imagenes obtenidas de la pagina http: //www.webpathology.com/, consultada el 22 de agosto de 2017.



3.3 Glioblastoma

El GBM es el tumor maligno del SNC mas comun en adultos, con incidencia de 3.20 por
100,000 habitantes en Estados Unidos (Ostrom et al., 2016). En el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia de México (INNN), el GBM representa el 28% de los gliomas
y el 9% de todos los tumores intracraneales. Este tipo de tumor es encontrado con una
mayor frecuencia en hombres que en mujeres, con una proporcion de 1.8:1 (Lopez-
Gonzalez & Sotelo, 2000) y es dos veces mas comun en personas de raza blanca que
de raza negra (Ostrom et al., 2016). EI GBM es diagnosticado principalmente en edades

avanzadas, con una media de 64.0 afios. (Ostrom et al., 2016).

El GBM se caracteriza histopatologicamente por presentar crecimiento infiltrativo,
heterogeneidad regional, alto indice de proliferacién, atipia nuclear, proliferacion
microvascular y vascularizacion anormal altamente disfuncional, ademas de una gran
regién central necroética (flecha negra Tabla 1) y células en pseudoempalizada (flecha
roja Tabla 1) (Dimberg, 2014).

Por su desarrollo, el GBM se clasifica en primario y secundario. EI GBM primario
representa la mayoria de los casos (>90%), se manifiesta de novo, y al momento del
diagnéstico se presenta como tumor completo, sin evidencia clinica, radiolégica o
histopatoldgica de una lesion precursora de menor malignidad (Wrensch, Minn, Chew,
Bondy, & Berger, 2002). Predomina en pacientes mayores (62 afios) y se distingue por
rapida progresion y corto tiempo de supervivencia. Genéticamente, el GBM primario se
caracteriza principalmente por pérdida completa del cromosoma 10, amplificacion de
EGFR (gen que codifica el receptor del factor de crecimiento epidérmico), delecion de
pl6!NK4a y mutaciones en PTEN (gen que codifica la fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-
fosfatasa). Por otro lado, el GBM secundario se desarrolla a través de la evolucion de un
astrocitoma grado Il o Il y se observa tipicamente en pacientes mas jovenes (45 afos),
donde las mutaciones en TP53, pérdida en el cromosoma 19q y mutaciones en IDH1 (gen
gue codifica la isocitrato deshidrogenasa 1) tienen un alta incidencia (Ohgaki & Kleihues,
2007, 2013).



3.3.1 Tratamiento para el glioblastoma

El tratamiento de referencia actual para el GBM consiste en cirugia, radioterapia y
quimioterapia (R. Stupp et al., 2005). La cirugia es el primer paso en la intervencién
terapéutica, donde los pacientes se someten a una biopsia para proporcionar un
diagnostico histologico, cirugia citorreductiva, o reseccion maxima; dependiendo de la
localizacion anatémica del tumor y estado clinico del paciente. La reseccidén tumoral es
de valor prondstico, por lo que se busca que ésta sea maxima, siempre que la funcion
neurolégica no se vea comprometida. Sin embargo, es especialmente desafiante la
extraccion de estos tumores debido a su naturaleza infiltrante y difusa (Stupp, Tonn,
Brada, & Pentheroudakis, 2010; Watts & Sanai, 2016). Después de la cirugia, se inicia la
radioterapia fraccionada de haz externo, con una dosis estandar total de 60 Gy en 30
fracciones (Yang, Zhou, & Lin, 2014). Por otro lado, la quimioterapia se basa
principalmente en el uso del agente alquilante temozolamida, que se administra de
manera concomitante a la radioterapia y posterior a esta como quimioterapia adyuvante
(R. Stupp et al., 2005).

A pesar de este tratamiento multimodal, la media de supervivencia de los pacientes con
GBM es de 14.6 meses y solo el 5.5% de pacientes sobreviven mas de 5 afios,
perspectiva que no ha cambiado en las uUltimas dos décadas (Ostrom et al., 2016; R.
Stupp et al., 2005). La dificultad radica principalmente en la heterogeneidad entre
pacientes y la heterogeneidad genética intratumoral, la inmunosupresion, la limitada
penetracion terapéutica de la barrera hematoencefalica y la recurrencia (Srinivasan et al.,
2017).

3.4 Respuesta inmune antitumoral

El sistema inmune es capaz de identificar y eliminar células tumorales nacientes en un
proceso denominado vigilancia inmune, donde células del sistema inmune innato y
adaptativo, moléculas efectoras, y vias de sefalizacion acttan como mecanismos

supresores de tumor (Vesely, Kershaw, Schreiber, & Smyth, 2011).



Cuando un tumor comienza a crecer invasivamente, su requerimiento de sangre se
incrementa, conduciendo a la produccion de citocinas estromagénicas y angiogénicas. El
crecimiento invasivo produce microlesiones en el tejido circundante, que inducen sefiales
inflamatorias y con ello el reclutamiento de células del sistema inmune innato, como
células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), macrofagos y células

dendriticas (DC, por sus siglas en inglés) (Dunn, Bruce, Ikeda, Old, & Schreiber, 2002).

Las células NK juegan un papel importante en la supresién de metastasis y el rechazo de
tumor, ademas son importantes productoras de interferon gamma (INF-y). El INF-y
producido tiene el potencial de ejercer efectos antitumorales directos, como inhibicion de
la proliferacion de las células cancerosas o apoptosis (Kim, lizuka, Aguila, Weissman, &
Yokoyama, 2000; Parker, Rautela, & Hertzog, 2016).

Las quimiocinas producidas durante el proceso inflamatorio reclutan mas células NK y
macréfagos al sitio. Estas células infiltrantes del tumor se transactivan unas a las otras
por la produccion reciproca de IFN-y e Interleucina 12 (IL-12), eliminando un mayor
namero de células tumorales por mecanismos que involucran el ligando inductor de
apoptosis relacionado con el factor de necrosis (TRAIL, por sus siglas en inglés), la
proteina formadora de poros (perforina) y las proteasas de serina llamadas granzimas,
asi como intermediarios reactivos de oxigeno y nitrégeno (Dunn et al., 2002). Estudios in
vitro han demostrado que las células NK ejercen actividad citolitica contra una variedad

de lineas celulares tumorales (Adam, Odhav, & Bhoola, 2003).

Los antigenos tumorales liberados a la periferia del tumor tras la muerte de las células
cancerosas pueden ser capturados por DC. Estas DC pueden ser activadas mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs, por sus siglas en
inglés), mediado por receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés). Los DAMPs en
condiciones patolégicas como el cancer, se liberan de tejidos lesionados o inflamados,
células muertas, o se secretan activamente de forma no convencional a través de
lisosomas. La activacion de las DC se caracteriza por la induccién de la expresion de

moléculas de superficie involucradas en la presentacién de antigenos y coestimulacion



como moléculas del MHC clase Il, CD40, CD80 y CD86, junto con la liberacion de
citocinas inflamatorias como las interleucinas IL-1b, IL-6, IL-12 y el factor de necrosis
tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) (Gardner & Ruffell, 2016; Sologuren, Rodriguez-
Gallego, & Lara, 2014). Las células dendriticas activadas migran a los 6rganos linfoides
secundarios donde los péptidos derivados de antigenos tumorales son presentados a

linfocitos CD4+ de manera dependiente de moléculas del MHC de clase II.

Los linfocitos T CD4+ funcionan como cooperadores produciendo citocinas para activar
a linfocitos T CD8+ citotoxicos antitumorales, células NK y macrofagos. Los linfocitos T
CDA4+ (particularmente Thl) secretan IFN-y, el cual induce la expresion de moléculas del
MHC de clase | en células tumorales, ademés de inhibir la angiogénesis (Haabeth et al.,
2014; Sologuren et al., 2014).

Los linfocitos T CD8+ que expresan receptores de linfocitos T (TCR, por sus siglas en
inglés) que reconocen péptidos en moléculas del MCH de clase | sobre la superficie de
células cancerosas, juegan un papel central en la inmunidad antigeno-especifica contra
tumores (Kershaw, Trapani, & Smyth, 1995). La estimulacion a través del TCR de
linfocitos T CD8+ induce la activacién de mecanismos efectores, incluyendo la expresion
de ligandos de muerte, como el ligando de Fas (Fas L) y el ligando inductor de apoptosis
relacionada con el factor de necrosis tumoral (TRAIL, por sus siglas en inglés), asi como
la exocitosis de granulos que contienen granzimas y perforina. Esta Gltima facilita la
translocacion de las granzimas hacia el citosol, donde escinden diversos sustratos para

inducir la muerte de la célula blanco (Martinez-Lostao, Anel, & Pardo, 2015).

3.5 Respuesta inmune en glioblastoma

El sistema nervioso central, y particularmente el cerebro, se han considerado como
organos “inmunoprivilegiados” debido a que se encuentran protegidos contra la entrada
de patdgenos, células inmunitarias y factores circulantes en sangre, por una barrera
hematoencefalica intacta, aunado a la escasez de células presentadoras de antigeno

profesionales (APC, por sus siglas en inglés), baja expresion de moléculas del MHC de
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clase | y I, y la aparente ausencia de un sistema linfatico clasico (Forrester, Xu, Lambe,
& Cornall, 2008).

Sin embargo, a pesar de esta barrera fisica, las interacciones entre el SNC y el sistema
inmune ocurren tanto en estado de homeostasis como en enfermedad. Se ha demostrado
que los antigenos derivados del SNC inducen una respuesta inmune en los ganglios
linfaticos cervicales profundos, que la respuesta inmune en el SNC tiene efectos
benéficos y perjudiciales sobre la funcion cerebral, y que el SNC posee un sistema
linfatico funcional dentro de las meninges que drenan los constituyentes solubles y
celulares del liquido cefalorraquideo hacia los ganglios linfaticos cervicales profundos

(Louveau, Harris, & Kipnis, 2015).

Ademas, la funcién y organizacion de la barrera hematoencefalica puede alterarse en
presencia de diversas condiciones patologicas, tales como esclerosis multiple, epilepsia,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, demencia, accidente cerebrovascular y cancer

cerebral (van Tellingen et al., 2015).

En tumores cerebrales de bajo grado, tales como los gliomas grado | y Il, la
vascularizacién y la funcion de la barrera hematoencefalica tumoral permanecen casi
intactas y se asemeja a la barrera hematoencefalica en condiciones normales (Bhowmik,
Khan, & Ghosh, 2015). En cambio, se ha observado que los tumores cerebrales de alto
grado, tal como el GBM, se caracterizan por alteraciones importantes de la funcién
vascular normal, lo que produce disrupcién de la barrera hematoencefalica, ademas de
necrosis tumoral y expulsion de antigenos (Dhermain, Hau, Lanfermann, Jacobs, & van
den Bent, 2010; Lyon, Mokarram, Saxena, Carroll, & Bellamkonda, 2017). Dicha
interrupcién es importante para la atraccion e invasion de macrofagos, DC vy linfocitos

desde la periferia al lecho tumoral (Lyon et al., 2017).

Una caracteristica comun de los gliomas, es la acumulacion de macréfagos asociados a
tumor (TAM) y/o células inmunes residentes como la microglia, que en el GBM pueden

comprender hasta un 40% de la masa tumoral. Se ha considerado que, bajo la influencia
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de las células de glioma, los TAM pueden desempeiiar un papel importante en la creacion
de un microambiente inmunosupresor que promueve el crecimiento tumoral. Las células
de glioma favorecen la polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo inmunosupresor
(tipo M2) en lugar de un fenotipo inflamatorio (tipo M1), por lo que el microambiente es
rico en factores proangiogénicos y factores solubles que favorecen la invasion, como el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-, por sus siglas en ingles), IL-10, factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en ingles), y metalopeptidasa
de matriz 9 (Kennedy et al., 2013; Lapa et al., 2015)

Entre los linfocitos infiltrantes se han encontrado linfocitos T citotdxicos virgenes (CD8+)
y linfocitos T cooperadores (CD4+). Ademds, en tumores de alto grado ocurre una
importante infiltracion de linfocitos T reguladores (Treg) que son atraidos por quimiocinas,
como CCL22 y TGF-B, y que cuando se encuentran activados pueden suprimir la
proliferacion y produccion de citocinas de linfocitos efectores llevando a fenotipos de

tumores cerebrales mas agresivos. (Lyon et al., 2017).

Las DC, particularmente las DC plasmacitoides (pDC), son las células presentadoras de
antigenos mayoritarias en los gliomas y se caracterizan por segregar gran cantidad de
Interfer6n alfa (IFN-a), llevar a cabo el procesamiento de antigenos e inducir inmunidad
o tolerancia a las células T. Sin embargo, en tumores cerebrales, su funcién inmunoldgica
esté tipicamente atrofiada, ya que son deficientes en la produccién de IFN-qa, limitando

asi la maduracion de las células T (Dey et al., 2015).

Por otro lado, las células NK, son la poblacion celular menos abundante dentro del
microambiente tumoral cerebral (Kmiecik, Zimmer, & Chekenya, 2014). Se ha observado
un nimero disminuido de NK en células mononucleares de sangre periférica aisladas de
pacientes con GBM tratados con radioterapia y temozolamida combinadas. Ademas, se
han mostrado niveles plasmaticos elevados de moléculas antiinflamatorias en el contexto
de tumores cerebrales, como TGF-f3, que podrian inhibir funciones de las células NK y la
expresion de su receptor activador NKG2D, un mecanismo comun de escape

inmunoldgico que se encuentra también en otros tumores sélidos (Poli et al., 2013).
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3.6 Patrones Moleculares Asociados a Dafno

Los patrones moleculares asociados a dafio o a peligro, DAMPs, son moléculas
endodgenas que bajo condiciones fisiologicas normales se encuentran secuestradas
intracelularmente sin ser reconocidas por el sistema inmune, pero que bajo condiciones
de estrés o dafio como trauma mecénico, isquemia, radiacion ultravioleta o radiacion
gamma son expuestos en la membrana celular o liberadas al ambiente extracelular (Land,
2015).

Evidencia reciente sugiere que ciertas formas de muerte celular programada, como la
muerte celular inmunogénica (ICD, por sus siglas en inglés), pueden también
desencadenar la emision de DAMPs al espacio extracelular luego de tratamientos
antitumorales como la radioterapia y algunos agentes quimioterapéuticos, fomentando
una potente respuesta inmune antitumoral de refuerzo terapéutico (Hernandez,
Huebener, & Schwabe, 2016).

La liberacion de los DAMPs a partir de diversos componentes celulares como la
mitocondria, el nucleo, el citoplasma y el reticulo endoplasmico (Tabla 2), puede ocurrir
tanto de manera pasiva por células necréticas como de forma activa por células
apoptoticas en respuesta a la radioterapia o quimioterapia. (Krysko, Love Aaes, Bachert,
Vandenabeele, & Krysko, 2013).

Los DAMPs son reconocidos por una amplia familia de receptores de reconocimiento de
patrones citoplasmaticos o de membrana, incluyendo receptores tipo Toll (TRLS),
receptores de productos finales de glicacion avanzada (RAGE, por sus siglas en ingles),
receptores tipo NOD (NLRs, por sus siglas en ingles), receptores tipo RIG-I (RLRs, por
sus siglas en inglés), receptores de purinas, entre otros. (Krysko et al.,, 2013). La
sefalizacion mediante estos receptores, induce la liberacion de citocinas proinflamatorias
y el aumento en la expresién de moléculas coestimuladoras que resultan en la activacion

del sistema inmune adaptativo (Akira, Uematsu, & Takeuchi, 2006) (Figura 2).
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Tabla 2. Fuente de DAMPs intracelulares y sus receptores

Compartimento

celular/organelo DAMP Receptor
Acido drico NLRP3
Citosol Proteinas S100 TRL2, TLR4, RAGE
Proteinas de choque térmico TLR2, TLR4
Membrana plasmética Proteoglicanos TLR4
mtDNA TLR9
Péptidos formilados FRP1
Mitocondria ATP pP2X7
mROS NLRP3

Mitocondria intacta -

HMGB1 TLR2, TLR4, NLRP3
Nucleo Histonas TLR2, TLR4, NLRP3
DNA TLR9
Reticulo endoplasmico Calreticulina CD91

FPR1: receptor de péptidos formilados; mROS; especies reactivas de oxigeno mitocondriales, HMGB1: proteina de alta movilidad del
grupo de caja 1; DNA: acido desoxirribonucleico, ATP: trifosfato de adenosina; P2X7: receptor purinérgico. Traducido y modificado de
(Schaefer, 2014).
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Radioterapia
Quimioterapia

Células cancerosas

Muerte celular
inmunogénica

Liberacion de
DAMPs y antigenos
tumorales (Ag)

Reconocimiento de DAMPs
por PRRs

Captura y procesamiento de

Célula dendritica antigenos tumorales

Maduracion y activacion

Linfocito T CD4+

Presentacion de antigenos a
linfocitos T

Activacion de linfocitos T

Liberacion de citocinas
proinflamatorias

Linfocito T CD8+

Expansidn de linfocitos T
citotoxicos

Lisis citotéxica especifica de
células tumorales

Figura 2. La radioterapia y quimioterapia pueden promover la muerte inmunogénica de células cancerosas
gue se acompafia de la liberacion de sefiales de dafio o DAMPs. Los DAMPs funcionan como adyuvantes
enddgenos para la maduracion y activacion de DC que posteriormente activan al sistema inmune adaptativo
para la erradicacién de células tumorales.
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3.7 Inmunoterapia en GBM

Debido al pobre prondstico de los pacientes con GBM, es una prioridad el desarrollo de
terapias mas eficaces. Entre las mas estudiadas actualmente se encuentra la
inmunoterapia. Esta es una estrategia de tratamiento que aprovecha la capacidad del
sistema inmunologico del paciente, incluyendo células, anticuerpos y citocinas, para

atacar y eliminar células malignas (Alatrash, Jakher, Stafford, & Mittendorf, 2013).

La inmunoterapia puede clasificarse en dos grandes categorias: pasiva y activa. La
inmunoterapia pasiva involucra la administracion de anticuerpos contra antigenos
asociados a tumor o alternativamente, la transferencia adoptiva de linfocitos T especificos
de antigeno a los pacientes, sin inducir o expandir especificamente una respuesta
antitumoral. Por otro lado, la inmunoterapia activa involucra la generacion o aumento de
la respuesta inmune propia del paciente a antigenos tumorales, tipicamente mediante la
vacunacion. (Mitchell, Fecci, & Sampson, 2008; Sayegh, Oh, Fakurnejad, Bloch, & Parsa,
2014).

Las vacunas para el GBM han sido el foco de gran interés en los ultimos afios,
representando la estrategia inmunoterapéutica mas estudiada. Estas se caracterizan con
base en la forma en que se presentan los antigenos al sistema inmune. Las vacunas
basadas en células consisten en APC (p. ej. células dendriticas) que son puestas en
contacto con antigenos ex vivo y reintroducidas al hospedero via vacunacion. Las células
dendriticas han sido cultivadas con péptidos derivados de glioma, lisado tumoral, mMRNA
(acido ribonucleico mensajero) derivado de tumor, células troncales de glioma y
antigenos virales. Por otra parte, con las vacunas basadas en antigenos los pacientes
con glioma son inoculados con antigenos asociados a tumor que a su vez son
presentados a APC del hospedero para despertar una respuesta inmune dirigida hacia el
tumor. Se ha estudiado el uso de péptidos (EGFRUvIII, IDH1, WT-1 y survivina), proteinas
de choque térmico (HSP70 y HSP90) y vacunas multipeptidicas para este objetivo (Han,

Zygourakis, Lim, & Parsa, 2012; Srinivasan et al., 2017).
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Una forma eficiente de presentar multiples antigenos asociados a tumor, es el uso de
vesiculas extracelulares (VE) (microvesiculas (MV) y exosomas) de células cancerosas.
Las VE estan rodeadas por una membrana de fosfolipidos y contienen combinaciones
especificas de proteinas, incluyendo enzimas, factores de crecimiento, receptores y
citocinas, asi como lipidos y acidos nucleicos; y se han empleado como vacunacion en
estudios clinicos con diversos tipos de cancer (Lener et al., 2015), por lo que podrian

ser una alternativa novedosa en la inmunoterapia contra el GBM.

3.8 Microvesiculas

Las vesiculas extracelulares son particulas de membrana de bicapa lipidica que son
liberadas de la mayoria de las células, incluyendo las tumorales, de forma constitutiva o
como respuesta al estrés; estas pueden ser aisladas de diversos fluidos corporales como
sangre, orina, saliva, leche materna, fluido amniotico, ascitis, semen vy liquido
cefalorraquideo (Y. Lee, El Andaloussi, & Wood, 2012).

La liberacion de VE fue reportada originalmente en 1946 como particulas procoagulantes
derivadas de plaquetas en el plasma normal (Chargaff & West, 1946) y denominadas
posteriormente como "polvo de plaquetas” por Wolf en 1967, quien not6 material
coagulante en forma de particulas pequefias, sedimentables por centrifugacion a alta
velocidad y que rodeaban plaguetas activadas (Wolf, 1967). En 1978, las VE fueron por
primera vez documentadas en un paciente con cancer cuando se identificaron mediante
microscopia electronica en cultivos de nédulos del bazo y nédulos linfaticos de una

persona con enfermedad de Hodgkin (Friend et al., 1978).

Las microvesiculas (MV) (también referidas como microparticulas o ectosomas)
representan un subtipo especifico de VE; son particulas de tamafo heterogéneo, que van
desde 200 nm hasta mas de 1 um de diametro, y que son liberadas al espacio extracelular
mediante fisibn hacia el exterior de la membrana plasmatica (Figura 3) (Cocucci,
Racchetti, & Meldolesi, 2009; Muralidharan-Chari et al., 2009). El mecanismo exacto por

el cual se generan las MV no ha sido totalmente descrito, pero se sabe que ocurre una
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pérdida de asimetria de lipidos de membrana (Zwaal & Schroit, 1997). En el sitio donde
se liberan las microvesiculas, el aminofosfolipido fosfatidilserina, normalmente
encontrado en la cara citoplasmatica de la membrana, es relocalizado a la capa externa
mientras que la topologia de las proteinas de membrana permanece intacta (Lima,
Chammas, Monteiro, Moreira, & Barcinski, 2009). Ademas, se ha encontrado la
participacion del factor de ribosilacion de ADP 6 (ARF6, por sus siglas en inglés), en la
regulacion del mecanismo de abscision de la membrana basado en actomiosina
(Muralidharan-Chari et al., 2009).

Proteinas de membrana, como receptores de factores de crecimiento, receptores de
integrinas, moléculas del MHC de clase |, y proteinas solubles como proteasas y
citocinas, asi como &cidos nucleicos han sido encontrados en microvesiculas, ademas
de estar enriquecidas en algunos lipidos como colesterol y esfingomielina, ademas de la
fosfatidilserina (Figura 3) (Muralidharan-Chari, Clancy, Sedgwick, & D'Souza-Schorey,
2010).

Fosfatidilserina

Esfingomielina

Otros fosfolipidos
de membrana

Acidos nucleicos

Complejos de
proteasas

Receptores de
integrinas

Receptores
transmembranales

Colesterol

Proteinas solubles

‘“*"’('-l_l; 0 >e e

‘ Proteinas
| f multipaso

Figura 3. Composicién de las microvesiculas. Traducida de Muralidharan-Chari, 2010.

La importancia de las MV reside en su capacidad para transferir su contenido a otras
células de forma local o sistéemica. Una vez producidas por la célula donadora, las MV

pueden: 1) unirse via receptores a la superficie de una célula blanco; 2) fusionarse con
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la membrana de la célula blanco y descargar su contenido en el citosol; o 3) ser tomadas
por la célula mediante endocitosis. Luego de ser endocitadas pueden permanecer
aisladas dentro de los endosomas y en ultima instancia, fusionarse con los lisosomas.
Alternativamente, pueden fusionar su membrana con la del endosoma vy
subsecuentemente descargar su contenido al citosol (trasferencia horizontal) o ser

expulsadas intactas al exterior (transcitosis) (Cocucci et al., 2009).

La composicién de las MV, depende ampliamente del tipo de célula de la cual se
originaron; aungue la composicion de la membrana de las MV es distinta de la célula
parental, con una remodelacion significativa (Muralidharan-Chari et al., 2009). Las
moléculas presentes en las MV derivadas de células cancerosas contienen una plétora
de moléculas bioactivas que incluye antigenos involucrados en inmunomodulacién,
receptores y ligandos transmembranales, oncoproteinas y proteinas supresoras de
tumor, lipidos, MRNA, microRNA y DNA gendmico y mitocondrial (T. H. Lee et al., 2011).
Estas MV derivadas de células tumorales pueden fusionarse e interactuar con multiples
tipos celulares, pudiendo modificar y establecer nichos premetastéasicos, promover la
invasion celular y la angiogénesis, asi como modular la respuesta inmune (Arscott et al.,
2013; Ratajczak et al., 2006).
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4. Objetivo general

Evaluar si la vacunacion con microvesiculas derivadas de células de glioma C6 irradiadas
induce una respuesta inmune especifica capaz de disminuir el crecimiento tumoral en un

modelo de glioblastoma subcutaneo

4.1 Objetivos particulares

e Aislar y caracterizar microvesiculas provenientes del cultivo de células C6 y de
células C6 irradiadas.

e Determinar la cinética de crecimiento tumoral en ratas tratadas con microvesiculas de
células C6 y de células C6 irradiadas en un modelo subcutaneo de glioblastoma.

e Evaluar la apoptosis y necrosis de células tumorales en ratas tratadas con
microvesiculas de células C6 y de células C6 irradiadas.

e Evaluar los porcentajes en sangre, bazo y tumor, de linfocitos T cooperadores, T
citotoxicos y T reguladores, macrofagos y células asesinas naturales en ratas
tratadas con microvesiculas de células C6 y de células C6 irradiadas en un modelo
subcutaneo de glioblastoma.

5. Hipotesis

La vacunacion con microvesiculas derivadas de células irradiadas inducird una respuesta
inmune antitumoral que disminuira el volumen tumoral en un modelo de glioblastoma

subcutaneo.
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6. Antecedentes

Durante las ultimas décadas, la investigacion de vesiculas extracelulares (VE) se ha
incrementado de manera importante y se ha considerado su aplicacion en la vacunacion
antitumoral (Vader, Breakefield, & Wood, 2014). Se han llevado a cabo estudios clinicos
en pacientes con cancer donde se han empleado VE derivadas de células neoplasicas.
En un estudio fase |, realizado en 15 pacientes con melanoma metastasico etapa Ill/1V,
se demostro la viabilidad de la produccion de VE a partir de células dendriticas autdlogas
derivadas de monocitos cargadas con el péptido MAGES, asi como la seguridad de su
administracion subcutanea; sin que se observara toxicidad importante (>grado II)
(Escudier et al., 2005). En otro estudio Fase I, se emplearon VE de células dendriticas
derivadas de monocitos cargadas con péptidos que se administraron de manera
subcutanea e intradérmica en 13 pacientes con cancer de pulmon de células no pequefas
avanzado; la terapia fue bien tolerada (toxicidad grado I-1l) y algunos pacientes
experimentaron estabilidad de la enfermedad a largo plazo y activacion de efectores
inmunes (Morse et al., 2005). Dai y colaboradores realizaron un estudio clinico Fase | con
40 pacientes con cancer de coldn etapa Ill y IV; se administraron VE autélogas derivadas
de liquido de ascitis via subcutanea solas o acompafiadas de factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) donde se
demostrd su seguridad e induccion de respuestas especificas de células T citotdxicas
contra el tumor (Dai et al., 2008). Sin embargo, se encontré que las VE fueron poco
inmunogénicas. En un estudio mas reciente Fase Il en pacientes con cancer de pulmon,
con la finalidad de incrementar la inmunogenicidad de las VE, se empled IFN-y para
madurar a las células dendriticas de la cual se obtuvieron tales VE. Se observé como
resultado 32% pacientes con estabilizacion de la enfermedad por 4 meses (Besse et al.,
2016) (Tabla 3).

Por otra parte, Graner y colaboradores demostraron en un modelo de glioblastoma
murino que la vacunacion profilactica con VE inducia la activacion del sistema inmune
estimulando la inmunidad humoral y celular por células T, evitando asi la implantacion del

tumor y favoreciendo una respuesta de memoria de largo plazo; sin embargo, al usar
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estas VE en vacunacion terapéutica no fueron capaces de modificar la sobrevida de los

ratones implantados de manera intracerebral, a pesar de inducir una respuesta inmune

celular y humoral (Graner et al., 2009).

Tabla 3
Estudios clinicos con VE como tratamiento para el cancer.
. Fase i
Tipo de Via de .
i del . . Fuente de VE Resultado Referencia
cancer . administracion
estudio
Viabilidad y
DC pulsadas con _ o .
) o o seguridad; toxicidad Escudier et
Melanoma | Subcutanea péptidos antigénicos
< Grado Il al., 2005
de tumor ) .
Poco inmunogénico
DC pulsadas con ] ]
i o o Viable y seguro; Dai et al.,
Colon I Subcutanea péptidos antigénicos o
toxicidad Grado I-Il 2008
de tumor
i Viable y seguro;
i Subcutanea e N i o Morse et al.,
Pulmon I ) o Ascitis aut6loga toxicidad < Grado I-
intradérmica ' 2005
32% de los
participantes
DC maduradas con ]
experimentaron
] o IFN-y y pulsadas con o Besse et al.,
Pulmon Il Intradérmica o o estabilizacion por
péptidos antigénicos i 2016
mas de 4 meses;
de tumor )
Inmunidad
antitumoral.
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7. Metodologia

7.1 Cultivos celulares

Las células de glioma C6 de rata fueron obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos
y Tejidos (Rockville, MD, USA). Las células se cultivaron en esterilidad a 37 °C en una
atmosfera hUmeda controlada con CO2 al 5% en medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) (GIBCO BRL) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (GIBCO, BRL.), 4
mM de glutamina, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 mg/ml de estreptomicina. Antes
de ser usado, el medio suplementado fue filtrado con una membrana GSWP de 0.22 um

(Millipore) para eliminar posibles MV contaminantes.

7.2 Implante intraperitoneal de C6

Una vez que los cultivos de células C6 llegaron a confluencia, fueron lavados con soluciéon
salina, se colectaron las células mediante tratamiento con tripsina al 0.25% (Sigma
Aldrich) y se suspendieron en medio de cultivo DMEM. Se realiz6 el conteo de células
viables mediante la exclusion del colorante azul tripano y posteriormente se inocularon 1
X 10° células C6 viables en 500 puL de medio DMEM via intraperitoneal en ratas Wistar
con lafinalidad de obtener una cantidad abundante de células C6 para realizar el implante
subcutaneo (Guevara & Sotelo, 1999). Después de tres semanas, las ratas fueron
sacrificadas, se diseccion6 el tumor y se disgregé mecanicamente a 4 °C en esterilidad.

Las células fueron suspendidas en solucion salina y conservadas a 4°C hasta su empleo.

7.3 Modelo subcutaneo de glioma
Para el implante de células de glioma C6, se emplearon ratas Wistar macho de 180-200

g que fueron alimentadas ad libitum. Se inocularon 1x10° células viables suspendidas en

500 pl de solucion salina en el flanco derecho de las ratas de manera subcutanea. Se
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permitié el desarrollo del tumor durante tres semanas y se seleccionaron las ratas cuyo

tumor alcanzara un diametro no menor de 2 cm para su posterior tratamiento.

7.4 Aislamiento de microvesiculas

Las microvesiculas se obtuvieron de cultivos de células C6 y de células C6 irradiadas con
una dosis de 50 Grays (Gy) empleando un acelerador lineal Novalis (Varian y Brainlab)
gue genera un haz de rayos X de 6 mega voltios. Después de 72 h de la radiacion, el
medio de cultivo fue colectado y centrifugado dos veces a una velocidad de 500 x g por
10 minutos a 4°C para eliminar las células viables y restos celulares. El sobrenadante se
centrifugd a 14,000 x g por 20 minutos a 4°C para sedimentar las microvesiculas, que

inmediatamente fueron lavadas y resuspendidas en PBS (Diagrama 1).

7.5 Cuantificacion de microvesiculas

Para su cuantificacion, las microvesiculas se tifieron con Anexina V-FITC (Annexin-V-
FLUOS Staining Kit, Roche) que presenta gran afinidad por la fosfatidilserina, y se
analizaron por citometria de flujo (FACSCalibur, BD Bioscience). Para el andlisis de datos
se emplearon los programas Cell QuestPro (BD Bioscience) y Flow Jo version 10.

7.6 Microscopia electrénica de transmision

Una vez colectadas, las microvesiculas fueron teflidas con el conjugado Anexina V-oro
(15 nm, Biorbyt) durante 30 minutos, se centrifugaron a 14,000 x g durante 20 minutos a
4°C vy el pellet se resuspendié6 en PBS. Posteriormente, se colocaron 10 ul de la
suspension en rejillas de niquel revestidas de carbon y formvar por 20 minutos. La rejilla
se secO con papel filtro se tifid con acetato de uranilo al 2% durante 5 minutos. Se retiro
la rejilla del acetato de uranilo y se lavdo con agua destilada por un minuto. Las

microvesiculas se observaron con un microscopio de transmision JEOL 1010.
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7.6 Analisis de rastreo de nanoparticulas

El tamafio de las microvesiculas se examin0 mediante un analisis de rastreo de
nanoparticulas con un NanoSight (NanoSight Ltd Amesbury, UK) equipado con un laser
azul (488 nm) y una camara sCMOS. Las preparaciones fueron medidas por triplicado
(temperatura 22.0°C; viscosidad 0.95 cP) durante 10 s. El software usado para la captura
y analisis de datos fue el NTA 3.2 Dev Build 3.2.16.

7.7 Electroforesis de proteinas

Se realiz6 la extraccion de proteinas a partir de células C6, microvesiculas de C6 y
microvesiculas de C6 irradiadas empleando el ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear
Protein Extraction Kit (Fermentas), y posteriormente fueron cuantificadas mediante el
método de Lowry. Se realiz6 la electroforesis de las proteinas (30 mg) en condiciones
desnaturalizantes en un gel de poliacrilamida al 15 %. Se empled Precision Plus Protein
Standards (Bio-Rad) como marcador de peso molecular. Una vez terminada la

electroforesis, el gel fue tefiido con azul de Coomassie.

7.8 Diseio experimental

Treinta ratas, a las que se les inocularon células C6 y cuyo tumor tuviera un diametro no
menor de 2 cm, fueron separadas en tres grupos (n=10): el primero fue administrado con
PBS (grupo control), el segundo grupo fue tratado con microvesiculas de células C6 y el
tercer grupo con microvesiculas de células C6 irradiadas (1 x 107 microvesiculas). Los
tratamientos y el PBS fueron emulsionados con adyuvante completo de Freund a una
proporcion de 1:1 y se administraron de manera subcutanea en el muslo contralateral al
tumor en las ratas. Se realizé una segunda administracion (refuerzo) 7 dias posteriores a
la primera. Se registro el volumen tumoral inicial y se evaluo a los 7, 14, 18 y 21 dias
midiendo los tres diametros del tumor con un vernier calibrado. Los animales fueron
sacrificados 21 dias posteriores al tratamiento por exanguinacion (previa anestesia con

Ketamina/Xilacina) y se colecto el tumor, la sangre y el bazo para su analisis.
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7. 9 Determinacion del volumen tumoral

El volumen tumoral (cm?) se calculé para cada rata y tiempo mediante la siguiente formula
(Tomayko & Reynolds, 1989):

n
3 XlargoxanchoXaltura

7. 10 Evaluacion de las poblaciones de macrofagos, células NK y linfocitos T

Se determinaron los porcentajes de linfocitos T cooperadores (CD4+), T citotdxicos
(CD8+) y T reguladores (CD4+/CD25+/FoxP3+), asi como de células asesinas naturales
(NKR-P1+) y macrofagos (CD68+) en muestras de sangre, bazo y tumor mediante
citometria de flujo empleando los anticuerpos monoclonales anti-CD4-PE de rata, anti-
CD8-PE de rata, anti-NKR-P1-FITC de rata, anti-CD25-FITC de rata, anti-Foxp3-APC de
rata y anti-CD68 de rata, este Ultimo junto con un anticuerpo secundario acoplado a APC.
Brevemente, se incubaron 30 yL de sangre o de homogenado de bazo o tumor con 5 pL
del anticuerpo monoclonal correspondiente (dilucion 1:100) durante 30 minutos.
Posteriormente, se anadieron 200 yL de solucidén de lisis de globulos rojos (BD
Bioscience), se incubaron las muestras durante 10 minutos y fueron lavadas con PBS.

Para los linfocitos T reguladores, ademas se adicionaron 200 pyL de solucion de
permeabilizaciéon (BD Bioscience), se incubaron durante 10 minutos, se lavaron e
incubaron con anti-FoxP3-APC durante 30 min. Todas las células, después de ser
lavadas con PBS, fueron fijadas con paraformaldehido al 1% en PBS. Las células fueron
analizadas con un equipo FACSCalibur (BD Biosciences) usando los programas

CellQuest Pro (BD Bioscience) y Flow Jo version 10.

7. 11 Determinacion de apoptosis y necrosis

Una parte del homogenado de tumor fue tomado para evaluar apoptosis y necrosis. Las
células se lavaron con PBS y se tifieron con Anexina V y yoduro de propidio (Annexin-V-
FLUOS Staining Kit, Roche) en 100 pyL de buffer de uniéon durante 15 minutos en la

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 200 L mas de buffer
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de union y se analizaron por citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences) con Cell

QuestPro (BD Biosciences) y Flow Jo version 10.

7. 12 Andlisis estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los datos. Posteriormente se
comparo cada tratamiento con el control mediante t-student o U-Mann, segun el caso. Un
valor de p < 0.05 fue considerado como significativo. Para este analisis se empled el
programa SPSS Statistic 23.0 (IBM SPSS Statistics para Windows, Version 23.0. Armonk,
NY: IBM Corp.).
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8. Resultados

8.1 Aislamiento y caracterizacion de las microvesiculas

Aislamos MV de glioma a partir de cultivos de la linea celular C6. Un grupo de células en
cultivo fue mantenido en condiciones control, mientras que otro se sometié a radiacion
con una dosis de 50 Gy. Se observaron los cultivos mediante microscopia de campo claro,
donde las células irradiadas mostraron morfologia diferente a las células control, ademas
de la formacion de vesiculas como se muestra en la Figura 5A. El medio de cultivo de las
células fue colectado y centrifugado a baja velocidad para descartar células intactas y
detritos celulares; el sobrenadante obtenido fue ultracentrifugado para asi obtener el

pellet correspondiente a las MV (Diagrama 1).

Para determinar el tamafio de las MV se realizé un andlisis de rastreo de nanopatrticulas;
en la Figura 4A y 4C se muestran imagenes representativas del andlisis y los diagramas
distribucion de los tamafios de las MV se muestra en los diagramas de la Figura 4B y 4D.
El tamafio promedio de las MV obtenidas de las células C6 fue de 395.0 + 202.6 nm y en
el caso de las células C6 irradiadas fue de 339.9 + 139.0 nm (Tabla 4). Las MV aisladas
fueron ademas estudiadas mediante microscopia electronica de transmision; para ambas
condiciones de cultivo (irradiados o no), se observaron particulas de forma esférica con

un aproximado de 200 nm (Figura 5B).

Como primera aproximacién para determinar la diferencia entre las MV sometidas o no a
radiacion, se realizé la extraccion las proteinas de células C6 y de las MV que a
continuacion se corrieron en un gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
Se logré observar (Figura 6) una mayor cantidad de proteinas en el lisado completo de

las células C6 en comparacion con las MV, ademas de un diferente patron de bandeo.
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Cultivo de células
Cc6

Medio de cultivo

Centrfugar
tSOO X g/ 10 min (x2)

Pellet (Restos
celulares y cuerpos Sobrenadante
apoptaticos)
Ultracentrfugar
| 14,000 x g / 20 min

Sobrenadante [ Pellet

(Microvesiculas)

Lavar con PBS (x2)
L y resuspender en

PBS

Microvesiculas en
suspension

Diagrama 1. Procedimiento para el aislamiento microvesiculas a partir de cultivo de células C6 de glioma
de rata.

29



€
;‘ =
o
3
& -
S
c
2
& -
<
3
S
2
Q 104
o
/ i A \
o /
. [ | J \ £\
| A {\ /
| I\ \ /
L AL \ / \
2\ (4 —
" [ T | | | | | 1
o 00 % o €0 %© &0 o
Size (nm)
"
| D
i
1
E |
3 ‘ |
L
E—,‘ 154
] [ |
S
5 I
2
]
s 104
£ | |
8 i
-~ |
3 i
o |
4 I\ A
| \\ / \\ — LD 30818
| \ f _
| / PO~ 1305-30
N | \ A\ PrUEDa~13-10-58
i 7\ J \ /
| T T T T T T | [ |
00 200 0 402 0 &0 T0 0 900 1000
Size (nm)

Figura 4. Determinacion del tamafio de las microvesiculas. Imagenes representativas de la distribucion del
tamafio de las microvesiculas de C6 (A) y de C6 irradiadas (C), obtenidas a partir de videos del andlisis de
rastreo de nanoparticulas de NANOSIGHT (panel izquierdo), y analisis de la distribucion del tamafio de las
microvesiculas de C6 (B) y de C6 irradiadas (D) (por triplicado) mediante el software NTA 3.2 Dev Build
3.2.16 de NANOSIGHT (panel derecho)

Tabla 4. Tamaio promedio de las microvesiculas determinado
mediante NANOSIGHT

Fuente de MV

Tamafio promedio (nm) = SD

C6

395.0 £ 202.6

C6 irradiadas

339.9+£139.0
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Figura 5. Microscopia de células C6 y de microvesiculas. A) Imagenes de microscopia de campo claro de
células de glioma C6 (N) y de células de glioma C6 irradiadas (I) con dosis de radiacion de 50Gy (20X). B)
Iméagenes de microscopia electronica de transmision de microvesiculas de células C6 (N) y de células C6

irradiadas (l) marcadas con anexina V-oro. La barra representa 200 nm.
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Figura 6. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15 % de proteinas obtenidas células

C6 (C6), microvesiculas de células C6 (N) y microvesiculas de células C6 irradiadas (l).

8.2 Vacunacién con microvesiculas en un modelo de glioblastoma subcutaneo

Se realizé la vacunaciéon terapéutica con MV de células C6 en ratas con tumores
subcutaneos. La administracion de MV de células C6 no mostr6 un efecto en el
crecimiento tumoral (36.871 * 6.945 cm?®) cuando se compard con el control. Por otro
lado, con la administracion de MV de células C6 irradiadas el volumen tumoral se redujo
significativamente (12.127 + 5.918 cm3® en mas del 60% al dia del sacrificio en
comparacion con el control (32.551 + 8.706 cm?®) (p=0.031) como se muestra en la Figura
7.
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Volumen tumoral (cm3)

Tiempo (dias)

—®— CONTROL

== NO IRRADIADAS
== |RRADIADAS

Figura 7. Cinética de crecimiento tumoral. Un millon de células C6 viables fueron implantadas de manera
subcutanea en ratas Wistar. Una vez desarrollados los tumores (22 cm de diametro), las ratas fueron
administradas por via subcutanea con MV de C6, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS los dias 0y 7. Se

determind el volumen tumoral los dias 0, 7, 14, 18 y 21. Los resultados se expresan como la media + SEM.
*p=0.031 irradiadas vs control.
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8.3 Evaluacion de la apoptosis y necrosis en tumor

Con el objetivo de conocer el mecanismo por el cual el sistema inmune disminuye el
volumen tumoral, determinamos los porcentajes de células en y necrosis de las ratas de
los tres grupos. Encontramos un incremento significativo, de mas de tres veces en células
en apoptosis temprana (Figura 8B) en el grupo administrado con MV de C6 irradiadas
(7.013 £ 2.818) en comparacion con el grupo control (1.830 = 0.434) (p=0.0.027). Asi
también, se observé un mayor nimero de células en apoptosis tardia (Figura 8C) en el
mismo grupo (5.605 + 1.028) comparandolo con el control (2.464 + 0.548) (p= 0.022). En
cuanto a la apoptosis total, en el grupo tratado con MV de C6 irradiadas obtuvimos un
namero de células en apoptosis de casi el triple (12.62 + 3.429) en comparacion con el
grupo control (4.294 + 0.865) (p=0.038). El grupo tratado con MV de C6 no irradiadas no
mostro diferencias significativas con el control. Igualmente, no se encontraron diferencias

en los porcentajes de células necroticas en el tumor (Figura 8E).
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Figura 8. Evaluacion de apoptosis y necrosis en tumor. Se evaluaron mediante citometria de flujo: (A)
células vivas (negativas para anexina V y negativas para yoduro de propidio), (B) células en apoptosis
temprana (positivas solo para anexina V), (C) apoptosis tardia (positivas para anexina V y yoduro de
propidio), (D) el total de células en apoptosis y (E) necrosis (positivas para yoduro de propidio), en tumores
de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21 después del tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6
irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control). Se presenta un grafico de puntos representativo de las
poblaciones (F). Los resultados se expresan como la media + SEM, apoptosis temprana *p=0.027,

apoptosis tardia *p=0.022, apoptosis total *p=0.038, para irradiadas vs control.
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8.4 Efecto de la vacunacion con MV en el porcentaje de linfocitos T cooperadores,

T citotoxicos y T reguladores, macrofagos y células natural killer

Dado que la induccion de respuestas inmunes antitumorales especificas, generalmente
se encuentran acompafadas de modificaciones en los porcentajes de linfocitos T,
determinamos los porcentajes de linfocitos en sangre, bazo e infiltrantes del tumor,

mediante citometria de flujo.

Observamos un incremento significativo del 300% en el porcentaje de linfocitos T CD4+
infiltrantes del tumor en las ratas vacunadas con MV provenientes de células irradiadas
(15.68 £4.291) con respecto al grupo control (5.048 + 1.957) (p=0.036). No se observaron
diferencias en las ratas vacunadas con MV provenientes de células no irradiadas.
Tampoco se observaron modificaciones en los porcentajes de linfocitos CD4+ en bazo o

sangre con respecto al grupo control en ninguno de los grupos vacunados (Figura 10).

Por otro lado, se observd un incremento de poco mas del 200% en el porcentaje de los
linfocitos T CD8+ infiltrantes del tumor en el grupo de ratas vacunadas con MV
provenientes de células irradiadas (9.315 + 2.639) con respecto al grupo control (3.743 +
1.488) (p=0.036), no asi en el grupo de ratas vacunadas con MV de células no irradiadas.
No se observaron cambios significativos en los porcentajes de linfocitos CD8+ en sangre

y bazo de ambos grupos vacunados con respecto al grupo control (Figura 11).

Respecto a las células T reguladoras (CD4+/CD25+/FoxP3+), se observé un incremento
significativo en el porcentaje de estas células infiltrantes del tumor (2.040 + 0.694) con
respecto al grupo control, (p=0.037) en el grupo de ratas vacunadas con MV de células
irradiadas con respecto al grupo control (0.4163 + 0.1474). No se observaron diferencias
en el grupo vacunado con MV de células no irradiadas ni en los porcentajes de estas

células en sangre (Figura 12).

De igual manera se buscaron modificaciones en los porcentajes de células naturales killer

NK (NKR-P1+) y macrofagos (CD68+) en sangre, bazo e infiltrantes del tumor sin que se
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observaran diferencias significativas entre los grupos vacunados y el grupo control en

ninguno de los tejidos explorados. (Figuras 13 y 14, respectivamente).

600 Linfocitos
1 30,0%

SSC-H

Monocitos
9,44%

600 800 1K
FSC-H

Figura 9. Se seleccioné la poblacién correspondiente a linfocitos de acuerdo con su tamafio (FSC) y
granularidad (SSC), para determinar las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores, T citotoxicos, T
reguladores y NK. Para la determinacién de macréfagos se selecciond la poblacion correspondiente a

monocitos. Se muestra un grafico de puntos representativo de células en sangre.
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Figura 10. Estudio comparativo de los linfocitos T cooperadores. Se realiz6 el andlisis por citometria de
flujo de células CD4+ en (A) sangre, (B) bazo y (C) tumor de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21
después del tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control).
Se presenta un histograma representativo de linfocitos T CD4+ en sangre (D). Los resultados se expresan

como la media + SEM. *p= 0.036 irradiadas vs control.
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Figura 11. Estudio comparativo de los linfocitos T citotoxicos. Se realizd el analisis por citometria de flujo
de células CD8+ en (A) sangre, (B) bazo y (C) tumor de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21 después
del tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control). Se
presenta un histograma representativo de linfocitos T CD8+ en sangre (D). Los resultados se expresan

como la media + SEM. *p=0.04 irradiadas vs control.
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Figura 12. Estudio comparativo de los linfocitos T reguladores. Se realizé el andlisis por citometria de flujo
de células CD4+/ CD25+/ FoxP3+ en (A) sangre y (B) tumor de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21
después del tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control).
Se presenta un gréafico de puntos representativo para la seleccion de la poblacién de linfocitos CD4+/CD25+
en sangre (D), a partir de la cual se determiné la cantidad de linfocitos T reguladores (FoxP3+) (E). Los

resultados se expresan como la media + SEM. *p= 0.037 irradiadas vs control.
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Figura 13. Estudio comparativo de las células asesinas naturales (NK). Se realiz6 el analisis por citometria
de flujo de células NKR-P1+ en (A) sangre, (B) bazo y (C) tumor de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21
después del tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control).
Se presenta un histograma representativo de células NK en sangre (D). Los resultados se expresan como

la media £ SEM, no se observaron diferencias significativas.
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Figura 14. Estudio comparativo de los macréfagos. Se realiz6 el analisis por citometria de flujo de células
CD68+ en (A) sangre, (B) bazo y (C) tumor de ratas con glioblastoma subcutaneo, 21 después del
tratamiento con MV de C6 no irradiadas, MV de C6 irradiadas (50 Gy) o PBS (grupo control). Los resultados

se expresan como la media = SEM, no se observaron diferencias significativas.
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9. Discusion

A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento multimodal del glioblastoma, este
continda siendo refractario a la terapéutica actual, sin que se hayan logrado avances
significativos en el aumento de sobrevida y calidad de vida de estos pacientes en las

Gltimas dos décadas (Bernard-Arnoux et al., 2016).

La inmunoterapia es una opcidbn novedosa para el tratamiento del cancer y
particularmente la vacunacion antitumoral con vesiculas extracelulares, es un medio
prometedor para inducir inmunidad sistémica contra células malignas. En este trabajo
aislamos MV a partir del sobrenadante de cultivos de células C6 y de células C6
irradiadas con el fin de investigar su potencial inmunogénico y determinar si la vacunacion
terapéutica con tales MV en ratas con tumor C6 subcutaneo, era suficiente para estimular

al sistema inmune y reducir el crecimiento de tumores.

Para llevar a cabo este proyecto empleamos un modelo de glioblastoma subcutaneo con
células C6 en ratas Wistar. La inyeccion intracraneal o subcutanea de células tumorales
se ha usado ampliamente en para el desarrollo de terapias para seres humanos, ya sea
por xenoinjertos de lineas tumorales humanas en ratas inmunodeficientes o aloinjertos
de lineas tumorales de rata. Estos modelos han permitido una mejor aproximacion de las
condiciones fisiologicas que los cultivos in vitro, debido a la presencia de vasculatura e
interacciones con la matriz extracelular. Ademas, permiten la localizacion reproducible y
definida de tumores, tasas de crecimiento tumoral predecibles y puntos finales bien
definidos (Gursel & Reilly, 2005). La linea celular que empleamos (C6) comparte diversos
marcadores histopatoldgicos y tumorales con el glioblastoma (Stylli, Luwor, Ware, Tan, &
Kaye, 2015) y su implantacién de manera subcutanea representa una opcion factible y
que facilita la medicién del volumen tumoral sin la necesidad de sacrificar al animal de
estudio, contrario al modelo intracraneal. Al mismo tiempo, no se aprecian diferencias
considerables entre tumores intracraneales y subcutaneos de glioma C6 en términos de
estructura, incluyendo celularidad y formacion de pseudoempalizada (Watanabe et al.,
2002).
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Con la finalidad de obtener MV auto6logas para utilizarlas como vacunacion, empleamos
también cultivos de células C6. El aislamiento de las MV se llevdo a cabo mediante
ultracentrifugacion (Diagrama 1), que es el método mas usado para la obtencion de
vesiculas extracelulares actualmente (Gardiner et al., 2016). El aislamiento de las MV fue
posteriormente confirmado mediante microscopia electronica de transmision como se
observa en la Figura 5B. A continuacion, las MV se sometieron a un analisis de rastreo
de nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés) (Figura 4). Esta técnica, combina las
propiedades de la microscopia de dispersion de luz laser y el movimiento de Browniano
para obtener la distribucion del tamafio de particulas en suspension. El tamafio de las MV
de los cultivos de C6 y de C6 irradiadas que aislamos fue similar (Tabla 1). Sin embargo,
las MV de los cultivos irradiados presentaron un tamafio mas uniforme, lo que nos hace

sugerir que el tratamiento con radiacion indujo a la liberacién de MV de un tipo particular.

Es conocido que las proteinas contenidas en las MV varian dependiendo de las células
de las cuales se liberan y de las condiciones a las cuales son sometidas (T. H. Lee et al.,
2011). Es por ello que realizamos la extraccién de proteinas de las MV de C6 y de C6
irradiadas, ademas de células C6 completas. Mediante electroforesis desnaturalizante en
gel de poliacrilamida de las proteinas logramos observar que las MV (irradiadas o no)
contienen una menor cantidad de proteinas y un patron de proteinas diferente en
comparacién con el lisado de células completas (Figura 6). En un estudio realizado con
lisados de células U87MG de glioblastoma humano, sometidas a 0 Gy o 4 Gy, y las
vesiculas extracelulares asiladas a partir de estas, se mostro que las vesiculas contenian
un grupo selecto de proteinas, diferente en comparacion con las células de las cuales se
derivaron (Arscott et al., 2013). No encontramos diferencia el patron de bandeo entre
ambos tipos de MV, sin embargo, es necesario analizar proteinas particulares, como los
DAMPs, para evaluar el efecto de la irradiacion en la expresion de estas proteinas en la
linea celular de glioma C6.

Una vez establecidos los tumores subcutaneos, se llevo a cabo la vacunacion con las MV
y se realiz6 el seguimiento del tamafio tumoral. Observamos una reduccién mayor al 60%

del volumen tumoral en las ratas vacunadas con MV proveniente de células C6 irradiadas
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en comparacion con el control, sin que observaramos disminucion en el grupo de ratas
vacunadas con MV de células C6 sin radiacion (Figura 7). La inmunogenicidad de las
vacunas puede ser mejorada controlando la naturaleza de la expresion de antigenos. Se
ha mostrado que el patron de expresion de antigenos sobre las MV cambia cuando las
células tumorales son expuestas a radiacion (Baulch et al., 2016). En un estudio con
células de mieloma mudltiple, la radiacion (100,150 y 180 Gy) incremento la expresion de
todos los antigenos de superficie presentes en las células antes de la radiacion, esta
sobreexpresion fue dosis dependiente y aumentd con el tiempo, incrementando la
inmunogenicidad de las células tumorales (Baulch et al., 2016; Chiriva-Internati et al.,
2006).

Adicional a este incremento en la expresion de antigenos, es necesaria la presencia de
sefales inmunoestimuladoras, que cuando estan ausentes conducen a la tolerancia. En
el contexto de las infecciones, estas seflales son proporcionadas por estructuras
microbianas altamente conservadas llamadas patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y en el caso de la terapia del cancer una
funcién similar es proporcionada por los DAMPs (Galluzzi, Zitvogel, & Kroemer, 2016).
Existe evidencia que indica que las MV que contienen DAMPs (incluyendo HMGB1,
proteinas S100, ATP, y HSP) liberadas de tejidos estresados o lesionados desempefian
un papel importante en la modulacion de la respuesta inmune (Buzas, Gyorgy, Nagy,
Falus, & Gay, 2014). Es por ello que podemos apuntar que la irradiacion produjo MV con
mayor potencial inmunogénico que las MV de células sin radiacion debido a un patrén
especifico de antigenos y la presencia de DAMPs, lo cual se reflejé en tumores de menor
tamafo. Cabe sefialar que dicha disminucién en el crecimiento tumoral se puede deber
principalmente a la induccion de la apoptosis mediada por las células del sistema inmune,
pues el grupo de ratas tratadas con MV de células C6 irradiadas mostrd un incremento
del 300% en el porcentaje de células en apoptosis en tumor como se observa en la Figura
8.

Para corroborar si la vacunaciéon con MV modificaba las poblaciones de células efectoras

inmunes, determinamos los porcentajes de linfocitos T cooperadores, linfocitos T
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citotoxicos, linfocitos T reguladores, células NK y macréfagos, en sangre, bazo y tumor.
Nuestros resultados mostraron que al vacunar ratas portadoras de tumores subcutaneos
con MV de C6 irradiadas, las poblaciones de NK (Figura 13) y macrofagos (Figura 14) no
presentan cambios significativos en comparacion con el control. Sin embargo, se produce
un incremento significativo en las poblaciones de linfocitos T cooperadores (Figura 10C)
y linfocitos T citotoxicos (Figura 11C) en el tumor. Diversos trabajos han mostrado que
un incremento de las poblaciones inmunes efectoras infiltrantes del tumor correlaciona
con un mejor pronostico (Gajewski et al., 2013; Galon, Angell, Bedognetti, & Marincola,
2013). Lin y colaboradores emplearon un agente inductor de ICD, y por consiguiente de
DAMPs, con la finalidad de incrementar la inmunogenicidad de vacunas basadas en
lisados tumorales cargados en DC, encontrando un incremento en la proliferacion de
linfocitos T CD4+ y T CD8+ in vitro, ademés de disminucion de metéstasis y aumento de
sobrevida en un modelo in vivo de cancer de mama (Lin et al., 2015). Otro grupo de
estudio empledé el sobrenadante de células de cancer colorrectal estresadas
quimicamente para pulsar DC donde observo la induccién de una respuesta Th1l in vitro,
ademas una respuesta inmune antitumoral in vivo en un modelo murino de cancer

colorrectal (Fang et al., 2014).

Por otro lado, observamos también un incremento en linfocitos T reguladores en tumor
(Figura 12B) en el grupo tratado con MV de C6 irradiadas. Se ha demostrado que
fragmentos de proteinas de estrés presentados en moléculas del MHC, como HSP70 y
HSP60, tienen la capacidad de inducir una respuesta por células T reguladoras (Keijzer,
van der Zee, van Eden, & Broere, 2013). Los linfocitos T reguladores tienen un papel
crucial en el control homeostatico sobre la inflamacién, siendo los principales actores en
la prevencién del dafio excesivo propio mediante la liberacién de citocinas (Schaue, Xie,
Ratikan, & McBride, 2012). En nuestro trabajo, a pesar del aumento estas células, la
respuesta mediada por células CD4+ y CD8+ fue capaz de inclinar la balanza hacia una
respuesta efectora mas que inmunosupresora. No obstante, es posible que Ila
disminucién de la subpoblacion de linfocitos T reguladores mejore el efecto observado en

nuestra estrategia inmunoterapéutica.
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11. Conclusién

Dados los resultados obtenidos en este trabajo, podemos sugerir que la vacunacion con
MV de células irradiadas promueven una respuesta inmune adaptativa efectiva mediada
por linfocitos T cooperadores y T citotoxicos, que conduce a un incremento de la muerte
celular por apoptosis de las células tumorales y finalmente, la reduccion de los tumores

en el modelo subcutaneo de glioblastoma.
El prondstico de los pacientes con glioblastoma es desalentador a pesar del tratamiento

multimodal. Es posible que la vacunacién con MV de células irradiadas pueda ser una

terapia adyuvante efectiva para estos pacientes.
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